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Resumen 
 

 La artritis reumatoide juvenil (ARJ) representa a la artropatía autoinmune 

más común de la infancia. El desarrollo de la ARJ está fuertemente influenciada 

por la combinación de factores genéticos y ambientales. Diversos genes 

involucrados con la síntesis de proteínas relacionadas con inflamación y 

autoinmunidad han sido asociados con susceptibilidad a desarrollar ARJ en 

distintas poblaciones. En este estudio de casos y controles, donde se incluyeron 

215 pacientes con ARJ y 430 controles, se evaluó el impacto de 41 polimorfismos 

de un sólo nucleótido (SNP) en 14 genes candidato del sistema inmune (IL2, IL8, 

IL17, CD40, CD80, GMCSF, MCP1, TACE, TNFR1, TNFR2, TYK2, IL23R, 

FCRL3, y NFKB1) y su relación con la susceptibilidad a padecer esta patología 

multifactorial. Nuestros resultados sugieren que todos los SNP de los genes 

analizados estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (E-HW), excepto el SNP -

1455A/C del gen TACE, E-HW p=0.002). Los genes IL2, IL8, IL17, CD40, CD80, 

GMCSF, MCP1 no mostraron asociación con ARJ. Sin embargo, SNP en los 

genes TYK2 (-1218A/G, p=0.008), IL23R (-738G/A, p=0.02), FCRL3 (-169T/C, 

p=0.03), y NFKB1 (-94ATTG/-, p=0.016, NFKB1_1C/T, p=0.01, NFKB1_2C/T, 

p=0.001, NFKB1_3G/A, p=0.002, NFKB1_4C/T, p=0.002, NFKB1_5T/C, p=0.02, 

NFKB1_7C/T, p=0.02, NFKB1_10G/C, p=0.008, NFKB1_11T/C, p=0.008) si 

mostraron asociación con ARJ. Los genes TYK2, FCRL3, TNFR1, y NFKB1 se 

asociaron con ARJ de manera dependiente de género, en varones se mostró lo 

siguiente; TYK2 -1218A/G, p=0.002, FCRL3 -169T/C, p=0.003, y TNFR1 -309G/T, 

p=0.004, mientras en  mujeres: NFKB1 -94ATTG/-, p=0.01, NFKB1_1C/T, 

p=0.018, NFKB1_2C/T , p=0.004, NFKB1_3G/A, p=0.008, NFKB1_4C/T, p=0.004, 

NFKB1_5T/C, p=0.002, NFKB1_10G/C, p=0.027, NFKB1_11T/C,  p=0.028. El 

análisis de haplotipos mostró una asociación de los genes FCRL3, TNFR1 y 

NFKB1 y ARJ. Los haplotipos CGCA de FCRL3 y InsTTATCCTTCCG de NFKB1 

mostraron los siguientes valores; OR 0.35, p=0.00005, y OR 0.65, p=0.0052, 

respectivamente. Mientras el haplotipo CTTGC de TNFR1 mostró la siguiente 

asociación; OR 1.62, p=.016. El análisis de expresión génica mostró que el alelo T 

del SNP -309G/T de TNFR1 asociado a ARJ en varones no afecta los niveles de 

expresión en individuos sanos. Nuestros datos sugieren que estos polimorfismos 

son marcadores importantes de desarrollo a ARJ en nuestra población. 
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Abstract    

 
 Juvenile rheumatoid arthritis (JRA) comprises the most common 

autoimmune arthropathies of childhood. Strong evidences suggests that 

development are involved both genetic and environmental factors. Several single 

nucleotide polymorphisms (SNP) found in genes involved with inflammation and 

autoimmunity have been associated with susceptibility to JRA. We performed a 

case – control study including two hundred fifteen patients with JRA and four 

hundred thirty controls. The aim was to evaluate the impact of 41 SNP in 14 

candidate genes of the immune system and its relationship to susceptibility to 

develop this disease multifactorial. Our results suggest that all SNP of IL2, IL8, 

IL17, CD40, CD80, GM-CSF, MCP-1, TACE, TNFR1, TNFR2, TYK2, IL23R, 

FCRL3 and NFKB1 genes were in Hardy-Weinberg equilibrium (E-HW), except the 

SNP-1455A / C TACE, E-HW p = 0.002). SNP located in the IL2, IL8, IL17, CD40, 

GMCSF, MCP1, TNFR2 y TACE are not involved in the JRA physiophatology. 

However, TYK2 (-1218A/G, p=0.008), IL23R (-738G/A, p=0.02), FCRL3 (-169T/C, 

p=0.03), and NFKB1 (-94ATTG/-, p=0.016, NFKB1_1C/T, p=0.01, NFKB1_2C/T, 

p=0.001, NFKB1_3G/A, p=0.002, NFKB1_4C/T, p=0.002, NFKB1_5T/C, p=0.02, 

NFKB1_7C/T, p=0.02, NFKB1_10G/C, p=0.008, NFKB1_11T/C, p=0.008) 

polymorphisms were associated with JRA. After gender estratification, we found an 

association between JRA and TYK2 (-1218A/G, p=0.002), FCRL3 (-169T/C, 

p=0.003), and TNFR1 (-309T/G, p=0.004) genes in male group. While in women 

we observed the following: NFKB1 -94ATTG/-, p=0.01, NFKB1_1C/T,  p=0.018, 

NFKB1_2C/T, p=0.004, NFKB1_3G/A, p=0.008, NFKB1_4C/T, p=0.004, 

NFKB1_5T/C, p=0.002, NFKB1_10G/C, p=0.027, NFKB1_11T/C, p=0.028. 

Haplotype analysis showed an association between haplotypes involving FCRL3, 

NFKB1 ( gene and JRA. The CGCA and InsTTATCCTTCCG haplotype of FCRL3 

and NFKB1 showed association with JRA (OR 0.35, p=0.00005, y OR 0.65, 

p=0.0052, respectivaly). Meanwhile, CTTGC haplotype of TNFR1 showed 

association with susceptibility to JRA (OR 1.62, p=0.016). Gene expression 

analysis in males showed no significant difference in the TNFR1 expression level 

either T or G alleles of -309G/T SNP. Ours results suggest that TYK2, IL23R, 

FCRL3, TNFR1 and NFKB1 gene are associated with JRA in Mexican population.  
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1. Introducción 

 

1.1. Artritis reumatoide 
 
La artritis representa un grupo heterogéneo de enfermedades inflamatorias 

articulares que se asocian con manifestaciones extrarticulares.1 Estas patologías 

se dividen por el tiempo de evolución en artritis aguda y crónica. La artritis aguda 

tienen un tiempo de evolución inferior a 6 semanas, (no sólo es una causa de 

urgencia médica por la incapacidad funcional, sino también porque si se deja 

evolucionar sin un tratamiento adecuado, pueden comprometer la vida de los 

pacientes, mientras la artritis crónica se presentan en los individuos con un tiempo 

de evolución mayor a 6 semanas.2 Entre las artritis crónicas autoinmunes más 

comunes en adultos y niños se encuentran la artritis reumatoide (AR) y la artritis 

reumatoide juvenil (ARJ), respectivamente. Siendo incluso la AR y la ARJ las 

enfermedades autoinmunes más comunes3-5.  

 

 

1.1.1 Prevalencia e incidencia de la ARJ 

La incidencia y prevalencia exacta de la ARJ no está muy clara; en Finlandia se 

ha reportado una prevalencia de apenas el 0.1% de las enfermedades que 

afectan a dicha población6. Otros estudios han reportado que la incidencia de la 

ARJ varía considerablemente de una población a otra, pero en general se 

presenta entre 10 a 23 por cada 100,000 niños (Tabla 1), mientras la prevalencia 

se presenta de 0.83 a 220 por cada 100,000 nacidos vivos7. 

 

 

1.1.2 Características clínicas de la ARJ 

La ARJ en una enfermedad caracterizada por presentar inflamación en una o más 

articulaciones con al menos 6 semanas de evolución que afecta a niños menores 

de 16 años, y predomina en el género femenino3. Esta entidad se caracteriza por 

inflamación, edema, eritema, prurito, pérdida de la función y rigidez articular que 

frecuentemente causa discapacidad funcional, alterando la calidad de vida de los 

individuos afectados. Durante la evolución de la enfermedad se van destruyendo 

progresivamente las articulaciones debido a procesos inflamatorios desregulados. 

Sin embargo, la enfermedad se puede presentar con manifestaciones clínica muy 
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variable y puede ir desde la inflamación de una articulación, hiperemia y prurito, 

hasta destrucción del cartílago y erosión de hueso de varias articulaciones; 

incluso puede haber manifestaciones extrarticulares7,8. Estos eventos destruyen 

progresivamente la estructura normal de los componentes articulares y el daño 

que sufren las articulaciones depende de la gravedad de la enfermedad9. En la 

ARJ generalmente las articulaciones grandes son las más afectadas, sin 

embargo, las articulaciones pequeñas como las de manos y pies se ven 

involucradas especialmente en algunos subtipos clínicos10. En ocasiones, también 

las articulaciones temporo-mandibular, cervicales, torácicas y columna lumbar 

pueden estar afectadas en los pacientes con esta patología11,12. Otro rasgo clínico 

común en niñas es la uveítis.   

  

 

 

Tabla 1. Incidencia y prevalencia de la ARJ en diferentes poblaciones. 

 

 NR. No reportado       (Datos tomados de Schneider R)7. 
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1.1.3 Clasificación de la artritis reumatoide crónica  

El Colegio Americano de Reumatología (ACR por sus siglas en ingles)13, la 

Asociación Europea Contra el Reumatismo (EULAR)14 y la Asociación 

Internacional Contra el Reumatismo (ILAR)15, han clasificado a los niños con 

artritis reumatoide crónica tomando en cuenta los síntomas y algunos marcadores 

moleculares presentes en los individuos afectados (Tabla 2). Según diferentes 

consensos sobre la clasificación de la artritis crónica juvenil es posible emplear 

cualquiera de las tres formas de clasificación de la artritis infantil crónica. 

 

 

Tabla 2. Clasificación de las artritis crónicas en niños. 

 

* ACJ: Artritis crónica juvenil     ** AIJ: Artritis idiopática juvenil 

 

 

1.1.4. Clasificación de la ARJ 

El ACR clasifica a la artritis reumatoide de acuerdo al número de articulaciones 

afectadas con una evolución no menor a seis semanas en niños menores de 16 

años. Esta clasificación subdivide a la enfermedad en tres subtipos clínicos, los 

cuales son definidos por los síntomas clínicos que se presentan en los primeros 

seis meses de enfermedad. El curso clínico de la ARJ se puede predecir después 

de los primeros seis meses de enfermedad13. Los tres principales subtipos de la 

ARJ son, a) pauciarticular u oligoarticular, b) poliarticular y c) sistémica.  
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1.1.4.1 ARJ pauciarticular 

Este subtipo se desarrolla en al menos el 50% de los niños afectados con ARJ, y 

suele presentarse antes de los 6 años de edad y se caracteriza por presentar 

inflamación de al menos cinco articulaciones durante los primeros seis meses de 

evolución de la enfermedad, usualmente se ven afectadas las grandes 

articulaciones como cuello, muñecas, rodillas y tobillos. Un porcentaje importante 

de los individuos con ARJ pauciarticular sintetizan anticuerpos antinucleares 

(ANA) y la mayoría de ellos desarrollan uveitis7,9. Este subtipo casi nunca afecta 

las caderas y raramente las articulaciones pequeñas de las manos y pies. Algunos 

investigadores frecuentemente dividen a los subtipos pauciarticular en subtipo 

persistente o extendido  (Tabla 2)13. 

 

1.1.4.2 ARJ poliarticular 

Este subtipo representa aproximadamente el 35% de los casos con ARJ y se 

caracteriza por la presencia de artritis en más de cinco articulaciones dentro de 

los primeros seis meses de evolución de la enfermedad. Aquí se incluyen a los 

pacientes con factor reumatoide  positivo (FR+) y negativo (FR-). Este subtipo 

puede ser simétrico y usualmente involucra a articulaciones grandes y pequeñas 

de manos y pies, aunque también otras articulaciones como la de la espina 

cervical y temporomandibular pueden estar afectadas12. Los pacientes 

seropositivos al FR frecuentemente desarrollan poliartritis más tempranamente 

que aquellos con FR negativo, quienes tienen un pronóstico clínico variable8,11. 

Los pacientes con FR positivo son principalmente adolescentes con artritis 

simétricas pequeñas y sinovitis erosiva temprana. Algunos subtipos clínicas de la 

ARJ se asocian con variantes genéticas comunes, sin embargo, este subtipo en 

particular no tiene gran asociación con el complejo principal de histocompatibilidad 

(CPH) o antígeno leucocitario humano (HLA)7,11. 

 

1.1.4.3. ARJ sistémico  

Este subtipo representa aproximadamente el 15% de los casos con ARJ y se 

caracteriza por presentar manifestaciones sistémicas extraarticulares como fiebre 

igual o mayor a 39°C durante lapsos que pueden oscilar entre varias semanas, 

meses y en algunos casos años. La ARJ sistémica usualmente afecta más de 5 

articulaciones tanto grandes como pequeñas10. Algunos rasgos clásicos del 
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subtipo sistémico son los picos de fiebre elevada, linfoadenopatía, pleuritis, 

pericarditis o esplenomegalia7,10,16. Por otro lado, no se ha reportado asociación 

con la edad, género o HLA7.  

 

1.1.5. Etiología de  la ARJ 

La etiología de la ARJ no está bien definida, sin embargo, existe un gran número 

de evidencias que sugieren que esta patología tiene un origen multifactorial, es 

decir, se requiere de la interacción de múltiples genes con el medio ambiente7. 

Aunque los factores ambientales involucrados en el desarrollo de esta entidad no 

se han establecido claramente, se han observado diversas asociaciones con 

niveles anormales de hormonas, traumas articulares, microorganismos 

infecciosos como el virus de la rubéola, retrovirus, virus de la hepatitis C, 

parvovirus B19, Mycobacterium tuberculosis, Micoplasma y Helicobacter pylori, 

entre otros. Sin embargo, ninguna de estas evidencias han sido replicadas en 

laboratorios de investigación7. Mediante estudios en familias y gemelos se ha 

logrado documentar la participación de factores genéticos en el desarrollo de esta 

patología, incluso, se ha asociado con algunos genes del CPH en ratones o el 

HLA en humanos y otros genes involucrados con susceptibilidad y/o gravedad con 

la enfermedad principalmente TNF-α, IL6, MIF y PTPN22, entre otros3. 

 

1.1.6. Fisiopatología de la ARJ 

Una articulación es una serie de estructuras que permiten la conjunción de dos o 

más huesos y pueden ser móviles o fijas17. Gran parte de la movilidad corporal se 

debe a la presencia de diversos tipos articulaciones comolas fibrosas, 

cartilaginosas y sinoviales17. En estas últimas, los huesos que forman este tipo de 

articulaciones cuentan con una cavidad sinovial y se mantienen juntos por la 

acción del tejido conectivo denso irregular de una capsula articular y con 

frecuencia por el trabajo de los ligamentos. Las membranas sinoviales revisten las 

cavidades de articulaciones con libertad de  movimiento y se componen de tejido 

conectivo areolar con fibras elásticas y número variable de adipocitos. Diversos 

tipos celulares de la membrana sinovial secretan líquido sinovial, per se su 

función es lubricar las articulaciones para reducir la fricción, proporcionar 

nutrientes y eliminar desechos metabólicos de los condrocitos del cartílago 

articular17. Los estudios anatómico-histológicos y genético-molecular en ARJ son 
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escasos, sin embargo, aunque existen diferencias marcadas entre la forma infantil 

y del adulto, los extensos estudios realizados en AR han sido muy útiles como 

modelo para esclarecer el daño anatómico-histológico y genético-molecular en 

pacientes con ARJ. Los análisis histológicos de pacientes con AR han mostrado 

una fuerte participación de eventos inflamatorios en la membrana sinovial y en el 

pannus, lo cual contribuye en la patogénesis de la remodelación del tejido 

conectivo sinovial anormal, estos mismos eventos se cree pueden pasar en ARJ 

(Figura 1)10. 

 

 

 

 
Figura 1. Articulación diartrósica normal y afectada por ARJ. A) Estructura y 
componentes básicos de una articulación normal con movimiento, las articulaciones están 
protegidas por una membrana sinovial. B) En la ARJ, la membrana sinovial se inflama y 
su estructura y su función se ven afectadas junto con el cartílago y hueso. 
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Diversas investigaciones han documentado que en la ARJ, varios tipos celulares 

del sistema inmune innato y adaptativo reaccionan contra tejidos propios de los 

individuos afectados con esta enfermedad. Lo anterior es debido a una falla en la 

clonalidad de los linfocitos T, produciendo daño tisular y en un porcentaje 

importante, daño sistémico. En la membrana sinovial de los pacientes con ARJ se 

infiltran diversos tipos de células inflamatorias como macrófagos, neutrófilos, 

células plasmáticas, células dendríticas y una alta proporción de células T 

activadas (las cuales contienen altas concentraciones de receptores de 

quimiocinas) que actúan contra las células de la membrana sinovial de las 

articulaciones3,10,18. Diversos estudios muestran la importancia de los fibroblastos 

sinoviales en la producción de diferentes proteínas implicadas en la inflamación, 

destrucción del cartílago y hueso (Tabla 3)19. Se ha observado también que los 

linfocitos B juegan un papel fundamental en el desarrollo de la artritis; la presencia 

del anticuerpo monoclonal dirigido contra CD20 de los linfocitos B de ratones 

causa una completa disociación de los folículos de las células B y reduce 

significativamente la síntesis de la IL-1β, INF , citocinas sintetizadas por los 

linfocitos T e involucradas fuertemente con esta enfermedad. Estos datos 

sugieren que las células B tienen un efecto en el desarrollo de la ARJ20. Además 

de las células implicadas en el desarrollo de la autoinmunidad, algunas moléculas 

solubles como el TNF-α, IL6, IL1β y la proteína C reactiva juegan un papel clave 

en la inflamación, destrucción del cartílago y erosión del hueso, llevando al daño 

de la estructura articular (Figura 2). El TNF-α y la IL1β inducen la activación de 

diversas enzimas de la matriz extracelular, tales como las metaloproteasas10,21,22.  

 

En la ARJ existen pocos estudios que permiten explicar la fisiopatología de la 

enfermedad. En este sentido, la AR ha sido ampliamente estudiada y diversos  

modelos de autoinmunidad desarrollados para estudiar la AR han servido para 

proponer vías fisiopatológicas comunes entre ellas. La primera de ellas propone 

un papel fundamental de los linfocitos B autoreactivos en la generación de 

señales de perpetuación y en la activación de los linfocitos T CD4+ a través del FR 

(inmunoglobulina M: IgM, la cuál se ha propuesto puede generar autoinmunidad). 

Cuando el FR interactúa con un antígeno X (desconocido), la fracción cristalizable 

(Fc) del FR se une a un receptor de las células B (RCB), posteriormente ocurre 

endocitosis del antígeno, el cual es degradado en el citoplasma y presentado en 
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moléculas del HLA clase II en la membrana de las célula presentadora de 

antígeno (CPA). Así el HLA junto con el antígeno y las moléculas coestimuladoras 

de los linfocitos B activan a los linfocitos T CD4+ e inducen su proliferación y 

diferenciación al fenotipo Th2. Finalmente, estos linfocitos sintetizan una gran 

cantidad de citocinas y quimiocinas que ayudan a perpetuar la activación de los 

linfocitos B autoreactivos. Otra evidencia experimental propone que el FR puede 

interaccionar con proteínas del complemento como la C3d, al unirse con el 

receptor 2 del complemento estimula a los linfocitos B autoreactivos a producir 

moléculas coestimuladoras, así como también la activación de los linfocitos T 

(Figura 3)23,24. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 2. Células y moléculas involucradas en la inflamación sinovial, destrucción del 
cartílago y erosión del hueso. Las células de la membrana sinovial y las moléculas solubles que 
liberan al liquido sinovial tienen un papel fundamental en la inflamación, la angiogénesis, la 
degradación del cartílago y la erosión del hueso. (Tomado de  Mϋller-Ladner, 2005) 
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Tabla 3. Moléculas efectoras liberadas por fibroblastos de la membrana sinovial. 

