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DESCRIPCION
Método de diagndstico de pacientes con artritis reumatoide
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se enmarca en el campo de la Medicina y en concreto, en el ambito
de los métodos de diagndstico de enfermedades autoinmunes, como es el caso de la artritis
reumatoide. La presente invencidon provee de nuevos biomarcadores en sangre que
permiten la deteccién precoz y el diagnodstico de la artritis reumatoide, asi como el

prondstico de la progresion de la enfermedad a formas mas severas de la misma.
ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La artritis reumatoide (AR) es un trastorno inflamatorio sistémico cronico que causa dafio
articular grave, discapacidad, deterioro de la calidad de vida, provoca elevados costes socio-
sanitarios y se asocia con una elevada mortalidad ). La prevalencia de la AR oscila entre el
0,5-1% de la poblacion, afecta a unas 240.000 personas en Espafa y cada afo se

diagnostican 20.000 nuevos casos.

El diagndstico precoz y el tratamiento adecuado con farmacos antirreumaticos modificadores

de la enfermedad (FAME) son importantes para prevenir el dafio articular y la discapacidad.

Sin embargo, en pacientes con enfermedad temprana, las manifestaciones articulares
suelen ser dificiles de distinguir de otras formas de poliartritis inflamatoria. Los signos
inequivocos de AR, como erosiones articulares o deformidades y otras manifestaciones
extra-articulares, se observan principalmente en pacientes con enfermedad de larga
duracion y mal controlada y con frecuencia estan ausentes en la presentacion inicial. Es por
ello que, los biomarcadores destinados a la deteccion, diagnostico y prondstico de la
enfermedad son fundamentales para guiar la evaluacion clinica y el manejo terapéutico de la
AR. En concreto, el diagnédstico precoz de la AR es esencial para minimizar el impacto de la

enfermedad en los pacientes.
Actualmente se han descrito los siguientes biomarcadores de diagnéstico y prondstico:

-Factor reumatoide (FR): Altos niveles de FR se relacionan con mayor riesgo de padecer

AR, pero no es especifica de AR, ya que también se ve aumentado en otras enfermedades y
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hasta en el 15% de la poblacién sana tienen titulos bajos y esta proporcion aumenta con la
edad.

-Anticuerpos contra las proteinas citrulinadas (ACPA): Estos anticuerpos, presentes en el
70-90% de pacientes con AR, son muy especificos y permiten establecer un diagnéstico
precoz. Se relacionan con una progresion mas severa de la enfermedad. Sin embargo, la
evidencia actual sugiere que no todos los individuos positivos a ACPA, incluso con otras
caracteristicas de riesgo, como sintomas, desarrollaran AR, al menos dentro del intervalo de
tiempo de los grupos estudiados. Por lo tanto, existe la posibilidad de un tratamiento
excesivo si cada ACPA positivo recibe una intervencion preventiva. Del mismo modo, cabe

la posibilidad de que un paciente con AR podria presentar ACPA negativo.

-Proteina anticarbamilada (Anti-CarP): Se pueden detectar afios antes del inicio de los
sintomas y se relacionan con cuadros mas severos de la enfermedad y estan muy

correlacionados con los anteriores.

La mayoria de los pacientes con AR sintomatica se identifican correctamente segun los
criterios actuales. Sin embargo, hay que destacar que un resultado positivo de FR en
ausencia de ACPA no es especifico de AR y que un resultado positivo de ACPA en ausencia
de FR es moderadamente especifico de AR, por lo que sdlo la coexistencia de ACPA y FR
es altamente especifico para la AR y considerablemente mas especifica que ACPA por si
sola [1]. Ademas, esta especificidad se encuentra condicionada por un contexto clinico
sugestivo de AR. En términos numéricos de especificidad, los ACPA tienen una
especificidad de entre el 87,5% y el 96,41% y FR del 85%. En cuanto a la sensibilidad,
ambos biomarcadores tienen una sensibilidad similar (~60-80%). Por tanto, los datos deben

de interpretarse con cautela.

Ademas de marcadores de diagnostico, se han descrito biomarcadores para monitorizar la
inflamacion en la AR. Se conocen con el nombre de reactantes de fase aguda y se ven

alteradas durante procesos inflamatorios como la AR: Serian los siguientes:

- La velocidad de sedimentacion globular (VSG) mide la velocidad de caida (sedimentacion)
de los eritrocitos de la sangre y permite determinar el grado de inflamacién. Sin embargo,
algunas otras afecciones, como infecciones o anemia, también pueden causar una VSG

elevada. Ademas, los niveles de VSG tienden a incrementar con el envejecimiento.
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- La proteina C reactiva (PCR) es una proteina que se encuentra en la sangre y aumenta
cuando hay una respuesta inflamatoria en el organismo, por lo que no es especifico de la
AR.

Ademas de las pruebas de laboratorio, las pruebas de imagen ayudan al diagndstico y

manejo de la AR, pero no son por si mismos definitivos en su diagndstico.

Por tanto, los biomarcadores antes descritos no son suficientes por si solos para definir la

AR y el diagndstico sigue siendo clinico.

La definicién de un caso de AR con propdsitos clasificatorios se basa en los Criterios de
Clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia/European League Against
Rheumatism (ACR/EULAR) de 2010 [2], que son los siguientes:

- Sintomas articulares: Los pacientes deben presentar sintomas articulares, como

inflamacion en las articulaciones, dolor y rigidez.

- Duracion de los sintomas: Los sintomas deben haber estado presentes durante al menos 6

semanas.

- Hallazgos de laboratorio: Se evaluan varios marcadores, incluyendo la VSG y la PCR, que
son indicadores de inflamacién. También se pueden realizar pruebas para detectar ACPA y
FR.

- Hallazgos en imagenes: Pueden incluir radiografias o estudios por imagenes que muestren

signos de dafio articular.

Segun estos criterios, la poblacion diana del tratamiento con FAMEs estaria compuesta por
aquellas personas con al menos una articulacion inflamada que no sea explicable por otro
motivo que reunen 6/10 puntos para clasificar un paciente de AR definida. Estos criterios se
utilizan para ayudar a estandarizar el diagndstico y la clasificacion de la AR en la practica

clinica y en la investigacion (Tabla 1).

Tabla 1: Criterios de clasificacion ACR/EULAR 2010 de artritis reumatoide.

