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RESUMEN 

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad crónica, inflamatoria y 

autoinmune de etiología multifactorial que afecta principalmente a mujeres. 

Diversos factores ambientales y genéticos contribuyen en su desarrollo. Algunos 

genes que codifican para proteínas que regulan el sistema inmunológico han sido 

asociados con susceptibilidad a AR. Uno de ellos es el gen VEGF-A, el cual 

codifica para el factor de crecimiento endotelial vascular tipo A y juega un papel 

importante en el proceso angiogénico y proinflamatorio en AR. En este gen se han 

identificado polimorfismos de un sólo nucleótido (SNPs) reportados como factores 

de riesgo para AR y otras entidades humanas, como el -1154 G/A (rs1570360), -

2578 C/A (rs699947) y -634 G/C (rs2010963). Nuestro objetivo fue determinar si 

los SNPs -1154 G/A, -2578 C/A y -634 G/C confieren riesgo para AR en nuestra 

población.  

 

El estudio incluyó 364 casos diagnosticados con AR y 323 controles sin 

antecedentes familiares (en tres generaciones) de enfermedades inflamatorias y 

autoinmunes. La edad promedio en ambos grupos fue de 52 años, con una 

desviación estándar de ± 13 para los pacientes y ± 8 en los controles. Todos los 

individuos fueron reclutados en el Hospital Juárez de México. El DNA se obtuvo a 

partir de una muestra de sangre periférica. La genotipificación se realizó mediante 

la técnica de 5´exonucleasa usando sondas TaqMan. El Equilibrio de Hardy-

Weinberg (E-HW) se evaluó mediante el programa Finetti; mientras que el Odds 

Ratio (OR), intervalo de confianza (IC) 95% y el valor de p fueron estimados 

mediante el programa Epidat. 

 

La distribución de los SNPs -2578 C/A y -1154 G/A entre los casos y 

controles no presentaron diferencias estadísticamente significativas. Sin embargo, 

el alelo C del SNP -634 G/C mostró una mayor frecuencia en casos en 

comparación con los controles para la población general (OR=1.97; P=0.003) y 

mujeres (OR=1.86; P=0.011), sin embargo, no se cumplió con el equilibrio de 

Hardy-Weinberg. Nuestros datos sugieren que el SNP -634 G/C confiere riesgo 

para padecer AR en nuestra población de estudio.  Este es el primer estudio que 

identificó una asociación entre la variante -634G/C de VEGF-A con susceptibilidad 

para AR.  
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ABSTRACT 

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, inflammatory and autoimmune 

disease of multifactorial etiology that mainly affects women. Various environmental 

and genetic factors contribute to its development. Some genes that code proteins 

and that regulate the immune system have been associated with susceptibility to 

RA. One of them is the VEGF-A gene, which codes for vascular endothelial growth 

factor type A and plays an important role in the angiogenic and pro-inflammatory 

process in RA. In this gene, single-nucleotide polymorphisms (SNPs) reported as 

risk factors for RA and other human entities such as -1154G/A (rs1570360), -

2578C/A (rs699947) and -634 G/C have been identified. (rs2010963). Our 

objective was to determine if the -1154 G/A, -2578 C/A and -634G/C confer risk for 

RA in our population.  

The study included 364 cases diagnosed with RA and 323 controls with no family 

history (in three generations) of inflammatory and autoimmune diseases. Both the 

cases and the controls were recruited at the Hospital Juárez de México. The DNA 

was obtained from a peripheral blood sample. Genotyping was performed using 

the 5 'exonuclease technique using TaqMan probes. The Hardy-Weinberg 

Equilibrium (E-HW) was evaluated through the Finetti program; while the Odds 

Ratio (OR), 95% confidence interval (CI) and the value of p were estimated using 

the Epidat program. 

The distribution of the SNPs -2578 C / A and -1154 G / A between the cases and 

controls did not present statistically significant differences. However, the C allele of 

the SNP -634 G / C presented a higher frequency in cases compared to the 

controls for general population (OR = 1.97, P = 0.003) and women (OR = 1.86, P = 

0.011), nevertheless Hardy-Weinberg equilibrium was not met. Our data suggest 

that the SNP -634 G / C confers risk for RA in our study population. This is the first 

study to identify an association between the -634 G / C variant of VEGF-A with 

susceptibility to RA. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Una de las propiedades fundamentales del sistema inmune (SI) radica en la 

capacidad de discriminar entre antígenos propios y extraños, lo cual logra 

mediante dos mecanismos inmunológicos: inmunidad innata y adaptativa. Sin 

embargo, debido a diversos mecanismos, ambos tipos de inmunidad pueden fallar, 

ya sea por: a) una inadecuada respuesta a patógenos (inmunodeficiencia); b) por 

una respuesta exagerada e inapropiada a un antígeno (hipersensibilidad); y por c) 

pérdida de la tolerancia a antígenos propios (autoinmunidad). Ésta última, puede 

dar origen a enfermedades autoinmunes (EA) como la Artritis reumatoide (AR) 

(Sánchez-Rodríguez S et al., 2004). 

La AR una enfermedad crónica, inflamatoria, local o sistémica, que afecta 

principalmente la membrana sinovial de las articulaciones con movimiento. La AR 

se caracteriza por inflamación poliarticular de pequeñas y grandes articulaciones, 

con posible compromiso sistémico en cualquier momento de su evolución, e 

incluye la formación de autoanticuerpos y manifestaciones extra-articulares 

(Davis et al., 2012; Mendoza-Vázquez et al., 2013). 

Esta enfermedad, no solo es la patología inflamatoria articular más frecuente en 

adultos, también es una de las más importantes causas de discapacidad, muerte 

por infartos, y declive socioeconómico debido al elevado costo del tratamiento 

(Mendoza-Vázquez et al., 2013; McInnes y Schett, 2011).  
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1.1 Epidemiología 

La prevalencia mundial de AR es del 1%, aunque en países industrializados varía 

entre 0.5 al 2%, con una incidencia anual de 12 a 200 por 100,000 habitantes 

vivos. La AR es más frecuente en mujeres que en varones (de 2 a 3 mujeres por 

cada varón afectado) y el pico de edad de aparición es de 30 a 55 años, aunque 

puede presentarse a cualquier edad (Kurko et al., 2013; McInnes y Schett, 2011). 

En México, esta entidad afecta al 1.6% de la población general, siendo del 2.09%  

en mujeres y del 0.85% en hombres y constituye el principal motivo de consulta en 

el servicio de reumatología (Mendoza-Vázquez et al., 2013). Cabe mencionar que 

la prevalencia de la AR en nuestro país varía dependiendo de la zona geográfica 

estudiada; por ejemplo en Yucatán es de 2.8%, Chihuahua de 1.9%, Sinaloa de 

1.8%, Ciudad de México de 1% y Nuevo león de 0.7% (Pelaez-Ballestas et al., 

2011). 

1.2 Manifestaciones clínicas 

En general, en la población femenina la AR se manifiesta entre los 30-50 años de 

edad, mientras los hombres se presenta de forma tardía. En cerca del 50% de los 

casos la presentación clínica de la enfermedad es insidiosa, con una duración de  

varias semanas, e inicia con astenia, fatiga, debilidad, cansancio o pérdida de 

peso, rigidez muscular, depresión, anorexia y fiebre. Entre el 8 al 15% de los 

pacientes presentan un comienzo agudo caracterizado con dolor persistente en los 

músculos; mientras que entre un 15% al 20% de los casos tienen un inicio 

intermedio, desarrollándose en días o semanas (Khurana y Berney, 2005; 

Mendoza-Vázquez et al., 2013). 
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1.2.1 Manifestaciones articulares 

Los pacientes con AR presentan un proceso inflamatorio, el cual perjudica 

principalmente las articulaciones de las manos como las interfalángicas y 

metacarpofalángicas, pero también puede afectar muñecas, codos, caderas, 

rodillas, pies, tobillos, cuello, así como la columna cervical (Khurana y Berney, 

2005). 

1.2.2 Manifestaciones extra articulares  

La misma respuesta defectuosa que origina la inflamación de las articulaciones 

puede afectar muchos órganos y sistemas del cuerpo, incluyendo el sistema 

hematopoyético, (anemia), vasos sanguíneos (vasculitis), corazón (enfermedad 

cardiaca), pulmones (pleuritis, fibrosis pulmonar y nódulos pulmonares), sistema 

nervioso (Síndrome de túnel carpiano), piel (nódulos reumatoides) y ojos 

(escleritiis) (Prete et al., 2011). 

1.3 Diagnóstico 

El diagnóstico de AR lo realizan los médicos reumatólogos, quienes toman en 

cuenta la historia clínica y exploración física, auxiliada por estudios de laboratorio 

y radiodiagnóstico. Actualmente, los criterios empleados para el diagnóstico de la 

AR son los establecidos por el Colegio Americano de Reumatología (American 

College of Rheumatology: ACR) y la liga europea contra el reumatismo (EULAR) 

(Tabla 1). Cada criterio tiene un valor y para establecer el diagnóstico de AR se 

requiere una puntación mayor a seis (Aletaha et al., 2010). En esta clasificación, 

los pacientes deben presentar al menos una articulación con sinovitis clínica de 

tipo primaria. 
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TABLA 1. Criterios de clasificación para artritis reumatoide, ACR-EULAR 2010  

Los pacientes deben presentar al menos una articulación con sinovitis clínica, la cual no 

debe ser originada por otra causa. 

A) Afectación articular 
Puntuación 

 1 articulación grande 0 

 2-10 articulaciones grandes 1 

 1-3 articulaciones pequeñas (con o sin involucro de articulaciones grandes) 2 

 4-10 articulaciones pequeñas (con o sin involucro de articulaciones grandes) 3 

 Mas de10 articulaciones (con al menos una articulación pequeña) 5 

B) Serología  

 FR y ACPA negativos 0 

 FR y ACPA positivos a títulos bajos (igual o menos de 3 veces lo normal) 2 

 FR y ACPA positivos a títulos altos (más de 3 veces lo normal) 3 

C) Reactantes de fase aguda (al menos 1 presente para la clasificación)  

 VSG o PCR normales 0 

 VSG o PCR elevadas 1 

D) Duración de los síntomas  

 Menos de 6 semanas 0 

 6 semanas o más 1 

FR: Factor Reumatoide, ACPA: Anticuerpos antipéptido cíclico citrulinado, VSG: Velocidad de 

sedimentación glomerular, PCR: Proteína C reactiva (Aletaha et al., 2010).  

1.4 Fisiopatología 

La razón por la cual se desencadena la AR es desconocida; sin embargo, diversos 

estudios sugieren que su inicio se debe a una respuesta inmunológica anómala 

para algún antígeno no identificado (exógeno o endógeno), y cuyo procesamiento 

está dado por macrófagos u otra célula presentadora de antígenos. Éstas, 

activarían de manera anormal a los linfocitos B y T (los cuales pueden ser también 

autorreactivos), un fenómeno mediado por varias interleucinas (IL) o citocinas que 



 
5 

son producidas por ellas y que inducen la activación de fibroblastos sinoviales y la 

proliferación de células endoteliales y de otros tipos celulares involucrados en AR 

(McInnes y Schett, 2007).        

La membrana sinovial no afectada por AR está formada por una matriz bien 

organizada que contiene proteoglicanos. Dentro de esta estructura se encuentran 

las células sinoviales (parecidos a fibroblastos y macrófagos), así como una red de 

capilares y vasos linfáticos. Entre el cartílago y la membrana sinovial está el 

líquido sinovial, que nutre y lubrica a las articulaciones (Paleolog, 2009).  

En AR, la membrana sinovial está infiltrada principalmente por linfocitos T CD4+, 

linfocitos B y macrófagos. El volumen del líquido sinovial aumenta, lo que lleva a 

inflamación articular y dolor. Además, el sinovio se endurece, pasando de una a 

dos capas de células hasta alcanzar aproximadamente seis a ocho capas, 

convirtiéndose en un tejido invasivo, dañando el cartílago, hueso o tendón 

(Paleolog, 2009). Ello da lugar al cambio histológico característico de AR 

caracterizado por la formación de un tejido de granulación,  invasivo, y altamente 

vascularizado, denominado pannus (Fig. 1) (McInnes y Schett, 2011). 