 

 

Figura 3. Modelo de auto-perpetuación de los linfocitos B autoreactivos y génesis 
de la artritis. Posible papel de autoanticuerpos (FR) mediada por células B autoreactivas 
en la génesis de la AR (Tomado de Edgard, 2006). 
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Por otro lado, otros autores plantearon otra hipótesis derivada de varias 

evidencias experimentales, esta propone que los linfocitos T asesinos naturales 

(NK: Natural Killer) y las células T autoreactivas juegan un papel fundamental en 

el desarrollo de enfermedades autoinmunes25. Según esta hipótesis los linfocitos 

NK pueden regular negativa o positivamente a los linfocitos T autoreactivos ya 

existentes. Las células NK pueden producir citocinas y quimiocinas que 

determinan la diferenciación de las células T CD4 + vírgenes a células tipo TH1 o 

TH2, de esta manera pueden influir en el desarrollo de la respuesta autoinmune. 

Por otro lado, las células NK y las CPAs profesionales pueden coadyuvar a la 

génesis de linfocitos T autoreactivos a través de moléculas coestimuladoras 

sintetizadas por los linfocitos NK. Finalmente, los linfocitos NK pueden promover 

directamente la generación de linfocitos T autoreactivos a través de moléculas 

coestimuladoras como OX40 o 2B4  (Figura  4).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4. Papel de los linfocitos T autoreactivos en la génesis de autoinmunidad. 
Hipótesis que propone que los linfocitos NK activan a los linfocitos T autoreactivos en una 
respuesta autoinmune. (Tomado de Shi, 2006) 
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Además, existen evidencias experimentales donde se muestra a los linfocitos NK 

inhibiendo a los linfocitos T autoreactivos. Se ha demostrado también que los 

linfocitos NK pueden lisar a las células dendríticas autólogas y apagar la 

respuesta inmune mediada por células T a través de la síntesis de TGF-β. 

Finalmente, se ha documentado el papel de los linfocitos T en la regulación de 

eventos de antiproliferativos al activar al gen supresor de tumor p21 (Figura 5)25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Papel inhibidor de los linfocitos T NK en autoinmunidad. Mecanismos 
propuestos por los cuales las células T NK pueden inhibir la activación de los linfocitos T 
autoreactivos (Tomado de Shi, 2006). 
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1.1.7. Genética de la ARJ 

En ARJ no existen estudios de estimación de su heredabilidad, sin embargo, en 

otras patologías autoinmunes como la AR, se ha observado que la contribución 

genética es de aproximadamente el 60%26. Estudios en gemelos y en familias han 

proporcionado evidencias de la contribución genética en la susceptibilidad a 

ARJ27. En un estudio donde se incluyeron 113 pares de hermanos con ARJ, se 

documentó en 71 de ellos una alta concordancia tanto del subtipo clínico como del 

inicio de la enfermedad28. Por otro lado, se ha demostrado una alta concordancia 

de la enfermedad en los gemelos monocigotos (MC) comparado con los gemelos 

dicigotos (DC), estos datos claramente muestran la importancia del factor genético 

en el desarrollo de esta patología. Se ha calculado la concordancia en gemelos 

MC, esta es del 30 – 4030-33. Se ha estimado también el riesgo que tiene un 

gemelo MC, los resultados muestran una probabilidad de 250 – 400 veces más 

para desarrollar ARJ, comparado con cualquier individuo de la población general 

Otros estudios han documentado un riesgo de recurrencia de ARJ en hermanos 

(λs) es de 15 - 20, similar al de diabetes mellitus tipo I insulinodependiente. La 

concordancia y la ocurrencia de la enfermedad entre los familiares de primer 

grado es indicativo de la existencia de factores de riesgo compartidos en la 

familia27,29,30. Aunque los gemelos y los pares de hermanos con ARJ se han 

descrito frecuentemente, familias con varios hijos afectados con esta enfermedad 

sólo rara vez han sido reportadas. Se estima que el riesgo de recurrencia de un 

individuo que tiene hermanos con ARJ es de 30 veces mayor que el de la 

población general27,31. 

     

Es bien conocido que variaciones o polimorfismos (variantes genéticas 

encontradas en la población general con una frecuencia igual o mayor al 1%) en 

genes que codifican para moléculas del HLA están asociados al desarrollo de la 

ARJ. Por ejemplo, se han observado polimorfismos genéticos en el HLA-A2 

asociados con la aparición temprana de el subtipo oligoarticular en niñas7,8. Se ha 

documentado también a varios alelos (formas alternativas de un gen) del HLA-

DRB1 *08, *11, DQA1*04, *05 y DQB1 *04 asociados con el subtipo oligoarticular 

persistente, mientras el HLA-DRB1 *08 confiere riesgo al subtipo poliarticular FR 

negativo y el HLA-DRB1 *11 se ha asociado con riesgo al subtipo sistémico7,11,27. 

A pesar de las diversas evidencias de la asociación genéticas de algunos alelos 
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de los HLA con la ARJ, un estudio en pares de hermanos afectados ha mostrado 

la importancia de las moléculas del HLA en el desarrollo de la ARJ, sin embargo, 

estos sólo representan alrededor del 17% de todos los genes involucrados con 

esta patología34. Esto sugiere que otros loci encontrados fuera de la región de 

HLA están involucrados con la fisiopatología de la ARJ.   

 

1.1.8. La ARJ como enfermedad multifactorial 

A diferencia de las enfermedades mendelianas o monogénicas (que tienen un 

patrón de herencia clásico), y cuyo desarrollo depende de una mutación de alta 

penetrancia en un solo gen, las entidades multifactoriales (que no tienen un 

patrón de herencia bien definido) dependen de la interacción de muchos genes 

(enfermedades poligénicas) con polimorfismos o variantes genéticas de baja 

penetrancia y el medio ambiente, tal como ocurre en la ARJ (Figura 6)25,35,36. Un 

factor de confusión en el estudio de las enfermedades complejas es la 

expresividad variable, la cual se refiere al espectro en la gravedad de la 

enfermedad en un conjunto de individuos afectados. En las enfermedades 

multifactoriales los genes involucrados en la génesis de dichas patologías se 

denominan genes de susceptibilidad, más que causales de enfermedad37-39. Las 

características de las enfermedades complejas se muestran en la tabla 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 6. Frecuencia de las variantes genéticas y efecto sobre las enfermedades. 
Esta imagen muestra como el efecto de una patología depende de la frecuencia de las 
variaciones genéticas; genes de alta penetrancia (Mendelianas) o baja penentrancia 

(Complejas). (Modificada de Wright AF, 2001)40. 
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Tabla 4. Características de las enfermedades multifactoriales 

 

 

1.1.9. Papel de los SNP en la ARJ. 

El proyecto del genoma humano, culminado en el 2004, logró determinar la 

secuencia y el mapa físico de los genes, así como la construcción de una gran 

base datos de la variabilidad genética del humano, conteniendo principalmente los 

polimorfismos de un sólo nucleótido o SNP (por sus siglas en ingles). La figura 7 

muestra varios SNP, su distribución en un secuencia específica del DNA, varios 

haplotipos y tagSNP41,42. A partir de los resultados del proyecto del genoma 

humano se creó el proyecto del mapa de haplotipos o HapMap, el cuál tuvo como 

objetivos caracterizar el número total de SNP en un genoma, su segregación en 

bloques de haplotipos y su relación con la susceptibilidad, protección o gravedad 

en una determinada enfermedad, así como con la respuesta a un determinado 

fármaco.45-48 Un reporte del HapMap en el 2007, reportó 3.1 millones de SNP 

distribuidos a través del genoma humano49, y para el 2008 éste se incrementó a 

11 millones, sin embargo, se ha propuesto una cantidad de hasta 20 millones, 

muchos de estos son propios de cada población50. La importancia del uso de los 

SNP en las enfermedades complejas radica en su amplia distribución dentro y 

fuera de los genes (1 en cada 250 pb), sus posibles implicaciones biológicas 

dependiendo la región del gen se encuentre el SNP, por ejemplo, en la región del 

promotor, las regiones 5´ y 3´ UTR, intrones o exones51-53. Además su utilidad 
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también se debe a la simplicidad para analizarlos por métodos automatizados y su 

posible asociación con susceptibilidad, protección, gravedad de la enfermedad o 

la respuesta al tratamiento (Tala 5). Además, otro tipo de polimorfismos causantes 

de susceptibilidad o protección a enfermedades han sido reportados. Los 

repetidos en tándem de número variable (VNTR), repetidos cortos en tándem 

(STR) y variantes en el número de copias (CNV)44, si bien son poco frecuentes en 

los genes y en el genoma humano también son una fuente de variabilidad 

genética y fenotípica, así como de susceptibilidad o protección a enfermedades. 

Dado que su tamaño es mayor y son muy informativos (estos presentan un mayor 

número de genotipos y alelos), estos pueden tener un efecto más claro en las 

enfermedades multifactoriales o complejas comparado con los SNP44,54. Por su 

parte, aunque el número de CNV en el genoma es todavía menor al de los STR y 

VNTR, varios de ellos han sido asociados con patologías autoinmunes como AR y 

LES56-57. Los CNV abarcan tamaños de al menos 0.5-1 kb de longitud, resultado 

de amplificaciones, deleciones e inserciones54,55. 

 

Tabla 5. Características de los SNP  

 

 

Metodologías manuales o automatizadasFormas de analizarlos

Confiere susceptibilidad, protección, respuesta al tratamiento, 
asociados con gravedad

Participación en 
patologías 
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SNPs funcionales y no funcionalesEfecto biológico
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frecuencia menor (MAF)

Número de alelos

Polimorfismos de un sólo nucleótidoDefinición de SNPs
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Generalmente bialélicos; un alelo de frecuencia mayor y uno de 
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Número de alelos

Polimorfismos de un sólo nucleótidoDefinición de SNPs
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Figura 7. Distribución de SNP en varios genes, combinación de alelos de los SNP y 
TagSNP. Los SNP tienen una amplia distribución a través del genoma y de los genes. La 
combinación alélica de los SNP (haplotipos) comúnmente se asocian con diversas 
enfermedades. Cuando los alelos de los haplotipos están en alto desequilibrio de 
ligamiento (r2 > 0.9) estos pueden servir como tagSNP, es decir; estos SNP predicen 
alelos de otros polimorfismos por lo que sólo es necesario analizar el tagSNP para 
obtener el haplotipo 
 

 

1.1.10. Estrategias utilizadas en la identificación de genes y regiones 

genéticas involucradas con ARJ. 

Debido a que el factor genético es fundamental en el desarrollo de la ARJ, tanto la 

la genética como la genómica se han enfocado en la identificación de genes y 

regiones genómicas involucradas con la enfermedad. Básicamente se han 

empleado tres estrategias para la identificación de nuevos genes involucrados con 

las entidades complejas: 1) análisis de ligamiento, 2) análisis de asociación y 3) 

análisis de expresión génica53,58-61. Sin embargo, dos de las estrategias más 

ampliamente usadas en los estudios de epidemiología genética son los estudios 

de ligamiento genético y los de asociación alélica53,58-61. Ambas estrategias son 

muy importantes para identificar genes involucrados con la ARJ y cada una de 

ellas presenta ventajas y desventajas, sin embargo, no son excluyentes. 
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1.1.11. Estudios de ligamiento en ARJ 

Este tipo de estrategia representa un recurso muy valioso para identificar genes 

que tienen una asociación causal con la enfermedad de interés, se puede realizar 

en familias con múltiples afectados (pedigríes amplios) o pares de hermanos 

afectados (Figura 8) y se habla de ligamiento cuando los alelos de dos loci son 

cosegregados juntos o con la enfermedad61. En los primeros estudios de 

ligamiento se empleaban marcadores genéticos polimórficos altamente 

informativos distribuidos escasamente en todo el genoma (estudios de ligamiento 

amplios del genoma: GWLS), específicamente con los VNTR o STR; aunque 

actualmente se pueden emplear a los SNP para este mismo fin debido a su 

amplia distribución en todo el genoma61. Con esta estrategia es posible rastrear a 

un marcador encontrado estrechamente cercano al locus que produce la 

enfermedad, de tal manera que uno de sus alelos puede estar ligado a él (Figura 

8). Así, los estudios de ligamiento con un LOD score (logarithm (base 10) of odds) 

mayor a 3 permiten determinar si un marcador genético y el gen  predisponente 

de la enfermedad se encuentran físicamente ligados mediante el análisis de 

cosegregación del marcador y el fenotipo de la enfermedad58,62. De esta manera, 

mediante este tipo de estrategia se identifican regiones genómicas involucradas 

con la ARJ. Hasta la fecha se ha publicado un artículo en pares de hermanos 

afectados con ARJ, en este se encontraron varias regiones ligadas a ARJ (Tabla 

6)63. En las enfermedades multifactoriales como la ARJ donde múltiples genes 

proporcionan un pequeño efecto aditivo en su etiología, los estudios de ligamiento 

han contribuido muy poco en la identificación de los factores genéticos 

involucrados en su etipatogénesis, a diferencia de las enfermedades 

monogénicas donde estos estudios han sido muy exitosos, como por ejemplo, en 

la fibrosis quística donde mutaciones puntuales en el gen CFTR causan la 

enfermedad62. Cuando ocurre ligamiento genético, entonces se buscan genes 

candidato dentro del locus para la enfermedad en cuestión. Esta estrategia es 

compleja e involucra comúnmente regiones grandes y a veces es necesario 

identificar el o los genes implicados en una región de 20 – 30 millones de pb, la 

cual, dependiendo del cromosoma, puede contener entre 500 – 1000 genes53. En 

esta región se buscan genes potencialmente involucrados con la etiología de la 

enfermedad y, en el caso de la ARJ, genes involucrados con inflamación e 

inmunidad. 
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Figura 8.  Los análisis de ligamiento en familias afectadas. Estos estudios son un 
recurso valioso para identificar regiones genómicas que tienen una asociación causal con 
un fenotipo o enfermedad de interés, estos análisis se realizan en familias extensas o en 
pares de hermanos afectados (Modificado de Velázquez-Cruz R, et al. 2012). 
 
 
Tabla 6. Regiones ligadas a ARJ y posibles genes involucrados con su 
fisiopatología.    
 

 
 

TNFR2; Receptor 2 del factor de necrosis tumoral, HLA-I y II: Antígeno leucocitario humano I y II, CC3: 

Componente 3 del complemento, TNFSF9: Factor 9 de la superfamilia de TNF, TIMP1: Inhibidor 1 de TIMP, 

CFP: Properdina del factor del complemento, NFKB1; Factor nuclear kB1.  
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1.1.12. Estudios de asociación alélica 

A diferencia de los análisis de ligamiento, en donde se escanea todo el genoma o 

una región grande del genoma, los estudios de asociación genética se pueden 

analizar de dos maneras: 

 

a) Estudios de gen candidato: un gen que por su función biológica puede 

participar en la fisiopatología de la ARJ, este locus no necesariamente debe tener 

evidencia previa de ligamiento58,60. 

 

b) Análisis de asociación del genoma completo (GWAS): este abordaje permite 

analizar, dependiendo de la plataforma del microarreglo millones de SNP 

(Affymetrix e Illumina). Este método es libre de hipótesis y no hay un interés en un 

gen en particular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9. Estudios de asociación casos y controles. En esta imagen se compara la 
frecuencia alélica del alelo c (frecuencia del alelo menos común: MAF) del SNP -169T/C 
en casos y controles, como la diferencia en porcentaje es del 20%, este alelo se asocia 
con susceptibilidad a la enfermedad.  

 

 

 

 

Análisis de asociación 

SNP -169T/C 

Alelo          Casos       Controles 

   T          55 (55%)     75 (75%) 

   C          45 (45%)     25 (25%) 

                 CASOS              CONTROLES 
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Además, los estudios de asociación se puede realizar en: a) casos y controles 

(individuos afectados con una patología en particular e individuos sanos no 

relacionados, sin antecedentes heredofamiliares de la enfermedad de interés y, b) 

en familias (padres e hijo afectado o pares de hermanos afectados). En los 

estudios de asociación casos y controles se compara la frecuencia de marcadores 

polimórficos en ambos grupos. Si el alelo específico del marcador se encuentra en 

mayor frecuencia en los casos comparado con los controles, con un poder 

estadístico mayor a 0.8, entonces decimos que el marcador está asociado con 

susceptibilidad a la enfermedad. Por otro lado, si uno de los alelos del 

polimorfismo es mayor en controles en comparación con los casos, entonces se 

sugiere una asociación con protección (Figura 9)58-60. La estrategia de asociación 

basada en familias elimina las falsas asociaciones debido a estratificación 

poblacional (subgrupos poblacionales que pueden tener un marcador más 

frecuente de lo esperado dando falsas asociaciones o rechazando asociaciones 

verdaderas), esta estrategia es excelente para identificar genes asociados con 

enfermedades complejas58. Un método ampliamente utilizado en este tipo de 

estudios es la prueba de desequilibrio de transmisión (TDT por siglas en ingles), 

en ésta se compara la frecuencia con la cual los padres heterocigotos transmiten 

un alelo específico de un marcador bialélico o su forma alterna a su hijo 

afectado58. Una desviación significativa de la frecuencia de transmisión esperada 

para cualquiera de los dos alelos (TDT positiva) sugiere que este polimorfismo 

está involucrado con la fisiopatología de la enfermedad (Figura 10)58
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 10. Prueba de desequilibrio de transmisión (TDT). Este estudio de asociación 
basado en familias (padres e hijo afectado) sirve para observar asociaciones genéticas 
entre un alelo de un polimorfismo y una enfermedad. Este estudio evita falsas positivas o 
negativas por estratificación poblacional 

 

Prueba de desequilibrio de transmisión

GA                GA                       GA                 GA 

          AA                                              AA 
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1.1.13. Causas de asociación 
Las asociaciones se pueden deber al efecto directo del polimorfismo, al 

desequilibrio de ligamiento y a la estratificación de la población. 

 

i) Efecto directo del marcador alélico en estudio. En algunas ocasiones el 

polimorfismo estudiado en ciertas enfermedades es la causa directa de asociación 

debido a que altera de manera funcional al gen (RNAm, splicing, estabilidad, 

traducción del RNAm) y a la estructura y función de las proteínas50,51. 

 

ii) Desequilibrio de ligamiento. La asociación puede ser debida a otro polimorfismo 

localizado de manera cercana al polimorfismo que se está estudiando, el cuál 

puede ser el verdadero causante de la susceptibilidad.      

 

iii) Estratificación poblacional. Muchas poblaciones presentan subgrupos 

poblacionales que se mezclan comúnmente, esto puede condicionar a que tanto 

una determinada enfermedad como algunos marcadores alélicos podrían estar 

enriquecidos entre los individuos de alguno (s) subgrupo (s). Cuando se presenta 

este fenómeno los estudios pueden dar falsos positivos o falsos negativos59. 

 

 
1.1.14. Efecto directo de los SNP asociados a enfermedades complejas: 
implicaciones funcionales. 
 
Los SNP puede clasificarse en funcionales y no funcionales, a su vez los 

funcionales comúnmente se subdividen en: a) SNP reguladores (rSNP) 

localizados en los promotores de los genes que codifican proteínas y en los no 

involucrados con la síntesis de proteínas, b) RNA estructurales (srSNP) y se 

encuentran en cualquier parte del los RNAm y, c) los codificantes (cSNP), 

localizados en los exones. Estos últimos se subdividen en sinónimos (cuando el 

cambio de nucleótido, no altera el aminoácido codificado) y no sinónimos (cuando 

el cambio de nucleótido cambia al aminoácido) (Figura 11)64. Dada la amplia 

distribución de los SNP en el genoma humano, éstos pueden ser encontrados en 

cualquier parte de la estructura de los genes. Así, dependiendo de su ubicación, 

los SNP funcionales pueden afectar la expresión génica, la traducción de los 

RNAm a proteínas, el corte y empalme, la estabilidad de los RNAm y la estructura 
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y función de las proteínas (Figura 12)64. 