VARIABLES Puntos

A- Afectacion articular

1 articulacion grande 0
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2- 10 articulaciones grandes 1
1- 3 articulaciones pequefias (con o sin afectacion de grandes articulaciones) 2
4 -10 articulaciones pequefas (con o sin afectacion de grandes articulaciones) 3
>10 articulaciones (al menos 1 articulacion pequena) 5
B- Serologia (1 test es necesario para la clasificacion)

FR negativo y ACPA negativo 0
FR positivo bajo o ACPA positivo bajo 2
FR positivo o ACPA positivo 3
C- Reactantes de fase aguda (1 test es necesario para la clasificacion)

PCR normal y VGS normal 0
PCR elevada o VGS elevada 1
D. Duracién de los sintomas

< 6 semanas 0
> 6 semanas 1

A pesar de los muchos avances tanto en la comprensiéon como en el tratamiento de la AR,
sigue siendo en gran medida incurable y sus causas son aun desconocidas. En este sentido,
se requieren nuevos biomarcadores vinculados a la AR capaces de identificar pacientes con
AR en sus primeras manifestaciones o individuos asintomaticos en riesgo, y que, por tanto,
posibiliten un diagndstico temprano de la enfermedad y una mayor precision de la
evaluacion clinica. Ademas, resulta necesario identificar marcadores prondsticos que
indiquen la posible progresion de la AR hacia formas mas severas de la enfermedad. Todo

ello podria a su vez arrojar luz en la patogénesis de esta enfermedad

La etiologia exacta de la AR no se conoce completamente, pero se ha descrito ampliamente
que la AR es el resultado de una interaccion entre factores ambientales en pacientes
predispuestos genéticamente. Las modificaciones epigenéticas podrian ser el vinculo entre
factores tanto genéticos como ambientales relacionados con la aparicion y evolucion de la
AR. En este sentido, se ha demostrado que existe un amplio estado de metilacion en
fibroblastos sinoviales y células mononucleares de sangre periférica en locus promotores de
genes, como CXCL12, DRS3, IL-6, IL-10 e IL-1R2, que pueden afectar a la respuesta inmune,
la inflamacion y el reclutamiento de leucocitos. También se ha descrito que la hipometilacion
sinovial del factor de muerte 3 de la AR provoca resistencia a la apoptosis y cambios

significativos en los patrones de metilacion de las células B y T de pacientes con AR. Todo

5
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ello sefiala a la metilacién del ADN como una marca epigenética que podria estar implicada

en la patogénesis de la AR.

En este sentido, WO2023057467A1 describe métodos de diagnéstico de AR basados en el
uso de los niveles de metilacién de varios sitios CpG, 4, 5, 10, 20 o 23, de un total de145

sitios CpG.

También W02014036314A2 propone un método de diagndstico de AR basado en la
determinacion del estado de metilacion de varios loci diferencialmente metilados en el ADN

de un sujeto con AR respecto a la poblacion estandar.

Por su parte, el documento US2013129668A1 describe un método para identificar un perfil
de metilacion CpG indicativo de artritis reumatoide, osteoartritis, su prondstico y la

prediccion de la respuesta al tratamiento.

En un estudio de asociacion del epigenoma completo (EWAS) con la AR [3] se identifican
alteraciones especificas de la enfermedad en la metilacion del ADN en las células B. En
concreto, se analiza la metilaciéon de CpG en linfocitos B aislados en una cohorte de
descubrimiento de pacientes con AR y controles, y se observa metilacion diferencial en 64
sitios CpG, de los cuales 10 sitios CpG son validados por una cohorte independiente de
pacientes y controles. Estos sitios CpG se ubican en 8 genes y 2 regiones intergénicas.
Aunque los resultados sefialan genes que pueden impulsar la actividad patogénica de las
células B en la AR, también muestran patrones de metilacion compartidos con el Lupus

eritromatoso sistémico, lo que los haria inespecificos.

En un estudio del perfil de metilacion del ADN del genoma completo asociado a AR [4] se
sefala que los cambios de metilacion asociados a AR son distintos en las poblaciones de
linfocitos T y B, identificandose sitios CpG en ambos derivados de AR, que mostraron

cambios significativos en la metilacion en comparacién con sus contrapartes sanas afines.
BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En la presente invencion se han identificados nuevos biomarcadores epigenéticos
vinculados a la AR, asi como a la gravedad de la AR, basados en alteraciones de la
metilacion del ADN (5mC, nucleétido de citosina modificado mediante la adicién de un grupo
metilo a su 5° carbono) en regiones especificas del genoma. Concretamente, se han
identificado un perfil diferencial en la posicion 5° de la citosina en un total de 5 sitios CpG del

genoma, de los cuales, 4 CpG han sido asociados a la AR (cg21950155, cg08161306, 7-
6
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Downcg08161306, 19-Down-cg08161306) y 1 sitio CpG ha sido asociado con la severidad
de la enfermedad (cg15971518). Estos CpG se localizan en los siguientes genes:
PRHOXNB, TBC1D22A, PRG2.

Tabla 2: Sitios CpG de la invencidn.

Sitio CpG Gen Cromosoma Posicién
cg21950155 PRHOXNB 13:27981250 (hg38)
cg08161306 TBC1D22A 22:47169227 (hg19)
7-Downcg08161306 TBC1D22A 22:47169234 (hg19)
19-Down-cg08161306 TBC1D22A 22:47169246 (hg19)
cg15971518 PRG2 11:57391701 (hg38)

Mediante el uso de estos biomarcadores epigenéticos es posible realizar un diagndéstico y
pronostico de la artritis reumatoide (AR). En concreto, los biomarcadores cg21950155,
cg08161306, 7-Down-cg08161306 y 19-Downcg08161306 se refieren a 4 variantes
epigenéticas que marcan el diagnostico de AR; y ¢cg15971518 corresponde a 1 variante
epigenética que permite identificar a pacientes con una AR mas grave. Permiten, por tanto,
diferenciar individuos con AR o con riesgo de AR de los sujetos sanos e identificar personas

con AR que tienen un peor prondstico de la enfermedad.

Los biomarcadores epigenéticos aqui citados se describen por primera vez como variantes
epigenéticas que marcan el diagnostico de AR y la progresion de la enfermedad a formas
mas graves de AR.

Estos biomarcadores constituyen una alternativa a otros biomarcadores de AR, aportando
una mayor sensibilidad y especificidad en el diagnéstico de la AR y la posibilidad de

personalizar el tratamiento.

Algunos de los biomarcadores de la presente invencion, como el cg15971518, supera en
sensibilidad (>80%) a los inmunolégicos como el FR, mostrando alta especificidad para

diagnosticar AR graves.

Por su naturaleza dinamica, estos biomarcadores podrian usarse ademas para la

monitorizacion del efecto y la idoneidad de las terapias en pacientes AR.
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Los sitios CpG ¢g21950155, cg08161306, 7-Down-cg08161306, 19-Down-cg08161306 y

cg15971518 conforman los “sitios CpG de la invencion”.

Un primer aspecto de la invencidon describe el uso in vitro del nivel de metilacion del sitio
cg15971518 como biomarcador de diagnostico y/o prondstico de la artritis reumatoide

severa.