El pannus está compuesto fundamentalmente por fibroblastos sinoviales (los 

cuales responden a múltiples estímulos inducidos por citosinas, factores de 

crecimiento) y macrófagos activos, que a través de la producción de enzimas 

proteolíticas conocidas como metaloproteasas de la matriz extracelular (MMP) 

degradan la matriz cartilaginosa y destruyen el cartílago (McInnes y Schett, 2011). 

La membrana sinovial también está constituida por osteoclastos que promueven la 

reabsorción ósea (Goronzy y Weyand, 2009). La invasión  del hueso por el 
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pannus, da lugar a erosiones óseas, destrucción del hueso, tendones y ligamentos 

(Figura 1) (McInnes y Schett, 2011).  

 

FIGURA 1. Estructura de una articulación normal y con AR. Esquema de una 

articulación normal (a) y una articulación afectada con AR (b). En AR, la membrana 

sinovial sufre de hiperplasia y existe infiltración de células inflamatorias dando lugar a 

inflamación crónica. Con la progresión de la enfermedad, la membrana sinovial se 

convierte en un tejido patológico denominado pannus, que migra sobre y dentro del 

cartílago articular y el hueso. Imagen y texto tomados de Smolen y Steiner, 2003. 

 

1.4.1 Citocinas 

Las citocinas desempeñan un papel fundamental en AR, debido a que tienen 

implicaciones funcionales importantes en diferentes procesos tales como  

inflamación, activación, proliferación y diferenciación de células del SI (Redlich y 

Smolen, 2012). 

Las citocinas son proteínas de bajo peso molecular (< 30kD) con vida media corta, 

producidas principalmente por células del SI y otros tejidos; además son 
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mediadores fundamentales de la transmisión de señales intercelulares (Redlich y 

Smolen, 2012).  

El factor de necrosis tumoral (TNF) es la citocina proinflamatoria más estudiada en 

AR, diversos hallazgos la han identificado como una (o tal vez la principal) de las 

principales citocinas involucradas en el inicio, perpetuación, actividad y gravedad 

de la enfermedad. Esta proteína a su vez puede inducir la expresión de otras  

citocinas, tales como IL-1 e IL-6 (Brennan et al., 1989).  

En un modelo murino, se demostró que la sobreexpresión de TNF es suficiente 

para inducir AR (Keffer et al., 1991). Se ha señalado que tanto TNF como IL-1 son 

potentes estimuladores de la activación de fibroblastos sinoviales, osteoclastos y 

condrocitos, los cuales liberan MMPs, proteínas involucradas en la destrucción 

tisular. La sobre expresión de IL-1β y TNF conduce a la estimulación de 

sinoviocitos, contribuyendo aún más en la destrucción articular (McInnes y Schett, 

2007; Sanchez-Ramon et al., 2011). Por su parte, IL-6 participa en la activación de 

linfocitos B, además de estar involucrada en la diferenciación de linfocitos T 

citotóxicos y en la actividad pro-inflamatoria. IL-6 es también uno de los factores 

fisiopatológicos más importantes de resorción ósea y destrucción articular 

(McInnes y Schett, 2007). 

Por otro lado, la IL-17, producida primariamente por células Th17, ha sido 

involucrada con el desarrollo y perpetuación de la AR. Esta citosina induce la 

producción de otras citocinas inflamatorias en el sinovio de pacientes con AR, 

promueve la sobrevivencia de sinoviocitos y de células inflamatorias. Así, IL-17, 

conlleva a un aumento del número de sinoviocitos y células inflamatorias, 
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hiperplasia y a inflamación exacerbada en las articulaciones de los pacientes con 

AR (Benedetti y Miossec, 2014). La interacción entre la IL-17 e IL-23 ejercen un 

control de retroalimentación positiva sobre su propia producción en los fibroblastos 

sinoviales, perpetuando la inflamación sinovial en AR y también regulan la 

producción de MMP (Sanchez-Ramon et al., 2011). 

Otra citosina de relevancia en AR es IL-18, también denominada factor inductor 

del interferón gamma (IFN-γ). IL-18 promueve la activación de linfocitos T 

citotóxicos y células asesinas naturales (NK), las cuales secretan IFN-γ y 

aumentan el efecto de IL-12. A su vez, el IFN-γ estimula la activación de los 

monocitos por contacto celular directo con linfocitos T activados, y aumenta la 

secreción de IL-1β y TNF promoviendo quimiotaxis de neutrófilos mediada por IL-

8. IL-12 producida en los macrófagos, participa en la activación de las células T 

colaboradoras de tipo 1 (Th1),  induce la producción de TNF e IL-1 y estimula la 

producción células NK e IFN-γ (Sanchez-Ramon et al., 2011).  

1.4.2 Anticuerpos 

La pérdida de la auto-tolerancia es característico en AR, un proceso biológico que 

conlleva a la producción de diversos auto-anticuerpos, incluyendo el factor 

reumatoide  (FR),   anticuerpos anti-péptidos cíclicos citrulinados (anti-PCC), y 

otros que se han relacionado con el pronóstico de la enfermedad, destrucción 

articular y manifestaciones extra articulares (Alunno et al., 2015, Turesson et al., 

2007).  

 Factor reumatoide 

La primera evidencia de autoinmunidad en AR, fue debido a la identificación y 

caracterización del FR, auto-anticuerpo que se une a la región Fc (fracción 
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cristalizable) de las inmunoglobulinas isotipo G (IgG). El FR representa un 

biomarcador no específico para AR, debido a que aumenta como consecuencia de 

la activación de la respuesta inmune en el contexto de la formación de complejos 

inmunes (Olivares Martínez et al., 2011).  

La presencia del FR se asocia con una enfermedad clínica más grave y con 

complicaciones a nivel vascular, en comparación con pacientes que no lo 

presentan. En estadios tempranos de la enfermedad, cerca del 30% de los casos 

son positivos para este auto-anticuerpo; mientras, entre el 60-70% de los 

pacientes presentan anticuerpos contra anti-PCC (Turesson et al., 2007). 

 Adicionalmente, estas proteínas pueden presentarse en altos niveles en 

infecciones crónicas y en otras patologías autoinmunes como: lupus eritematoso 

sistémico (LES), enfermedad mixta del tejido conjuntivo (EMTC) y síndrome de 

Sjögren primario (SSP) (Olivares Martínez et al., 2011). 

 Anticuerpos anti-péptidos cíclicos citrulinados (anti-PCC). 

Las modificaciones postraduccionales (MPT) son cambios químicos que sufren las 

proteínas después de ser sintetizadas. Una de las MPT es la citrulinación, la cual 

conlleva la conversión de un residuo arginina (carga positiva) en citrulina (neutra), 

evento bioquímico llevado a cabo por la  enzima peptidil arginina desaminasa 

(PAD) (Turesson et al., 2007; Pratt et al., 2009). 

Si bien la citrulinación no es específica en AR, los anti-PCC tienen una sensibilidad 

mayor del 80% y especificidad del 98% en pacientes con AR. Además de la alta 

sensibilidad y especificidad, estos se detectan en etapas tempranas de AR (hasta 
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10 años antes del cuadro clínico), y sus niveles correlaciona con una enfermedad 

más grave y con erosiones articulares (Olivares Martínez et al., 2011). Los anti-

PCC contribuyen al daño de la membrana sinovial, pero no necesariamente son la 

causa del padecimiento (Arend y Firestein, 2012). 

 Otros anticuerpos 

En años recientes, el estudio de la reactividad de los anticuerpos anti-proteínas 

citrulinadas ha adquirido gran interés, llegando a identificarse otros diferentes a los 

anti-CCPs asociados con AR. Ejemplos de estos son los anticuerpos antifactor 

perinuclear (AFP) y antiqueratina (AKA) dirigidos contra filagrina citrulinada y los 

anticuerpos anti-Sa, los cuales reconocen vimentina citrulinada (Olivares Martínez 

et al., 2011). Igualmente, se ha sugerido la participación de anticuerpos en contra 

de antígenos del cartílago articular y extra-articular  (Firestein et al., 2013). 

 

1.5 Angiogénesis en la sinovitis reumatoide 

Durante la etapa temprana de AR se presenta el proceso de angiogénesis, el cual 

promueve la formación de nuevos vasos sanguíneos a partir de vasos 

preexistentes (Cañete, 2004). La angiogénesis es causado en las articulaciones 

por inflamación local, ya que la formación de vasos sanguíneos es requerido para 

el suministro del oxígeno, de nutrientes, de filtración de diversas moléculas 

(factores de crecimiento, citocinas, quimiocinas, etc.) y células inflamatorias 

derivados de la sangre (neutrófilos, monocitos, linfocitos B, linfocitos T, etc.), 

permitiendo de esta forma la perpetuación del pannus  (Paleolog, 2009; Marrelli et 

al., 2011). De esta forma, la angiogénesis constituye un mecanismo crucial en la 
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patogenia de AR (Ferrara et al., 2003; Yoo et al., 2008);  por lo que puede ser 

considerada como una “enfermedad angiogénica'', ya que se asocia con la 

neovascularización del tejido activo (Chen et al., 2012). 

1.5.1 Hipoxia 

Particularmente, durante el proceso de expansión del tejido afectado en AR, el 

metabolismo celular en éste aumenta la demanda de oxígeno y de nutrientes; sin 

embargo, como el suministro de oxígeno es insuficiente, se genera una 

disminución en sus niveles, originando que la membrana sinovial presenta un 

estado hipóxico. Una de las principales proteínas reguladoras de la respuesta 

adaptativa relacionada con alteraciones en los niveles de oxígeno, pertenece a la 

proteína de la familia de factores de transcripción denominados factores inducibles 

por hipoxia (HIF); siendo la angiogénesis consecuencia probable de la hipoxia 

sinovial en AR (Konisti et al., 2012). 

Por otra parte, la hipoxia puede desencadenar y/o perpetuar el proceso 

inflamatorio en AR. Los bajos niveles de oxígeno están asociados con 

acumulación de células inflamatorias, expresión elevada de HIF y de genes que 

responden a hipoxia y a niveles elevados de citocinas pro-inflamatorias (Fig. 2). 

Uno de estos genes es el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Konisti 

et al., 2012), cuya proteína y receptores, presentan niveles elevado en pacientes 

con AR en comparación con individuos sanos (Fava et al., 1994; Koch et al., 1994; 

Paleolog et al., 1998; Ballara et al., 2001; Kurosaka et al., 2010). 
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La interacción dinámica que existe entre angiogénesis, proceso inflamatorio y la 

presencia de hipoxia, pueden modificar la expresión de diferentes genes que se 

sabe, tienen un papel importante en la patogénesis de  AR (Konisti et al., 2012). 

1.6 Etiología 

AR es una enfermedad multifactorial, de origen desconocido. Sin embargo, 

algunos estudios han mostrado que diversos factores participan en su desarrollo, e 

incluye a factores ambientales, hormonales, agentes infecciosos, anticuerpos y 

genéticos (Figura 2) (McInnes y Schett, 2011). 

 

1.6.1 Factores ambientales 

Si bien, aun no se conocen con precisión los factores ambientales que contribuyen 

al desarrollo de AR, se sabe que el tabaco, el polvo de sílice, el aceite mineral, la 

dieta e incluso las presiones sociales podrían desencadenar la enfermedad 

(Karlson and Deane 2012, Smolen, Aletaha et al. 2018). 

De todos éstos, el tabaquismo es el factor de riesgo mejor definido en AR, ya que 

se ha reportado que las mujeres que han fumado por más de 20 años presentan 

un riesgo relativo (RR) de 1.4 a AR comparado con mujeres no fumadoras. Dicho 

riesgo disminuye lentamente después de dejar de fumar (Karlson et al., 1999). 

Además, el tabaquismo se ha asociado con el desarrollo de manifestaciones extra-

articulares (Firestein et al., 2013).  
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FIGURA 2. Enfermedad autoinmune multifactorial. AR se desarrolla en un individuo por 

la influencia de un fondo genético de susceptibilidad, factores ambientales (alimentación, 

fármacos, tabaquismos) y el factor intrínseco (etnia, edad, genero, inmunológicos y 

hormonales). La combinación no solo da origen a la presencia de AR, sino que también 

impacta en la gravedad y actividad. 

