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Resumen

Objetivo: Evaluar la influencia del polimorfismo genético del HLA
clase | y Il, TNFo. e IL1( en pacientes argentinos con espondilitis
anquilosante (EA).

Material y métodos: Este fue un estudio de asociacion en el que se
incluyeron pacientes con EA clasificados de acuerdo a los criterios
de New York modificados. Se registraron datos demograficos y cli-
nicos de la enfermedad. Un grupo no relacionado, pero pareado, de
154 personas fue utilizado como grupo control. La genotipificacion
fue realizada utilizando técnicas basadas en la reaccion en cadena
de la polimerasa. Se evaluaron alelos HLA clase I (A y B) y Il (DR),
polimorfismos de nucledtido simples del TNF (-238 y 308) y del gen
IL1B (-511 y +3954).

Resultados: Se incluyeron 52 pacientes con EA, de los cuales
90,4% fueron varones, con una edad mediana de 44 afios rango
intercuartilo (RIQ) 34-53. Confirmamos la asociacién del HLA-B27
con la enfermedad (90,4% vs. 5,2%, con OR: 171,5, p = 1x10%). El
subtipo mas frecuente tanto en pacientes como en controles fue el
B27*05(85%). La comparacion de alelos de clase Ay B no B27 entre
controles y pacientes no mostrd diferencias significativas. La com-
paracion entre los alelos clase Il evidencié una mayor frecuencia
del HLA-DR1 (59,6% vs. 20%, OR: 6,1, p = 1x10%9). El genotipo TNF
-308 GA fue un factor de riesgo (94% vs. 81%, OR: 3,96, p = 0,02),
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Summary

Objective: To determine the influence of the genetic polymorphism
of HLA class | and Il, TNFo. and IL7B in Argentinean patients with
ankylosing spondylitis.

Material and Methods: This was an association study where AS
patients according to modified New York criteria were included. We
recorded demographic and clinical data of the disease. A non re-
lated but age and sex matched group of 154 people was used as
controls. Genotyping was performed using polymerase chain reac-
tion (PCR) techniques. We evaluated HLA class | (A and B) and class
Il (DR), single nucleotide polymorphism of the TNFo. (-238 and 308)
and IL1B (-511 and +3954).

Results: We included 52 patients with AS of whom 90.4% were
male with a median age of 44 years (IQR 34-53). We confirm the
association of HLA-B27 with disease (90.4% vs 5.2%. OR 171.5, p
= 1x10%°). The most common subtype in both patients and controls
was B27%05 (85%). Comparison between class A and B alleles non
B27 between controls and patients did not show significant diffe-
rences. Comparison between class Il alleles showed a statistically
significant higher frequency of HLA-DR1 in AS patients (59.6% vs.
20% OR 6.1, p = 1x10®). TNF -308 GA genotype was a risk factor
for AS (94% vs. 81% OR 3.96 p = 0.02), while the -238 GA geno-
type had a protective effect and was more frequently observed in



mientras que el genotipo -238 GA fue protector (53% vs. 76%, OR:
0,19, p >0,0001). El alelo /L7B3-571C se asocid con la EA (66% vs.
53%, OR: 1,74, p = 0,03).

Conclusion: En el presente estudio, hemos replicado por primera
vez en la poblacion argentina la influencia del HLA, TNFe IL1{3 en
la EA. Estos hallazgos permiten una comprension homogénea de la
fisiopatogenia de la enfermedad.
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Introduccion

Las espondiloartropatias seronegativas (EASN) incluyen
un grupo de enfermedades de etiologia atin desconocida,
que comparten ciertas caracteristicas clinicas, serolégi-
cas y genéticas'. La espondilitis anquilosante (EA) es el
prototipo de estas enfermedades y es bien conocida la im-
portante carga genética involucrada en el desarrollo de la
misma, siendo los genes del sistema de histocompatibili-
dad (HLA) los mis cominmente asociados®’. En el afio
1972, Brewerton y col. descubrieron la asociacién entre
el HLA-B27 y la espondilitis anquilosante, observando
este alelo en el 96% de los pacientes con EA versus 7% de
la poblacién general*. Si bien el HLA-B27 es el principal
alelo asociado con la EA en mas del 95% de los caucasicos,
solamente del 1 al 5% de los sujetos B27 positivos desarro-
llan la enfermedad®”.