En esta memoria el término “severo” o “severidad” se utiliza como sinénimo de “grave” o
“‘gravedad” y se utilizan indistintamente. Las condiciones para catalogar la artritis reumatoide
como severa o grave se encuentran bien establecidas en este campo técnico y son
conocidas para un experto medio en la materia. En la presente memoria se dan cuenta de
diversos métodos, metodologias, parametros y sintomatologia que sirve actualmente para

establecer el grado de severidad de esta enfermedad.

Un segundo aspecto de la invencion describe el uso in vitro del nivel de metilacion de los
sitios CpG ¢g21950155, cg08161306, 7-Down-cg08161306 y/o 19-Down-cg08161306 como
biomarcador de diagnéstico y/o prondstico de la artritis reumatoide. Preferentemente, el nivel
de metilacion de los sitios ¢g21950155, cg08161306, 7-Down-cg08161306 y 19-Down-
cg08161306 se utilizan de forma simultanea. En una realizacién preferida de este aspecto
de la invencion, ademas se incluye el uso de los valores de Factor reumatoide y/ o

Anticuerpos contra las proteinas citrulinadas.

En la presente invencion se entiende por "diagndstico" el proceso en el que se identifica una

enfermedad, afeccion o lesién por sus signos y sintomas.

En la presente invencién se entiende por "prondstico” o “prognosis” la valoracion de la
probabilidad segun la cual un sujeto puede padecer una enfermedad y evolucionar a formas
mas graves de la misma, empeorar, mostrar sintomatologia mas grave, mas aguda o valores
alterados en mayor grado respecto a los valores medios de la poblacion sana, o si, por lo
contrario, la enfermedad remitira. El prondstico de la enfermedad incluye la valoracion previa
a que se presente sintomatologia en individuos pertenecientes a grupos de riesgo o en la
poblacién general. También incluye la identificacion del estado de desarrollo o evolucion de
la enfermedad, o de su regresion al inicio de la enfermedad o tras el diagndstico. Por tanto
incluye tanto las probabilidades de que la enfermedad aparezca como de que se presente

en formas graves o severas en el futuro.
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Tanto el diagndstico como el prondstico de la enfermedad puede no ser correcto para el
100% de los sujetos que se van a someter a las pruebas de diagnodstico y/ o prondstico. Sin
embargo, se requiere que una parte estadisticamente significativa de los sujetos se pueda
identificar como que padecen la enfermedad o que tienen predisposicion a la misma, o que
tienen posibilidades de progresar a formas mas agresivas, agudas o graves de la misma. Si
una parte es estadisticamente significativa se puede determinar sin mas por el experto en la
materia usando varias herramientas de evaluacién estadistica bien conocidas, por ejemplo,
determinacion de intervalos de confianza, determinacion de valores de significacion P, test
de Student o funciones discriminantes de Fisher, medidas no paramétricas de Mann
Whitney, correlacion de Spearman, regresion logistica, regresion lineal, area bajo la curva
de ROC (AUC). Preferiblemente, los intervalos de confianza son al menos del 90%, al
menos del 95%, al menos del 97%, al menos del 98% o al menos del 99%. Preferiblemente,
el valor de p es menor de 0,1, de 0,05, de 0,01, de 0,005 o de 0,0001.

Un tercer aspecto de la invencién describe un método in vitro de obtencién de datos utiles

para el prondstico y/o diagnodstico de la artritis reumatoide que comprende:

a) medir el nivel de metilacion de los sitios cg21950155, cg08161306, 7-Down-cg08161306

y/o 19-Down-cg08161306 en una muestra aislada de un individuo, y

b) comparar el resultado del paso a) con el obtenido en a partir de una muestra de

referencia aislada de individuos sanos.

Un cuarto aspecto de la invencién describe un método in vitro para el pronéstico y/o
diagnéstico de la artritis reumatoide que comprende el método in vitro de obtencion de datos

utiles anteriormente descrito y que ademas comprende:

c) determinar que el individuo pertenece al grupo de pacientes que presenta o va presentar
artritis reumatoide cuando el nivel de metilacion de los sitios cg21950155, cg08161306, 7-
Down-cg08161306 y/o 19-Down-cg08161306 es significativamente superior al detectado en
la muestra de referencia.

En una realizacion preferida de cualquiera de estos dos métodos de la invencion basados en
el nivel de metilacién de los sitios cg21950155, cg08161306, 7-Down-cg08161306 y19-

Down-cg08161306, éstos se miden de forma simultanea.

Un quinto aspecto de la invencién describe un método in vitro de obtencion de datos utiles

para el prondstico y/o diagndstico de la artritis reumatoide severa que comprende:
9
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a) medir el nivel de metilacion del sitio cg15971518en una muestra aislada de un individuo, y

b) comparar el resultado del paso a) con el obtenido a partir de una muestra de referencia

aislada de pacientes con artritis reumatoide en un grado no severo.

Un sexto aspecto de la invencion describe un método in vitro para el prondstico y/o
diagnéstico de la artritis reumatoide severa que comprende el método in vitro de obtencion

de datos utiles anteriormente descrito y que ademas comprende:

c) determinar que el individuo pertenece al grupo de pacientes que presenta o va presentar
artritis reumatoide en grado severo cuando el nivel de metilacién del sitio cg15971518, es

significativamente superior al detectado en la muestra de referencia.

Un séptimo aspecto de la invencion describe un método para valorar eficacia de un

tratamiento contra la artritis reumatoide que comprende:

a) medir el nivel de metilacion de los sitios ¢cg21950155, cg08161306, 7-Down-cg08161306,
19-Down-cg08161306 y/o cg15971518en una muestra aislada de un individuo antes del

inicio del tratamiento,

b) medir el nivel de metilacion de los sitios cg21950155, cg08161306, 7-Down-cg08161306,
19-Down-cg08161306 y/o cg15971518en una muestra aislada del mismo individuo tras

administrar el tratamiento, y

c) determinar que un tratamiento resulta efectivo cuando el nivel de metilacién de los sitios
cg21950155, cg08161306, 7-Down-cg08161306, 19-Down-cg08161306 y/o cg15971518, en

el paso b) son menores que los detectados en el paso a).

En una realizacion preferida de cualquiera de los métodos de la invencion, el nivel de
metilacion de los sitios CpG se mide en una muestra de sangre aislada, preferiblemente en
las células mononucleares de la muestra de sangre periférica aislada y mas preferiblemente

en células T, células B y/ o monocitos.

Los métodos de la invencién implican la comparacion del nivel de metilacién de sitios CpG
en muestras aisladas de sujetos, con el nivel de metilacion de dichos sitios CpG en una

muestra de referencia o con un valor mediano.

10
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En el contexto de la presente invencion, se entiende por "muestra de referencia" la muestra
que se usa para determinar la variacion del nivel de metilacion de los sitios CpG de la

presente invencion.

La muestra de referencia se tomara a partir de muestras aisladas de células, tejidos y/o
fluidos bioldgicos de un organismo, obtenidos mediante cualquier método conocido por un
experto en la materia. Preferiblemente, la muestra bioldgica aislada es sangre venosa
periférica, mas preferiblemente las células mononucleares de la muestra de sangre

periférica aislada y aun mas preferiblemente células T, células B y/ o monocitos.