 

Otros factores asociados son la exposición al polvo de sílice, el cual observa un 

RR de 3.43 (Karlson y Deane, 2012). La duración de la lactancia también se ha 

asociado a AR, pero de manera interesante la relación es inversa  (Liao et al., 

2009). 

Dentro de los microorganismos descritos que pudieran tener una posible 

asociación con el desarrollo de AR se encuentran las bacterias Proteus mirabilis, 

Mycoplasma spp, Porphyromonas gingivalis y Prevotella copri; sin embargo, los 

datos no son concluyentes (Firestein et al., 2013). 
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Por otra parte, se ha demostrado que las infecciones virales por rubeola, el virus 

de Ross River y parvovirus B19 producen poliartritis aguda (presencia de 

inflamación en 4 o más articulaciones y su tiempo de evolución es menor de 6 

semanas), pero no existe evidencia que éstos inicien AR crónica (McInnes y 

Schett, 2011). Adicionalmente, el virus de Epstein-Barr se considera como agente 

probable para el desencadenamiento de AR; sin embargo, actualmente esto no ha 

sido completamente demostrado (Lossius et al., 2012; Arleevskaya et al., 2016; 

Mahabadi et al., 2016). 

1.6.2 Factor genético 

Diversos estudios en epidemiología genética han demostrado que la AR es un 

padecimiento con alta predisposición genético. De hecho, se ha estimado que la 

contribución del componente genético (Heredabilidad)  en AR es de hasta en un 

60%, el 40% restante le corresponde al factor ambiental (MacGregor et al., 2000).  

 

1.7 Componente genético en artritis reumatoide 

La AR es una patología con alta predisposición genética, observándose hasta 

cuatro veces más prevalente en familiares de primer grado. Se ha estimado que la 

heredabilidad en AR es del 60-70% (Rodriguez-Elias, Maldonado-Murillo et al. 

2016, Knevel, Huizinga et al. 2017, Smolen, Aletaha et al. 2018).  

Estudios realizados en familias y gemelos han mostrado la importancia de los 

genes en el desarrollo de AR (McInnes y Schett, 2011). Entre gemelos 

monocigotos, genéticamente idénticos, existe una tasa de concordancia elevada 

de artritis reumatoide (12% a 15%) comparada con la observada en gemelos 
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dicigotos y hermanos de individuos afectados (2% a 4%) con quienes comparten 

el 50% del material genético (Jarvinen and Aho 1994, Kurko, Besenyei et al. 2013). 

Los estudios de riesgo relativo para hermanos de individuos afectados  comparado 

con la de la población general (individuos no relacionados) son de 2 a 10 veces 

más (Kurko, Besenyei et al. 2013, Rodriguez-Elias, Maldonado-Murillo et al. 2016). 

La identificación de los factores genéticos que contribuyen al desarrollo de AR es 

de gran relevancia, ya que esto ha permitido comprender diversos mecanismos 

patogénicos de la enfermedad. Actualmente se sabe que variaciones en la 

secuencia de genes que codifican para proteínas involucradas en la  regulación 

del sistema inmunológico, degradación del cartílago, migración celular, 

angiogénesis, apoptosis, etc., confieren susceptibilidad y/o protección para 

desarrollar AR (Kurko et al., 2013). Dentro de estas variantes, se encuentran los 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs), los cuales, han permitido evaluar su 

impacto en enfermedades con herencia compleja entre las que se incluye la AR 

(gravedad, pronóstico, y  respuesta a tratamiento). 

 

1.8 SNPs y variabilidad genética 

Los polimorfismos genéticos son variaciones en la secuencia del ADN presentes 

en más del 1% de la población general. En su mayoría son neutras; es decir, no 

tienen efecto sobre la expresión final del gen o en la estructura y función de la 

proteína porque se encuentran en secuencias “no funcionales” del ADN (Checa, 

2007; Rodriguez-Elias et al., 2016). 
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Los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP) representan a las variantes 

genéticas más comúnmente encontradas en el genoma humano (Ramírez-Bello et 

al., 2013); son variaciones en la secuencia de ADN que afectan una sola base 

(adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)) de la secuencia del genoma,  y 

son los marcadores genéticos más ampliamente distribuidos en el genoma 

humano (Iniestaa et al., 2005; Genomes Project et al., 2010). 

Los SNPs se relacionan con la variabilidad genética y susceptibilidad para padecer 

diversas enfermedades comunes. Actualmente, se han descrito más de 10 

millones de ellos, aunque se ha estimado que existen aproximadamente 20 

millones, alcanzando una distribución de aproximadamente un SNP por cada 100-

300 nucleótidos (Ramírez-Bello et al., 2013). 

Se estima que solamente el 25% de los SNPs descritos hasta el momento están 

asociados a ciertas patologías, lo cual puede variar dependiendo de la región 

geográfica y del componente genético de la población. La presencia de una 

asociación gen-enfermedad estadísticamente significativa facilita la detección de 

estas variantes moleculares en poblaciones con mayor riesgo para desarrollar 

cierta enfermedad, pudiendo ser empleadas como marcadores de susceptibilidad 

(Florez et al., 2003). 

 
1.8.1 Implicaciones funcionales de los SNPs 

Algunos SNPs que se han asociado con el desarrollo de enfermedades 

constituyen SNPs funcionales; es decir pueden modificar el nivel de expresión del 

gen, la estructura y estabilidad del ARNm, la cantidad de proteína sintetizada o la 
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actividad de la misma proteína (Ramírez-Bello et al., 2013). Así, estos SNPS se 

pueden encontrar en regiones no funcionales del ADN, regiones codificantes, sitios 

de corte y empalme (splicing), regiones de potenciadores (enhancers), promotoras 

o reguladoras (Checa, 2007). 

 

FIGURA 3. Efecto funcional de SNPs. Los rSNPs localizados en el promotor  afectan los 

niveles de expresión (A), mientras, los srSNPs localizados en la estructura de los ARNm 

afectan al corte y empalme si se encuentran en los intrones-exones (B), la traducción del 

ARNm a proteínas, (C) si se encuentran en la región 5’UTR, y aunque existen pocos 

reportes se ha observado que SNPs funcionales ubicados en regiones codificantes y que 

no cambian aminoácidos tienen un papel importante en la función de la proteína (D); 

finalmente, SNPs ubicados en la región 3’UTR afectan la estructura y estabilidad del 

ARNm (E). UTR: región no traducida; E: exón; I: intrón; AUG: sitio de inicio de la 

traducción; UAG: codón de paro. Imagen y texto tomados de Ramírez-Bello et al., 2013. 
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De acuerdo con su importancia funcional y localización, se han dividido en rSNPs 

(SNPs reguladores), srSNPs (SNPs RNA estructurales) y cSNPs (SNPs 

codificantes) (Figura 3). Los rSNPs se encuentran tanto en las regiones 

promotoras de genes que sintetizan proteínas, como de genes no codificantes de 

proteínas y afectan los niveles de expresión génica. Los srSNPs se encuentran 

tanto en ARNm primarios como en secundarios,  incluyendo regiones no 

traducidas (5’UTR y 3’UTR), intrónicas y codificantes, llegando afectar la 

estructura y función de los ARNs, la estabilidad de los ARNm, la poliadenilación de 

los ARNm, el corte y empalme, la regulación de la traducción de los ARNm a 

proteínas, la funcionalidad de las proteínas, entre otros procesos biológicos 

normales de las células-tejidos. Finalmente, los cSNPs se encuentran en exones y 

se subdividen en sinónimos (si el cambio de nucleótido no cambia aminoácido) y 

no sinónimos (si el cambio de nucleótido cambia un aminoácido) (Ramírez-Bello et 

al., 2013).  

1.9 Identificación de SNPs en enfermedades multifactoriales.  

Existen múltiples herramientas para el análisis de polimorfismos y mutaciones 

asociadas con enfermedades multifactoriales, estas incluyen la técnica de 

fragmentos de restricción de longitud polimórfica (RFLP), microarreglos de DNA, 

PCR en tiempo real con sondas de TaqMan® y la secuenciación automática, 

siendo las últimas dos las de mayor empleo para el análisis de polimorfismos y 

mutaciones en pacientes con AR (Jiménez-Morales y Sanchez-Brena, 2016). 
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1.9.1 PCR de tiempo real con sondas TaqMan® 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificación 

exponencial de una molécula de ADN, generando millones de copias de un 

fragmento. Esto se lleva acabo con oligonucleótidos o primers que son 

complementario con la cadena molde de ADN. Los primers funcionan como punto 

de inicio para la adición de nucleótidos y para copiar la cadena molde en la PCR. 

Una vez que el primer se une a su blanco, la polimerasa de ADN puede seguir 

extendiendo la hebra complementaria. En una reacción típica de PCR se usan dos 

primers que flanquean la región de ADN que se desea amplificar. Es una técnica 

que posee múltiples aplicaciones y por ende existen diferentes tipos de PCR 

(Griffin y Griffin, 1993; Li et al., 2017).  

Algunas variantes de esta técnica como la PCR en tiempo real emplea sondas 

TaqMan® que permiten la genotipificación de SNPs bialélicos. Esta estrategia se 

basa en el uso de dos sondas que hibrida con su secuencia de ADN 

complementaria de manera altamente especifica (100%). Las sondas son 

oligonucleótidos de 13 a 18 pb marcados con un fluorocromo: FAM o VIC (uno 

para cada alelo) en su extremo 5´ y con una molécula inhibidora de fluorescencia 

o quencher en el extremo 3´.  

Durante la PCR, en la fase de hibridación de primers, las sondas hibridan con sus 

secuencias 100% complementarias e iniciara la replicación del DNA. En la etapa 

de extensión por su actividad de exonucleasa, la taq polimerasa degrada la sonda, 

liberando así la fluorescencia de VIC o FAM.  Las diferentes longitudes de onda 

que emiten los fluoróforos (FAM: 518 nm y VIC: 554 nm) permiten identificar los 

alelos presentes en la muestra de ADN analizado (Jiménez-Morales y Sánchez-

Brena, 2016).  
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1.9.2 Secuenciación automática o capilar  

La secuenciación capilar es otra herramienta molecular que permite identificar 

cambios de una sola base o pequeñas inserciones o deleciones (indels) y se basa 

en el método de Sanger. En este método se basa en la capacidad de la DNA 

polimerasa para generar cadenas de diferentes tamaños de ADN complementario 

a una cadena patrón, los fragmentos se pueden distinguir entre sí por la 

incorporación de nucleótidos específicos modificados (ddNTP: dideoxinucleótido) y 

marcados con un fluorocromo. Estos ddNTP son nucleótidos que carecen de un 

grupo hidroxilo en su extremo 3´, por lo que al incorporarse a la cadena naciente 

se detiene el proceso de amplificación (Jiménez-Morales y Sánchez-Brena, 2016).  

El método de Sanger (1977) consiste en realizar cuatro reacciones diferentes de 

síntesis de ADN, para lo cual se utiliza un ddNTP distinto en cada tubo. Con la 

mezcla del nucleótido normal (didesoxinucleótidos: dNTP) y el ddNTP, se generan 

fragmentos complementarios de diferentes tamaños, que terminan en el mismo 

nucleótido. Mientras tanto, la secuenciación capilar combina 4 dNTPs en una 

única reacción de elongación, pero marcando a cada ddNTP con un fluorocromo 

especifico. Las moléculas resultantes de la reacción se separan por tamaños 

mediante un capilar (Jiménez-Morales y Sánchez-Brena, 2016).   

 

1.10  Estrategias para la identificación de genes asociados con AR  

En AR como en otras entidades complejas, existen diversos abordajes de estudio 

para la identificación de regiones y genes que confieren susceptibilidad o 

gravedad a estos padecimientos, entre ellos están los estudios de ligamiento y los 

de asociación.  



 
21 

1.10.1 Estudios de ligamiento 

Los estudios de ligamiento tienen como objetivo identificar regiones cromosómicas 

que predisponen o son causa del desarrollo de una enfermedad. En estos, se 

analizan dos o más marcadores genéticos polimórficos y se evalúa su 

cosegregación con la enfermedad (marcadores heredados junto con la 

enfermedad) en familias con pedigríes extensos o pares de hermanos afectados. 