Existe evidencia en diferentes grupos étnicos, que otros
alelos del complejo mayor de histocompatibilidad clase Iy
IT pueden influir sobre la susceptibilidad a la enfermedad
y sus manifestaciones clinicas. Asi, entre los antigenos
clase I, es cldsica la asociacidn con el complejo CREG (B7,
B22, B40 y B42) descripto por Khan en 1983°. También
se han publicado asociaciones con otros alelos como B60,
B40 y B15, DR1, DRS, asi como con polimorfismos en
diferentes genes de citoquinas como el factor de necro-
sis tumoral alfa (TNF) e interleuquina 1B (JL1B)*'¢. En la
actualidad, el amplio estudio del genoma humano en pa-
cientes con EA permiti6 detectar posibles dreas sugestivas
o significativamente ligadas, ubicadas en sitios diferentes
al complejo mayor de histocompatibilidad". Los estudios
de posibles genes candidatos en EA son escasos, pero en
2 cohortes caucésicas se observé asociacién con el locus
CYP2D6 ubicado en el cromosoma 2'8- Adicionalmente,
en algunos estudios de casos y controles en poblacién
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controls (76% vs. 53%, OR 0.19, p >0.0001). IL7B -571 allele was
associated with a higher susceptibility to AS (66% vs. 53%, OR 1.74
p = 0.03).

Conclusion: In the present study, we have replicated for the first
time in the Argentinean population, the influence of HLA, TNFo., and
IL1B in patients with AS. These findings allow a uniform understan-
ding of the physiopathology of the disease.

Key words: HLA-B27, genetics, ankylosing spondylitis.

caucisica de Canadd y china de Taiwan, se demostraron
asociaciones con genes del grupo de la IL11%%.

Dado que la influencia que puede tener el polimor-
fismo genético sobre una enfermedad varia de acuerdo a
la etnicidad y geografia, los estudios de replicacién son
importantes para la comprensién de la fisiopatologia de
enfermedades complejas como la EA. Por tal motivo, el
presente trabajo examiné la influencia del polimorfismo
de genes HLA clase I y I, TNF e IL1p en la presentacién
y curso de la EA en pacientes argentinos.

Pacientes y métodos

Estudiamos pacientes consecutivos con EA, segtin crite-
rios de New York modificados?'.

Todos los pacientes dieron su consentimiento para la
participacién en el estudio y el mismo fue aprobado por
el comité de docencia del Instituto de Rehabilitacién Psi-
cofisica (IREP). Consignamos datos demogrificos (edad,
sex0) y clinicos de la enfermedad como edad de comienzo,
duracién de la enfermedad, tipo de EASN, compromiso
articular periférico y/o de caderas, compromiso ocular,
presencia y grado de sacroileitis.

Un grupo no relacionado de 154 personas pareadas
por edad, sexo, geografia y etnicidad fue utilizado como
control en la comparacién de los datos genéticos.

En todos los individuos se extrajeron muestras de san-
gre venosa periférica, la cual fue conservada con EDTA
a -20°C hasta su anilisis. Para la tipificacién genética,
se extrajo ADN de células mononucleares desde sangre
total, luego del fraccionamiento con Ficoll Ipaque, los
alelos clase I (A y B) y IT (DR) fueron analizados por
PCR y oligotificacién como fue descripto en extenso
previamente??. La tipificacién de polimorfismos de nu-
cleétidos simples (SNPs) del TNF en las posiciones -238
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y -308 se realizé también por PCR, tal como fue sefiala-
do previamente®. Se utiliz6 un aparato 1 Cycler de Bio-
Rad. La PCR fue seguida de una digestién con enzimas
de restriccién. El polimorfismo del TNF -308 se analizé
utilizando el método de polimorfismo en el tamafio de
los fragmentos de restriccién (RFLP)... Brevemente: Un
fragmento de 107 bp se amplificé con un primer pionero
5’ AAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT 3y reverti-
damente con un primer 5"TCCTCCCTGCTCCGATTC
3" (Invitrogen Life Technologies, Frederich MD). Las
condiciones de PCR fueron las siguientes: 5 minutos
a 94°C seguido de 3 a 5 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1
minuto a 60°C y 1 minuto a 72°C . Se realizé una exten-
si6n final a 72°C por 10 minutos y los productos fueron
digeridos enziméticamente por incubacién con la enzima
Ncol (Promega, Bogotd Colombia) a 37°C por 12 horas.
El polimorfismo en la posicién -238 del TNF fue definido
usando PCR-RFLP segin lo desarrollado por Gallager y
col*. Los primeros fueron desarrollados para amplificar
un producto de 192 bp de la siguiente manera: primer de
inicio  5"TTCCTGCATCCTGTCCTGTCTGGAAGT
AAGAA 3"y el primer reverso 5AGCATACCCCTCA
CACTCCCATCCTCCCCGCATC 3" (Invitrogen Life
Technologies, Frederich MD); con condiciones de PCR
similares a las utilizadas para el SNP -308. Los productos
obtenidos en este caso fueron sometidos a digestién enzi-
matica con la enzima Bam HI (Promega, Bogotd Colom-
bia), a 37°C por 2 horas. Los fragmentos de restriccién 87
bp, y 20 bp para -308 G y 107 bp para -308A% 164 bp y 28
bp para -238G y 192 bp para -238A* fueron analizados en
gel de agarosa con tefiido de bromuro de ethidinium al 3%
(Seakem LE Agarose Bio Whittaker, Rockland ME). Se
incluyeron controles positivos y negativos en cada andlisis
de muestras.