"Valor de referencia" es el nivel de metilacion de los sitios CpG de la invencion en una
muestra de referencia. El perfil de expresion en la muestra de referencia de preferencia
puede ser generado a partir de una poblaciéon de dos o mas personas. La poblacién, por
ejemplo, pueden contener 10, 15, 20, 30, 40, 50 o mas personas. Los valores de referencia
se pueden ajustar a las poblaciones especificas, por ejemplo, un nivel de referencia puede
estar relacionado con la edad, por lo que las comparaciones se pueden hacer entre el nivel
de metilacién de los sitios CpG de la invencion en las muestras de los sujetos de una cierta
edad y niveles de referencia para una enfermedad particular, el fenotipo, o falta de ella, en

un determinado grupo de edad.

La determinaciéon de los niveles de metilacion de los sitios CpG de la invencion puede
llevarse a cabo por cualquier método conocido en el estado de la técnica. Preferentemente,

se determinan por métodos cuantitativos, y mas preferentemente por pirosecuenciacion.

El término "comparacién", tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere pero no se limita,
a la comparacion del nivel de metilacion de los sitios CpG de la invencion de la muestra
biolégica a analizar, también llamada muestra bioldgica problema, con el nivel de metilacion
de los sitios CpG de la invencién de una o varias muestras de referencia. La muestra de
referencia puede ser analizada, por ejemplo, simultdnea o consecutivamente, junto con la

muestra bioldgica problema.

Una vez que el nivel de metilacion de los sitios CpG de la invencion en relacion con los
valores de referencia se han determinado, es necesario identificar si existen alteraciones en
el nivel de metilacion (aumento o disminucion del nivel de metilacion). El nivel de metilaciéon
se considera aumentado en una muestra de la materia objeto de estudio cuando el
incremento con respecto a la muestra de referencia es al menos de un 5%, por lo menos

10%, por lo menos 15%, por lo menos el 20%, por lo menos un 25%, por lo menos 30%, por

11
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lo menos el 35%, por lo menos el 40%, por lo menos 45%, por lo menos el 50%, por lo
menos el 55%, por lo menos el 60%, por menos por lo menos 65%, por lo menos el 70%,
por lo menos el 75%, por lo menos el 80%, por lo menos el 85%, por lo menos el 90%, por lo
menos el 95%, por lo menos 100%, por lo menos 1 10 %, por lo menos 120%, por lo menos
130%, por lo menos 140%, por lo menos 150%, o mas. Del mismo modo, el nivel de
metilacién se considerada disminuido cuando disminuye con respecto a la muestra de
referencia en por lo menos un 5%, por lo menos 10%, por lo menos 15%, por lo menos el
20%, por lo menos el 25%, por lo menos un 30%, por lo menos el 35%, por lo menos el
40%, por lo menos 45%, por lo menos el 50%, por lo menos el 55%, por lo menos el 60%,
por lo menos el 65%, por lo menos 70%, por lo menos el 75%, por lo menos el 80%, por lo
menos el 85%, por lo menos el 90%, por lo menos el 95%, por lo menos 100% (es decir,

ausente).

Un octavo aspecto de la invencion describe un kit o dispositivo que comprende reactivos
para la identificacion en sangre del nivel de metilacion de los sitios cg21950155,
cg08161306, 7-Down-cg08161306, 19-Down-cg08161306 y cg15971518.

El kit o dispositivo de la invencion puede comprender controles, instrucciones de programa e

informacion necesaria para llevar a cabo cualquiera de los métodos de la invencion.

Un noveno aspecto de la invencion describe el uso del kit de la invencién para llevar a cabo

cualquiera de los métodos de la invencion descritos.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un programa de ordenador que comprende
instrucciones para realizar el procedimiento de acuerdo con cualquiera de los métodos de la

invencion.

En particular, la invencion abarca programas de ordenador dispuestos sobre o dentro de una
portadora. La portadora puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de soportar el
programa. Como variante, la portadora podria ser un circuito integrado en el que va incluido
el programa y que se haya adaptado para ejecutar, o para ser utilizado en la ejecucion de

los procesos correspondientes.

Por ejemplo, los programas podrian estar incorporados en un medio de almacenamiento,
como una memoria ROM, una memoria CD ROM o una memoria ROM de semiconductor,
una memoria USB, o un soporte de grabacion magnética, por ejemplo, un disco flexible o un

disco duro. Alternativamente, los programas podrian estar soportados en una sefal
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portadora transmisible; por ejemplo, podria tratarse de una sefial eléctrica u Optica que
podria transportarse a través de cable eléctrico u éptico, por radio o por cualesquiera otros

medios.

La invencion se extiende también a programas de ordenador adaptados para que cualquier
medio de procesamiento pueda llevar a la practica los métodos de la invencion. Los
programas de ordenador también abarcan aplicaciones en la nube basadas en dicho

procedimiento.

Otros aspectos de la invencion se refieren al medio de almacenamiento legible y a la sefial
transmisible que comprende instrucciones de programa necesarias para la ejecucién del

meétodo de invencion por un ordenador.

El término “individuo”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere a animales,
preferiblemente mamiferos, y mas preferiblemente, humanos. Los términos ‘“individuo”
"sujeto humano" y "sujeto" se usan indistintamente en esta memoria y son sinénimos de
“‘paciente”, y no pretende ser limitativo en ningun aspecto, pudiendo ser éste de cualquier

edad, sexo y condicion fisica.

Los métodos de la invencién se pueden aplicar con muestras de pacientes de cualquier

sexo, es decir, hombres o mujeres, y a cualquier edad.

Los términos “uno o mas" o “al menos un” o “varios”, tal y como se usan en este documento,
incluyen uno y la especificacion individualizada de cualquier numero que sea mas de uno,

como dos, tres, cuatro, cinco, seis, etc."

El término "comprende" también podra interpretarse, en una realizacion particular, como
‘consiste en”. El término “comprende” y sus variantes no pretenden excluir otras

caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos.

Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se

desprenderan en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencion.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se seleccionaron 110 pacientes con AR y 110 controles sanos, de una cohorte de casos
incidentes reclutados entre 2007 y 2011 y seguidos prospectivamente en el Departamento

de Reumatologia del Hospital Universitario Regional de Malaga, Espafa. Los detalles de
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esta cohorte han sido previamente publicados [5]. El estudio fue aprobado por el comité de
ética médica local y todos los pacientes proporcionaron su consentimiento informado por

escrito antes de inscribirse.