En los estudios de ligamiento, la cosegregación de un marcador con la 

enfermedad podría ser indicador de que este marcador se encuentra dentro o 

aledaño al gen responsable de la AR o de la susceptibilidad a padecerla. Aunque 

los estudios de ligamiento han aportado gran cantidad de información y permitido 

identificar genes nuevos ligados a una entidad, la dificultad inherente a la 

obtención de un gran número de familias con más de un individuo afectado, el 

patrón complejo de la herencia de la AR y el efecto pequeño de cada factor 

genético involucrado en la enfermedad, han sido limitantes importantes para el uso 

de esta estrategia en la identificación de genes relacionados con esta entidad 

autoinmune.  

Tras la identificación de regiones cromosómicas putativas ligadas a AR, son 

necesarios los análisis más finos de la región que cosegrega con la enfermedad 

para así poder identificar a las variantes y a los genes responsables de la misma 

(Mathew, 2001; Cirulli, 2016). 

1.10.2 Estudios de asociación genética 

Los estudios de asociación resultan útiles para explicar el componente genético 

involucrado en el desarrollo de enfermedades multifactoriales. Estos estudios se 

dividen a su vez en: casos-controles, y los basados en familias. Igualmente, 
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pueden abordarse desde una perspectiva de gen candidato o de escaneo amplio 

del genoma (GWAS, siglas en ingles derivadas de wide genoma association study) 

(Bush et al., 2016). 

 
1.10.3 Estudios de asociación caso-control 

En los estudios caso-control, los casos son individuos afectados y los 

controles son individuos sanos, ambos grupos son de individuos no relacionados. 

Los controles, por su parte no deben de tener antecedentes hereditarios de AR ni 

de ninguna otra EA. El objetivo de este tipo de estudio es comparar frecuencias 

alélicas y genotípicas de la variante estudiada (uno o varios SNPs del gen 

candidato), y entonces observar si existe una diferencia estadística entre los 

grupos (Iniestaa et al., 2005; Sevilla, 2007). Si la variante es más común en los 

casos que en los controles, decimos que la variante está asociada con 

susceptibilidad; si es más común en controles que en individuos afectados, 

entonces confiere protección (Sevilla, 2007; Ramírez-Bello et al., 2011).  

Esta estrategia presenta limitaciones como la posibilidad de establecer 

falsas asociaciones por estratificación de la población (poblaciones con 

apareamiento no azaroso o endogámico), por lo que la muestra puede no ser 

representativa de la población general o por el desequilibrio de ligamiento (LD, por 

sus siglas en inglés). EL LD puede ser dado principalmente por una baja tasa de 

recombinación u origen reciente de las poblaciones. Una alternativa para eliminar 

estas desventajas es el análisis de marcadores de ancestria (AIMs, por sus siglas 

en inglés). Los AIMs permiten parear el grupo de casos y controles de acuerdo con 

su origen étnico (Santangelo, Gonzalez-Andrade et al. 2017) 
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1.10.4 Estudios de asociación basados en familias 

En este análisis se emplea la prueba de desequilibrio de transmisión (TDT). Para 

aplicarla se requiere el análisis de tríos, donde se incluye al paciente y a sus 

padres.  En el análisis se compara la frecuencia con la que los padres 

heterocigotos transmiten un alelo específico de un marcador genético (por 

ejemplo, tipo SNP) al hijo afectado; si uno de los alelos se transmite con mayor 

frecuencia a los hijos afectados, entonces se sugiere que este alelo está asociado 

con la enfermedad (Mathew, 2001; Ramírez-Bello et al., 2011). 

 
1.10.5 Estudios de gen candidato 

Los estudios de caso-control y los basados en familias (TDT) generalmente 

analizan genes candidatos. Éstos, son genes que participan en la fisiopatología de 

AR, genes que tienen reportes de que polimorfismo en ellos están asociados a la 

enfermedad o genes que en modelos animales han dado evidencia de que 

contribuyen al desarrollo de esta enfermedad autoinmune o sus fenotipos 

relacionados (Cordell y Clayton, 2005; Ramírez-Bello et al., 2011). El abordaje de 

genes candidatos es la estrategia de elección en el estudio de asociación de 

enfermedades multifactoriales porque son más económicos y no se requieren de 

muchas muestras (Bush et al., 2016). 

 
 Causas de asociación de los SNPs 

Los estudios de asociación pueden presentar una asociación directa o indirecta 

desequilibrio de ligamiento o estratificación poblacional). Se dice que el SNP tiene 

una asociación directa cuando la variante asociada (susceptibilidad o protección) 
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tiene una participación directa desde el punto de vista funcional en la regulación 

del gen, síntesis de la proteína, regulación de la maduración, por corte y 

estabilidad del RNAm, etc. (Ramírez-Bello et al., 2011).  

La asociación indirecta se presenta cuando la variante asociada a AR está en LD 

con la verdadera variante funcional. Asimismo, se pueden dar falsas asociaciones 

entre un marcador genético y la enfermedad, debido a estratificación poblacional 

(comparación de grupos con un componente ancestral diferente entre ellos) 

(Cordell y Clayton, 2005; Ramírez-Bello et al., 2011). 

Para disminuir los riesgos de estratificación poblacional, se ha propuesto el 

empleo de marcadores que están distribuidos en todo el genoma y presentan 

diferentes frecuencias entre las poblaciones; a estos se les denomina marcadores 

informativos de ancestria (AIM) (Ding et al., 2011). El análisis de entre 40 y 80 

AIMs es suficiente para corregir por ancestría en la mayoría de las poblaciones; en 

poblaciones latinas, incluida la mexicana, se ha reportado que un set de 24 AIMs 

son útiles (Kosoy et al., 2009).  

2. ANTECEDENTES 

2.1 Genes asociados con AR 

En  AR, se sabe que variantes comunes tipo SNPs localizados en genes 

codificantes y no codificantes de proteínas y que regulan el SI desempeñan un 

papel determinante en su desarrollo (Ramírez-Bello et al., 2013). Diversos genes 

han sido asociados con susceptibilidad y gravedad en AR, a la fecha se han 

descrito cerca de 16 genes (Tabla 2). Dentro de los más consistentemente 
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asociados se encuentran el complejo principal de histocompatibilidad clase II 

(MHC II). 

2.1.1 Complejo principal de histocompatibilidad clase II  

Se sabe que el complejo principal de histocompatibilidad (MHC), tiene un fuerte 

impacto en el riesgo genético de las enfermedades reumáticas. Se ha demostrado 

la presencia de loci genéticos de riesgo asociados con los genes del sistema del 

antígeno leucocitario humano (HLA) ubicados en la región MHC. Los alelos HLA-

DRB1, comparten secuencias de aminoácidos conservadas en las posiciones 67 a 

74, de la tercera región híper variable de la cadena ß, que recibió el nombre del 

epítope compartido (EC) (McInnes and Schett 2007). Múltiples estudios han 

confirmado la asociación de la AR con alelos del HLA-DR en la mayoría de las 

etnias (Okada, Kishikawa et al. 2017). 

2.1.2 Genes no HLA 

Otros genes no HLA que han demostrado una asociación consistente con  

susceptibilidad y gravedad para AR incluyen a genes relevantes en el proceso 

infamatorio y angiogénico, por ejemplo: PTPN22, CTLA4 (Plenge et al., 2005), 

STAT4 (Lee et al., 2010), PADI4 (Burr et al., 2005; Takata et al., 2008), TNFAIP3-

OLiG3 (Orozco et al., 2009) y TRAF1/C5 (Plenge et al., 2007), y otros (Tabla 2). 

Cabe mencionar, que los estudios de asociación realizados en población mexicana 

con AR han revelado similitudes y diferencias en los factores genéticos de riesgo 

para esta entidad con relación a otros grupos étnicos. Por su papel en la 

fisiopatología de la AR VEGF ha sido también investigado, pero su asociación con 

AR ha generado resultados controversiales (Rodriguez-Elias et al., 2016). 
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TABLA 2. Genes que han mostrado asociación con susceptibilidad y protección 

para AR (Rodriguez-Elias et al., 2016). 

Gen Localización SNP OR Valor de p 

HLA-DRB1 6p21.3 rs6910071 2.88 1.0 x 10–299 

PTPN22 1p13.3-13.1 R620W 1.91 9.1 x 10–74 

PADI4 1p36 

rs2240340 1.14 7.5 x 10–5 

rs10818488 1.28 1.40 x 10–8 

TRAF1-C5 9q33-34 

4 rs3761847 1.13 0.001 

rs3087243 0.44 1 x 10–8 

CTLA4 2q33 rs231775 1.16 0.002 

STAT 4 2q32.2 

rs7574865 1.32 7.2 x 10–10 

rs13426947 1.15 7.2 x 10–10 

rs2004640 1.14 0.003 

IRF5 7q32 rs10488631 1.19 1.2 x 10–6 

rs2004640 1.14 0.003 

FCRL3 1q21-23 rs7528684 1.10 0.002 

TNFAIP3 6q32 

rs6920220 1.22 1 x 10–9 

rs10499194 1.25 6.7 x 10–4 

TNF-α 6p21 –308G/A 1.62 3.6 x 10–5 

miR-499 20q11.22 rs3746444 1.62 0.001 

CD28 2q33 rs1980422 1.11 1.3 x 10–9 

CD40 20q12-q13.2 rs4810485 0.87 8.2 x 10–9 

FCGR3A 1q23 158V/F 1.25 5 0.01 

TYK2 19p13.2 rs34536443 0.62 2.3 x 10–14 

IRAK1 Xq28 rs13397 1.27 1.2 x 10–12 
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2.2 VEGF-A  

VEGF es una glicoproteína dimérica, la cual regula la inducción de la proliferación 

y migración de células endoteliales para la formación de nuevos vasos sanguíneos 

(Ferrara et al., 2003). Hasta el momento se han reportado seis isoformas de 

VEGF, las cuales contienen 121, 145, 165, 183, 189 y 206 residuos de 

aminoácidos, resultado del complejo procesamiento alternativo del ARNm de este 

gen. Éstas isoformas difieren tanto en su masa molecular como en sus 

propiedades biológicas (Ferrara et al., 2003; Cañete, 2004).  

La isoforma más estudiada es la constituida por 165 aminoácidos denominada 

VEGF-A o simplemente VEGF, está constituida por ocho exones y siete intrones y 

su producto proteico es una glicoproteína homodimérica de 45 KDa (Ferrara et al., 

2003).  

La forma activa de VEGF-A está compuesta por dos subunidades idénticas. Este 

homodímero se une en receptores específicos, los cuales presentan actividad 

tirosin-cinasa (RTK, por receptor tyrosine kinases). La modulación de la actividad 

de VEGF-A está dada por la unión a heparina que resulta en una mayor eficiencia 

de la actividad de cinasa (Martínez-Ezquerro y Herrera, 2006).  

La regulación de la expresión de VEGF-A se da en múltiples niveles, durante la 

transcripción, la estabilización de ARNm, el corte y empalme, la traducción y la 

localización celular diferencial de varias isoformas. VEGF-A tiene en su región 

promotora una secuencia TATA-less (P1) que incluye sitios consenso de unión 

para factores de transcripción y presenta un segundo promotor interno (PI), el cual 

dirige la transcripción de uno de los ARNm truncados (Bastide et al., 2008). 
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La secuencia codificante está flanqueada por la región 5´UTR, la cual abarca 1038 

nucleótidos y contiene tres codones de inicio CUG alternos y dos sitio interno de 

entrada al ribosoma (IRES) A y B, ambos regulan el inicio de la traducción. La 

traducción iniciada en el codón CUG genera una isoforma larga de VEGF (VEGF-

L), la cual contiene 205 residuos de aminoácidos más comparado con las formas 

sintetizadas a partir del codón de inicio AUG (Figura 5) (Bastide et al., 2008). 

 

FIGURA 2. Estructura genética de VEGF y del ARNm. A) Estructura del gen: P1, 

representa la región promotora TATA-less que incluye elementos sensible a hipoxia; otro 

sitio de inicio del promotor dirige la transcripción de un ARNm truncado. Tres exones (5,7 

y 8) codificantes se unen alternativamente y dan lugar a varios polipéptidos, siendo las 

más abundantes las isoformas de 121, 165 y 189 aminoácidos. B) Estructura del ARNm: 

Los 1038 nucleótidos del 5’ UTR, río arriba del codón de inicio AUG contienen dos IRES 

(A y B), los cuales regulan el inició de la síntesis proteica. El codón CUG origina la 

expresión de VEGF-L. Imagen y texto tomados de Bastide et al., 2008.  
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Posteriormente VEGF-L se escinde proteolíticamente por medio una señal 

peptídica y se convierte en isoformas de menor tamaño (principalmente las 

isoformas de 121, 165 y 189 aminoácidos), las cuales se secretan al medio 

extracelular. Aunque no está claro el papel de VEGF-L, se ha sugerido que puede 

servir como un transcrito largo involucrado en la generación de las isoformas más 

cortas (Bastide et al., 2008). 