 

 

Figura 11. Clasificación de los SNP funcionales. El diagrama muestra la clasificación 
de los SNP funcionales: SNP reguladores (rSNP), SNP RNA estructurales (srSNP) y SNP 
codificantes (cSNP). Cada uno de ellos puede tener una implicación directa en la 
alteración del gen, RNA o proteína y asociarse con alguna enfermedad compleja. 
(Tomado de Ramírez Bello J, 2013)  
 

 

Figura 12. Implicaciones biológicas de los SNP funcionales en las enfermedades  
Dependiendo del lugar en donde se encuentren los SNP funcionales pueden afectar la 
expresión génica (rSNP), la traducción, splicing, los enhancer o inhibidores de splicing, la 
estabilidad de los RNAm (srSNP) y a la función de la proteína (cSNP). (Tomado de 
Ramírez Bello J, 2013) 
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1.1.15. La importancia de los rSNP 

La expresión génica es un fenómeno biológico de vital importancia para el 

crecimiento, diferenciación, apoptosis y desarrollo de cada una de las células y de 

los organismos. Dicho proceso depende de elementos cis reguladores 

encontrados en las regiones promotoras, específicamente en el núcleo y en los 

elementos próximos del promotor de genes codificantes y no codificantes de 

proteínas65-67. Diversas secuencias consenso cis ubicadas en el promotor y 

distintas proteínas que actúan en trans, tales como factores de transcripción, 

proteínas reguladoras de la transcripción, RNA polimerasa II y otros elementos, 

modulan la expresión génica de manera tejido específica65-66. Diversos reportes 

han documentado que las diferencias inter-individuales en la expresión génica 

debido a la presencia de rSNP pueden modificar el fenotipo en enfermedades 

complejas67. Un ejemplo de esto lo representa el rSNP -169T/C ubicado en el 

promotor del gen FCRL3, el cuál codifica para la proteína 3 parecida a la fracción 

cristalizable gamma (FcγRL3). Esta variante se encuentra asociada a AR, lupus 

eritematoso sistémico (LES) y tiroiditis autoinmune (TA)68. Estudios in silico y 

funcionales demostraron el impacto del alelo C de éste rSNP en la modificación 

de la afinidad de unión al factor de transcripción NF-κB, resultando en una mayor 

expresión de este gen regulador de la inmunidad innata y adaptativa, de esta 

manera, una mayor expresión de FCRL3 puede contribuir a la génesis de estas 

tres patologías autoinmunes68. Por otro lado, el rSNP -376G/A del gen TNF-α 

(factor de necrosis tumoral alfa), crea un sitio de unión para el factor de 

transcripción Oct1 que afecta los niveles de expresión en monocitos e incrementa 

el riesgo a padecer malaria cerebral en Africanos69. Este mismo rSNP afecta los 

niveles de expresión del gen cercano linfotoxina A, y ha sido asociado con infarto 

agudo al miocardio70. Otro rSNP de TNF-α (-308 G/A) se ha asociado no sólo con 
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susceptibilidad, sino también con gravedad y respuesta al tratamiento en varias 

enfermedades autoinmunes, inflamatorias, tumorales e infecciosas71-74. Aunque 

no se ha documentado cual factor de transcripción se una a alguno de los alelos 

(G/A) de este rSNP in vitro, si se ha documentado una mayor actividad 

transcripcional e incremento de esta citocina cuando está presente el alelo A75
.
 

 

1.1.16. Genes asociados a ARJ 

 
Hasta la fecha, existen pocos estudios de asociación genética tanto en un diseño 

con genes candidato como por GWAS en pacientes con ARJ/JIA. Diversos genes 

que participan en inflamación, destrucción de cartílago y erosión del hueso han 

sido estudiados. En la tabla 7 se muestran algunos genes asociados y no 

asociados a ARJ76-77. 

 

 

Tabla 7. Genes asociados y no asociados a ARJ  

 

 

 

 

 

 

> ADRB2        Señalización intracelular

> CCL21         Quimioatracción
> CD40           Mollécula coestimuladora

> CDK6          Progresión del ciclo celular

> PRKCQ       Señalización celular

> 4q27                      Sin función conocida

> C12orf30               Sin función conocida
> CCL5                     Quimioatracción

> CD14                     Regula respuesta inmune innata

> CLEC16A              Regula la actividad de la lectina
> IL2RA/CD25         Regula la proliferación de las células B y T

> MBL2                     Activación del complemento

> STAT4                   Transducción de señales
> TNF-α Inflamación y autoinmunidad

> TNFAIP3                Regula procesos inflamatorios

> TRAF1/C5              Activación del complemento

Genes asociados    Función Genes no asociados   Función

> ADRB2        Señalización intracelular

> CCL21         Quimioatracción
> CD40           Mollécula coestimuladora

> CDK6          Progresión del ciclo celular

> PRKCQ       Señalización celular

> 4q27                      Sin función conocida

> C12orf30               Sin función conocida
> CCL5                     Quimioatracción

> CD14                     Regula respuesta inmune innata

> CLEC16A              Regula la actividad de la lectina
> IL2RA/CD25         Regula la proliferación de las células B y T

> MBL2                     Activación del complemento

> STAT4                   Transducción de señales
> TNF-α Inflamación y autoinmunidad

> TNFAIP3                Regula procesos inflamatorios

> TRAF1/C5              Activación del complemento

Genes asociados    Función Genes no asociados   Función
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1.1.17. Genes incluidos en este estudio (implicadas en inflamación, 
destrucción del cartílago y erosión del hueso). 
 
Los genes incluidos en este estudio de casos y controles fueron los siguientes: 

TYk2, IL2, IL8, IL17, IL23R, CD40, CD80, GM-CSF, MCP1, FCRL3, TNF-α, 

TNFR1, TNFR2, TACE y NFKB1, cada uno de ellos fue seleccionado bajo los 

siguientes criterios: 1) que codifiquen para proteínas involucradas en inflamación, 

autoinmunidad y destrucción del cartílago y erosión del hueso (TNF-α, GM-CSF, 

IL-17, RANKL, PADI4), 2) que regulen el sistema inmune a través de receptores 

(IL-23R, FCRL3, TNFR1, TNFR2, CD40, CD80), de señalización (IL2, TYk2, 

NFKB1, TACE), y de quimioatracción (MCP1, IL-8),  3) por evidencia previa de 

asociación en ARJ/JIA (TNF-α) o en AR (TYK2, FCRL3), 4) por su ubicación en 

regiones previamente ligadas a ARJ (NFKB1 4q24, CD40 20q12) y 5) porque son 

excelentes genes candidato, aunque no tienen evidencia previa de ligamiento y 

asociación a ARJ (IL2, IL8, IL17, CD80, GMSCF, MCP1, TNFR1, TNFR2, TACE).  

 

1.1.18. FCRL3 y su asociación con diversas enfermedades autoinmunes. 

En 2005, Kochi y cols., reportaron en población Japonesa la primera evidencia 

fuerte de asociación entre el gen FCRL3 y varias enfermedades autoinmunes, 

incluyendo AR, LES y TA68. Los estudios funcionales mostraron in vitro que el 

alelo C del SNP -169T/C afecta los niveles de expresión de FCRL3 a través de la 

modificación de la afinidad de unión del factor de transcripción NF-κB.68 

Posteriormente, varios estudios epidemiológicos en caucásicos mostraron la 

ausencia de asociación de este SNP con AR o LES78,79. Sin embargo, dos meta-

análisis mostraron la asociación del SNP -169T/C con AR y LES en varias 

poblaciones asiáticas, específicamente en los del este de Asia80,81. Por otra parte, 

otros estudios han mostrado una asociación con protección a desarrollar 

enfermedad autoinmune de Addison (AAD), esclerosis múltiple (EM), TA y LES82-

86. Es necesario realizar más estudios en otras poblaciones para esclarecer el 

efecto de este gen en la susceptibilidad o protección en las diversas 

enfermedades autoinmunes.    
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1.1.19. Importancia de la vía señalización de TNF-α en la ARJ 

El TNF-α es una citocina pleiotrópica Th1 (T helper o ayudadoras), la cuál es 

producida por diferentes tipos de células del cuerpo, incluyendo macrófagos, 

monocitos, linfocitos, fibroblastos sinoviales, sinoviocitos, etc. Al mismo tiempo 

TNF-α junto con sus receptores (TNFR1 y TNFR2; conocidos como p55 y p60, 

respectivamente) se expresan en el sinovium de la mayoría de pacientes con ARJ, 

este hallazgo los ha involucrado directamente en la patogénesis de la ARJ10,88,89. 

El TNF-α se encuentra de dos formas en el cuerpo humano, la forma 

transmembranal (precursora) y la soluble; la primera es liberada de la membrana 

por la enzima convertidora de TNF-α (TACE)91,92, mientras que la segunda activa 

varias vías de señalización celular y puede mediar diferentes funciones a través 

de TNFR1 o TNFR293. Parecido a TNF-α, TNFR2 también es escindido por 

TACE94. El procesamiento enzimático responsable de escindir al TNFR1 aún no 

está definido95. Algunas diferencias entre TNFR1 y TNFR2 radican en la 

estructura y función de ambos receptores, el primero tiene una expresión 

constitutiva, mientras que el segundo sólo se expresa en células del sistema 

inmune96. TNF-α inicia la señalización celular ya sea a través de TNFR1 o TNFR2 

que culmina con la activación del factor de transcripción NF-kB a través de varias 

quinasas; este factor de transcripción se transloca al núcleo y comienza la 

transcripción de genes involucrados en la inflamación y en la ARJ (Figura 13)95. 

Debido a la importancia que juega TNF-α y sus receptores en ARJ, se han 

desarrollado varias estrategias para inhibir sus efectos en la inflamación, en la 

degradación del cartílago y en la erosión del hueso. Una de estas estrategias 

consiste en inhibir a TNF-α a través de anticuerpos monoclonales96,97, sin 

embargo, esta terapia sólo se emplea en los individuos sin mejoría con los 

fármacos tradicionales modificadores de la enfermedad, como son el metrotexato, 

la leflunomida, y la sulfasalazine98,99. Actualmente se está evaluando la respuesta 

a determinados anticuerpos anti-TNF-α sobre el efecto de algunos alelos de este 

gen (por ejemplo el SNP -308G/A), se ha observado que el genotipo ancestral 

308G/G responde significativamente mejor en comparación con los genotipos 

heterocigoto -308G/A y homocigoto -308A/A96,97. Algunos estudios han analizado 

diversos tipos de polimorfismos en los genes TNF-α, TNFR1 y TNFR2 en 

pacientes con ARJ100-103. Sin embargo, los resultados no son consistentes, de 

hecho, solo los SNP -308G/A y -238G/A de TNF-α se han asociado con 
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susceptibilidad a ARJ en nuestro grupo de trabajo103. Los otros genes no se han 

asociado a ARJ en ninguna población100-102. 

 

 

 

 
 
Figura 13. Señalización mediada por TNF-α. TNF-α se une a los receptores TNFR1 o 
TNFR2 e inicia un proceso de transducción de señales a través de proteínas asociadas, 
la participación de varias quinasas es determinante para la activación de NF-kB, factor de 
transcripción involucrado en la activación de la expresión de genes que participan en 
inflamación, diferenciación, proliferación, apoptosis, pero también con destrucción del 

cartílago y erosión del hueso. (Tomado de Chen G, 2001)    
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2. Justificación 

 

Las enfermedades autoinmunes representan aproximadamente el 5% de todas 

las patologías diagnosticadas que afectan a Estados Unidos de Norte América y 

afectan con mayor frecuencia al género femenino. La ARJ representa a la 

enfermedad reumática autoinmune más común que se presenta en la infancia, 

esto causa un serio problema de salud, lo cual conlleva a discapacidad funcional 

debido a la destrucción del cartílago y hueso de los individuos afectados, además 

esto representa a su vez un alto costo socio-económico para la familia y sociedad. 

Los estudios de susceptibilidad genéticos en ARJ son escasos en México y en el 

mundo, por este motivo es necesario analizar el efecto de las diversas variantes 

genéticas de genes que codifican para proteínas relacionadas con el sistema 

inmune y su relación con la fisiopatología de la enfermedad. El conocer la 

distribución de las variantes en la población Mexicana así como su impacto en el 

desarrollo de la ARJ nos permitirá dar un mejor diagnóstico, pronóstico y 

esquemas terapéuticos más individualizados.  
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3. Objetivos 

 

3.1. Objetivo general 

 

Determinar si 41 SNP en genes 14 genes (IL2, IL8, IL17, IL23R, TYK2, CD40, 

GMCSF, MCP1, TACE, TNFR1, TNFR2, IL23R, FCRL3 y NFKB1) candidatos 

se encuentran asociados con la fisiopatología de la ARJ en una muestra de 

pacientes mexicanos y evaluar si los genotipos asociados afectan los niveles 

de expresión de sus transcritos  

 

 

3.2. Objetivos particulares 
 
 
 

 Conocer la frecuencia alélica y genotípica de los SNP de los genes 
candidatos estudiados en población Mexicana. 

 
 
 Identificar nuevos polimorfismos en los genes candidatos asociados al 

desarrollo de ARJ. 

  

 Determinar si existen alelos de riesgo o protección a ARJ en los genes 
estudiados. 

 
 

 Determinar si algunos polimorfismos asociados a ARJ tienen un 
impacto en la expresión de los genes. 

 
 
4. Hipótesis 
 
Si SNP de los genes  IL2, IL8, IL17, IL23R, TYK2, CD40, GMCSF, MCP1, TACE, 

TNFR1, TNFR2, IL23R, FCRL3 y NFKB1 involucrados con inflamación, 

degradación del cartílago, erosión del hueso y autoinmunidad se encuentran en 

mayor frecuencia en casos que en controles entonces conferirán susceptibilidad a 

desarrollar ARJ en población Mexicana. 

 
 

5. Diseño de estudio 
 
> Observacional, transversal, retrospectivo, descriptivo y comparativo 
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6. Material  
 
6.1. Población de estudio 
En el estudio se incluyeron 215 niños con ARJ y 430 controles. Los pacientes 

fueron diagnosticados clínicamente con ARJ mediante los criterios que establece 

el ACR. Los casos fueron captados del Hospital de Pediatría del Centro Médico 

Nacional Siglo XXI, IMSS y del Instituto Nacional de Pediatría (INP), SSa. Los 

controles fueron individuos sanos, libres de enfermedad y sin antecedentes de 

algún tipo de enfermedad crónica o cualquier enfermedad autoinmune. Los 

controles se obtuvieron del banco de sangre del INP, SSa. El protocolo fue 

aprobado por el comité de ética de cada institución y las muestras fueron tomadas 

previa firma de la carta de consentimiento informada por padres o tutores.  

 

7. Método 

7.1 Análisis molecular 

De cada individuo, se extrajo el DNA genómico a partir de linfocitos de sangre 

periférica con el kit QIAamp DNA blood Maxi kit (Qiagen). El DNA fue cuantificado 

y diluido para su análisis molecular que incluyó el análisis de diversos SNP en 

diferentes genes que están relacionados con el sistema inmune. Para el análisis 

de expresión génica se empleó el RNAm extraído de leucocitos de individuos 

libres se cualquier enfermedad inflamatoria y autoinmune.  

 

A cada participante se le tomó por venopunción una muestra de 5–10 ml de 

sangre periférica, la cuál fue almacenada en tubos vacutainer empleando EDTA 

como anticoagulante. Posteriormente, los tubos vacutainer se centrifugaron 

durante 15 min., a 2,500 revoluciones por min (r.p.m), la capa de leucocitos 

obtenida por la centrifugación se transfirió a un tubo de centrífuga de 50 ml y se 

procedió a colocar 500 μl de proteasa (Qiagen). Inmediatamente después se 

procedió a homogenizar la mezcla y se dejó incubar durante 5 min y se le 

agregaron 6 ml de buffer de lisis (AL) y se agitó fuertemente por al menos 1 min. 

La mezcla se incubó durante 10 min., a 70ºC en un baño maría, se abrió la tapa 

del tubo y se dejó enfriar, después se colocaron 10 ml de alcohol etílico absoluto 

frío. Posteriormente, la mezcla se agitó fuertemente durante 1 min en un vórtex y 

se transfirió el sobrenadante a una columna de sílica de QIAGEN contenida en un 

tubo vacutainer de 50 ml, y se incubó durante 5 min. Una vez realizado esto se 
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procedió a centrifugar la mezcla encontrada en la columna por 3000 r.p.m., 

durante 3 min. Después de esto se decantó la solución y se le agregaron a la 

columna 5 ml de buffer AW1, se tapó el tubo y se centrifugó durante 1 min., a 

5000 r.p.m. Posteriormente se decantó el sobrenadante y se procedió a colocar 5 

ml de buffer AW2 en la columna, inmediatamente después se procedió a 

centrifugar la mezcla a 5000 r.p.m., durante 15 min, se retiró el sobrenadante y se 

colocó la columna en un tubo vacutainer nuevo de 50 ml. Se agregó 500 μl de 

TBE1X y se centrifugó la columna durante 5 min., a 5000 r.p.m., para obtener el 

DNA. Una vez obtenido el DNA de cada participante se procedió a cuantificarlo. 

Para esto se empleó el equipo NanoDrop 1000-ND espectophotometer, el cual 

genera datos de la relación DNA/ proteínas (260/280 nm). Se realizaron diluciones 

de cada una de las muestras a una concentración final de 5 y 20ng/μl. Esta 

concentración es adecuada para realizar el análisis de genotipificación de cada 

polimorfismo y secuenciación, respectivamente.  

 

7.2 Plaqueo de muestras para el análisis de SNP.  

 

Se colocó cada muestra de los casos y controles en placas de 96 pozos 

denominadas “placas maestra”. Estas placas se caracterizan por tener un 

volumen de 100 μl a una concentración de 5 ng/μl. De esta placa, se generaron 

50 placas de 96 pozos, las cuales contenían en cada pozo una muestra de 10 ng 

de DNA (2 μl de la solución original), la localización de cada muestra siempre fue 

en la misma posición para cada una de las placas (Figura 14). 
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Figura 14. Preparación de placas para el análisis de los SNP. Se prepara una placa 
madre con 100 μl, cada μl lleva 5 ng, posteriormente se colocan 2 μl a cada placa para el 
análisis de cada uno de los SNP analizados en este estudio.   

 

 

Una vez vertida la solución en cada pozo de la placa, el DNA se deshidrato 

durante 3 horas a temperatura ambiente y se procedió a guardar las placas de 96 

pozos hasta que cada SNP de los genes de interés del sistema inmune fueran 

analizados.  

 

7.3. Discriminación alélica, mediante la técnica de 5´exonucleasa (TaqMan) 

Esta metodología se emplea para analizar SNP bialélicos haciendo uso de la 

actividad 5´ exonucleasa de la DNA polimerasa ampliTaq Gold de Applied 

Biosystems. Esta herramienta emplea un par de sondas para el análisis de cada 

alelo de los SNP. El par de sondas son específicas para cada alelo, y tienen en los 

extremos 5´ un fluoróforo que emite a diferente longitud de onda, comúnmente, 

FAM y VIC. FAM se excita a 492 nm y emite a 515 nm, mientras VIC se excita a 

528 nm y emite fluorescencia a una longitud de onda de 546 nm. Las sondas 

también tienen en su extremo 3´ un apagador de la fluorescencia (Quencher) que 

evita la emisión de la fluorescencia cuando no hibridan con su secuencia 

complementaria. Así, la sonda 100% complementaria con su secuencia blanco se 

une de manera específica a ella. Al inicio de la reacción de amplificación, se une 

primero el par de sondas a cada alelo debido a su mayor Tm que el par de oligos 

específicos para la secuencia blanco. Una vez unida la (s) sonda (s) y los oligos, 

la ampliTaq Gold con su actividad DNA polimerasa comienza a polimerizar, pero 

cuando la enzima encuentra la sonda unida al alelo específico entonces comienza 

“Placa maestra” “Placas hijas”“Placa maestra” “Placas hijas”  
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a degradarse por la actividad 5´ exonucleasa, liberando así la fluorescencia de 

VIC o FAM según sea el caso.  La figura 15 muestra un ejemplo de la distribución 

de los genotipos T/T, T/C y CC del SNP FCRL3_6 G/A del gen FCRL3 en un plot 

de discriminación alélica.  