Para la cohorte descubrimiento se seleccionaron para analisis de arrays y replicacion por
pirosecuenciacion de la cohorte de incepcion de pacientes con AR a 32 sujetos, 16 en cada
grupo con fenotipo extremo de factores de gravedad, y 32 controles sanos, pareados por
sexo, edad y tiempo de evolucion de la enfermedad. Se denomind fenotipo extremo con
factores de gravedad a aquellos 16 pacientes que presentaban un promedio de actividad
inflamatoria de moderada-alta actividad por DAS28-VSG desde el inicio, positividad para
factor reumatoide (FR) y anticuerpos antipéptidos C citrulinados (ACPA), asi como titulos
elevados de Collinsela aerofaciens (OTU 20.10); y pacientes de fenotipo extremo sin
factores de gravedad a aquellos 16 pacientes que presentaban un promedio de actividad
inflamatoria de remision-baja actividad de la enfermedad pareado por sexo y edad con los

pacientes de fenotipo extremo y no tuvieran ninguno de los demas factores.

Los criterios de elegibilidad fueron: edad =18 afios, AR segun los criterios de 2010 del
American College of Rheumatology / European League Against Rheumatism [2], y haber
sido diagnosticados y tratados durante los primeros 12 meses desde el inicio de su

enfermedad.

Todos los sujetos se citaron en consulta entre 2018-2020 y se recogieron todos los datos en
la fecha de protocolo (fecha de inclusién de los sujetos en el estudio) en una base de datos.
Se registraron los datos demograficos (edad en afos, sexo y raza), clinicos, de laboratorio y
relacionados con el tratamiento. También se recopilaron variables convencionales
relacionadas con el riesgo cardiovascular: tabaquismo (activo, exfumador, nunca), obesidad
(indice de masa corporal > 30), hipertension arterial 2140/90 mmHg o medicacion
antihipertensiva actual, diabetes diagnosticado segun los criterios de la Asociacion

Americana de Diabetes y antecedentes personales de enfermedad cardiovascular.

Entre las caracteristicas de los pacientes con AR se incluy6 la fecha de inicio de la
enfermedad, duracién de la enfermedad (tiempo desde el diagndstico hasta la fecha de
corte), y los siguientes datos analiticos: factor reumatoide (FR) (valor de referencia [VR]
20U/ml; titulos altos >60U/ml), anticuerpos antipétidos ciclicos citrulinados (ACPA) (VR
10U/ml, valores altos >340U/ml), proteina C reactiva (mg/dl) y velocidad de sedimentacion

globular (mm/h).
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Se evaluo la carga de actividad inflamatoria promedio en cada paciente mediante la media
de actividad inflamatoria de Disease Disease Activity Score-28 for Rheumatoid Arthritis with
erythrocyte sedimentation rate (DAS28-ESR) (rango 0-9,4) recogidos en cada una de sus
visitas desde el inicio de la cohorte. Se considerd, segun DAS28-VSG, alta actividad un
valor superior a 5,1; moderada: 3,2-5,1; baja actividad: 2,6-3,2; y remisién: <2,6. Para
propdsitos de analisis, estos grupos se clasificaron para el presente trabajo como la variable
dependente alta actividad (DAS28-VSG 23,2) y baja actividad (DAS28-VSG <3,2). También
se tuvieron en cuenta variables de gravedad como la presencia de erosiones radioldgicas y
funcion fisica con la media de Health Assessment Questionnaire (HAQ) a lo largo de la
enfermedad [6], asi como los niveles de Collinsela aerofaciens en la microbiota intestinal [5,
7]. Se registraron los tratamientos con farmacos modificadores de la enfermedad sintéticos
(FAMEsc) y biolégicos (FAMED).

En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas basales de pacientes y controles incluidos en
la fase de descubrimiento. No se encontraron diferencias significativas en la mayoria de las
caracteristicas epidemioldgicas y comorbilidades entre ambos grupos. Sin embargo, en el
grupo de pacientes habia mas fumadores, mayor frecuencia de obesidad y recuentos mas
elevados de Collinsela aerofaciens.

Tabla 3: Caracteristicas basales entre pacientes con AR y controles sanos.

Cohorte descubrimiento

Variable AR Control p-valor

N= 32 N=32
Caracteristicas epidemiolégicas
Edad en anos, media (DE) 58.1 (9.6) 57.2 (9.4) 0.690
Sexo, mujer; n (%) 24 (75.0) 24 (75.0) 1.000
Raza, caucésico, n (%) 32 (100.0) 32 (100.0) 1.000
IMC (Kg/m2), media (DE) 29.9 (5.0) 27.7 (5.2) 0.089
Tabaco 0.015
Nunca fumador, n (%) 12 (37.5) 19 (59.4)
Exfumador, n (%) 13 (40.6) 3(94)
Fumador activo, n (%) 7(21.9) 10 (31.3)
Comorbilidades
Hipertension arterial, n (%) 10 (31.3) 8 (25.0) 0.578
Diabetes Mellitus, n (%) 2(6.3) 0 (0.0) 0.151
Dislipemia, n (%) 11 (34.4) 5 (15.6) 0.083
Obesidad OMS, n (%) 17 (63.1) 9 (28.1) 0.042

Caracteristicas clinico-analiticas

Tiempo de evolucion AR, meses,
mediana (RIC)

84.5 (77.5-100.5)

Retraso diagndstico, meses, mediana

8.3 (4.0-12.3)
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(RIC)
Erosiones, n (%) 23 (71.9) - -
FR>10, n (%) 29 (90.6) 0(0.0) <0.001
ACPA >20 U/ml, n (%) 23 (71.9) 0(0.0) <0.001
ACPA elevado>340 U/ml 16 (50.0) 0(0.0) <0.001
DAS28-ESR puntual, media (DE) 3.0(1.1) - -
Remisién-baja actividad, n (%) 20 (62.5) - -
Moderada-alta actividad, n (%) 12 (37.5) - -
DAS28-ESR promedio, media (DE) 3.6 (0.5) - -
Remisién-baja actividad, n (%) 16 (50.0) - -
Moderada-alta actividad, n (%) 16 (50.0) - -
HAQ promedio, mediana (RIC) 0.8 (0.6) - -
FAME sintético, n (%) 30 (93.8) 0(0.0) <0.001
FAME biolégico, n (%) 11 (34.4) 0(0.0) <0.001
Glucocorticoides al protocolo, n (%) 5 (15.6) 0(0.0) 0.020
Collinsela aerofaciens frecuencia 0.005 (0.0009- 0.003 0.035
relativa, mediana (RIC) 0.01) (0.0008-

0.005)
Collinsela aerofaciens frecuencia relativa 11 (34.4) 3(94) 0.016
(OTU 20.010), n (%)

En la Tabla 4 se muestran las diferencias de los pacientes con AR con y sin gravedad de la
cohorte de descubrimiento. Como se puede observar, el nimero de pacientes no graves y
graves fue similar. Se incluyeron fenotipos extremos (50% de los pacientes con ACPA
elevado>340 U/ml, etc).

Tabla 4: Caracteristicas de los pacientes con AR sequn gravedad.