2.3 Papel de VEGF-A en AR    

Diversos estudios han demostrado que VEGF-A juega un papel importante en el 

proceso angiogénico y pro-inflamatorio en AR (Ikeda et al., 2000; Ballara et al., 

2001; Cañete, 2004; Seung-Ah et al., 2008; Paradowska-Gorycka et al., 2016). En 

un estudio previo, se encontró que el VEGF-A recombinante aumentó la 

producción de TNF e IL-6 en células mononucleares de sangre periférica humana 

(PBMCs). Además, se sabe que tanto la proteína VEGF como el ARNm son 

expresados por macrófagos y fibroblastos sinoviales en el tejido sinovial de 

pacientes con AR. En cultivos de células sinoviales se ha observado que en 

condiciones hipóxicas o cuando se estimulan con IL-1, IL-6, IL-17, IL- 18, 

prostaglandina, TGF-β, o por el ligando de CD40, éstas pueden secretar VEGF 

(Seung-Ah et al., 2008). Adicionalmente, se ha documentado que VEGF-A activa 

células endoteliales para producir quimiocinas, tales como la proteína 

quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) e IL-8 (Lee et al., 2002). 

Por otra parte, los macrófagos producen TNF e IL-6 cuando son estimulados por 

VEGF-A. TNF e IL-6, potencian la capacidad de los macrófagos y sinoviocitos para 

secretar VEGF-A; además de estimular las células endoteliales para inducir la 
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activación de macrófagos mediada por contacto celular, generando de esta 

manera una retroalimentación positiva (Figura 6) y así servir como un puente 

funcional entre las células endoteliales y sinoviocitos (Seung-Ah et al., 2008). 

 

Figura 3. Perpetuación del proceso inflamatorio en AR mediado por VEGF. VEGF, es 

producido predominantemente por fibroblastos sinoviales, promueve la angiogénesis y 

estimula la permeabilidad de las células endoteliales vasculares. Los macrófagos son 

estimulados mediante su unión a VEGF/Flt-1 (Receptor tipo 1 de VEGF) o por contacto 

celular con células endoteliales activadas, produciendo TNF e IL-6, estas citocinas 

amplifican la capacidad de los macrófagos y sinoviocitos para secretar VEGF, creando un 

ciclo de auto-perpetuación inflamatoria. Mientras tanto, VEGF unido a  NPR1  impide que 

los sinoviocitos sean sometidos a apoptosis, lo que conduce a la hiperplasia sinovial. Los 

sinoviocitos hiperplásicos, a su vez, aumentan la secreción de VEGF y al hacerlo, 

generan un ciclo de retroalimentación positiva que promueve la supervivencia de las 

células proinflamatorias. Imagen y texto tomados de Seung-Ah et al., 2008. 

 

Diversos estudios han reportado niveles elevados de algunas isoformas de VEGF 

en el tejido y líquido sinovial, así como en suero de pacientes con AR (Cañete, 

2004; Seung-Ah et al., 2008). También se ha observado altos niveles de VEGF-A 

en el fluido sinovial de pacientes con AR en  comparación con los casos de 

osteoartritis. Los niveles de VEGF-A se han asociado con actividad de la AR, 
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particularmente durante el proceso inflamatorio de las articulaciones; así como con 

erosiones óseas al año de seguimiento. De hecho, la expresión anormal de VEGF-

A, se ha propuesto como marcador de mal pronóstico y como blanco terapéutico 

en el tratamiento de la AR (Ballara et al., 2001; Seung-Ah et al., 2008).  

En ratones knockout para VEGF se ha observado una disminución de la patología 

y del proceso angiogénico, por lo que se sugiere que la inhibición de VEGF-A está 

relacionado con la supresión del proceso inflamatorio en AR (Mould et al., 2003; 

Seung-Ah et al., 2008).       

2.3.1 Expresión y función de receptores de VEGF-A en AR 

Los miembros de la familia VEGF realizan su función en las células diana a través 

de tres receptores con actividad tirosina quinasa: a) VEGFR1 o Flt-1;    b)  

VEGFR2 o KDR y c) VEGFR3 o FLT-4, se localizan en células endoteliales y en 

otros tipos celulares (Figura 7).  La neuropilina 1 (NP-1), es un correceptor de 

VEGF-A; una interacción que regula la angiogénesis dependiente de VEGFR2 

(Seung-Ah et al., 2008; Lohela et al., 2009). 

VEGF-A se une a los receptores VEGFR1 y VEGFR2 (Figura 7). Ambos 

receptores se expresan en la mayoría de las células endoteliales 

vasculares.VEGFR1 está presente en monocitos/macrófagos y participa en la 

activación de estas células. VEGFR2, a su vez es un mediador primario de la 

proliferación de células endoteliales en respuesta a VEGF-A  (Luttun et al., 2002; 

Autiero et al., 2003; Kowanetz y Ferrara, 2006).  La señalización de VEGF a través 

de VEGFR-2 es la principal vía involucrada en la activación de la angiogénesis. 
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Además, aumenta la permeabilidad endotelial e induce la proliferación, 

supervivencia, desarrollo y migración de células endoteliales (Lohela et al., 2009). 

 

FIGURA 4.  Estructura y funciones de los receptores de VEGF. Las distintas isoformas 

del VEGF se unen en receptores específicos para mediar diversos eventos biológicos. Los 

receptores del VEGF constan principalmente de 7 dominios de inmunoglobulina (Ig) 

extracelulares, un dominio transmembrana, un dominio yuxtamembrana, 2 dominios 

tirosin-cinasa y, la región carboxiterminal. Cuando el ligando se une a su receptor, éstos 

se dimerizan y fosforilan, por lo que transducen la señal hacia el interior de la célula. 

VEGFR1 se expresa en células endoteliales y monocitos y regula la migración, 

permeabilidad celular y producción de metaloproteasas. Por su parte, VEGFR2 regula las 

actividades proliferativas, mitogénicas y la adherencia vascular. El VEGFR3 interviene en 

la linfangiogenia. TF: factor tisular. Imagen y texto tomados de Barbarroja et al., 2008. 

 

La unión de VEGF-A / VEGFR-2 provoca la dimerización del receptor y su auto 

fosforilación en varios residuos de tirosin quinasa. Así mismo,  la interacción de 

VEGF-A / VEGFR2 induce la expresión de la MMP-2 e integrina αvβ3, las cuales 

participan en la degradación de la membrana, y por lo tanto en la migración 

endotelial a través de la matriz extracelular para formar nuevos vasos (McInnes y 

Schett, 2007; Seung-Ah et al., 2008). 

La interacción entre VEGFR-1 y VEGFA estimula la producción de citocinas, tales 

como TNF, IL-6, MCP-1 e IL-8, las cuales son esenciales en la perpetuación de la 
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inflamación crónica en las articulaciones (Seung-Ah et al., 2008). Esta interacción 

también induce la activación de macrófagos, la movilización celular desde la 

médula ósea a la articulación (McInnes y Schett, 2011). 

Se ha registrado que NP-1 es el principal receptor de VEGF-A en sinoviocitos de 

pacientes con AR, cuando no se expresa VEGFR-1 ni VEGFR2 y que tiene una 

expresión elevada en la capa de revestimiento, leucocitos infiltrantes y células 

endoteliales de la membrana sinovial. Por lo que, NP-1 parece desempeñar un 

papel crítico en el mantenimiento de la supervivencia de sinoviocitos en AR. Los 

niveles elevados de expresión de VEGFR-1 también han sido correlacionados con 

la velocidad de sedimentación de eritrocitos, mismo que es un marcador de AR 

activa (Seung-Ah et al., 2008). 

 
2.3.2 SNPs en el gen VEGF-A: -2578C/A, -1154G/A y -634G/C 

El gen VEGF-A es un locus altamente polimórfico ya que contiene cientos de 

SNPs. Algunos estudios han reportado una asociación entre diversos SNPs 

localizados en la región promotora de VEGF con susceptibilidad para desarrollar 

enfermedades en donde la angiogénesis es crucial en su fisiopatología, incluyendo 

cáncer, diabetes, preclamsia, AR, etc. (Awata et al., 2002; Lin et al., 2003; Luizon 

et al., 2012; Zhang et al., 2013). Los tres SNPs de VEGF-A mejor estudiados se 

localizan en la región promotora y son: -1154G/A (rs1570360), -2578 C/A 

(rs699947) y -634 G/C (rs2010963) (Han et al., 2004; Nam et al., 2005; Chen et 

al., 2012; Paradowska-Gorycka et al., 2016).  

En un estudio in vitro realizado para evaluar la producción de VEGF-A empleando 

como modelo de estudio la línea celular de cáncer de mama humano MCF-7, se 
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observó que la presencian de los SNPs -1154G/A y -634G/C aumenta la actividad 

del promotor un 71% (Stevens et al., 2003). En cáncer de próstata se ha 

observado que el alelo A del SNP -1154 G/A confiere protección para la 

enfermedad y el genotipo AA se asocia con una disminución en los niveles de 

expresión del gen. Así mismo, aunado al polimorfismo -634G/C, los SNPs -

2578G/A y -1154G/A de VEG-A también se han asociado con los niveles 

circulantes de su proteína y con la actividad de la enfermedad. Recientemente, 

también se reportó que los SNPs -1154 G/A y -2578C/A están asociados con 

susceptibilidad para desarrollar AR (Paradowska-Gorycka et al., 2016). 

La relación entre los SNPs de VEGF-A y la susceptibilidad a desarrollar AR se ha 

documentado en diversas poblaciones, incluyendo la coreana (Han et al., 2004), 

China (Zhang et al., 2013) y rusa (Konenkov et al., 2013), así como en población 

inglesa, dónde solo la variante -2578C/A mostró asociación con la actividad de la 

enfermedad y los niveles de VEGF-A en suero (Chen et al., 2012). Sin embargo, 

en la población española ninguno de los tres SNPs mostro asociación con 

susceptibilidad a AR (Rueda et al., 2005; Rodriguez-Rodriguez et al., 2011). 

Dado que los resultados de asociación entre los SNPs -2578C/A, -1154G/A y                 

-634G/C de VEGF-A y AR son controversiales y al no existir información sobre su 

papel en la susceptibilidad a AR en pacientes Mexicanos, realizamos un estudio 

de asociación caso-control donde se incluyeron 364 casos con AR y 323 controles 

atendidos en el Hospital Juárez de México. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

La AR representa la enfermedad reumática autoinmune más prevalente en 

adultos en las diversas poblaciones, cuyo diagnóstico y tratamiento tardío 

ocasiona incapacidad del paciente, afecta su calidad de vida y puede influir en su 

sobrevida. De hecho, AR constituye una importante causa de mortalidad por 

infartos. Por lo anterior, y dado que es una enfermedad crónica, su atención tiene 

un elevado costo socioeconómico tanto para las familias como para el país. 

Aunque la etiología de la enfermedad aún no se conoce completamente, es claro 

que el factor genético juega un papel fundamental en la susceptibilidad para 

desarrollarla. Aún más, se ha demostrado que algunos de estos factores se 

asocian con gravedad de la enfermedad o tienen importantes implicaciones en la 

gravedad y en la respuesta terapéutica. 

Por su función en la angiogénesis, VEGF-A es un gen candidato para evaluarse 

en AR, ya que los pacientes con esta enfermedad tienen aumentado el proceso 

angiogénico en la membrana sinovial. De esta manera, conocer del papel que 

juegan los polimorfismos localizados en la región promotora del gen VEGF-A con 

susceptibilidad y gravedad en AR en la población mexicana, puede contribuir al 

entendimiento de su etiología y en un futuro posiblemente pueda ayudar en la 

identificación de nuevos blancos terapéuticos. 
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4. HIPÓTESIS 

Los   SNPs   -2578G/A, -1154G/A y -634G/C de VEGF-A se encuentran asociados 

con susceptibilidad y gravedad en pacientes con artritis reumatoide. 