 

 

 

Figura 15. Plot de discriminación alélica. Ejemplo de plot de genotipos obtenidos del 
análisis de fluorescencia emitida por los alelos G y A del SNP FCRL3_6.En el eje de las X 
se muestran a los individuos con genotipo A/A, en el de la Y los genotipos G/G, mientras 
en el eje de la z se muestran los heterocigotos G/A.  
 

 

Brevemente se resume el proceso metodológico de esta técnica. Se hizo una 

mezcla de reacción para cada muestra que contenía lo siguiente: 2.5 μl de agua 

libre de DNAsa, 0.065 μl del par de sondas para cada SNP a analizar (juntos con 

el par de primer, y 2.435 μl de mezcla de reacción (DNA polimerasa ampliTaq 

Gold, Mg2Cl, dNTPs, buffer). Posteriormente, se colocaron 5 μl de mezcla de 
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reacción en cada pozo de cada placa donde estuvo el DNA deshidratado de los 

casos y los controles (10 ng DNA en cada pozo). Inmediatamente después de 

esto se colocaron la (s) placa (s) en los termocicladores de punto final, bajo 

programas de pre-PCR y PCR que se describen abajo. 

 

Pre-PCR (1 ciclo) 

a) 2 min a 50°C (temperatura a la cual se quita el anticuerpo unido a la enzima) 

b) 10 min a 95°C (Para lograr la activación del 20% de la enzima) 

Nota: El Pre-PCR fue igual para todas las reacciones. 

 

PCR (40 ciclos) 

a) 15 segundos a 95°C 

b) 1 min a 60°C 

 

Post-PCR 

c) Infinito a 4°C 

 

Después de finalizar los ciclos de PCR se procedió a leer la fluorescencia emitida 

de cada sonda que analizó cada alelo de los SNP. Así, la fluorescencia fue leída 

mediante el software SDS (sistema de detección de secuencia) 2.2.3., instalado 

en el equipo de PCR de tiempo real 7900HT Fast Real de Applied Biosystems.           

 

7.4. Validación del SNP funcional -169T/C de FCRL3. 

La genotipificación de los SNP de FCRL3 mediante las sondas TaqMan fueron 

validados a través de secuenciación automática. Para lograr esto inicialmente se 

estandarizaron las condiciones de PCR con un par de oligos específicos para la 

región de FCRL3 (Ver anexo: oligos FCRL3), que incluye el SNP -169T/C. 

Posteriormente se observó el producto de PCR en un gel de agarosa al 1% teñido 

con bromuro de etidio. Inmediatamente después se purificaron los productos de 

PCR  (amplicón de 401 pb de FCRL3) y se analizaron mediante secuenciación 

automatizada por la técnica de Maxam-Gilbert104,105. Los procedimientos se 

muestran a continuación. Se emplearon 60 ng/μl de DNA genómico de cada caso 

y control en una mezcla de reacción que contenía lo siguiente: 
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Mezcla de reacción 10X 

Componente       Volumen 1X  Volumen 10X 

a) Mg2Cl                  2.5 μl (2.5mM) 25 μl 

b) Buffer  2.5 μl (a 1X)  25 μl 

c) dNTPs  0.4 μl  (250mM) 4  μl 

d) Primer forward* 0.2 μl (2.5mM) 2  μl 

e) Primer reverse* 0.2 μl (2.5mM) 2  μl 

f) DMSO  1.0 μl   25 μl 

g) Agua      15.09 μl  150.9 μl 

h) AmpliTaq Gold 0.11 μl  (1.25 U) 1.1 μl    

i) DNA**                   3.0 μl   (60 ng)        30  μl 

                            _________________________ 

   25 μl           250 μl 

 

* Ver anexo 

** 60 ng de DNA colocados en los 3 μl  

 

Posteriormente se procedió a realizar la pre-PCR y la PCR para la obtención de 

millones de copias de la región donde se encontraba el SNP -169T/C de FCRL3 

bajo las siguientes condiciones: 

 

Pre-PCR (1 ciclo) 

a) 2 min a 50°C 

b) 10 min a 95°C 

 

PCR (35 ciclos) 

a) 35 segundos a 94°C (desnaturalización del DNA) 

b) 30 segundos a 58°C (alineación de primers al DNA) 

c) 35 segundos a 72°C (extensión) 

Post-PCR (1 ciclo) 

a) 5 min a 72°C (Extensión final del templado) 

b) Infinito a 4°C. 
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7.5. Purificación de los productos de PCR  

Los productos de PCR (pPCR) se purificaron utilizando el Kit Qiagen (QIAquick 

Spin Handbook). Brevemente, se agregaron 5 volúmenes (200 μl) de buffer PB a 

un volumen (40 μl) de pPCR. Las muestras se transfirieron a una columna de 

purificación QIAquick  (colocada en un tubo eppedorf de 2 ml) y se incubó durante 

3 min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó el tubo por 1 min a 

13000 r.p.m., se decantó el sobrenadante, se volvió a colocar la columna al tubo 

eppedorf y se agregaron 750 μl de buffer PE. Posteriormente se procedió a 

centrifugar el tubo por 1 min a 13000 r.p.m. (este procedimiento se repitió dos 

veces). Después de esto se colocó la columna a un tubo nuevo de 2 ml y se le 

agregaron a la columna 30 μl de buffer TE1X (Ver anexo; reactivos), se dejo 

incubar por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugó la columna a 13000 

r.p.m., durante 1 min. Finalmente se cuantificó el DNA con el equipo NanoDrop 

1000-ND, se hicieron las diluciones a 10 ng/ μl, cantidad requerida para la 

secuenciación del amplicón (Este procedimiento también se realizó para  

secuenciar un fragmento de aprox., 1,500 pb río arriba del sitio de transcripción de 

TNFR1 bajo condiciones similares). La secuenciación del ADN se realizó a través 

de la secuenciación capilar en la unidad de secuenciación del Instituto Nacional 

de Medicina Genómica (INMEGEN).  

 

7.6. Análisis in silico de los alelos analizados en este estudio 

Una gran parte de los SNP se encuentran en la región promotora de los genes. Se 

han identificado cerca de 500,000 mil SNP en los promotores de varios genes de 

la posición -1 a -5000 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripción. Se han 

calculado que 47, 832 SNP pueden afectar la unión a factores de transcripción y 

alterar los niveles de expresión génica106. Existen diversos programas 

bioinformáticos para predecir el efecto de los alelos de los SNP ubicados en 

regiones promotoras de cientos de genes y como estos pueden afectar los niveles 

de expresión génica, entre ellos se encuentran los siguientes: FastSNP, 

SNP@Promoter, SNPlogic107-109.   

  

7.7. Identificación de nuevos SNP en la región promotora de TNFR1 

Aunque los análisis in silico sugieren que el SNP -329G/T asociado a ARJ afecta 

la expresión génica107-109, se desconoce si existen otros polimorfismos cercanos 
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con potenciales implicaciones en la expresión génica, por lo que se procedió a 

analizar un fragmento de aproximadamente 1000 pb rio arriba del sitio de inicio de 

la transcripción del gen TNFR1 para identificar nuevos SNP y evaluar su 

frecuencia y su asociación de forma individual o como haplotipos con la ARJ y 

para evaluar el impacto en la expresión de este gen. Desde el inicio del proyecto 

hubo un interés especial en genes involucrados con la síntesis de proteínas que 

señalizan a través de la vía de TNF-α, así como de otros genes involucrados en 

inflamación, anti-inflamatorios, relacionados con quimiotracción, con destrucción 

del cartílago y erosión del hueso. Del interés de la vía de TNF-α, se procedió a 

secuenciar este fragmento de la región promotora de TNFR1 en 100 individuos 

sanos, para esto se sintetizaron 4 pares de oligos (Ver anexo; oligos), y se 

estandarizaron las condiciones de PCR para cada par de primer (las condiciones 

de pre-PCR y PCR, así como del equipo de punto final fueron similares a las de 

FCRL3) (Ver anexo; condiciones de PCR). Posteriormente se observaron los 

productos de PCR en geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio, 

inmediatamente después se purificaron los productos de PCR de cada uno de los 

amplicones de TNFR1 y se enviaron a secuenciación103-104. 

 

7.8. Análisis del polimorfismo inserción/deleción (ins/del) -94ATTG/- de 

NFKB1  

Para el análisis de la ins/del de cuatro pares de bases (-94ATTG/-) de NFKB1 se 

procedió a realizar la estandarización de la PCR (las condiciones se observan en 

el anexo 3): condiciones de PCR. La visualización del producto de PCR y el 

producto de restricción enzimática se visualizaron a través de geles de agarosa 

teñidos con bromuro de etidio. Las condiciones de Pre-PCR y PCR básicamente 

fueron similares a las de FCRL3 (anexo de condiciones de PCR). Una vez 

obtenido el producto de PCR de 311 pb (donde se encontró la ins/del -94ATTG de 

NFKB1), se procedió a realizar la restricción enzimática. La diferencia entre los 

alelos de la inserción o deleción fue de apenas 4 pb, debido a esto no se alcanzó 

a observar en el gel de agarosa, posteriormente se procedió a realizar la 

restricción enzimática con la enzima Van91I, la cual reconoce la siguiente 

secuencia de DNA palindrómica: 
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         Ins/del    A T  T G A  T T G  

5'...C C A N N N N↓N T G G...3' 

 3'...G G T N↑N N N N A C C...5' 
 

 

Las condiciones de restricción fueron las siguientes: 7.5 μl de agua libre de 

DNAsa, 2.0 μl de buffer R, 0.5 μl de enzima Van19I y 10 μl de producto de PCR. 

Una vez homogenizado tanto el producto de PCR como la mezcla de restricción 

enzimática se prosiguió con una incubación de la restricción enzimática del 

producto de PCR durante 16 hrs., a 37 °C.   

 

7.9. Evaluación del efecto funcional de polimorfismos en la expresión de su 

transcrito. 

 

7.9.1. Extracción del RNA de los leucocitos de sangre periférica 

Para evaluar el efecto de los alelos G o T del SNP -329G/T de TNFR1 (asociado 

con ARJ) en la expresión génica in vivo se realizó lo siguiente: se tomó una 

muestra de 75 individuos sanos sin antecedentes de enfermedades inflamatorias 

o autoinmunes. L primera muestra de sangre periférica (a partir de la capa de 

leucocitos) sirvió para extraer el DNA genómico y para genotipificar los SNP -

995G/C, -980G/T, -329G/T, -300A/G, -102A/C de TNFR1 mediante la tecnología 

de TaqMan. Una vez conocidos sus genotipos, se procedió a tomar una segunda 

muestra de 5 ml de sangre periférica con el objetivo de analizar el efecto de los 

genotipos (SNP -329G/T de TNFR1 asociado a ARJ: específicamente se 

obtuvieron 19 individuos con los genotipos n=8 G/G, n=9 G/T, y n=4 T/T) en la 

expresión génica en individuos sanos (esto individuos no tuvieron antecedentes 

de enfermedades inflamatorias o autoinmunes, tampoco presentaron infecciones 

virales o bacterianas o estuvieron bajo tratamiento médico; especialmente estar 

tomando anti-inflamatorios. Estos 19 individuos fueron homocigotos para los 

alelos de comunes (995G/C, -980G/T, -300A/G, -102A/C), es decir, sólo se evaluó 

el impacto del SNP -329G/T en la expresión de TNFR1 sin la combinación de 

otros alelos que pudieran afectar la expresión génica. Inmediatamente después se 

realizó la extracción del RNA total a partir de los leucocitos, siguiendo las 
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especificaciones indicadas por el provedor. 

 

La expresión constitutiva del gen TNFR1 se evaluó en los leucocitos de sangre 

periférica mediante PCR de punto final. Posteriormente se analizó el efecto de 

ambos alelos del SNP -329G/T en la expresión génica mediante PCR de tiempo 

real, la extracción de RNA total se realizó con Trizol-LS (Invitrogen). El 

procedimiento fue el siguiente: En hielo, se colocaron 750 μl de Trizol LS a 250 μl 

de la capa de leucocitos (aproximadamente 10,000 leucocitos) en un tubo de 

centrifuga de 2 ml., y se homogenizó la muestra levemente con una pipeta 

durante 1 min. Posteriormente, se colocó la mezcla de reacción a temperatura 

ambiente durante 5 min (esto permitió la disociación de las nucleoproteínas). 

Inmediatamente después, se agregaron 200 μl de cloroformo, y se agitó 

levemente en un vortex por 1 min. La mezcla de reacción se incubó a temperatura 

ambiente durante 15 min. Posteriormente, se centrifugó a 12,000 r.p.m., durante 

15 min a 4˚C. Durante este proceso, la mezcla se separó en tres fases, el RNA se 

encuentra en la parte superior (acuosa), esta fase fue extraída y colocada en un 

tubo eppendorf nuevo de 2 ml e inmediatamente después se agregaron 500 μl de 

isopropanol al 100% para precipitar el RNA se incubó la muestra a temperatura 

ambiente durante 10 min y posteriormente se centrifugó a 12,000 r.p.m., durante 

10 min a 4˚C (el RNA total frecuentemente se ve visible en esta fase). Se decantó 

el sobrenadante del tubo y se procedió a lavar la pastilla de RNA para eliminar 

impurezas y restos de solventes. El lavado del RNA se hizo con 1 ml de etanol al 

75%, después se centrifugó a 7,500 r.p.m, durante 5 min a 4˚C y se decantó el 

sobrenadante. Finalmente se dejó secar el RNA a temperatura ambiente durante 

20 min. El RNA se resuspendió en agua libre de RNAsas y se cuantificó en el 

equipo NanoDrop 1000 ND. El RNA se almacenó a -70˚C hasta su uso. 

 

7.9.2. Síntesis de la primera cadena del DNA complementario (cDNA)  

Basándonos en el principio de que la mayoría de los RNAm comúnmente tienen 

colas de poliA de aproximadamente 200-300 nucleótidos, se procedió a generar 

cDNAs a partir de los genes que tienen cola de poliA, donde se incluye al RNAm 

del gen TNFR1 utilizando oligonucleótidos dT110,111
.
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El procedimiento para la síntesis de cDNA fue el siguiente; se tomó 1 μg de RNA 

total y se colocó en las siguientes volúmenes para obtener 8.7 μl de mezcla de 

reacción. 

 

Componente   Volumen 

a) RNA 1 μg    5  μl*  

b) Oligo dT   0.5 μl 

c) Agua libre de RNasas   3.2  μl           * (200 ng/μl), pero el volumen varía,  dependiendo 

    ______  de la  concentración a la obtengamos el RNA.     

    8.7  μl 

 

Posteriormente, la mezcla de los diferentes tubos se homogenizaron y se 

centrifugaron brevemente para posteriormente incubarlas a 70˚C por 5 min, 

después se colocaron en hielo y nuevamente se centrifugaron brevemente en 

hielo. Posteriormente se le agregaron a la muestra la siguiente mezcla de 

reacción: 

 

Componente   Volumen 

a) Buffer de la enzima  2 μl 

b) MgCl2   4.4 μl    

c) dNTPs   4 μl 

d) Inhibidor de RNasas   0.4 μl 

 

Esta mezcla fue homogenizada, se les dio un spin, y se dejaron incubar a 25˚C 

durante 10 min. Finalmente se le agregaron 0.5 μl de enzima MultiScript (Applied 

Biosystems) y se dejó incubar a 37˚C durante 60 min. Después de esto se 

procedió a cuantificar el cDNA, se realizaron diluciones a 200ng/μl y fueron 

guardadas hasta su análisis a -20˚C. 
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7.10. Análisis de la expresión génica de TNFR1 mediante PCR de punto final 

y de tiempo real. 

El gen TNFR1 se expresa en todas las células nucleadas, de esta manera se 

decidió iniciar el análisis de expresión génica en leucocitos de sangre periférica 

sin tomar en cuenta la presencia de algún alelo (-329G o T), también se procedió 

a analizar la expresión génica del gen constitutivo GAPDH, el cuál sirvió también 

como gen endógeno y para normalizar los niveles de expresión génica (Esto sirvió 

en primer término para estandarizar las condiciones de RT-PCR). Posteriormente, 

se procedió a realizar el análisis de TNFR1 y GAPDH (como control de carga) 

tomando en cuenta genotipos y alelos de controles en el gen TNFR1 (el cuál 

mostró asociación con la ARJ en casos y controles). Las condiciones de la mezcla 

de reacción se describen abajo: 

 

7.10.1. Análisis de expresión génica mediante PCR de punto final  

Componente   Volumen 

a) Buffer   2.5 μl (a 1X) 

b) MgCl2   2.5 μl (2.5mM)  

c) dNTPs   0.8 μl (250mM) 

d) Primer TNFR1 F ♠ 0.4 μl (2.5mM) 

e) Primer TNFR1 R ♠ 0.4 μl (2.5mM) 

f) Primer GAPDH F   0.4 μl (2.5mM) 

g) Primer GAPDH R  0.4 μl (2.5mM) 

h) AmpliTaq Gold  0.11 μl (0.5 U) 

i) Agua libre de nucleasas  16.49 μl 

j) cDNA   1 μl (200 ng/μl)  ♠ Ver apéndice 

---------------- 

25 μl volumen final  

 

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes: 
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Pre-PCR (1 ciclo) 

a) 2 min a 50˚C 

b) 8 min a 95˚C 

 

 PCR (33 ciclos) 

a) 30 segundos a 94°C (desnaturalización del DNA) 

b) 30 segundos a 59°C (alineación entre los oligos y DNA) 

c) 35 segundos a 72°C (extensión del templado) 

 

 Post-PCR (1 ciclo) 

a) 5 min a 72°C (Extensión final del templado) 

b) Infinito a 4°C. 

 

Inmediatamente después de terminar los ciclos de PCR, se procedió a colocar las 

muestras en los pozos de un gel de agarosa al 1% teñido de bromuro de etidio. 

Las bandas de DNA fueron visualizadas en un transiluminador. 

 

7.10.2. Análisis de expresión génica mediante PCR de tiempo real 

Los cálculos de la cuantificación relativa de la expresión génica están basados en 

la comparación de los valores Ct utilizando la eficiencia de reacción de la PCR 

como factor de corrección. Sin embargo, hay un modelo que no requiere la 

eficiencia de la reacción para realizar el factor de corrección. Este modelo supone 

una eficiencia óptima e idéntica (correspondiente al 100%) en la eficiencia de 

reacción en las PCR en tiempo real tanto del gen de estudio (TNFR1) como del 

gen de referencia (GADPH). Este modelo es el 2ΔCt, el cuál se aplica para 

obtener una estimación rápida de la proporción relativa de la expresión génica en 

estudio. El método de 2ΔCt expresa la proporción obtenida de la relación entre los 

valores Ct de la muestra de interés y los valores Ct del control (genotipo 

ancestral). Por otro lado, para obtener el umbral de la curva estándar, el cDNA 

obtenido de los leucocitos de sangre periférica fue diluido. Dichas diluciones 

fueron seriales (1:2, 1:4, 1:8) comenzando con 1 μg de cDNA hasta alcanzar la 

condición óptima, que fue de 200 ng/μl de solución. Las eficiencias de la PCR en 

tiempo real se calculan a partir de las pendientes de la curva estándar obtenidas 

después de realizar diluciones seriadas con las reacciones de la PCR en tiempo 
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real. El coeficiente de correlación para ser considerado de calidad, debe poseer 

un valor cercano a 0.9999, sin embargo se tomó un punto de corte mínimo de 

0,94.  