Cohorte descubrimiento

Variable AR grave AR no grave p-valor

N= 16 N=16
Caracteristicas epidemiolégicas
Edad en anos, mediana (RIC) 60.2 (7.6) 55.7 (10.3) 0.178
Sexo, mujer; n (%) 12 (75.0) 12 (75.0) 1.000
Raza, caucésico, n (%) 16 (100.0) 16 (100.0) 1.000
IMC (Kg/m2), media (DE) 30.2 (6.2) 30.5 (5.5) 0.884
Tabaco 0.060
Nunca fumador, n (%) 4 (25.0) 9 (56.3)
Exfumador, n (%) 8 (50.0) 2(12.5)
Fumador activo, n (%) 4 (25.0) 5(31.3)
Comorbilidades
Hipertension arterial, n (%) 4 (25.0) 6 (37.5) 0.694
Diabetes Mellitus, n (%) 2(12.5) 0(0.0) 0.144
Dislipemia, n (%) 6 (37.5) 5(31.3) 0.465
Obesidad OMS, n (%) 9 (56.3) 7 (43.8) 0.669
Caracteristicas clinico-analiticas
Tiempo de evolucion AR, meses, media 72.7 (14.7) 79.8 (18.2) 0.358
(DS)
Retraso diagnéstico, meses, media (DS) 11.4 (8.5) 6.7 (4.2) 0.401
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Erosiones, n (%) 13 (81.3) 6 (37.5) 0.012
FR>10, n (%) 16 (100.0) 13 (81.3) 0.069
ACPA >20 U/ml, n (%) 16 (100.0) 7 (43.8) <0.001
ACPA elevado>340 U/ml 11 (68.8) 5(31.1) 0.034
DAS28-ESR puntual, media (DE) 3.2(1.2) 2.8(1.0) 0.330
DAS-28 promedio, media (DE) 3.6 (0.6) 2.9(0.7) 0.017
HAQ promedio, mediana (RIC) 1.1 (0.7) 0.9 (0.5) 0.080
FAME sintético, n (%) 15 (93.8) 16 (100.0) 0.310
FAME biolégico, n (%) 9 (56.3) 2(12.5) 0.009
Glucocorticoides al protocolo, n (%) 2(12.5) 0(0.0) 0.365
Collinsela frecuencia relativa, mediana 0.011 (0.001- 0.002 0.021
(RIC) 0.026) (0.0003-

0.007)
Collinsela aerofaciens frecuencia relativa 9 (100.0) 8 (50.0) 0.016
(OTU 20.10), n (%)

Determinacion de la metilacion del ADN a lo largo del genoma completo

El ADN gendmico se extrajo de 200 ul de capa leucocitaria utilizando el kit DNeasy® Blood
& Tissue (QIAGEN). La pureza y la cantidad de ADN se evaluaron utilizando los equipos
NanoDrop (Thermo Fisher, CA, EE. UU.) y Qubit (Life Technologies, CA, EE. UU.),
respectivamente. Para la conversion de bisulfito, se trataron 500 ng de ADN utilizando el kit
de metilacion de ADN EZ (Zymo Research, CA, EE. UU.) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Todas las muestras de ADN convertidas con bisulfito se almacenaron

inmediatamente a -20°C hasta su uso.

Los ensayos de metilacion del ADN se realizaron utilizando lllumina Methylation EPIC
BeadChip (EPIC) (lllumina, CA, EE. UU.). Se someti6 ADN convertido con bisulfito de 32
pacientes con artritis reumatoide y 32 muestras de controles sanos a la hibridacion en
HM850K, de acuerdo con el protocolo de metilacion de lllumina Infinium
(https://support.illumina.com). La plataforma EPIC evalta el nivel de metilacién del ADN de
853.307 loci alrededor del genoma con una resolucion de un solo nucledtido. Los chips se
escanearon con el escaner lllumina iScan SQ (lllumina, CA, EE. UU.) y las sefiales de
fluorescencia se interpretaron con los paquetes Bioconductor en el entorno R (v.3.4.4). La
anotacion de las sondas se realizé a partir de los archivos de lllumina utilizando la versién
UCSC hg19 del genoma humano de referencia. Luego, el conjunto de datos se analizo
utilizando el paquete minfi [8]. Los niveles de metilacion se obtuvieron para cada sitio CpG
como valores beta que varian de 0 a 1, lo que se relaciona con el porcentaje de metilacion,
de 0 a 100%. Una muestra se descarté debido a la inconsistencia entre el sexo informado y
el sexo previsto segun las senales de metilacion en los cromosomas sexuales. Se utilizé el

método de preprocesamiento normal-exponencial fuera de banda (Noob) para la correccion
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de fondo. Para el control de calidad, se eliminaron del conjunto de datos las sondas con un
valor p de deteccion> 0,1 en al menos el 10% de las muestras. Las sondas del EPIC tienen
dos disefios quimicos diferentes, tipo | y Il, que deben normalizarse para que sean
comparables entre si. Esta normalizaciéon se realizé utilizando el método BMIQ [9]
implementado en el paquete de sandia [10]. Se retiraron las sondas ubicadas en los
cromosomas X e Y. Ademas, las sondas asociadas con SNP conocidos y que presentaban
hibridacion cruzada también se eliminaron del analisis posterior [11].

Validacion por pirosecuenciacion de los sitios CpG seleccionados: Biomarcadores
potenciales

La pirosecuenciacion es un método cuantitativo que mide los niveles de metilacion del ADN
(%) para cada sitio CpG en una region especifica del genoma. Este método se utiliz6 para la
validacion técnica de los loci diferencialmente metilados identificados por la matriz HM850k.
Ademas de los CpG identificados en el array, la pirosecuenciacion también incluyo
informacion de los CpG colindantes a estos, los cuales se nombraran en relacion a la
posicion del CpG identificado en el array (numero de nucledétidos respecto a la posiciéon del
CpG del arrays-Down-cédigo CpG array). Se evaluaron por pirosecuenciacion los CpG
seleccionados, en las mismas muestras de ADN usadas por HM850K (cohorte de
descubrimiento: 32 pacientes y 32 controles). Brevemente, se extrajo ADN de la capa
leucocitaria utilizando el kit DNeasy® Blood & Tissue (QIAGEN) siguiendo las instrucciones
del fabricante. EI ADN se cuantificd utilizando NanoDrop (Thermo Fisher, CA, EE. UU.). Se
tratd con bisulfito un total de 1000 ng de ADN gendmico utilizando el kit EpiTect Bisulfite
(QIAGEN). La PCR se realiz6 utilizando 25 ng de ADN convertido con bisulfito en un
volumen final de 15 L, utilizando cebadores especificos para cada sitio CpG disefados por
el software PyroMark Assay Design (version 2.0, Qiagen). A continuacion, se utilizaron 10 L
del producto amplificado para la pirosecuenciacion utilizando reactivos CpG avanzados
PyroMark Q48 y el pirosecuenciador PyroMark Q48 (Qiagen, Hamburgo, Alemania),

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Analisis bioinformatico diferencial de metilacion del ADN a nivel del genoma completo para

la identificacion de CpG asociados a AR vy gravedad de AR.