 

5. OBJETIVO GENERAL 

Determinar si los SNPs -2578G/A, -1154G/A y -634G/C del gen VEGF-A están 

asociados con susceptibilidad y gravedad en una muestra de pacientes mexicanos 

con artritis reumatoide. 

 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 

 Conocer la frecuencia de los alelos y genotipos de los polimorfismos -2578G/A, 

-1154G/A y -634G/C del gen VEGF-A en una muestra de individuos mexicanos. 

 Determinar si los SNPs -2578G/A, -1154G/A y -634G/C del gen VEGF-A se 

asocian con susceptibilidad para padecer AR. 

 Determinar si haplotipos formados por los SNPs -2578G/A, -1154G/A y -

634G/C del gen VEGF-A confieren riesgo a padecer AR. 
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7. MATERIAL Y MÉTODO 

7.1 Población de estudio 

Se recolectaron 364 pacientes con AR y 323 individuos sanos y sin 

antecedentes de AR. La relación mujer: hombre, tanto en casos como controles 

fue de 9:1, respectivamente. Todos los participantes fueron mexicanos, atendidos 

en el Hospital Juárez de México (SSA) y en el Hospital Regional Adolfo López 

Mateos (ISSSTE). El protocolo se realizó bajo la aprobación de los Comités de 

Investigación, Ética y Bioseguridad de cada Hospital. 

 
 Criterios de inclusión de los casos.  

El diagnóstico de AR se estableció tomando en cuenta los criterios de 

clasificación del Colegio Americano de Reumatología 2010 y de la Liga 

Europea Contra el Reumatismo. Pacientes que se auto reconocieron como 

mexicanos y de padres y abuelos mexicanos. Los pacientes firmaron la carta 

de consentimiento informado. 

 
 Criterios de exclusión de los casos 

Se excluyeron todos los pacientes positivos para el Virus de Inmunodeficiencia 

Humana (VIH), así como para el Virus de Hepatitis B y C (VHB-C) (por razones 

de seguridad). 

A todos aquellos pacientes que fueron transfundidos en las últimas 4 semanas. 
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 Criterios de eliminación de los casos 

Las muestras de pacientes cuya calidad e integridad no fue la adecuada 

para el estudio.  

A todos los pacientes que decidieron retirarse del protocolo. 

 
 Criterios de inclusión de los controles 

Individuos que no tuvieron antecedentes de enfermedades crónicas 

inflamatorias, alérgicas, hipertensión, aterosclerosis, asma, infarto agudo al 

miocardio, tumores líquidos-sólidos, diabetes tipo 2, etc. 

Fueron mayores de 40 años y menores de 65, no importando el género 

(aunque principalmente se captaron mujeres). 

Individuos que firmaron la carta de consentimiento informado.  

  
 Criterios de exclusión de los controles 

 Controles positivos para el VIH, así como para VHB-C (por razones de 

seguridad). Individuos que fueron transfundidos en las últimas 4 semanas. 

 

 Criterios de eliminación de los controles 

 Las muestras de controles cuya calidad e integridad no fue la adecuada para el 

estudio.  

 A todos los controles que decidieron retirarse del protocolo. 
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7.2 Recolección de muestras 

Los médicos Reumatólogos  informaron a cada paciente sobre los objetivos 

del protocolo, una vez que  aceptaron participar en el proyecto, se procedió a 

firmar la carta de consentimiento informado. Posteriormente, de cada participante 

se tomaron 5 ml de sangre periférica (por punción venosa) en tubos con EDTA 

como anticoagulante. Por otro lado, las muestras sanguíneas de los controles 

fueron tomadas de los servicios de Banco de Sangre del Hospital Juárez de 

México con previa firma de consentimiento informado. 

 

7.3 Extracción del DNA genómico para la extracción del DNA  

 Los tubos fueron centrifugados a 2,700 revoluciones por minuto (r.p.m.) 

durante 10 minutos para realizar la separación de plasma, leucocitos y 

eritrocitos.  

 Se realizó la extracción del ADN a partir de los leucocitos con el kit Stratec 

Universal kit (STRATEC Biomedical AG, Germany) siguiendo las indicaciones 

del fabricante. 

 Se tomó la capa de leucocitos y se transfirió a un tubo estéril de 50 mL, se 

colocaron 15 mL de buffer de lisis de eritrocitos (EL), se agitó en vórtex por 30 

s y se incubó en hielo por 10 minutos. Posteriormente se  centrifugó a 3000 

rpm por 15 min y se eliminó el sobrenadante por decantación. Para eliminar a 

todos los eritrocitos, se realizó un segundo lavado con  buffer EL (7.5 ml), con 

una agitación previa para  disolver el paquete celular y romper los eritrocitos 

presentes. Después de la centrifugar a 3000 rpm por 15 min, se eliminó el 
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sobrenadante, dejando en el tubo 500ul de buffer para disolver el paquete 

celular. . Enseguida, se procedió a colocar 30 l de proteinasa K con 3 ml de 

buffer de lisis (HL), se agitó durante 1 minuto y se  incubó durante 10 minutos a 

60 °C en un baño maría.  

 A continuación se colocaron 3 ml de buffer de precipitación y se homogenizó 

perfectamente, se centrifugó la muestra a 4700 rpm. / 8 minutos, se retiró el 

sobrenadante con pipeta automática.  

 Para la precipitación, se agregaron 3 ml de alcohol al 70%, la mezcla se agitó 

en vórtex, se centrifugó a 4700 rpm. / 7 minutos y se decantó sin tirar la pastilla 

formada.   

 Se dejó secar el DNA (pastilla) por 30 minutos, se agregaron 600 l de buffer U 

e incubó durante 10 minutos a 60 °C, con agitación constante.  

 El DNA se cuantificó en el equipo NanoDrop 1000-ND. Las muestras que 

presentaron valores de 260/280 nm iguales o mayores a 1.8 fueron 

considerados para el estudio 

 Posteriormente, se realizaron diluciones de cada una de las muestras en una 

concentración final de 5 ng/µL (concentración adecuada para la 

genotipificación de cada polimorfismo). 

 Las muestras fueron distribuidas en placas de 96 pozos separando los casos 

(n=364) y controles (n=323). En cada pozo se agregó una muestra de 3 µL de 

DNA (15 ng totales) y se almacenó hasta su uso. La localización de las 

muestras siempre fue la misma para cada una de las placas.  
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7.4 Discriminación alélica, técnica de 5´exonucleasa (TaqMan) 

La discriminación de los dos alelos de cada SNP de VEGF-A fueron evaluados 

mediante el uso de sondas TaqMan (Tabla 3) y con la técnica de 5´exonucleasa 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).  

TABLA 3. Características de los SNPs de VEGF-A analizados en este estudio.  

Posición del 
SNP en el gen 

ID de SNP 
(Rs) 

Región en 
el gen 

Secuencia 

-2578 C/A rs699947 Promotor AGCTGTAGGCCAGACCCTGGCA[A/C]GATCT 

 -1154 G/A rs1570360  Promotor CCCGAGCCGCGTGTGGA[A/G]GGGCTGAGG 

 -634 G/C rs2010963  Promotor GCGGGCGTGCGAGCAGCGAAAG[C/G]GACA 

 

Esta herramienta emplea sondas fluorescentes para el análisis de cada alelo de 

los SNPs; cada sonda es específica para un alelo. Las sondas sólo hibridan con la 

secuencia blanco si existe complementariedad perfecta de nucleótidos. Así, la 

sonda 100% complementaria a su secuencia blanco (donde se localiza el alelo del 

SNP a evaluarse) se une de manera específica a ella. Al inicio de la reacción de 

amplificación, se unen primero las sondas  debido a su Tm mayor en comparación 

con el par de primers que iniciarán la reacción de amplificación de la región que 

rodea al SNP. Una vez unidos los primers y  la sonda, la ampliTaq Gold inicia con 

la replicación del DNA y al llegar a la región de la sonda, la ampliTaq Gold (por su 

actividad DNA exonucleasa comienza degradar la sonda, liberando así la 

fluorescencia de VIC o FAM según sea el caso. La fluorescencia es leída con un 

scanner del equipo CFX96 Real Time Systems de BioRad. 



 
42 

7.4.1 Preparación de la master mix 

 Se realizó una mezcla de reacción para cada muestra, la cual contenía: 2.435 

l de agua libre de DNAsas; 0.065 l de sondas para cada SNP y el par de 

primer; así como 2.5 l del mix que contiene DNA polimerasa ampliTaq Gold, 

Mg2Cl, dNTPs y buffer.  

 Posteriormente, se agregaron 5 l de mezcla de reacción en cada pozo de las 

placas. 

 Se colocaron las placas en el equipo de tiempo real, bajo el siguiente 

programa:  

 Pre-PCR: 1 ciclo: 2 min a 50°C (temperatura a la cual se retira el anticuerpo 

unido a la enzima) y 10 min a 95 °C 

 PCR: 40 ciclos: 15 seg a 95 °C y 1 min a 60°C 

 Post-PCR: infinito a 4°C 

 Una vez finalizado los ciclos de PCR se procedió a leer la fluorescencia emitida 

empleándose el software BioRad CFX96 manager. 

7.5 Validación de los SNPs de VEGF-A mediante secuenciación 

La genotipificación de los 3 SNPs de VEGF-A mediante sondas TaqMan fue 

validada mediante secuenciación automática en muestras con genotipos 

conocidos. Para esto, inicialmente se estandarizaron las condiciones de PCR con 

un par de oligos específicos para cada una de las regiones donde se localizaban 

los SNPs (Tabla 4). Posteriormente, se observó el producto de PCR en un gel de 

agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio (Figura 8), se purificaron los productos 

de PCR y posteriormente con el kit BigDye Terminator de Applied Biosystems se 

analizó la secuencia de cada nucleótido. El procedimiento se muestra a 

continuación. 
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TABLA 4. Diseño de oligos para el análisis de los SNPs evaluados 

SNP  Id Oligo Secuencia 5´3´ Tm 
Longitud del 

amplicón 

-634G/C 
P1 Foward 5’GAGCTCCAGAGAGAAGTCGAGG3 

62 °C 190 bp 
P1 Reverse 5’GGTGTCTGTCTGTCTGTCCGTC3’ 

-1154G/A  
P2 Foward 5’GGCGGATGGGTAATTTTCAGG3’ 

61 °C 350 bp 
P2 Reverse 5’CGCTGACCGGTCCACCTA3’ 

-2578C/A 
P3 Foward 5’GAGCGTTTTGGTTAAATTGAGG3’ 

61 °C 289 bp 
P3 Reverse 5’TTCCTCCAACTCTCCACATCTT3’ 

Tm: temperatura de alineación 

 

 
 

FIGURA 8. Visualización de los productos obtenidos, tras la estandarización de las 
condiciones de PCR para cada una de los tres SNPs. Las muestras se corrieron en geles 
de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio. A) SNP -634G/C. Se analizaron 6 
muestras de las cuales cinco contenían DNA de pacientes diagnosticados con AR (C+) y 1 
muestra cuyo volumen de DNA fue sustituido por agua (C-). En el primer pozo se empleó 
un marcador de tamaño molecular para determinar el tamaño de los amplicones (190 bp). 
B) SNP -2578C/A. Se emplearon 3 muestras, las dos primeras contenían DNA de 

pacientes con AR (C+) y la última carecía de material genético (C-); mediante un 
marcador de tamaño molecular de determinó el tamaño de los amplicones (289 bp). C) 
SNP -1154G/A. En el primer carril se colocó un marcador de peso molecular para 
determinar el tamaño de las cuatro muestras: tres pacientes (C+) y un control negativo (C-
). El tamaño de los amplicones analizados fue de 350 bp.  
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 Para la reacción de PCR se emplearon 60 ng/l de DNA genómico, Mg2Cl 2.5 

l, buffer 2.5 l, dNTPs 0.4 l, primer foward 0,2 l, primer reverse 0.2 l, 

DMSO 1.0 l, agua 15.09 l, AmpliTaq Gold 0.11 l). Las  condiciones de PCR 

incluyeron un  ciclo de 2 min a 50°C y 10 min a 95 °C;  

 35 ciclos de 35 segundos a 94°C (desnaturalización del DNA), 30 segundos a 

58°C (alineación de primers al DNA) y 35 segundos a 72°C (extensión) y  un 

ciclo de 5 minutos a 72°C como extensión final del templado. 