    

Por cada muestra se colocaron los siguientes reactivos para realizar el PCR en 

tiempo real tanto para TNFR1 como para GAPDH: 

 

Componente     Volumen 

a) Sonda de expresión de TNFR1 20X  1 μl 

b) cDNA + agua libre de nucleasa 4.5μl 

c) Master mix TaqMan universal 2X 5 μl 

                ------- 

                 10 μl 

 

Componente     Volumen 

a) Sonda de expresión de GAPDH 20X  1 μl 

b) cDNA + agua libre de nucleasa 4.5μl 

c) Master mix TaqMan universal 2X 5 μl 

                ------- 

                 10 μl 

Las dos mezclas se homogenizaron y se realizó un triplicado técnico para cada 

individuo a analizar. Las condiciones de PCR en tiempo real se colocan abajo: 

 

Pre-PCR (1 ciclo) 

a) 2 min a 50˚C 

b) 10 min a 95˚C 

 

PCR (40 ciclos) 

a) 15 segundos a 95°C 

b) 1 min a 60°C 

c) Infinito a 4°C 

 

Finalmente, se procedió a analizar los datos de expresión génica. 
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La expresión de los genes GAPDH y TNFR1 se analizó mediante sondas TaqMan 

y PCR en tiempo real. Antes de realizar esto se hizo la curva estándar para 

determinar la cantidad absoluta de un gen diana en una muestra. Para conseguir 

los resultados, se utiliza una curva estándar construida a partir de una dilución 

seriada de una cantidad conocida. 

 

7.11.  Análisis de datos 

 

7.11.1. Estimación del tamaño de muestra y poder estadístico  

Antes de iniciar los estudios genéticos se calculó el tamaño de muestra para 

obtener un poder estadístico >80%. El programa empleado para alcanzar este 

objetivo fue el QUANTO (http://hydra.usc.edu/gxe.). Este software toma en cuenta 

diversos parámetros entre los que se encuentran: la prevalencia de la enfermedad 

en la población, la frecuencia del SNP en la población, el nivel de significancia 

estadística, el poder estadístico, modelo de herencia de la enfermedad, OR, entre 

otros. El tamaño de muestra requerida con un modelo de herencia recesivo para 

este estudio de acuerdo al número de los 350 controles fue de 122 individuos 

afectados con ARJ.  

 

7.11.2. Evaluación del equilibrio de Hardy-Weinberg  

El equilibrio de Hardy-Weinberg (E-HW) fue analizado mediante tablas de 3X2 a 

través del programa Finetti (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl). Los valores de p 

menores a 0.05 en los genotipos de los controles se consideraron estar en 

desequilibrio de Hardy-Weinberg y fueron eliminados del estudio.  

 

7.11.3. Análisis de asociación entre casos y controles 

El riesgo (OR), intervalo de confianza (IC 95%) y valor de p fueron generados a 

través de la comparación de las frecuencias de los genotipos y de los alelos tanto 

de los casos como controles por tablas de contingencia de 3X2 y 2X2, 

respectivamente y usando la prueba de X2, respectivamente, implementada en el 

programa Epidat para datos tabulados (http://dxsp.sergas.es). El análisis de 

haplotipos y desequilibrio de ligamiento (LD) se analizaron mediante el programa 

Haploview.112  

http://hydra.usc.edu/gxe
http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwa1.pl
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7.11.4. Evaluación de la expresión génica 

Los datos de significancia estadística del análisis de la expresión génica fueron 

obtenidos a través del programa GraphPad 5 PRISM.     
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8. Resultados. 

 

8.1 Número y porcentaje de casos y controles  

Este estudio incluyó 215 pacientes con diagnóstico clínico de ARJ, de los cuales 

126 fueron mujeres y 87 fueron varones, además se incluyeron 430 controles, 252 

mujeres y 178 varones. La relación casos-controles mujeres-varones fue de 1:2 

(Figura 16).  

 

8.2 Genes y SNP incluidos en este estudio  

Este estudio incluyó un total de 41 SNP distribuidos en 14 genes (Ver tabla 8). La 

información de los genes, SNP, alelos y otras propiedades como el número de 

identificación y su posición dentro del gen, así como sus posibles implicaciones 

funcionales in silico de cada uno de ellos se presentan en la tabla 8.  

 

 

 

Figura 16. Distribución de casos (A) y controles (B) por género. 
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8.1.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg  

Excepto el SNP (rs1524668) localizado en la posición -1455 del gen TACE, el 

resto de los genotipos de los SNP analizados en los genes candidato estuvieron 

en E-HW.  

 

 

 

Tabla 8. Genes, SNP y posible función biológica de los alelos analizados en este estudio. 

         
 

Gen 

 

Posición del SNP en el 

gen 

rs (ID del 

SNP) 

 

Región en el 

gen 

 

Posición 

cromosómica 

 

Posible función** 

 

TYK2 
-1218A/G rs280500 Promotor Crom 9:10490402 

 

El alelo A crea un sitio de unión al 

FT*** YY1 

 

 

IL2 
-100A/C rs2069762 Promotor 

Crom 

4:123377980 

 

El alelo A crea un sitio de unión al FT 

CdxA 

 

 

IL8 
-199T/A rs4073 Promotor Crom 4:4606024 

 

El alelo A crea un sitio de unión al FT 

HNF-3b 

 

 

IL17 
-692T/C rs8193036 Promotor Crom 6:52050493 

 

Mayor afinidad de unión del factor de 

transcripción GATA1 en el alelo C 

 

 

IL23R -907C/T 

 

-738G/A 

 

-463T/C 

rs6682925 

 

rs11465754 

 

rs6683455  

Promotor 

Crom 1:67631262 

67631431 

 

67631706  

El alelo T crea un sitio de unión al FT 

CdxA 

El alelo A crea un sitio de unión al FT 

Oct-1 

El alelo C crea un sitio de unión al FT 

CRE-BP 

 

 

CD40 -552G/A rs1800686 Promotor 
Crom 

20:44746403 

 

Sin efecto conocido 

 

 

CD80 -91G/C rs16829984 Promotor 
Crom 

3:119278540 

 

Sin efecto conocido 

 

 

GMCSF 
-641A/C rs1469149 Promotor 

Crom 

5:131408842 

 

El alelo C crea un sitio de unión al FT 

Sp1 

 

 

MCP1 
-2518A/G rs1024611 Promotor 

Crom 

17:32579788 

 

El alelo G destruye el sitio de unión 

para el FT GATA1 

 

 

FCRL3 
 

-169T/C 

-110G/A 

+358G/C 

+1381G/A 

 

 

rs7528684 

rs11264799 

rs945635 

rs3761959 

 

 

Promotor 

 

5´UTR  

 IVS3 

 

 

Crom 

1:157670816 

157670757 

157670290 

157669278 

 

 

El alelo C crea un sitio de unión al FT 

NF-kappa beta 

Sin efecto conocido 

Sin efecto conocido 
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TNFR1 

 

 

 

 

 

-995G/C 

-980G/T 

-329G/T 

 

-300A/G 

 

-102A/C 

 

 

 

 

 

rs41309818 

rs4149619 

rs4149570 

 

rs4149621 

 

rs55965699 

 

 

Promotor 

 

 

 

 

Crom 12: 

6452256 

6452256 

6451590 

 

6451561 

 

6451371 

 

 

 

 

 

Sin efecto conocido 

Sin efecto conocido 

El alelo T crea un sitio de unión al FT 

IRF8 

El alelo A genera una mayor afinidad 

al FT cdxA 

 

Sin efecto conocido 

TNFR2  

Lys56LysA/G 

40205G/A* 

40232T/C* 

40939C/T* 

 

rs1061622 

rs1061624 

rs3397 

rs1061628 

Exón 6 

 

3´UTR 

Crom 1:12252955 

12267265 

12267292 

12267999 

Sin efecto conocido 

Sin efecto conocido 

Sin efecto conocido 

Sin efecto conocido 

 

TACE 

 

 

-1455A/C 

-647T/G 

 

65686C/T 

65901A/G 

 

 

rs1524668 

rs2177639 

 

rs6705408 

rs1130094  

Promotor 

 

3´UTR 

 

 

Crom 2:9614823 

9614015 

 

9630231 

9630016 

 

 

 

 

El alelo A afecta la expresión génica 

Sin efecto conocido 

 

Sin efecto conocido 

Sin efecto conocido 

 

 

 

NFKB1 

-94ins/del ATTG       

 

NFKB1_1(3853)C/ T           

NFKB1_2(11767)C/T                

NFKB1_3(15953)G/A                  

NFKB1_4(22047)C/T               

NFKB1_5(21988)T/C                

NFKB1_6C/TAla380Ala               

NFKB1_7(92255)C/T               

NFKB1_8Val506Met               

NFKB1_9(105390)T/C               

NFKB1_10(112074)G/C             

NFKB1_11(118294)T/C             

NFKB1_12G/C             

rs28720239 

 

rs3774933 

rs3774937 

rs3774938 

rs1585214 

rs1584215 

rs1609993 

rs4648050 

rs4648072 

rs4648095 

rs3817685 

rs7674640 

rs17032996 

 

 

Promotor 

 

IVS1 

IVS1 

IVS1 

IVS1 

IVS1 

Exón 12 

IVS12 

Exón 17 

IVS17 

IVS22 

3´UTR 

Rio abajo del 

3UTR 

 

Crom 4: 103 641 

191 

 
103 426 339 

103 653 283 

103 657 469 

103 663 563 

103 663 728 

103 733 696 

103 733 779 

103 377 738 

103 746 914 

103 753 606 

103 759 828 

103 764 269 

La deleción resulta en la perdida de 

unión a proteínas nucleares 

Enhancer intrónico 

Enhancer intrónico 

Enhancer intrónico 

Enhancer intrónico 

Enhancer intrónico 

Sin función conocida 

Sin función conocida 

Sin función conocida 

Sin función conocida 

Sin función conocida 

Sin función conocida 

Sin función conocida 

* A partir del sitio de inicio de la transcripción 

** Posible función in silico predicha por el software FastSNP
107

. 

*** Factor de transcripción 
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8.1.4 Genes no asociados a ARJ  

La distribución de alelos y genotipos en casos y controles no mostró diferencias 

estadísticamente significativas para los SNP localizados en los genes IL2 (-

100A/C), IL18 (-199T/A), IL17 (-692T/C), CD40 (-552G/A), CD80 (-91G/C), 

GMCSF (-641A/C), MCP1 (-2518A/G), TACE (-1455A/C, -647T/G, 65686C/T, 

65901A/G), TNFR1 (-995G/C, -980G/T, -329G/T, -300A/G, -103A/C),TNFR2 

(Lys56Lys, 40205G/A, 40232T/C, 40939C/T) (Tabla 9), aún después de la 

estratificación por género (datos no mostrado), excepto TNFR1 (-329G/T) 

(p=0.004). 

 

Tabla 9. Genes no asociados a ARJ. 

Gen Posición (SNP) 
en el gen 

Región en 
el gen 

MAF 
Casos Controles 

OR IC 95% p 

IL2 -100A/C Promotor 31,1 29,1 1,1 (0.81-1.38) 0.70 

IL8 -199T/A Promotor 29,6 33,4 0,8 (0.65-1.09) 0.19 

IL17 -692T/C Promotor 21,8 16,6 1,2 (0.87-1.33) 0.22 

CD40 -552G/A Promotor 27,2 34,3 0.7 (0.47-1.03) 0.19 

CD80 -91G/C Promotor 5,6 6,8 0.8 (0.46-1.44) 0.48 

GM-CSF -641A/C Promotor 15,2 15,4 1 (0.67-1.47) 0.97 

MCP1 -2518A/G Promotor 19,5 22,3 0.9 (0.71-1.22) 0.60 

TACE -1455A/C 
-647T/G 

65686C/T 
65901A/G 

Promotor 
 

3´UTR 
 

24,1 
7,6 

21,8 
20,0 

24,7 
9,0 
20,9 
19,4 

1 
0.84 
1.1 
1 

(0.74-1.27) 
(0.55-1.29) 
(0.79-1.39) 
(0.77-1.38) 

0.82 
0.42 
0.73 
0.83 

TNFR1 -995G/C 
-980G/T 
-329G/T 
-300A/G 
-103A/C 

 
Promotor 

21,4 
6 

30.9 
5,8 
5.3 

23 
6.7 
25.8 
7.6 
6.6 

0.91 
0.89 
1.77 
0.76 
0.80 

(0.69-1.20) 
(0.55-1.44) 
(1.20-2.63) 
(0.47-1.22) 
(0.48-1.31) 

0.51 
0.63 
0.052 
0.25 
0.37 

TNFR2 Lys56Lys 
40205G/A 
40232T/C 
40939C/T 

Exón 6 
3´UTR 

6,5 
42,0 
19,9 
14,6 

9,3 
43,2 
22,3 
14,5 

0.7 
0.95 
0.87 
1.00 

(0.43-1.06) 
(0.75-1.20) 
(0.65-1.15) 
(0.72-1.39) 

0.08 
0.70 
0.32 
0.98 

*MAF: Frecuencia del alelo menor 
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8.1.5 Genes asociados a ARJ  

De los genes estudiados, TYK2, IL23R, FCRL3 y FKB1 mostraron diferencias 

estadísticamente significativas entre casos y controles. Los alelos G y A de los 

SNP -1218A/G y -738G/A de los genes TYK2 e IL23R, respectivamente, 

mostraron una mayor frecuencia en los casos en comparación con los controles 

(Tabla 10) mientras el alelos C del SNP -169T/C del gen FCRL3 mostró una 

mayor frecuencia en controles respecto a los casos, así también varios 

polimorfismos de NFKB1 mostraron una asociación con protección a ARJ (Tabla 

10) 

 

 

Tabla 10. Genes que mostraron asociación a ARJ 

Gen Posición (SNP) Región MAF 
Casos 

Controles 

OR IC 95% p 

TYK2 -1218A/G Promotor 7,7 4,2 1,93 (1.80-3.15) 0.008 

IL23R -738G/A Promotor 28.1 34.8 0.73 (0.56-0.95) 0.02 

FCRL3 -169T/C 
+1381G/A 

Promotor 
IVS3 

42,6 
40,6 

49,4 
48,4 

0.76 
0.73 

(0.60-0.97) 
(0.57-0.93) 

0.03 
0.01 

NFKB1 -94ATTG/- 
NFKB1_1(3853)C/           
NFKB1_2(11767)C/T                
NFKB1_3(15953)G/A                  
NFKB1_4(22047)C/T               
NFKB1_5(21988)T/C 
NFKB1_7(92255)C/T 
NFKB1_10(112074)G/C             
NFKB1_11(118294)T/C 

Promotor 
IVS1 

 
 
 
 

IVS7 
IVS22 
3´UTR 

30.0 
29.8 
31.6 
28.8 
25.4 
30.2 
33.0 
34.4 
27.4 

 

36.7 
37.0 
40.9 
37.7 
34.0 
39.0 
39.7 
42.1 
34.7 

0.74 
0.72 
0.67 
0.67 
0.66 
0.68 
0.75 
0.72 
0.71 

(0.58-0.95) 
(0.56-0.93) 
(0.52-0.85) 
(0.52-0.86) 
(0.51-0.86) 
(0.53-0.87) 
(0.59-0.96) 
(0.57-0.92) 
(0.55-0.92) 

0.016 
0.01 
0.001 
0.002 
0.002 
0.002 
0.02 
0.008 
0.008 

*MAF: Frecuencia del alelo menor 
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8.1.6 Genes asociados a ARJ dependiente de género. 

El análisis de estratificación por género reveló varios SNP del gen NFKB1 

asociados con protección a desarrollar ARJ en mujeres. Los alelos de menor 

frecuencia de los SNP NFKB1_1C/T, NFKB1_2C/T, NFKB1_3G/A, NFKB1_4C/T, 

NFKB1_5T/C, NFKB1_6G/C y NFKB1_7T/C, respectivamente, del gen NFKB1 se 

presentaron en mayor frecuencia en los controles comparados con los casos 

(Tabla 11). La tabla 12 muestra los genotipos de los SNP del gen NFKB1 

asociados con protección en mujeres con ARJ. 

 

Tabla 11. Distribución de las MAF de los SNP NFKB1_1-5,10 y 11 del gen 
NFKB1 en mujeres con ARJ. 

Gen Posición (SNP) Región MAF 
Casos Controles 

OR IC 95% p 

 
NFKB1 

 
-94ATTG/- 

NFKB1_1(3853)C/ T*           
NFKB1_2(11767)C/T*                
NFKB1_3(15953)G/A*                  
NFKB1_4(22047)C/T*               
NFKB1_5(21988)T/C* 
NFKB1_10(112074)G/C             
NFKB1_11(118294)T/C 

 
Promotor 

IVS1 
 
 
 
 

IVS22 
3´UTR 

 
25.6 
26.4 
28.7 
26.4 
23.2 
26.4 
32.7 
26.0 

 

 
34.6 
34.8 
39.4 
36.0 
33.5 
37.6 
41.0 
33.8 

 
0.65 
0.67 
0.62 
0.64 
0.60 
0.60 
0.70 
0.69 

 
(0.46-0.91) 
(0.48-0.94) 
(0.45-0.86) 
(0.46-0.89) 
(0.43-0.85) 
(0.43-0.83) 
(0.51-0.96) 
(0.49-0.96) 

 
0.01 

0.018 
0.004 
0.008 
0.004 
0.002 
0.027 
0.028 

* MAF: Frecuencia del alelo menor 
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Tabla 12. Distribución de genotipos de los SNP NFKB1_1-5 y 11 de NFKB1 
asociados en  mujeres con ARJ 

 
SNP ID 

Población Alelo 
 

1 2 

Genotipo Genotipos 

n (%) OR 95% CI p 

1 1 1 2 2 2 1 1 vs 12 + 2 2 

 
 
NF-kB1-94ATTG/- 
(rs28720239) 

 
 

Controles 
ARJ 

 

 
Del/Ins 

 
 

109 (42.9) 
70 (55.1) 

 

 
 

114 (44.9) 
49 (38.6) 

 

 
 

31 (12.2) 
8 (6.3) 

 

 
 
 

0.61 
 

 
 
 

(0.40-0.94) 
 

 
 
 

0.024 
 

 
NF-kB1_1 IVS1 
(rs3774933) 

 
Controles 

ARJ 
 

C T  
107 (42.1) 
69 (54.3) 

 
117 (46.1) 
49 (38.6) 

 
30 (11.8) 
9 (7.1) 

 
 

0.61 

 
 

(0.40-1.94) 

 
 

0.024 

 
NF-kB1_2 IVS1 
(rs3774937) 

 
Controles 

ARJ 

C T  
91 (35.8) 
63 (49.6) 

 

 
126 (49.6) 
55 (43.3) 

 

 
37 (14.6) 
9 (7.1) 

 

 
 

0.57 
 

 
 

(0.37-0.87) 
 

 
 

0.01 
 

 
NF-kB1_3 IVS1 
(rs3774938) 

 
Controles 

ARJ 

G A  
101 (39.8) 
68 (53.5) 

 
123 (48.4) 
51 (40.2) 

 

 
30 (11.8) 
8 (6.3) 

 

 
 

0.56 
 

 
 

(0.37-0.88) 
 

 
 

0.01 
 

 
NF-kB1_4 IVS1 
(rs1585214) 

 
Controles 

ARJ 

C T  
113 (44.5) 
74 (58.3) 

 
112 (44.1) 
47 (37.0) 

 

 
29 (11.9) 
6 (4.7) 

 

 
 

0.57 
 

 
 

(0.37-0.88) 
 

 
 

0.01 
 

 
NF-kB1_5 IVS1 
(rs1585213) 

 
Controles 

ARJ 

T C  
97 (38.2) 
68 (53.5) 

 
123 (48.4) 
51 (40.2) 

 

 
34 (13.4) 
8 (6.3) 

 

 
 

0.54 
 

 
 

(0.35-0.83) 
 

 
 

0.004 
 

 
NF-kB1_11 IVS1 
(rs7476640) 

 
Controles 

ARJ 

 
T C 

 
110 (44.0) 
71 (56.0) 

 
111 (44.4) 
46 (36.2) 

 

 
29 (11.6) 
10 (7.8) 

 

 
 

0.62 
 

 
 

(0.40-0.95) 
 

 
 

0.028 
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Por otro lado, las tablas 13 y 14 muestran la distribución y asociación alélica y 

genotípica de los SNP -1218G/A de TYK2, -169T/C, +358G/C, +1381G/A de 

FCRL3, el -329G/T de TNFR1 asociados en varones. Los alelos A y T de los 

polimorfismos –1218G/A de TYK2 y -309G/T de TNFR1, respectivamente, 

mostraron una mayor frecuencia en casos y controles. Mientras los MAF de los 

SNP -169T/C, +358G/C y +1381G/A de FCRL3 mostraron una mayor frecuencia 

en controles comparado con los casos, estos resultados muestran una asociación 

de protección a ARJ.  