Se seleccionaron los CpG con un umbral minimo de 0,10 para la diferencia entre los valores
B medios de los grupos comparados y un valor de p <0,05. Los valores 3 fueron
transformados logaritmicamente en valores de M, ya que los valores de M muestran mayor

homocedasticidad, generando datos mas homogéneos y menos dispersos en los extremos
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en comparacion con los valores de . Posteriormente, el andlisis de comparacion entre
grupos se realizé mediante la prueba de Wilcox [12]. Ademas del fenotipo, se utilizé la edad

y el sexo como variables de confusién en los modelos.

Analisis bioinformatico diferencial de metilacion del ADN a nivel del genoma completo para

la identificacidn de regiones diferencialmente metiladas asociados a AR y gravedad de AR.

Para identificar las regiones diferencialmente metiladas (DMR) entre grupos se utilizé el
paquete mCSEA [13]. Se probé la metilacion diferencial en promotores, cuerpos genéticos y
regiones de islas CpG. Este método permite detectar DMR incluso cuando la metilacion
diferencial de CpG individuales es muy sutil, pero consistente entre las regiones gendémicas.

Las DMR con p<0,05 se consideraron significativas.

Analisis estadistico

Se realizd un analisis descriptivo de las principales variables, expresadas como frecuencias
y porcentajes o como medias (desviacion estandar [DE]) o mediana (rango intercuartil
[RIQ]), segun correspondiera. La normalidad se evalué mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov. Las caracteristicas clinicas y analiticas se compararon entre pacientes y controles
mediante la prueba de x2 o la prueba t de Pearson, segun correspondiera. Finalmente, se
realizé un anadlisis de regresion logistica para identificar los factores asociados a los
pacientes con AR, y otro para identificar los factores asociados al fenotipo de gravedad de la
AR. Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando IBM SPSS Statistics para Windows,
version 28 (IBM Corp., Armonk, NY, EE. UU.).

Para evaluar la precision diagndstica potencial de los marcadores de metilacion
seleccionados, se construyeron curvas de caracteristicas operativas del receptor (ROC) por
separado para cada dinucleotido CpG. Las curvas ROC se obtuvieron trazando la tasa de
verdaderos positivos (sensibilidad) en el eje y en funcion de la tasa de falsos positivos
(especificidad 1) en el eje x [14]. Al calcular el area bajo la curva (AUC), medimos el poder
de los sitios CpG individuales para discriminar entre el grupo de muestras analizado. Si bien
un AUC de 1,0 refleja una prueba perfectamente precisa, los valores superiores a 0,7 se

consideran aceptables.
Identificacion de posiciones diferencialmente metiladas (DMP)

Se realiz6 un analisis de comparacion de medias de los niveles de metilaciéon de CpG a nivel

del genoma completo entre pacientes con artritis reumatoide y controles, asi como entre
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pacientes graves y no graves. Se identificaron en total 52.430 posiciones CpG
diferencialmente metiladas (DMP) entre pacientes y controles, y 83.326 sitios DMP entre AR
grave y no grave, segun un valor de p <0,05. De estos CpG, 47 CpG y 169 CpG presentaron
diferencias absolutas de metilacion (delta beta) = 0,10 entre los grupos comparados,

respectivamente.

Los biomarcadores de la presente invencion se seleccionaron dentro de ese grupo. Para
ello, ademas de un delta beta = 0,10, debian presentar un valor de p <0,01, estar anotados
en genes y formar parte de los DMR (p<0,05). Adicionalmente, para cada CpG, se tuvo en
cuenta la superposicion y el grado de dispersién de los datos entre los grupos comparados.
El cg15971518 no se identificd6 dentro de DMR, pero se afadid al grupo de CpG
seleccionado al identificarse otras DMP relevantes (incluidos entre los 25 CpG mas
relevantes) dentro del mismo gen, ademas de cumplir los demas criterios contemplados en

la seleccion.

En cuanto a la validacion de los CpG seleccionados en el array (cg21950155, cg08161306,
cg05510714, ¢g05073382, ¢g15971518, ¢g19052272), solo se confirmaron por
pirosecuenciacion los CpG asociados a la AR y a la gravedad de la AR descritos en la Tabla
5.

Tabla 5: Biomarcadores potenciales de AR v gravedad de la AR: Niveles medios de

metilacion obtenidos por pirosecuenciacion de los CpG seleccionados para los grupos

estudiados.
Datos pirosecuenciacion
Gen ID Paciente vs. Controles

PRHOXNB 0921950155 60,4516, 1 F:=V;.:;:|O6i14,123,
0908161306 75,08113,5:)2=\(;.so((5)?;,96i13,54,

TBC1D22A 7-Down-cg08161306 86’35i5’;‘;~°;‘(’);07091,46’—’6’65,

19-Down-cg08161306 81 ’23’-’4’210";-0 4.4626,0¢

Gen ID AR grave vs AR no grave
PRG2 cg15971518 37,09+14,17 vs 18,1762+8,86,
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p<0.0001

55,04+12,21 vs 65,63+6,10,
5-Down-cg19052272 p=0.02
ALLC (p=0.005, test paramétrico)
75,73£13,10 vs 87,70+5,43,
cg19052272 p=0.06
(p=0.003 test paramétrico)

Ademas, todos los CpG validados por pirosecuenciacion con resultados diferenciales se

asociaron con AR y con gravedad de la enfermedad, en un modelo de regresion logistica
(Tabla 6).

Tabla 6: Biomarcadores potenciales de AR y gravedad de la AR: Asociacion de los CpG

5 seleccionados con la AR y gravedad de la AR en un modelo de regresion logistica.

Datos pirosecuenciacion

Gen ID Paciente vs. Controles

R?=0.163
PRHOXNB cg21950155 OR: 1.059, 95%IC (1.02-1.09),
p=0.002*

R?=0.143
cg08161306 OR:1,062 , 95%IC (1.01-1.10),
p=0.004*

R?=0.247
TBC1D22A | 7-Down-cg08161306 OR:1,21, 95%IC (1.08-1.34),
p<0.0001*

R?=0.280
19-Down-cg08161306 OR:1,26 , 95%IC (1.113-1.432),
p<0.0001*

Gen ID AR grave vs AR no grave

R?=0.385
PRG2 cg15971518 OR:1.13 , 95%IC (1.04-1.22),
p=0002*
R?=0.233
5-Down-cg19052272 OR: 0.89, 95%IC (0.82-0.97),
p=0.01*
R?=0.263
OR: 0.89, 95%IC (0.81-0.97),
p=0.01*

ALLC

cg19052272
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En la tabla se muestran dos modelos de regresion logistica. Modelo 1: variable dependiente:
Pacientes (1) vs. Controles (0). Modelo 2: variable dependiente: AR grave (1) vs. AR no

grave (0). *p<0.05 al incluir ademas en el modelo edad y sexo.