 Los productos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% teñido 

con bromuro de etidio. Las bandas de DNA fueron visualizadas con un 

transiluminador de Applied Biosystem. Después, se cuantificó el producto y se 

registró el nivel de pureza de las muestras.  

7.5.1 Purificación de los productos de PCR  

 Los productos de PCR se purificaron utilizando el kit Quiagen bajo las 

especificaciones del proveedor (QIAquick Spin Handbook):                                                                                                                                                                                                                                                                                          

 Se agregaron 5 volúmenes (200 l) de buffer PB a un volumen de 40 l del 

producto de PCR. Las muestras se transfirieron en una columna de purificación 

QIAquick, la cual se encontró colocada en un tubo eppendorf de 2 ml. 

Posteriormente se incubó durante 3 min a temperatura ambiente y se 

centrifugó a 13000 rpm. / 1 min. 

 Se decantó el sobrenadante, se volvió a colocar la columna al tubo eppendorf y 

se agregaron 750 ml de buffer PE. Posteriormente se procedió a centrifugar a 

13000 rpm. / 1 min (este procedimiento se realizó 2 veces). 
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 Se colocó la columna en un tubo nuevo de 2 ml y se agregaron 30 ml de buffer 

TE1X, se dejó incubar por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugó 

13000 rpm. / 1 min 

 Finalmente, el DNA se cuantificó con el equipo NanoDrop 1000-ND, se 

realizaron diluciones a 10 ng/l, cantidad requerida para la secuenciación de 

los amplicones. La secuenciación del ADN se realizó a través de la 

secuenciación capilar y mediante BigDye Terminator, siguiendo las 

especificaciones del proveedor (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 

7.6 Estimación del tamaño de muestra y poder estadístico del 

estudio 

Para estimar el poder estadístico del estudio se consideró la prevalencia de AR en 

México (1.6%), así como las frecuencias de los SNPs de interés reportadas en la 

población mexicana. El programa empleado fue el QUANTO 

(http://hydra.usc.edu/gxe). El tamaño de muestra requerida para alcanzar un poder 

estadístico del 80% del estudio fue de 320 casos y 320 controles.  

 

7.7 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 que 0.05 en los genotipos y alelos de los controles se consideraron estar 

en desequilibrio de HW. 
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7.8 Análisis de asociación entre casos y controles 

La razón de momios (OR), intervalos de confianza (IC 95 %) y valores de p fueron 

calculados mediante el programa Epidat V. 3.1 (http://dxsp.sergas.es), tomando en 

cuenta  las frecuencias de los genotipos y de los alelos tanto de los casos como 

controles (tablas de contingencia de 3X2 y 2X2, respectivamente), empleando la 

prueba de X2. El análisis de haplotipos y desequilibrio de ligamento (LD) se 

analizaron mediante el programa Haploview 4.2. 
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8. RESULTADOS 

8.1 Población analizada 

Este estudio incluyó 364 individuos diagnosticados con AR, de los cuales 332 

(91%) fueron mujeres y32 (9%) fueron hombres. Además, se incluyeron 323 

controles, de ellos, 277 (86%) fueron mujeres y 46 (14%) hombres. La edad 

promedio en ambos grupos fue de 52 años, con una desviación estándar de ± 13 para los 

pacientes y ± 8 en los controles (FIGURA 9). 

Con respecto al origen étnico, la población analizada fue muy heterogénea. El 

grupo de casos estuvo conformado por pacientes provenientes de 21 entidades de 

la república mexicana; mientras que el grupo control fueron pacientes procedentes 

de 17 estados. Sin embargo, en ambos grupos, la mayoría de las personas fueron 

oriundas de la Ciudad de México (59% y 58%, respectivamente) (FIGURA 10).  

 

FIGURA 5. Distribución por géneros de la población analizada. Verde: género 

masculino; azul: género femenino.  
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Figura 6. Distribución geográfica de los individuos analizados. La muestra poblacional analizada en su mayoría estuvo 

constituida por individuos procedentes de la CDMX, el Estado de México (Edo. Mex) y el estado de Hidalgo. En total participaron 

individuos procedentes de 24 entidades. 
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8.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg 

Se realizó en análisis para los tres SNPs, tanto en la población general (que 

incluye mujeres y hombres), como por género. El análisis de EHW reveló que sólo 

el SNP -634 G/C no cumplió con el E-HW tanto en casos como controles.  

8.2.1 SNP -2578 C/A 

El análisis del SNP -2578 C/A mostró que el alelo A está presente en el 38% de los 

casos de AR y en el 39% de los controles, por lo que no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas (OR=0.98; IC 95%= 0.79-1.22, P=0.891), e incluso 

aún después de estratificar por género (OR=0.99; IC95%=0.78-1.25, P=099)  

(Tablas 5  y 6).  El análisis bajo los modelos dominante, recesivo y aditivo no 

mostró diferencias estadísticamente significativas entre casos y controles. En 

casos y controles, los individuos heterocigotos CA fueron los de mayor frecuencia, 

esto se presentó en la población general y aún después de la estratificación por 

género femenino (Tabla 6). No se incluyó el análisis de la población masculina 

debido al bajo número de casos y controles.  

TABLA 5. Frecuencias de genotipos y alelos del SNP -2578C/A en casos con AR y 
controles. 

Genotipos / Alelos 

(rs699947) 

Controles (318) 

 n (%) 

AR (359)    

  n (%) 

OR 95 % IC Valor P 

CC 122 (38%) 136 (38%) - - - 

CA 147 (46%) 172 (48%) - - - 

AA 49 (16%) 51 (14%) 0.93 0.58-1.48 0.770 

C 391 (61%) 444 (62%) - - - 

A 245 (39%) 274 (38%) 0.98 0.79-1.22 0.891 
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TABLA 6. Frecuencias de genotipos y alelos del SNP -2578C/A de VEGF-A en 

población femenina con AR y controles.  

Genotipos / Alelos 

(rs699947)  

Controles (272)  

n (%) 

AR (327)     

 n (%) 

OR 95 % IC Valor P 

CC 103 (38%) 121 (37%) - - - 

CA 125 (46%) 157 (48%) 1.06 0.75-1.52 0.71 

AA 44 (16%) 49 (15%) - - - 
 

C 

 

331 (61%) 

 

399 (61%) 

 

- 

 

- 

 

- 

A 213 (39%) 255 (39%) 0.99 0.78-1.25 0.99 

 

 

8.2.2 SNP -1154 G/A 

La distribución de genotipos y alelos de este SNP en casos y controles tanto en la 

población total como después de la estratificación por género no reveló diferencias 

estadísticamente significativas (Tabla 7 y 8 respectivamente). 

TABLA 7. Frecuencias de genotipos y alelos obtenidos del SNP -1154G/A en 

VEGF-A en casos con AR y controles. 

Genotipos / Alelos 

(rs1570360) 

Controles (300) 

n (%) 

AR (356)     

n (%) 

OR 95 % IC Valor P 

GG 170 (57%) 225 (63%) - - - 

GA 103 (34%) 106 (30%) - - - 

AA 27 (9%) 25 (7%) 0.778 0.55-1.08 0.142 

G 443 (74%) 556 (78%) - - - 

A 157 (26%) 156 (22%) 0.792 0.61-1.02 0.071 
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TABLA 8. Frecuencias de genotipos y alelos del SNP -1154G/A en VEGF-A en 

población femenina. 

Genotipos / Alelos 

(rs1570360) 

Controles (256)  

n (%) 

AR (326)     

n (%) 

OR 95 % IC Valor P 

GG 143 (56%) 201 (62%) - - - 

GA 87 (34%) 102 (31%) - - - 

AA 26 (10%) 23 (7%) 0.063 0.34-1.14 0.128 

G 373 (73%) 504 (77%) - - - 

A 139 (27%) 148 (23%) 0.788 0.60-1.03 0.080 

 

8.2.3 SNP -634 G/C 

Respecto SNP -634 G/C, la distribución de alelos fue similar entre el grupo de 

pacientes e individuos sanos (p=0.733). Sin embargo, se observaron diferencias 

en la frecuencia de los genotipos entre ambos grupos (p=0.003). Es de hacer 

notar que la frecuencia del genotipo heterocigoto GC en casos (53%) fue mayor 

que en los controles (42%) (OR=1.97; IC95%=1.24-3.12; P=0.003) (Tabla 9). Este 

resultado se repitió después del análisis de la población femenina (OR=1.86; 

IC95%=1.145-3.012; P=0.011) (Tabla 10).  

TABLA 9. Frecuencias de genotipos y alelos del SNP -634 G/C de VEGF-A en la 
población general. 

Genotipos / Alelos 

(rs2010963) 

Controles (310) 

n (%) 

AR (353)     

n (%) 

OR 95 % IC Valor P 

GG 125 (40%) 126 (36%) - - - 

GC 129 (42%) 186 (53%) 1.97 1.24-3.12 0.003 

CC 56 (18%) 41 (11%) - - - 

G 379 (61%) 438 (62%) - - - 

C 241 (39%) 268 (38%) 0.96 0.77-1.20 0.733 
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TABLA 10. Frecuencias de genotipos y alelos del SNP -634 G/C de VEGF-A en la 

población femenina.  

Genotipos / Alelos 

(rs2010963) 

Controles (270) 

n (%) 

AR (323)     

n (%) 

OR 95 % IC Valor P 

GG 108 (40%) 117 (36%) - - - 

GC 113 (42%) 167 (52%) 1.86 1.14-3.01 0.011 

CC 49 (18%) 39 (12%) - - - 

G 329 (61%) 401 (62%) 
- - - 

C 211 (39%) 245 (38%) 0.95 0.75-1.20 0.69 

 

8.3 Análisis de secuenciación 

Para la validación de los datos de genotipificación con sondas TaqMan se 

seleccionaron muestras de cada genotipo de los tres SNPs analizados. Se realizó 

el proceso de PCR, posteriormente se observaron los productos en un gel de 

agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio (Figura 11) y se cuantificaron (Tabla 

11).  

 
FIGURA 11. Productos de PCR obtenidos para el análisis de los SNPs de VEGF-A. 

Electroforesis en gel de agarosa al 2%, teñido con bromuro de etidio. PM: Marcador de 

peso molecular de 100 pares de bases. Se aprecian 12 amplicones, cuatro por SNPs: -

634 G/C (carril 1-4), -1154 G/A (carril 5-8) y -2578 C/A (carril 9-12). 
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Tabla 11. Cuantificación de las diferentes muestras y valores de pureza obtenidos. 

SNP 1: -634 G/C; SNP 2: -1154 G/A; SNP 3: -2578 C/A. 

Muestra [ng/l] 260/280 260/230 Muestra [ng/l] 260/280 260/230 

SNP1_9 31.8 1.74 2 SNP2_104 26.1 1.64 1.5 

SNP1_10 34.63 1.73 1.8 SNP2_174 44 1.75 1.82 

SNP1_22 34.53 1.71 1.63 SNP3_2 43 1.73 1.9 

SNP1_52 35.73 1.61 1.73 SNP3_172 23.02 1.67 1.7 

SNP2_10 34.63 1.73 1.8 SNP3_174 18.5 1.75 1.7 

SNP2_61 42.27 1.73 1.82 SNP3_178 20.62 1.67 1.7 

 

Considerando que el SNP -634 G/C de VEGF-A fue el único que presentó 

asociación con AR, sólo se muestran los electroferogramas derivados de este 

estudio (Figura 12). Los genotipos obtenidos mediante secuenciación 

automatizada coincidieron con lo que se habían obtenido previamente mediante 

Sondas TaqMan. 

 

Figura 12. Electroferograma del análisis del SNP -634 G/C. a) homocigoto GG, b) 

heterocigoto GC, c) homocigoto CC. 

 



 
54 

8.4 Análisis de haplotipos y LD 

El análisis de haplotipos con los tres SNP de VEGF-A (-2578 C/A, -1154 G/A, -634 

G/C) mostró cuatro haplotipos (Figura 13), pero ninguno de ellos presentó 

evidencia de asociación genética con AR, obteniendo valores de P>0.05. 