 

 

Tabla 13. Distribución y asociación de las MAF del SNP -1218A/C del gen 
TYK2, de los SNP -169T/C, +358G/C, +1381G/A de FCRL3 y -329T/G de TNFR1  

en varones con ARJ 

Gen Posición 
(SNP) 

Región MAF 
Casos Controles 

OR IC 95% p 

TYK2 -1218A/C Promotor 7.6 4.6 3.7 (1.52-8.98) 0.002 

FCRL3 -169T/C 
+358G/C 
+1381G/A 

Promotor 
5`UTR 
IVS3 

36.2 
34.5 
33.9 

49.7 
48.7 
49.2 

0.57 
0.55 
0.53 

(0.40-0.88) 
(0.38-0.80) 
(0.36-0.76) 

0.003 
0.002 
0.0007 

TNFR1 -309T/G Promotor 35.4 23.6 1.77 (1.20-2.63) 0.004 
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Tabla 14. Distribución y asociación de los genotipos de los SNP -1218A/C del 
gen TYK2, de los SNP -169T/C, +358G/C, +1381G/A de FCRL3 y -309T/G de 
TNFR1  en varones con ARJ 

 
SNP ID 

Población Alelo 
 

1 2 

Genotipo Genotipos 

n (%) OR 95% CI p 

1 1 1 2 2 2 1 1 vs 12 + 2 2 

 
TYK2-1218A/G 
(s280500) 

 
Controles 

ARJ 
 

A G  
167 (95.4) 
75 (85.2) 

 

 
8 (4.6) 

12 (13.6) 
 

 
0 (0.0) 
1 (1.2) 

 

 
 

3.62 
 

 
 

(1.44-9.10) 
 

 
 

0.004 
 

 
FCRL3_3 
(rs7528684) 

 
Controles 

ARJ 
 

T C  
50 (25.0) 
38 (43.7) 

 

 
101 

(50.5) 
35 (40.2) 

 

 
49 (24.5) 
14 (16.1) 

 

 
 

0.43 
 

 
 

(0.25-0.73) 
 

 
 

0.002 
 

 
FCRL3_4 
(rs11264799) 

 
Controles 

ARJ 
 

G A  
119 (59.5) 
49 (56.3) 

 
73 (36.5) 
35 (40.2) 

 
8 (4.0) 
3 (3.5) 

 
 

1.14 

 
 

(0.69-1.90) 

 
 

0.61 

 
FCRL3_5 
(rs945635) 

 
Controles 

ARJ 

G C  
53 (26.5) 
39 (44.8) 

 

 
99 (49.5) 
36 (41.4) 

 

 
48 (24.0) 
12 (13.8) 

 

 
 

0.44 
 

 
 

(0.26-0.76) 
 

 
 

0.002 
 

 
FCRL3_6 
(rs3761959) 

 
Controles 

ARJ 

G A  
50 (25.0) 
39 (44.8) 

 
103 

(51.5) 
37 (42.5) 

 

 
47 (23.5) 
11 (12.7) 

 

 
 

0.41 
 

 
 

(0.24-0.70) 
 

 
 

0.0008 
 

 
TNFR1-329T/C 
(rs4149570) 

 
Controles 

ARJ 
 

T C  
105 (59.0) 
33 (37.0) 

 

 
62 (34.8) 
49 (55.1) 

 

 
11 (6.2) 
7 (7.9) 

 

 
 

2.44 
 

 
 

(1.45-4.12) 
 

 
 

0.0007 
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8.2 Datos de secuenciación de TNFR1 

Después de encontrar una asociación entre el SNP -329G/T de TNFR1 con ARJ y 

considerando la posibilidad de asociación de otros SNP no reportados cercanos al 

polimorfismo -329G/T, además de la posibilidad que tienen estos SNP en la 

expresión génica se decidió secuenciar un fragmento de aproximadamente 1000 

pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción a través de 4 pares de oligos 

(Ver anexo; oligos). La figura 17 muestra un amplicón de 472 pb del promotor de 

TNFR1 en 6 individuos, los cuatro amplicones obtenidos por medio de los 4 pares 

de oligos fueron secuenciados. La figura 18 muestra un electroferograma obtenido 

del amplicón 4 donde se encontraron los SNP -980C/A y -995G/C de TNFR1. El 

análisis de secuenciación de la región promotora permitió identificar 6 SNP con 

frecuencias alélicas del 7-42% (Figura 19). De ellos, los polimorfismos -980C/A y -

995G/C no habían sido reportados en las bases de datos públicas. Mientras los 

polimorfismos -38G/A, -698G/A, las ins/del -852AG/- y -978 -/C no fueron 

informativos en nuestra población.  

 

 

 

 

Figura 17. Evaluación de la expresión génica de TNFR1. Los amplicones obtenidos de 
seis muestras de individuos sanos de TNFR1 de 472 pb (Ver anexo; oligos), estos 
amplicones fueron repurificados y secuenciados, el objetivo fue identificar SNP nuevos en 
este gen que mostró asociación con ARJ. 
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Figura 18. Secuencia de un individuo heterocigoto para los polimorfismos -980 y -
995 en TNFR1. Esta imagen muestra una parte de la secuencia del promotor del gen 
TNFR1 en tres individuos (parte superior). Las flechas indican dos polimorfismos 

cercanos (-980 y -995). El paciente 138 presenta heterocigocidad en ambos SNP. 
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Figura 19. Resultados de la secuenciación de un fragmento de 1000 pb del 

promotor de TNFR1. En la imagen se muestra la frecuencia de los SNP 
encontrados en esta región en nuestra población de estudio.  
 

 

 

8.2.1 Análisis de asociación de SNP en el promotor de TNFR1  

El análisis de asociación de los 5 SNP encontrados al secuenciar un fragmento de 

1000 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción del gen TNFR1 no mostró 

diferencias estadísticamente significativas entre casos y controles, excepto el -

329G/T, descrito en párrafos anteriores (Tabla 15). 

 

 

 

 

 

 

 

Promotor

Exones

Intrones

UTRs

Región reguladora           E1    E2  E3   E4      E5    E6    E7    E8        E9  E10 

Datos obtenidos de la secuenciación de la región 

promotora del gen TNFR1

ID SNP              Alelo      Posición relativa          SNP validado          Frecuencia (%)

rs17847987       G/A               -38                                No                            0
rs2234649         A/C              -103                               Si  *                         16
rs4149621         A/G              -300                               Si  *                         17

rs4149570         G/T              -329                               Si                            42
rs16932532       G/A              -418                               No                            0
rs16932194       AG/- -478                               Si                            39

rs35305386      -/C                 -852                               No                            0
rs4149620         T/C               -978                               No                            0
rs4149619         G/T               -980                               Si                            7

rs41309818       G/C               -995                               Si                            29

* Informativo sólo en Africanos    

Promotor

Exones

Intrones

UTRs

Región reguladora           E1    E2  E3   E4      E5    E6    E7    E8        E9  E10 

Datos obtenidos de la secuenciación de la región 

promotora del gen TNFR1

ID SNP              Alelo      Posición relativa          SNP validado          Frecuencia (%)

rs17847987       G/A               -38                                No                            0
rs2234649         A/C              -103                               Si  *                         16
rs4149621         A/G              -300                               Si  *                         17

rs4149570         G/T              -329                               Si                            42
rs16932532       G/A              -418                               No                            0
rs16932194       AG/- -478                               Si                            39

rs35305386      -/C                 -852                               No                            0
rs4149620         T/C               -978                               No                            0
rs4149619         G/T               -980                               Si                            7

rs41309818       G/C               -995                               Si                            29

* Informativo sólo en Africanos    
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Tabla 15. Análisis de asociación alélica de 5 SNP encontrados en la región 
promotora del gen TNFR1. 

Gen Posición (SNP) Región MAF 
Casos Controles 

OR 95% IC p 

TNFR1 -995G/C 

-980G/T 

-329G/T 

-300A/G 

-103A/C 

 

 

Promotor 

21.4 

6.0 

30.9 

5.8 

5.3 

23.0 

6.7 

25.8 

7.6 

6.0 

0.91 

0.89 

1.29 

0.76 

0.80 

(0.69-1.20) 

(0.55-1.44) 

(1.00-1.66) 

(0.47-1.21) 

(0.48-1.31) 

0.51 

0.63 

0.052* 

0.25 

0.37 

*Asociado en varones; OR 1.77, CI 95% 1.20-2.63, p=0.004 

 

8.1.9 Análisis de haplotipos y LD en genes asociados a ARJ 

Es común encontrar asociaciones genéticas entre una patología y la combinación 

de diversos marcadores genéticos (haplotipos) más que por la presencia de uno 

solo de ellos. Tomando como base esto, se procedió a realizar un análisis de 

haplotipos en los tres genes (FCRL3, TNFR1 y NFKB1) asociados a ARJ género 

dependiente en nuestra población de estudio (Tabla 16). Para el gen FCRL3 se 

incluyeron 4 SNP (FCRL3_3; −169T/C, FCRL3_4 o −110G/A, FCRL3_5 o 

+358G/C y FCRL3_6 o +1381G/A). Los datos mostraron 4 haplotipos con una 

frecuencia mayor al 1%, de los cuales dos mostraron evidencia de asociación con 

ARJ, el haplotipo TGGG se asoció con riesgo (OR 1.78, 95% IC 1.21-2.60, y un 

valor de p=0.005). Por otro lado, el haplotipo CGCA, el cual llevaba el alelo de 

protección, mostró una disminución en el riesgo a desarrollar ARJ (OR 0.35, 95 IC 

0.20-0.60, p=0.00005). Los SNP FCRL3_3, 5 y 6 del gen FCRL3 mostraron un 

alto LD entre ellos (Figura 20). El análisis de haplotipos del gen TNFR1 incluyó a 

5 SNP (-995G/C, -980G/T, -329G/T, -300A/G y -103T/G). Los resultados 

mostraron 6 haplotipos de TNFR1 con una frecuencia mayor al 1% presentes en 

controles. El haplotipo con el alelo de riesgo del polimorfismo -329G/T de TNFR1 

mostró asociación en varones con ARJ (OR 1.68, 95% IC 1.11-2.56, p=0.011). El 

análisis de LD de los 5 SNP analizados en TNFR1 no refleja LD entre ellos (Figura 

21). Finalmente, el análisis de haplotipos del gen NFKB1 mostró 8 SNP presentes 

en mujeres con una frecuencia mayor al 1%, sólo el haplotipo que lleva la 

inserción del polimorfismo -94ATTG/- y los alelos T, T, A, T, C y C de los SNP 

NFKB1_1-5, y NFKB1_11, respectivamente, también mostraron asociación con 

protección a ARJ. Los alelos de los SNP -94ATTG/-, NFKB1_1-5 mostraron alto 

LD entre ellos (Figura 22).  
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Tabla 16. Estructura y frecuencia de haplotipos de los genes FCRL3, TNFR1 
en varones, y NFKB1 en mujeres.  
 

ARJ Haplotipos 
 

Frecuencia  
OR 

 
95% IC 

 
P 

Casos Controlesº 

 
(n=87) 
 
 
 
 
(n=87) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(n=210) 
 
 
 
 
 
 

FCRL3_3, 4, 5, 6 
TGGG 
CACA 
CGCA 
TAGG 

 
 
 

TNFR1 
-995  -980  -329  -300  -103 

 
GGGAA 
GGTAA 
CGGAA 
GTGGC 
CGTAA 
GGGGA 

 
 

NFKB1 
-94Ins/Del NFKB1_1,2,3,4,5,6,7,9,10,11,12 

 

DelCCGCTCCTGTG 
InsTTATCCTTCCG 
InsTTACCCTTCTC 
InsTTATCCTTCTC 

DelCCGCTCCTCTG 
DelCCGCTCTTCTC 
DelCCGCTCCTGCG 
InsTTATCCCTCCG 

 

 
0.62 
0.21 
0.12 
0.02 

 
 
 
 
 
 

0.35 
0.33 
0.22 
0.039 

0.0 
0.019 

 
 
 
 

0.61 
0.16 
0.012 
0.016 
0.016 
0.026 
0.005 
0.004 

 
 

 
0.48 
0.20 
0.28 
0.02 

 
 
 
 
 
 

0.48 
0.23 
0.19 
0.029 
0.034 
0.016 

 
 
 
 

0.54 
0.23 
0.024 
0.022 
0.014 
0.008 
0.015 
0.014 

 
 
 
 
 

 
1.78 
1.06 
0.35 
0.99 

 
 
 
 
 
 

0.59 
1.68 

– 
– 
– 
– 
 
 
 
 
 
 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
 

 
(1.21-2.60) 
(0.66-1.68) 
(0.20-0.60) 
(0.20-4.32) 

 
 
 
 
 
 

(0.40-0.88) 
(1.11-2.56) 

– 
– 
– 
-- 
 
 
 
 
 
 
– 
– 
– 
– 
– 
– 
 

 
0.005* 

NS 
0.00005* 

NS 
 
 
 
 
 
 

0.006* 
0.011* 

NS 
NS 
NS 
NS 

 
 
 
 

NS 
0.019* 

NS 
NS 
NS 
NS 
NS 
NS 

* Todos los análisis fueron corregidos con 100,000 permutaciones. 
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Figura 20. LD entre los SNP de FCRL3. En varones, el SNP -169T/C de FCRL3 muestra 
un alto LD con los SNP +358 y +1381 en casos y controles, no así con el SNP -110. Los 
valores de LD fueron medidos con r2. 

 

 
Figura 21. LD entre los SNP de TNFR1. Los cinco SNP de TNFR1 no muestra LD entre 

ellos en casos y controles. Los valores de LD fueron medidos con r2. 
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Figura 22. LD entre los 12 SNP de NFKB1. El análisis de los doce SNP de NFKB1 
muestra un alto LD entre los primeros 6 SNP (-94ATTG/- y NFKB1_1-5) en casos y 
controles. No así, el resto de polimorfismos.  
 

 
 
 
8.4 Amplificación y restricción enzimática de la ins/del -94ATTG/- NFkB1  
 
Las figuras 23 y 24 muestran los amplificados y la restricción enzimática de la 

ins/del -94ATTG del gen NFkB1. El producto de amplificación es de 311 pb. La 

generación de varias bandas por restricción enzimática confirman la presencia de 

la ins/del -94ATTG de NFKB1 (Ver figura 24). 
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Figura 23. Amplicón de NFKB1. El gel de agarosa muestra 5 productos de PCR 
originados de la amplificación de un fragmento del promotor del gen NFKB1. El producto 
esperado de la amplificación fue de 311pb.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Restricción enzimática del amplicón de 311 pb de NFKB1. A) El gel de 
agarosa muestras bandas de DNA restringido con la enzima Van19AI en 4 individuos 
sanos. B)  Se muestra la secuencia de ADN en donde corta la enzima de restricción, de 
esta manera se pueden observar diferentes bandas de DNA que representan a la 
deleción (130 y 181 pb), inserción (86, 48, 181 pb) o el heterocigoto (181,130, 82 y 48 
pb). 

300 pb

100 pb

311 pb300 pb

100 pb

311 pb

 

A) 

B) 
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8.4.1 Interacción epistática entre los SNP -169T/C de FCRL3 y la ins/del -

94ATTG/- de NFKB1 

 

Recientemente, Martínez y cols., reportaron una interacción genética entre los 

SNP -169T/C de FCRL3 y la ins/del -94ATTG/- de NF-KB1. Nosotros realizamos 

este mismo análisis con nuestros datos y encontramos también una asociación, 

sin embargo, esta asociación es de protección a ARJ (Tabla 17). 

 

Tabla 17. Asociación de interacción génica entre los polimorfismos de FCRL3 y 
NFKB1.  

 
NFKB1 

 
del/del 
n (%) 

 
ins/del 
n (%) 

 
ins/ins 
n (%) 

Controles 
FCRL3-169 
T T 
T C 
C C 
 

 
 

44  (25.4)  
85  (49.2) 
44  (25.4) 

 
 

46  (23.2) 
105 (53.0) 
47  (23.8) 

 
 

15  (25.4) 
30  (50.9) 
14  (23.7) 

 

Pacientes 
FCRL3-169 
T T 
T C 
C C 

 
44 (39.7) 
45 (40.5) 
22 (19.8) 

 

 
26  (33.3) 
36  (46.2) 
16  (20.5) 

 
7  (28.0) 
12 (48.0) 
6  (24.0 ) 

Los genotipos de FCRL3-169T/C fueron comparados para cada genotipo de la ins/del -
94ATTG/- de NFKB1. 
del/del; OR; 0.67, 95% IC, 0.48-0.94, p=0.02 
ins/del; OR; 0.76, 95% IC, 0.53-1.11, p=0.16 
ins/ins; OR; 0.96, 95% IC, 0.49-1.85, p=0.89 
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8.5 Análisis de expresión génica relativa de TNFR1 

 

8.5.1 Número y porcentaje de individuos evaluados para el análisis de 

expresión génica. 

El tamaño de muestra final para evaluar la expresión génica de TNFR1 fue de 75 

muestras, de ellas 42 fueron mujeres y 33 fueron varones. La distribución del 

género para hacer los ensayos de expresión génica se muestra en la figura 25.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Distribución del número y porcentaje de individuos empleados para el 
análisis de expresión.  

 

8.5.2 Expresión génica de TNFR1 mediante PCR de punto final  

Para estandarizar la condiciones de retrotranscripción-PCR se realizó un primer 

análisis de expresión génica por PCR de punto final, sin tomar en cuenta 

genotipos de TNFR1 (-329G/T), los resultados se muestran en la figura 26. 

 

Figura 26. Análisis de expresión del gen TNFR1. El producto de PCR de punto final 

presenta la expresión génica de TNFR1 de 5 muestras de individuos sanos, sin tomar 
en cuenta los genotipos del SNP -329G/T de dicho gen.   
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8.5.3 Curva estándar de la expresión génica relativa de los genes GAPDH y 

TNFR1 

Inicialmente se hizo el análisis de curva estándar para establecer la dilución 

apropiada para el análisis de expresión génica y para observar la eficiencia de 

amplificación tanto para GAPDH como para el gen TNFR1 (Figura 27). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Curva estándar de los genes GAPDH y TNFR1. En ambos casos la curva 
estándar dio buenas eficiencias de amplificación; 0.96 y 0.97 para, a) GAPDH, y b) 
TNFR1, respectivamente.  

 

 

 

 

 

 

a)  

b)  
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8.5.4. Datos de la evaluación funcional del SNP -309G/T de TNFR1 en la 

expresión génica  

Del número total de individuos genotipificados para los 5 SNP ubicados en un 

fragmento de aproximadamente 1000 pb río arriba de la transcripción de TNFR1, 

sólo se tomó en cuenta a los individuos con los genotipos del SNP asociado a 

ARJ;  G/G=8, G/T=9, T/T=2 del SNP -329G/T de TNFR1. Por otro lado, se analizó 

también diversas combinaciones de alelos (haplotipos) de estos 5 SNP para ver si 

tenían alguna influencia en la expresión diferencial de TNFR1,  sin embargo, 

ninguno de ellos mostró diferencias en la expresión génica (información no 

mostrada), de esta manera, sólo se analizó la expresión génica de TNFR1 

tomando en cuenta a los tres genotipos del SNP -329G/T asociado a ARJ, como 

control se empleó a los individuos que presentaron los genotipos ancestrales G/G 

(Figura 28). Los resultados no mostraron ninguna diferencia estadística entre los 

tres genotipos. Estos datos sugieren que este polimorfismo bajo nuestras 

condiciones de estudio no esta asociado con una expresión diferencial de TNFR1. 