Estos CpG ademas, de acuerdo al area bajo la curva ROC, tuvieron potencial diagnéstico
para ARy severidad de AR (Tabla 7).

Tabla 7: Biomarcadores potenciales de AR y gravedad de la AR: Potencial diagndstico de

acuerdo al area bajo la curva ROC.

Datos pirosecuenciacion

Gen ID *AUC (95% CI), valor de p
PRHOXNB €g21950155 0.750 (0.626-0.874), p=0.001
cg08161306 0.725 (0.599-0.851), p=0.002
TBC1D22A 7-Down-cg08161306 0.788 (0.677-0.898), p<0.0001
19-Down-cg08161306 0.820(0.713-0.926), p<0.0001

Gen ID **AUC (95% CI), valor de p

PRG2 cg15971518 0.871 (0737-1), p<0.0001
ALLC 5-Down-cg19052272 0.273 (0.93-0.454),p=0.29
cg19052272 0.309(0.065-112),p=0.065

*El estado real positivo es AR.
** El estado real positivo es AR grave.

Nota: 5-Down-cg19052272: 0.727(0.546-0.907), p=0.029 si el estado real positivo es AR NO

grave.

También se analizé el uso combinado de los 4 CpG: ¢g21950155, cg08161306, 7-Down-
cg08161306, 19-Down-cg08161306 para el diagndstico de la AR; con un resultado de AUC
(95% CI) 0.877 (0.794-0.960), p<0.001.

Finalmente se analizé el AUC el uso combinado de los 4 CpG anteriores y los niveles de
Factor reumatoide (FR) y Anticuerpos contra las proteinas citrulinadas (ACPA) para el
diagnéstico de la AR; con un resultado de AUC (95% CI) 0.991 (0.972-1.000), p<0.001.
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Ademas, cg15971518 y cg19052272 se asociaron con DAS28-VSG (r=-0.276 p=0.01,
r=0.256 p=0.029, respectivamente). Concretamente cg15971518 predijo DAS28-VSG en un
modelo de regresion lineal, ajustado por sexo y edad (R2=0.050, beta=-0.257, p=0.028). Por
otro lado, la metilacion del cg21950155 se asoci6 a variables relacionadas como por ejemplo
la funcion fisica (HAQ) (r=0.275, p=0.017).
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REIVINDICACIONES

1. Uso in vitro del nivel de metilacién del sitio CpG ¢g15971518 como biomarcador de

diagndstico y/o prondstico de artritis reumatoide severa.

2. Uso in vitro del nivel de metilacion de los sitios CpG ¢g08161306, 7-Down-
cg08161306, 19-Down-cg08161306 y/o cg21950155 como biomarcador de diagnéstico y/o

prondstico de artritis reumatoide.

3. El uso segun la reivindicacién anterior caracterizado por que los biomarcadores se

utilizan de forma simultanea.

4. El uso segun la reivindicacién anterior caracterizado por que ademas incluye el uso

de los niveles de Factor reumatoide y/ o Anticuerpos contra las proteinas citrulinadas.

5. Un método in vitro de obtencion de datos utiles para el diagndstico y/o prondstico de

artritis reumatoide severa que comprende:

a) medir el nivel de metilacion del sitio cg15971518 en una muestra aislada de un
individuo, y
b) comparar el resultado del paso a) con el obtenido a partir de una muestra de

referencia aislada de pacientes con artritis reumatoide en un grado no severo.

6. Un método in vitro para el diagndstico y/o prondstico de la artritis reumatoide severa
que comprende el método in vitro de obtencion de datos utiles segun la reivindicacion

anterior y que ademas comprende:

c) determinar que el individuo pertenece al grupo de pacientes que presenta o va presentar
artritis reumatoide en grado severo cuando el nivel de metilacién del sitio cg15971518 es

significativamente superior al detectado en la muestra de referencia.

7. Un método in vitro de obtencion de datos utiles para el diagnéstico y/o prondstico de

la artritis reumatoide que comprende:

a) medir el nivel de metilacion de los sitios ¢g08161306, 7-Down-cg08161306, 19-
Down-cg08161306 y/o cg21950155 en una muestra aislada de un individuo, y
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b) comparar el resultado del paso a) con el obtenido a partir de una muestra de

referencia aislada de individuos sanos.

8. Un método in vitro para el diagnéstico y/o prondstico de la artritis reumatoide que
comprende el método in vitro de obtencién de datos utiles segun la reivindicacion anterior y

gue ademas comprende:

c) determinar que el individuo pertenece al grupo de pacientes que presenta o va
presentar artritis reumatoide cuando el nivel de metilacién de los sitios ¢cg08161306, 7-
Down-cg08161306, 19-Down-cg08161306 y/o cg21950155 es significativamente superior al

detectado en la muestra de referencia.

9. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 o 8 caracterizado por
que el nivel de metilacion de los sitios ¢g08161306, 7-Down-cg08161306, 19-Down-
cg08161306 y cg21950155 se miden de forma simultanea.

10. Un método para valorar eficacia de un tratamiento contra la artritis reumatoide que

comprende:

a) medir el nivel de metilacion de los sitios ¢g08161306, 7-Down-cg08161306, 19-
Down-cg08161306, cg21950155 y/o ¢cg15971518 en una muestra aislada de un individuo
antes del inicio del tratamiento,

b) medir el nivel de metilaciéon de los sitios ¢g08161306, 7-Down-cg08161306, 19-
Down-cg08161306, cg21950155 y/o cg15971518 en una muestra aislada del mismo
individuo tras administrar el tratamiento, y

c) determinar que un tratamiento resulta efectivo cuando el nivel de metilacién de los
sitios cg08161306, 7-Down-cg08161306, 19-Down-cg08161306, ¢g21950155, y/o

cg15971518 en el paso b) son menores que los detectados en el paso a).

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10 caracterizado por

que el nivel de metilacion de los sitios CpG se mide en una muestra de sangre aislada.

12. El método de acuerdo con la reivindicacidon anterior caracterizado por que el nivel de
metilacion de los sitios CpG se mide en las células mononucleares de la muestra de sangre

periférica aislada.
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13. El método de acuerdo con la reivindicacidén anterior caracterizado por que el nivel de

metilacion de los sitios CpG se mide en células T, células B y/ o monocitos.
14. Un kit o dispositivo que comprende reactivos para la identificacion en sangre del nivel
de los sitios ¢g08161306, 7-Down-cg08161306, 19-Down-cg08161306, cg21950155 y

cg15971518.

15. Uso del kit segun la reivindicacion anterior para llevar a cabo el método descrito en

las reivindicaciones 11 a 13.
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