Por otra parte, el análisis de LD de los 3 SNP analizados de VEGF-A, mostraron 

un alto LD entre ellos (Figura 14), existiendo un LD=91 (valores mostrados en r2) 

entre los SNP -2578 C/A y -634G/C, siendo este último, el SNP que presentó 

asociación genética con AR en el análisis realizado con la población general 

(OR=1.96; IC95%=1.242-3.123; P=0.003)  y por mujeres (OR=1.85; IC95%=1.145-

3.012; P=0.011). En el análisis de estratificación por género, no existió evidencia 

de asociación genética con los haplotipos obtenidos; y no hay presencia de LD 

entre los marcadores (Datos no mostrados). 

 

Figura 13. Haplotipos formados por los tres SNPs de VEGFA. 

 

 

 

 

Figura 14. Plot de desequilibrio de 

ligamiento ente los SNP de VEGF-A. Los 

valores de LD fueron medidos con r2. La 

intensidad del color correlaciona con el 

nivel de ligamiento entre los marcadores. 
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9. DISCUSIÓN 

La AR se caracteriza por presentar inflamación de la membrana sinovial de las 

articulaciones con movimiento, siendo la entidad inflamatoria articular más 

frecuente en adultos (Mendoza-Vázquez et al., 2013). Diversos SNPs funcionales 

localizados en genes codificantes y no codificantes de proteínas han sido 

analizados en diferentes poblaciones con AR en busca de marcadores de 

susceptibilidad, gravedad o protección (Rodriguez-Elias et al., 2016). En nuestro 

estudio, se evaluaron 3 SNPs localizados en el promotor de VEGF-A, los 

resultados indican que los polimorfismos -2578 C/A y -1154G/A de VEGF-A no 

están asociados con AR. A su vez, el SNP -634 G/C de VEGF-A se asoció con 

susceptibilidad para AR, tanto en la población general como en mujeres. Nuestros 

hallazgos son discordantes con las observaciones descritas en la población China, 

caucásica y polaca pero concuerdan con los estudios realizados en población 

coreana y española. de 697 controles y 329 de casos de la población China, 

Zhang y cols. mostraron que el SNP -2578 C/A protege para AR en pacientes de 

edad avanzada y con anti-PCC negativo (Zhang et al., 2013).  

En otro estudio realizado en pacientes caucásicos con AR, se reportó que el 

genotipo AA del SNP -2578 C/A de VEGF-A se asoció con bajos niveles 

serológicos de VEGF-A en pacientes que nunca habían fumado (Chen et al., 

2012). Resultados similares a los nuestros fueron obtenidos cuando se analizaron 

las variantes genéticas -2578 C/A, -1154 G/A y -634 G/C en pacientes Coreanos 

con AR (Han et al., 2004). Por su parte, el estudio realizado en población Española 

mostró que al igual que en nuestro estudio, el SNPs -1154 G/A no confirieron 
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susceptibilidad para desarrollar AR (Rueda et al., 2005). Sin embargo nuestras 

observaciones respecto al polimorfismo -634 G/C difieren, ya que mientas que 

ellos no reportan asociación con AR, en el presente trabajo se encontró que esta 

variante podría ser un factor de riesgo para ésta en la población mexicana.  

A diferencia de nuestros resultados, mismos que son similares a los reportados en 

población española y coreana,  el polimorfismo -1154 G/A de VEGF-A ha sido 

asociado con susceptibilidad para desarrollar AR bajo un modelo genético 

dominante (GG vs AA OR 1.37; 95% CI 1.08 a 1.75, p = 0.010) (Paradowska-

Gorycka et al., 2016).  

Por otro lado, el SNP -634 G/C de VEGF-A se asoció con susceptibilidad para 

desarrollar AR en las mujeres mexicanas (OR=1.86; P=0.011). Este es el primer 

estudio en vincular este SNP con susceptibilidad de AR, y aunque el resultado 

debe tomarse con precaución, debido a que las frecuencias genotípicas obtenidas 

no cumplieron con el E-HW en los controles se ha reportado que el SNP -634 G/C 

es funcional. Lambrechts y cols., reportaron que el -634G/C  afecta la secuencia 

nucleótidos del sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) tipo B, el cual está 

implicado en la regulación de la traducción (Lambrechts et al., 2003). Estos 

autores analizaron la estructura secundaria de la región 5'UTR de VEGF-A en 

presencia del SNP -634 G/C, y observaron que este modifica la región rio arriba 

del codón CUG, la cual representa la zona central de la actividad de  IRES-B. 

Además, debido a que el polimorfismo -634 G/C se encuentra cercano del codón 

de inicio alternativo de la traducción (CUG), éste podría ser influenciado por esta 

variante. Por lo que se sugiere que el alelo -634G altera la regulación de la 
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traducción de VEGF-A dependiente de IRES (Lambrechts et al., 2003). Si bien la 

presencia del alelo -634G afecta la traducción de VEGF-L, mediante la 

disminución de la actividad de IRES-B, ésto podría inducir la expresión continua 

de otras isoformas, como VEGF-A165aa bajo condiciones de hipoxia, lo que 

concuerda con el registro de niveles elevados de VEGF-A en pruebas serológicas 

y de fluido sinovial de pacientes con AR (Cañete, 2004; Seung-Ah et al., 2008; 

Paradowska-Gorycka et al., 2016).  

En la población mexicana, el polimorfismo -634 G/C ha sido analizado en 

pacientes con preeclamsia y las frecuencias reportadas en dicho estudio difieren 

para el grupo control (GG: 33 vs 40; GC: 55 vs 42; CC: 12 vs 18) pero son muy 

similares en pacientes (GG: 33 vs 36; GC: 52 vs 53; CC: 15 vs 12) (Garza-Veloz et 

al., 2011).  

Cabe mencionar que nuestros hallazgos de asociación pueden estar influenciados 

por el hecho de que el SNP -634G/C no se encontró en E-HW en los grupos 

evaluados, lo cual posiblemente se deba a un sesgo en la selección de la muestra. 

Los sesgos de selección son errores sistemáticos que pueden ser originados por 

el mismo investigador o ser el resultado de relaciones complejas en la población 

en estudio que pueden no ser evidentes para el investigador y pasar 

desapercibidas. Es necesario acentuar que la composición ancestral mexicana 

presenta diferencias genéticas regionales, debido al proceso de mestizaje (Silva-

Zolezzi et al., 2009); principalmente entre linajes indígenas y europeos, pero 

también de origen africano a raíz del intercambio de esclavos. A diferencia de 

otras regiones del mundo donde el colonialismo europeo dio lugar a una 
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disminución significativa de la población nativa, en México, la población indígena 

contribuyó en grandes proporciones al proceso de mestizaje, y actualmente 

constituye un segmento importante del total de habitantes (Lopez-Beltran y 

Deister, 2013; Moreno y Sandoval, 2013); incluso esta variabilidad genética, se 

asocia con una mayor prevalencia de la AR en la región sureste de México. De 

hecho, la prevalencia de la AR en el estado de Yucatán es mayor y sus habitantes 

presentan cinco veces más probabilidad de desarrollar la enfermedad, comparado 

con otras regiones del resto de la República Mexicana. Se ha propuesto que la 

ancestria Amerindia, en particular el asociado al complejo principal de 

histocompatibilidad clase II, es un factor de riesgo para AR (Lopez Herrera et al., 

2013). 

La variabilidad ancestral podría ser la responsable de que nuestro grupo control 

para la población general y mujeres no cumpla con el parámetro del E-HW, debido 

a que nuestro grupo está constituido por personas procedentes de distintas 

regiones de la república mexicana, afectando de esta forma la frecuencias 

genotípicas esperadas, por lo que sería necesario realizar una selección más 

estricta de acuerdo a la procedencia regional de los participantes, esto con el fin 

de asegurar que nuestros grupos de análisis estén constituidos por individuos 

procedentes de los mismos estados. 

Por otro lado, las asociaciones dependientes de género han sido reportadas 

consistentemente en EA. Se propone al género como una variable “ambiental” 

entre hombres y mujeres, cuyo factor puede interaccionar con diversos genotipos 

al igual que otros factores ambientales, sin embargo, dependiendo del genero 

pueden causar susceptibilidad o protección a enfermedades (Ober et al., 2008). 
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El análisis de haplotipos y LD de los 3 SNP analizados de VEGF-A en la muestra 

general (la cual incluye mujeres y hombre con AR, así como mujeres y hombres en 

el grupo control), mostraron tener un alto LD entre ellos; SNP  -2578 C/A y -634 

G/C (Figura 10), siendo este último, el polimorfismo que presentó asociación 

genética con AR en el estudio realizado con la población general y por género 

(mujeres); además de reportarse que afecta la regulación del inicio de la 

traducción del VEGF-A (Lambrechts et al., 2003).  Nuestros hallazgos no 

descartan la posibilidad de que estas variantes estén asociadas con algún rasgo 

clínico o con la gravedad de la enfermedad. Para determinar si estas variantes son 

factores modificadores de la AR, se debe hacer un estudio detallado que incluya la 

recopilación de datos clínicos como tiempo de evolución de la enfermedad, 

número de articulaciones afectadas, positividad a proteína C reactiva, a 

anticuerpos anticitrulinados, etc. Además, dada la contribución de VEGF-A en la 

angiogénesis, evaluar este fenómeno en los pacientes y determinar su asociación 

con las variantes estudiadas, podría incrementar nuestro conocimiento sobre el 

papel de este gen en la enfermedad. 

Por otra parte, se observó mayor frecuencia de población femenina afectada (9 

mujeres por hombre afectado) esto comparado con datos registrados, 2 a 3 

mujeres por cada varón (Kurko et al., 2013; McInnes y Schett, 2011); posiblemente 

el aumento de población femenina con AR observada en este estudio se origine 

por la etiología multifactorial de la enfermedad, lo cual, limita su diagnóstico 

oportuno y que el paciente desconozca su padecimiento, específicamente en el 

caso de las mujeres cuyo diagnóstico se complica debido a los múltiples cambios 

hormonales que presentan. 
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En resumen, se analizaron tres SNPs localizados en el gen VEGF-A, los 

polimorfismos -2578C/A y el -1154 G/A, no mostraron asociación con AR, mientras 

el polimorfismo -634 G/C se asoció con susceptibilidad para desarrollar AR. Sin 

embargo, es necesario realizar más estudios para confirmar estos datos, los 

cuales deben fortalecer la importancia de las variantes genéticas de VEGF-A con 

susceptibilidad o protección para AR en nuestra población. Es importante 

mencionar que, aunque la principal función de VEGF-A es regular procesos 

angiogénicos, no fue posible evaluar este rasgo en biopsias de pacientes con AR, 

para determinar el papel de las tres variantes analizadas y angiogénesis en la 

membrana sinovial de pacientes con AR. La identificación de los factores 

genéticos que participan en la etiología de la enfermedad podría contribuir al 

desarrollo de nuevas dianas terapéuticas y mejoras en la prevención de la 

enfermedad.  
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10.  CONCLUSIONES 

 Encontramos mayor frecuencia de mujeres afectadas con AR en comparación 

con los varones 91 % vs 9 %, respectivamente.  

 Los genotipos de los SNPs -2578 C/A y -1154 G/A se encontraron en E-HW. 

 Los SNPs -2578 C/A y -1154 G/A de VEGF-A no mostraron asociación con AR 

en la población mexicana. Sin embargo, ésto no descarta que los 

alelos/genotipos de este polimorfismo puedan estar asociados con rasgos 

clínicos no evaluados en este estudio. 

 EL SNP -634 G/C se asoció con susceptibilidad en la población general y en 

mujeres con AR. 

 

11.  PERSPECTIVAS 

 Aumentar el tamaño de muestra de pacientes con AR y controles (n=600). 

 Aumentar el tamaño de muestra de hombres para ambos grupos.  

 Considerar la variabilidad genética regional presente en México con el fin de 

ajustar los criterios de inclusión para el correcto diseño y análisis de estudios 

de asociación. 

 Evaluar el efecto funcional de los alelos de los SNPs -634 G/C y -1154 G/A. 

 Analizar si los pacientes portadores del genotipo GC del SNP -634 G/C 

presentan niveles elevados de la proteína en la membrana sinovial. 
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