 

 

 

Figura 28. Análisis de la expresión génica relativa de TNFR1 en 19 individuos 
sanos. La expresión génica relativa evaluó el efecto de los tres genotipos del SNP -
329G/T de TNFR1,  los resultados no mostraron una diferencia estadísticamente 
significativa entre genotipos de este SNP. 
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9. DISCUSIÓN 

La ARJ es una enfermedad caracterizada por una respuesta inmune desregulada 

principalmente del tipo Th1, la cuál ocasiona inflamación, destrucción del cartílago 

y erosión del huesos7,10. Diversos SNP en genes codificantes para proteínas 

involucradas en estos procesos biológicos han sido analizados en diferentes 

poblaciones con AIJ en busca de marcadores de susceptibilidad, gravedad o 

protección71,76-86. Nuestro estudio no mostró asociación de los genes IL2, IL8, 

IL17, CD40, CD80, GM-CSF, MCP1, TACE, TNFR1 y TNFR2 con ARJ. Aunque el 

gen TNFR1 se asoció con susceptibilidad a ARJ después de la estratificación por 

género. De estos genes estudiados, sólo TNFR1, TNFR2 y CD40 han sido 

previamente analizados en ARJ/JIA. Un estudio realizado en población Alemana 

analizó diversos polimorfismos de varios genes en ARJ, entre ellos el -609G/T de 

TNFR1 (el -329G/T es el mismo) y una deleción de 15 nucleótidos localizada en el 

promotor de TNFR2102. Al igual que en ese estudio, nuestros resultados no 

mostraron asociación del SNP -329G/T de TNFR1 (aunque nuestro estudio 

mostró una tendencia a la asociación, p=0.052) con ARJ. Además de este, 

nosotros evaluamos 4 SNP de TNFR2, distinto al polimorfismo previamente 

analizado en población Alemana102. Respecto al gen CD40, nosotros evaluamos 

el SNP -552G/A (rs1800686), que de forma similar a lo encontrado con el 

polimorfismo  (rs4810485) analizado en JIA por otro grupo de investigadores, se 

encontró que estos polimorfismos y, por ende el gen no está asociado con 

susceptibilidad a desarrollar esta patología113. Estos resultados sugieren que los 

SNP de los genes antes mencionados y bajo nuestras condiciones de estudio no 

son importantes en la etiopatogénesis de la ARJ en población Mexicana, sin 

embargo, otros polimorfismos de estos mismos genes podrían estar asociados 

con ARJ o alguno de los subtipos o rasgos clínicos no evaluados en este estudio, 

por lo que es necesario evaluar un número mayor de marcadores genéticos en 

estos genes candidato del sistema inmune, así como los rasgos clínicos de la ARJ 

para determinar su importancia en esta entidad compleja.  

 

Nuestros resultados mostraron que los genes TYK2 (-1218A/G), IL23R (-738G/A),  

TNFR1 (-329T/G: asociado cuando se estratificó por género), FCRL3 (-169T/C), 

NF-kB1 (-94ATTG/-, y NF-kB1_1-5, 7, 10 y 11) se asociaron con susceptibilidad o 
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protección a ARJ. Respecto a TYK2, algunos reportes han evaluado el impacto de 

los polimorfismos rs12720356 y rs2304256 en la susceptibilidad a AR, los 

resultados no muestran una asociación entre estos polimorfismos de este gen y la 

enfermedad114,115. Otros SNP de TYK2, entre ellos el -1218A/G han sido 

evaluados en LES116. Nosotros analizamos este mismo polimorfismo en ARJ. 

Nuestro resultados mostraron una asociación entre el SNP -1218A/G de TYK2 y 

susceptibilidad a ARJ en varones. Este gen codifica a la proteína TYK2, la cuál 

pertenece a la familia de las JAK quinasas y señaliza a través de los receptores 

de varias citocinas117. Se ha documentado  que los receptores de la IL12 y la IL23 

pueden señalizar a través de Tyk2, dicha señalización activa al factor de 

transcripción STAT4118. Este factor de transcripción se localiza en el citoplasma de 

células del sistema inmune y a través de mecanismos de fosforilación que 

involucran a TYK2 puede dimerizarse y translocarse al núcleo en donde expresa 

diversos genes involucrados en diversos procesos biológicos de los linfocitos, 

tales como la diferenciación de células T y la síntesis de genes proinflamatorios119. 

El análisis in silico a través de los programas FastSNP y TF search predicen que 

el alelo G del SNP -1218A/G de TYK2 crea un sitio de unión al factor de 

transcripción YY1, dicha proteína se ha asociado con tres procesos biológicos 

importantes: a) activación de la transcripción, b) inhibición de la transcripción y, c) 

inicio de la transcripción de diversos genes120. La proteína YY1 puede regular la 

expresión génica de manera positiva de RANKL, una citocina involucrada con la 

diferenciación de los osteoclastos e involucrada con AR121. De esta manera, hay 

una gran probabilidad de que el alelo G del SNP -1218A/G de TYK2 asociado con 

susceptibilidad pueda regular la unión del factor de transcripción YY1 y afectar la 

señalización en las células T, ya sea activando, suprimiendo o iniciando la 

expresión de TYK2 en células inflamatorias, es necesario realizar ensayos de gen 

reportero y super-retardamiento para analizar si este alelo afecta la expresión 

génica in vitro y para observar si se une YY1 a la secuencia consenso donde se 

predice que se puede unir este factor de transcripción.  

 

Respecto a la asociación con susceptibilidad del gen IL23R que codifica al 

receptor 23 de la IL23, hasta ahora se han reportado algunas asociaciones de 

SNP con susceptibilidad a AR y AIJ subtipo psoriática juvenil122-124, sin embargo, 

no hay datos de asociación entre el SNP -738G/A y ARJ/AIJ en otras poblaciones. 
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Como se mencionó anteriormente, la unión ligando (IL23)- receptor (IL23R) inician 

procesos de señalización intracelularmente a través de TYK2, este proceso lleva a 

la activación del factor de transcripción STAT4, el cuál influye en la diferenciación 

de células T y de la síntesis de genes proinflamatorios (Figura 29)117,118. Hasta hoy 

no hay datos reportados de asociación con susceptibilidad entre el SNP -738G/A y 

ARJ, aunque si se ha visto asociación con protección entre el SNP rs11209026 de 

la IL23R y artritis psoriática juvenil122. Nuestro estudio muestra una asociación 

entre el alelo A del SNP -738G/A de IL23R y susceptibilidad a ARJ, este gen no se 

asoció con género cuando se estratificaron los datos. De acuerdo a los análisis in 

silico el alelo A crea un sitio de unión a un factor de transcripción Oct-1, este factor 

de transcripción puede activar o reprimir la transcripción de diversos genes, por 

ejemplo, en el promotor de la proteína C reactiva reprime su expresión, 

modulando así el efecto biológico de este gen123. Así, si el alelo A genera un sitio 

de unión al factor de transcripción, entonces este alelo puede ocasionar la 

sobreexpresión o inhibición de la expresión del IL23R, lo cuál debe confirmarse 

por estudios funcionales. La figura 29 muestra a los productos de los genes IL23R 

y TYK2, las proteínas IL23R y TYK2 asociadas a ARJ.  

 

 

 

 
Figura 29. Activación de STAT3 y STAT4 mediada por IL23R y TYK2.  Dos de las 
proteínas codificadas por genes asociados a ARJ fueron IL23R  TYK2 (Tomado de Cho 
JH, 2011)124.  
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En 2005, Kochi y cols., reportaron una asociación entre el alelo C del SNP -

169T/C (FCRL3_3) de FCRL3 con tres enfermedades autoinmunes (AR, LES y 

TA)68. El alelo C del SNP -169T/C se encontró en alto LD con otros tres alelos 

(CACA) de otros SNP ubicados en el mismo gen (promotor -110G/A,  5´UTR 

+358G/C localizado en el extremo 5´UTR del exón 2, y el +1381G/A ubicado en el 

intrón 3). Este mismo haplotipo CACA mostró una fuerte asociación con 

susceptibilidad a las tres enfermedades autoinmunes68. Estos mismos SNP han 

sido analizados en diversas poblaciones y en diversas enfermedades, los 

resultados muestran la influencia de este SNP (-169T/C) en la AR y LES en 

Asiáticos, específicamente con los del Oeste de Asia, sin embargo, en individuos 

Europeos con ambas patologías no se ha observado ninguna evidencia de 

asociación80,81. Otros autores han reportado una asociación entre el alelo C de 

FCRL3_3 y protección a AAD, TA y EM, recientemente un genotipo de este mismo 

SNP fue asociado con protección con rasgos clínicos de LES82-86. Estos hallazgos 

sugieren un patrón de herencia complejo entre este SNP y varias enfermedades 

autoinmunes. Nuestros datos concuerdan con estos últimos datos, nosotros 

encontramos que el alelo C del SNP FCRL3_3 confiere protección a ARJ en una 

manera dependiente de género (varones) (Ver tablas 12 y 13). El análisis de 

haplotipos también mostró una asociación con protección a ARJ en varones 

(CGCA) (Ver tabla 15). Kochi y cols., mostraron a través de estudios funcionales 

la importancia del alelo C del SNP -169T/C en la creación de una secuencia 

consenso con mayor afinidad de unión para el factor de transcripción NF-κB que 

al alelo T. El factor de transcripción NF-κB expresa genes pro-inflamatorios, 

involucrados con la destrucción del cartílago y la erosión del hueso en AR y 

ARJ95,125,126. FCRL3 codifica para la proteína 3 parecida a los receptores de la 

fracción cristalizable gamma, la cuál es la única de los receptores Fc con dos 

motivos: De activación basado en tirosina (ITAM) y de inhibición (ITIM), ambos 

motivos de FCRL3 sugieren un papel dual regulatorio en el sistema inmune 

(Figura 30)127,128.  
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Figura 30. Transducción de señales mediada por FCRL3. La proteína FCRL3 debido a 
la presencia de los dos motivos ITIM e ITAM puede regular tanto la activación como 
inhibición de la respuesta autoinmune en células B (Tomado de Kochi Y, 2010)128.  

 

La mayoría de evidencias experimentales han mostrado el papel del alelo C o el 

genotipo CC de este SNP (-169T/C) en el riesgo a desarrollar diversas 

enfermedades autoinmunes, e incluso otro estudio mostró en pacientes con LES e 

individuos sanos que la presencia del genotipo -169CC se asocia con una mayor 

cantidad de proteína en la membrana en comparación con los individuos que 

presentan los genotipos T/C ó T/T129. Aunque hay una relación clara entre los 

estudios funcionales que muestran el efecto del alelo C asociado con mayores 

niveles de expresión génica, y el genotipo C/C con mayores niveles de proteína 

FCRL3 en pacientes con LES, uno esperaría lo siguiente: si hay mayor cantidad 

de proteína en individuos con el genotipo C/C, entonces este receptor podría 

actuar a través de uno de sus dos motivos (ITAM e ITIM), como activador o 

inhibidor de una respuesta autoinmune. Un estudio reciente publicado también por 

Kochi y cols, mostró el papel de FCRL3 en la inhibición de la señalización en las 

células B a través del receptor de células B130. A pesar de la robustez de estos 

estudios funcionales, varios autores han mostrado la importancia del alelo C en la 

protección a desarrollar AAD, TA, EM, LES y ARJ (donde se incluye a nuestro 

estudio)82-86. Esto contradice al primer estudio publicado por Kochi y cols., donde 

no sólo mostraron la asociación del gen con la susceptibilidad a tres 

enfermedades autoinmunes, además se demostró el efecto del alelo funcional C 

con una mayor expresión génica de FCRL368. Hasta la fecha no hay un sólo 

reporte donde se muestre una asociación entre el SNP -169T/C con protección a 

AR, varios estudios muestran al alelo C asociado con susceptibilidad a AR en 
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Asía, específicamente en el Oeste de Ásia68,80. Aunque no hay datos de 

asociación entre este SNP y artritis juvenil, un estudio publicado por Eike y cols., 

mostró una tendencia de asociación de este SNP con susceptibilidad a AIJ131. 

Debido a los datos contradictorios entre este SNP y la susceptibilidad o protección 

a varias enfermedades autoinmunes, nosotros proponemos lo siguiente; 1) es 

probable que dependiendo de la patología autoinmune, FCRL3 actúe de manera 

diferente debido a su papel dual (ya que tiene ambos dominios; ITAM o ITIM), b) 

este alelo este en LD con otro alelo de otro SNP ubicado en la región 1q21-23 (en 

esta región se encuentran varios genes de la familia FCRLs) donde hay alto LD 

entre genes y entre SNP a través de varios genes, y c) este alelo puede 

interaccionar con otros alelos de otros polimorfismos, como ocurre con NFKB1 (-

94ATTG/-), PTPN22 (1858C/T) o HLB-DRB1 (*0103) y como nosotros también lo 

demostramos (Tabla 17)132-134 .             

 

Respecto a los genes codificantes para proteínas que señalizan a través de TNF-

α, nosotros encontramos a tres de ellos involucrados con esta patología 

autoinmune (TNF-α publicado previamente, TNFR1 y NFKB1). TNF-α es una 

citocina de suma importancia en la AR y ARJ debido a su papel pleiotrópico en 

diversos tipos celulares, tales como macrófagos, monocitos, linfocitos, fibroblastos 

sinoviales y junto con sus receptores (TNFR1 y TNFR2) se han involucrado en la 

patogénesis de la ARJ25,89,90. TNF-α se encuentra de forma natural unida a la 

membrana, sin embargo, existe una forma soluble que regula diversas funciones 

del TNF-α (TNF-α soluble), esta forma soluble es liberada por la TACE91-95. De 

esta manera, la forma soluble puede activar varias vías de señalización y mediar 

muchas funciones a través de TNFR1 o TNFR291-95. De hecho, la vía de TNF-α es 

tan importante en la AR, que existen terapias con anticuerpos (etanercept, 

infliximab, adalimumab) dirigidos contra esta citocina, incluso algunos estudios no 

toman en cuenta genotipos del SNP -308G/A de TNF-α, mientras que otros si 

toman en cuanta a los genotipos96,97. Las evidencias muestran una mejoría en 

pacientes con ARJ y el genotipo -308G/G de TNF-α, respecto a los individuos que 

tienen los genitipo A/A y G/A97. Este alelo se ha asociado con mayores niveles de 

expresión en comparación del alelo G, de hecho, se ha observado que el alelo A 

aumenta varias veces la actividad transcripcional y ha sido asociado con niveles 

incrementados de TNF-α in vitro y con una pobre respuesta al tratamiento75,96,97. 
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Nosotros encontramos una fuerte asociación entre el SNP -308G/A de TNF-α y 

susceptibilidad a ARJ en mujeres, nuestros datos indican que el alelo A se asocia 

con susceptibilidad en mujeres mexicanas con ARJ (datos ya publicados).103 Los 

datos obtenidos también muestran que la MAF de este SNP (-308A) es la más 

baja reportada en ARJ/JIA de todas las poblaciones analizadas. Otro estudio 

realizado en nuestra población mostró a este polimorfismo asociado con gravedad 

a AR71. Un meta-análisis publicado recientemente, mostró una asociación 

negativa de este polimorfismo (junto con el -238G/A) con ARJ/AIJ en población 

Europea u otras poblaciones, de hecho, nuestros datos son de los pocos 

publicados donde se muestra una asociación entre el SNP -308G/A y ARJ135. 

 

Siguiendo con los estudios de asociación en genes que sintetizan proteínas y que 

participan en esta vía, nosotros encontramos que el SNP -329G/T de TNFR1 se 

asoció con susceptibilidad a desarrollar ARJ en varones, de hecho, nosotros 

evaluamos si el alelo T de este SNP afecta los niveles de expresión in vivo en 

leucocitos de sangre periférica de individuos sanos, los resultados no mostraron 

diferencias estadísticamente significativas en la expresión génica tomando en 

cuenta los tres genotipos de este SNP, sin embargo, hay una tendencia a una 

disminución en la expresión génica con el alelo T (Figura 28). Un estudio 

publicado por Sainz y cols en 2009, mostró una asociación entre este SNP y 

susceptibilidad a la aspergilosis pulmonar, además, también mostró una relación 

directa entre el alelo T con una disminución de la expresión génica de este gen in 

vivo136. Nosotros no observamos este mismo hallazgo, aunque los datos muestran 

una tendencia a la disminución en la expresión génica de este gen en individuos 

con genotipos G/T o T/T en comparación con G/G. Recientemente Kim y cols, 

publicaron el efecto del alelo T del SNP -329G/T en la expresión génica in vitro137, 

sus resultados mostraron que el alelo T disminuyó la expresión génica del gen 

reportero β-lactamasa en líneas celulares de hepatocarcinoma137, esta proteína 

tiene diversas funciones biológicas fundamentales para el bien funcionamiento 

celular, entre estas funciones se encuentra la regulación de la apoptosis, Kim y 

cols, propusieron que la disminución de la expresión génica debido a la presencia 

del alelo T podría  en los hepatocarcinomas desregular la apoptosis, fenómeno 

biológico comúnmente alterado en las líneas tumorales y en los diversos 

cánceres. Tratando de extrapolar la hipótesis del efecto funcional del alelo T de 
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este polimorfismo en la apoptosis de tumores hepáticos, en ARJ este alelo 

pudiera afectar la apoptosis, lo cuál ha sido observado en esta patología, incluso 

diversos tipos celulares no experimentan apoptosis provocando en última 

instancia que las células hiperproliferen (por ejemplo de células T y células del 

sinovium) y produzcan más citocinas proinflamatorias138-140. Al respecto, nuestros 

resultados no alcanzaron una significancia estadística en los individuos sanos sin 

antecedentes de enfermedades inflamatorias, autoinmunes o concomitantes, 

aunque si se muestra una tendencia a la disminución en la expresión génica. Es 

necesario evaluar a este mismo polimorfismo en individuos afectados con la 

enfermedad, que no estén en tratamiento farmacológico, ya que uno de los 

principales problemas de este estudio es la ausencia de la enfermedad, 

recordando que esta es un patología multifactorial y que para que se desarrolle se 

requiere de factores genéticos (el SNP evaluado) y ambientales, faltando está 

última (la enfermedad) para observar el efecto real de ambos alelos en la 

expresión génica. Finalmente, nosotros encontramos una asociación genética de 

protección a ARJ y varios SNP (con alto LD entre ellos) en NFKB1, tanto en 

mujeres como en varones. NF-κB puede ser activado a través de TNF-α, TNFR1 y 

TNFR2 y otras proteínas (Figura 31)95. NF-kB1 pertenece a la familia de factores 

de transcripción que regula varios procesos biológicos, incluyendo  la respuesta 

inmune innata y adaptativa, reacciones de fase aguda y apoptosis.140 Este factor 

de transcripción está formado por un heterodímero (p50/p105) que regula la 

expresión de diversos genes93,95,125,140. El gen NFKB1 se encuentra localizado en 

la banda citogenética 4q24 que ha sido ligada a ARJ en pares de hermanos 

afectados.63 Anormalidades de TNF-α, TNFR1 y NF-κB1 pueden alterar la síntesis 

de citocinas proinflamatorias, las cuales estás relacionadas con un gran número 

de enfermedades crónicas inflamatorias donde se incluyen a la AR y a la ARJ10,88-

90. En 2005, Karban AS y cols., analizaron una ins/del ubicada en la región 

promotora de este gen (-94ATTG/-) en colitis ulcerativa, ellos encontraron a esta 

ins/del asociada con susceptibilidad a esta patología, además, demostraron in 

vitro en las líneas celulares HeLa o HT-29 que la inserción podía generaba una 

secuencia que sirvió para unir a diversas proteínas nucleares a la región del 

promotor de NFkB1, de esta manera la deleción se asoció con una disminución de 

la actividad del promotor de este gen142. Este mismo polimorfismo ha sido 

analizado en AR y LES en población española, sin embargo, no se observó 
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ninguna asociación con estas patologías143. Por otro lado, el genotipo 

ATTG1/ATTG2 (heterocigoto) ha sido asociado con protección con rasgos clínicos 

de LES en población China144. Aunque no se ha observado una relación directa 

con AR, si se ha reportado una asociación entre esta ins/del y algunas 

comorbilidades de AR123. En población española se ha observado una interacción 

entre la ins/del -94ATTG y el SNP -169T/C de FCRL3.143 Nosotros encontramos 

una asociación con protección a desarrollar ARJ con la ins/del (ATTG/-) de NFKB1 

y el polimorfismo -169T/C de FCRL3. Estos resultados contradictorios a los 

previamente publicados pueden ser explicados por los mismos mecanismos de 

FCRL3 y su asociación con ARJ: a) es probable que dependiendo de la patología 

autoinmune, el producto de NFKB1 actúe de manera diferente, b) este alelo 

presente alto LD con otro (s) alelo (s) de otro (s) u otros SNP ubicados en la 

región 4q24 o que estén dentro del mismo gen (varios SNP analizados en este 

estudio están en LD, ó c) este alelo interaccione con otros alelos de otros 

polimorfismos, como ocurre con NFKB1 (-94ATTG/-) y FCRL3 (-169T/C). De 

hecho, nosotros hicimos la interacción génica entre alelos y genotipos funcionales 

de NFKB1 (-94ATTG/-) y FCRL3_3 (-169T/C), y nuestros resultados sugieren una 

asociación entre esta interacción y protección a ARJ, sin embargo, los datos 

muestran una asociación dependiente de FCRL3 más que de NFKB1 (Ver tabla 

22). Posteriormente, analizamos 12 SNP distribuidos a través de todo el gen, 8 de 

ellos mostraron asociación genética con ARJ, 5 de los cuales se encuentran en el 

intrón 1 (NFKB1_1C/T, NFKB1_2C/T, NFKB1_3G/A, NFKB1_4C/T,  NFKB1_5T/C), 

los otros tres se encuentran en los intrones 12 (rs4648050), 22 (rs3817865) y en 

la región 3´UTR (rs7674640). El análisis in sílico predice el efecto de los alelos T 

de los SNP NFKB1_1C/T y NFKB1_2C/T, respectivamente, creando un enhancer 

intrónico para C/EBP.  La base de datos de emsemble (www.ensemble.org) 

reporta hasta el día de hoy 12 transcritos, 8 de ellos producen proteínas, pero sólo 

tres de ellos producen proteínas funcionales, 5 más producen proteínas truncas, 

dos transcritos no se traducen y los dos transcritos restantes retienen intrones. Es 

probable que alguno de los alelos de los SNP asociados con protección a ARJ 

que predice crear un sitio similar a enhancer intrónico (secuencias consenso 

adicionales que se encuentran en los intrones y que potencian la eficiencia de 

corte y empalme, y que se han asociado con la inclusión de exones, retención de 

intrones y con la generación de proteínas truncas no funcionales145-147) ubicados 

http://www.ensemble.org/
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en el intrón 1 pueda retener el intrón, por lo que el transcrito sea degradado en la 

célula donde se expresa este gen y por lo tanto, esta variante no sería funcional. 

Es probable también, que alguno de estos alelos de los SNP asociados potencien 

el splicing y se incluya el exón 1 en una variante de splicing que no ocupe el exón 

1 y por lo tanto esta variante no sea funcional. Si esto pasará con la presencia de 

las MAF de los SNP NFKB1_1(3853)C/T, NFKB1_2(11767)C/T, 

NFKB1_3(15953)G/A, NFKB1_4(22047)C/T o NFKB1_5(21988)T/C asociados con 

protección a ARJ, entonces NFKB1 no se traduciría a proteína y no habría 

inflamación mediada por NF-κB1, de esta manera estos alelos (ambos en LD) 

asociados con ARJ podrían proteger al desarrollo de ARJ como lo muestran 

nuestros datos epidemiológicos, sin embargo, habría que realizar estudios 

funcionales para confirmar o descartar este hallazgo. Hasta ahora no hay estudios 

donde se muestre una asociación entre estos polimorfismos de NFkB1 y AR o 

ARJ148, aunque algunos de los SNP analizados aquí han mostrado asociación con 

otras patologías como la enfermedad arterial coronaria (NFKB1_1), dependencia 

a alcohol (NFKB1_4), y linfoma de Hodgkin (NFKB1_5)149-151. Por otro lado, otros 

SNP no incluidos en este estudio de este gen han sido asociados con otras 

patologías como linfoma de Hodgkin, glioma o cirrosis biliar primaria152-154. Este es 

el primer reporte donde se muestra una asociación entre SNP de NFKB1 y 

protección a ARJ. La figura 31 muestra la vía de señalización de TNF-α y los 

productos de los genes TNF-α (previamente publicado), TNFR1 y NFKB1 

asociados a ARJ. 
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Figura 31. Vía de señalización de TNF-α y proteínas asociadas a ARJ. Los productos 
de los genes TNF-α, TNFR1 y NFKB1 mostraron asociación con ARJ en población 
Mexicana (Tomado de Fragoso JM, 2013)155. 

 

        

                          

Nuestros hallazgos muestran diversas asociaciones genéticas entre ARJ y 

estratificación por género: en varones el polimorfismo -1218A/G de TYK2, el -

169T/C de FCRL3, el -329T/G de TNFR1 y los polimorfismos NFKB1_1-5 y 7 de 

NF-kB1), mientras que en mujeres los polimorfismos asociados fueron  NFKB1_1-

5, 10 y 11 de NF-kB1. Las asociaciones dependientes de género han sido 

reportadas desde hace varios años, siendo incluso comunes en enfermedades 

inflamatorias y/o autoimmunes, algunos ejemplos de genes con asociación género 

dependiente son la IL13, HLA, IL4156-159. Diversas evidencias experimentales 



80 

 

muestran el papel de género como una variable “ambiental” diferencial entre 

varones y mujeres, y el factor ambiental “género” puede interaccionar con 

diversos genotipos en una manera similar a otros factores ambientales, sin 

embargo, dependiendo del género pueden causar susceptibilidad o protección a 

diversos rasgos incluyendo enfermedades160.              

 

En resumen, de los 14 genes evaluados en este estudio, 5 mostraron asociación 

con ARJ (FCRL3, TYK2, IL23R, TNFR1 y NFKB1). Un estudio anterior mostró que  

la vía de señalización de TNF-α es importante en el desarrollo de la ARJ en 

población Mexicana, de esta manera tres genes de esta vía fueron asociados con 

esta patología  (TNF-α, TNFR1 y NFKB1), y aunque se requiere de más estudios 

para confirmar estos datos, nuestros hallazgos fortalecen los datos donde  se 

demuestra la importancia de esta vía en la fisiopatología de la ARJ. FCRL3 es otro 

de los genes importantes en la fisiopatología de la ARJ (ver artículo anexo)161 en 

nuestra población. Sin duda, la identificación de los factores genéticos 

involucrados en la patogénesis de la ARJ contribuirá al entendimiento de la 

enfermedad y al desarrollo de nuevos blancos terapéuticos y a una medicina 

genómica individualizada, preventiva y predictiva. 
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10. Conclusiones 

 

 

 Los polimorfismos analizados de los genes IL2 (-100A/C), IL8 (-199T/C), 

IL17 (-692TC/), CD40 (-552G/A), CD80 (-91G/C), GMCSF (-641A/C), 

MCP1 (-2518A/G), TNFR2 (Lys56Lys, 40205G/A, 40232T/C y 40939C/T) y 

TACE (-1455A/C y -647T/G) no mostraron asociación con ARJ en población 

Mexicana. Sin embargo, esto no descarta que estos mismo alelos si estén 

asociados con rasgos clínicos de la enfermedad no evaluados en este 

estudio. 

 

 

 Los polimorfismos -1218A/G de TYK2, -308G/A de TNF-α, -329G/T de 

TNFR1 se asociaron con susceptibilidad de manera dependiente de 

género.  

 

 

 El polimorfismo -738G/A de IL23R se asoció con protección en casos y 

controles, mientras que los SNP -169T/C de FCRL3, y la ins/del -94ATTG/- 

de NFKB1 se asociaron con protección en mujeres con ARJ. 

 

 

 Los análisis de interacción génica entre los polimorfismos -169T/C de 

FCRL3 y -94ATTG/- de NFKB1 se asociaron con protección a ARJ. 

 

 

 Los análisis de expresión génica muestran que el SNP -329G/T asociado 

con susceptibilidad a ARJ no altera los niveles de expresión génica. 

 

 

 Con estos datos estamos contribuyendo en la identificación de factores 

genéticos de protección y susceptibilidad asociados a la ARJ en población 

Mexicana. 
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11. Perspectivas 

 

> Aumentar el tamaño de muestra de pacientes con ARJ (n=500) y controles 

(n=500) 

 

 

> Analizar estos mismo SNP por subtipo clínico. 

 

 

 

> Evaluar el efecto de los alelos G/T del SNP -309G/T de TNFR1 en sangre 

periférica de varones con ARJ y compararlos con los datos obtenidos de los 

individuos sanos. 

 

 

> Evaluar mediante estudios de gen reportero el efecto del alelo -309T de TNFR1 

en la expresión génica del receptor.  

 

 

> Evaluar si el alelo T del SNP -309G/T de TNFR1 asociado a ARJ causa una 

disminución en la abundancia (por disminución de su expresión) de la proteína en 

la membrana sinovial de pacientes con ARJ.  

 

 

> Evaluar el impacto funcional de los SNP NKB1_1_5 (localizados en el intrón 1 

del gen NFKB1) en la eficiencia de splicing alternativo.   
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ANEXO I. Lista de oligos de los genes FCRL3, TNFR1 y NFKB1 para 
amplificar diversos fragmentos de estos genes. 
 

 

FCRL3 FCRL3 primer upper 5´CATATGGGAAACCCCTTCACTACC 3´ 

FCRL3 Primer lower 5´GAAGACACGAAAGCAATCAAGGAA 3´ 

 
 

 

 

 

 
TNFR1 

+
TNFR1 prom 1 primer forward 5´CAGCGGCAGCAGCAGGTCA3´ 

+
TNFR1 prom 1 primer reverse 5´ GGTTGGGAGTGGTCGGATTGGT 3´ 

 

¤TNFR1 prom 2 primer forward 5´CCCAGATCTGGCTGCCTTGTGC 3´ 

¤TNFR1 prom 2 primer reverse  5´CACCCAGTCAGGGCAGAAAACGAG 3´ 

 

TNFR1 prom 3 primer upper     5´CTGTCTCCTGGGGTTCCTGTAAGG 3´ 

TNFR1 prom 3 primer lower     5´GGCATCACTTTCCCCATGTAGGTG 3´ 

 

☼TNFR1 prom 4 primer upper  5´CCTCGTTTTCTGCCCTGACTGG 3´ 

☼TNFR1 prom 4 primer lower  5´AAACGGAGCGGACCCTCAAAAC 3´ 

 

♠TNFR1 expres primer forward 5´AGGCCCGGGGCAGGATACG 3´ 

♠TNFR1 expres primer reverse  5´GAGGCTGCAATTGAAGCACTGGA 3´ 

 

NFKB1 NFKB1 prom primer upper 5´AGGGGCTATGGACCGCATGACTCTA3´ 
NFKB1 prom primer lower 5´GGGTGGGGGAAGCCCGCACTT3´  
 

NFKB1 intr I primer forward 5´CTTAAGGCCCTTGACATGCTTCCT 3´ 
NFKB1 intr I primer reverse   5´AGACAAAGTTTCCCTGCAAATCTGC 3´ 
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ANEXO 2. Condiciones de PCR para generar amplicones de TNFR1 y de 
secuenciación. 
 

TNFR1 prom 1 

 Se procedió a emplear **3 μl de DNA genómico (20 ng/μl) de cada caso y 

control en una mezcla de reacción que contenía lo siguiente: 

Para una mezcla de 10X para el amplicón TNFR1 prom 1 de 472 pb. 

Componente       Volumen 1X  Volumen 10X 

a) Mg2Cl                  2.5 μl (2.5mM) 25 μl 

b) Buffer  2.5 μl (a 1X)  25 μl 

c) dNTPs  0.4 μl  (250mM) 4  μl 

d) Primer forward+ 0.2 μl (2.5mM) 2  μl 

e) Primer reverse+ 0.2 μl (2.5mM) 2  μl 

f) DMSO  1.0 μl   25 μl 

g) Agua      15.09 μl  150.9 μl 

h) AmpliTaq Gold 0.11 μl  (0.5 U) 1.1 μl    

i) DNA** 

    ----------  ---------- 

   22 μl     220 μl 

 Ver anexo; primers 

  

Pre-PCR (1 ciclo) 

a) 2 min a 50°C 

b) 10 min a 95°C 

 

PCR (35 ciclos) 

a) 35 segundos a 94°C (desnaturalización del DNA) 

b) 30 segundos a 60°C (alineación entre primers y DNA) 

c) 35 segundos a 72°C (extensión del templado) 

 

Post-PCR (1 ciclo) 

a) 5 min a 72°C (Extensión final del templado) 
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b) Infinito a 4°C. 

 

TNFR1 prom 2 

 Se procedió a emplear **3 μl de DNA genómico (20 ng/μl) de cada caso y 

control en una mezcla de reacción que contenía lo siguiente: 

 

Para una mezcla de 10X para el amplicón TNFR1 prom 2 de 487 pb. 

Componente       Volumen 1X  Volumen 10X 

a) Mg2Cl                  2.5 μl (2.5mM) 25 μl 

b) Buffer  2.5 μl (a 1X)  25 μl 

c) dNTPs  0.4 μl  (250mM) 4  μl 

d) Primer forward¤ 0.2 μl (2.5mM) 2  μl 

e) Primer reverse¤ 0.2 μl (2.5mM) 2  μl 

f) DMSO  1.0 μl   25 μl 

g) Agua      15.09 μl  150.9 μl 

h) AmpliTaq Gold 0.11 μl (0.5 U) 1.1 μl    

i) DNA** 

    ----------  ---------- 

   22 μl     220 μl 

¤ Ver anexo; primers  

 

Pre-PCR (1 ciclo) 

a) 2 min a 50°C 

b) 8 min a 95°C 

 

PCR (35 ciclos) 

a) 35 segundos a 94°C (desnaturalización del DNA) 

b) 35 segundos a 60°C (alineación entre primers y DNA) 

c) 40 segundos a 72°C (extensión del templado) 

 

Post-PCR (1 ciclo) 

a) 5 min a 72°C (Extensión final del templado) 

b) Infinito a 4°C. 
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TNFR1 prom 3 

 Se procedió a emplear **3 μl de DNA genómico (20 ng/μl) de cada caso y 

control en una mezcla de reacción que contenía lo siguiente: 

 

Para una mezcla de 10X para el amplicón TNFR1 prom 3 de 403 pb. 

Componente       Volumen 1X  Volumen 10X 

a) Mg2Cl                  2.5 μl (2.5mM) 25 μl 

b) Buffer  2.5 μl (a 1X)  25 μl 

c) dNTPs  0.4 μl  (250mM) 4  μl 

d) Primer forward  0.4 μl (2.5mM) 2  μl 

e) Primer reverse  0.4 μl (2.5mM) 2  μl 

h) Agua      15.29 μl  152.9 μl 

i) AmpliTaq Gold 0.11 μl (0.5 U) 1.1 μl    

j) DNA** 

    ----------  ---------- 

   22 μl     220 μl 

Ver anexo; primers  

 

Pre-PCR (1 ciclo) 

a) 2 min a 50°C 

b) 10 min a 95°C 

 

PCR (35 ciclos) 

a) 35 segundos a 94°C (desnaturalización del DNA) 

b) 30 segundos a 58°C (alineación entre primers y DNA) 

c) 35 segundos a 72°C (extensión del templado) 

 

Post-PCR (1 ciclo) 

a) 5 min a 72°C (Extensión final del templado) 

b) Infinito a 4°C. 
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TNFR1 prom 4 

 Se procedió a emplear **3 μl de DNA genómico (20 ng/μl) de cada caso y 

control en una mezcla de reacción que contenía lo siguiente: 

 

Para una mezcla de 10X para el amplicón TNFR1 prom 4 de 472 pb. 

Componente       Volumen 1X  Volumen 10X 

a) Mg2Cl                  2.5 μl (2.5mM) 25 μl 

b) Buffer  2.5 μl (a 1X)  25 μl 

c) dNTPs  0.4 μl  (250mM) 4  μl 

d) Primer forward☼0.2 μl (2.5mM) 2  μl 

e) Primer reverse☼ 0.2 μl (2.5mM) 2  μl 

f) DMSO  1.0 μl   25 μl 

g) Agua      15.09 μl  150.9 μl 

h) AmpliTaq Gold 0.11 μl (0.5 U) 1.1 μl    

i) DNA** 

    ----------  ---------- 

   22 μl     220 μl 

+ Ver anexo; primers  

 

Pre-PCR (1 ciclo) 

a) 2 min a 50°C 

b) 10 min a 95°C 

 

PCR (35 ciclos) 

a) 35 segundos a 94°C (desnaturalización del DNA) 

b) 30 segundos a 60°C (alineación entre primers y DNA) 

c) 35 segundos a 72°C (extensión del templado) 

 

Post-PCR (1 ciclo) 

a) 5 min a 72°C (Extensión final del templado) 

b) Infinito a 4°C. 
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Anexo 3. NFKB1 prom (-94ATTG/-) 

 Se procedió a emplear **3 μl de DNA genómico (20 ng/μl) de cada caso y 

control en una mezcla de reacción que contenía lo siguiente: 

 

Para una mezcla de 10X para el amplicón de NFKB1 prom ins/del -94ATTG/- 

de311 pb. 

Componente       Volumen 1X  Volumen 10X 

a) Mg2Cl                  2.5 μl (2.5mM) 25 μl 

b) Buffer  2.5 μl (a 1X)  25 μl 

c) dNTPs  0.4 μl  (250mM) 4  μl 

d) Primer forward+ 0.2 μl (2.5mM) 2  μl 

e) Primer reverse+ 0.2 μl (2.5mM) 2  μl 

f) DMSO  1.0 μl   25 μl 

g) Agua      15.09 μl  150.9 μl 

h) AmpliTaq Gold 0.11 μl (0.5mM) 1.1 μl    

i) DNA** 

    ----------  ---------- 

   22 μl     220 μl 

+ Ver anexo; primers  

 

Pre-PCR (1 ciclo) 

a) 2 min a 50°C 

b) 10 min a 95°C 

 

PCR (35 ciclos) 

a) 35 segundos a 94°C (desnaturalización del DNA) 

b) 30 segundos a 64°C (alineación entre primers y DNA) 

c) 35 segundos a 72°C (extensión del templado) 

 

Post-PCR (1 ciclo) 

a) 5 min a 72°C (Extensión final del templado) 

b) Infinito a 4°C. 
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Anexo 3. Reactivos 

 

TBE10X 

> Trizma base: 108 grs.  

> Ácido bórico: 55 grs. 

> EDTA: 40 ml 0.5 M, pH 8.0 

Se mezcla con un agitador magnético a atemperatura ambiente y se agrega H2O 

a un volumen final de 1 Lt. 

 

TE10X 

> Trizma base 

> EDTA 

Se mezcla con un agitador magnético a atemperatura ambiente y se agrega H2O 

a un volumen final de 1 Lt. 

 

PBS10X 

> Fosfatos 

> Ácido bórico 

Se mezcla con un agitador magnético a atemperatura ambiente y se agrega H2O 

a un volumen final de 1 Lt. 

 

Bromuro de etidio 

> 100 mg de bromuro de etidio 

> 10 ml de agua destilada 

Se mezcla atemperatura ambiente con un agitador magnético por varias horas 

hasta asegurar la total disolución. 

 

Buffer de corrida 

>Tris-HCl 1 M pH 6,8 (0.6 ml) 

> Azul de bromofenol al 1% (1 ml) 

> Glicerol al 50% (5 ml) 

> SDS 10% (5ml) 

> 2 Mercaptoetanol 0.5 ml 

Mezclar bien y colocar agua bidestilada hasta 10 ml 
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