La genotipificacién de los SNPs de 7L1f -511 y +3954.
La tipificacién de T-511 C SNP se realiz6 por PCR-
RFLP, utilizando sebadores especificos y condiciones de
PCR previamente establecidas y descriptas en detalle an-

teriormente?.

Analisis estadistico

El anilisis estadistico fue realizado con el programa SPSS
version 10.0 (SPSS, Chicago Illinois).

La frecuencia de alelos y haplotipos fue calculada por
conteo directo. Las diferencias entre frecuencias de los
diferentes alelos entre pacientes y controles se realizaron
por test de Chi cuadrado, excepto cuando el niimero de
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alguno de los alelos en la tabla de 2x2 fue menor a 5, en
cuyo caso se utilizé test exacto de Fisher. Se calcularon
los razones de disparidad [odds ratio (OR)] y los inter-
valos de confianza (IC) del 95%. El valor de significancia
p fue corregido por el nimero de alelos examinados para
los de clase I y II. El equilibrio de Hardy Weinberg y el
desequilibrio de ligamiento fueron evaluados utilizando
el software Arlequin. Un valor de p menor a 0,05 fue con-
siderado significativo.

Resultados

Incluimos 52 pacientes con EA, 47 eran varones (90,4%),
con una edad mediana de 44 afios rango intercuartilo
(RIQ: 34-53). La edad mediana de inicio de la enfermedad
fue de 22 afios (RIQ: 18-21) y el tiempo mediano de evolu-
cién de la enfermedad de 17 afios (RIQ: 10-28).

Veinte (38,5%) pacientes habian tenido compromiso
periférico, 15 (29%) compromiso de caderas y 15 uveitis.
El77% de nuestros pacientes presentaban sacroileitis gra-
do IV. Cuatro de los pacientes tenfan antecedentes de pso-
riasis cutdnea y 1 de enfermedad inflamatoria intestinal
(Tabla 1). Tal como lo esperado, el HLA-B27 se asocid
con la EA (Figura 1). El subtipo mds frecuente tanto en
pacientes como en controles fue el B27%05 (85%).

Sexo: Masculino 47 (90,4%)
5(9,6%)

44 afos (34-53)

Femenino
Edad actual mediana (RIQ)
Edad inicio EA mediana (RIQ) 22 afios (18-31)

Tpo evolucion mediana (RIQ) 17 afios (10-28)

Compromiso periférico 20 (38,5%)
Compromiso de caderas 15 (29%)
Uveitis 15 (29%)
Sacroileitis Grado 4 40 (77%)
Tipode EA:  Pura 43 (82,7%)
APs 4 (7,7%)
EAJ 4 (7,7%)
Ell 1(1,9%)

Tabla 1. Caracteristicas demogrdficas y clinicas en 52 pacientes con
espondilitis anquilosante.
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Figura 1. Frecuencia de HLA-B27 en pacientes con espondilitis anquilo-
sante y controles.

La comparacién de alelos HLA de clase A no mostrd
diferencias significativas, pero el A71 y el A32 mostraron
una mayor frecuencia en pacientes y el A23 fue mis fre-
cuente en controles (Tabla 2).

En la comparacién de otros alelos de clase B no B-27,
de la misma manera que en la comparacién anterior, hubo
una tendencia a mayor frecuencia del B40 en pacientes y
del B44 en controles, pero sin alcanzar significancia esta-
distica (Tabla 3).

Por ultimo, la comparacién entre los alelos clase II,
evidencié una mayor frecuencia estadisticamente signifi-
cativa del HLA-DR]1 en pacientes (59,6%) con respecto a
controles (19,5%) (Tabla 4).

También se observé que el DR15 fue mds frecuente en
controles que en pacientes con una p corregida de 0,02 y
un OR de 0,08 (IC 95% 0,01-0,6), comportindose como
un alelo protector. Dada la alta frecuencia de DRI en
nuestra poblacién, probamos el rol protector del DR15,
excluyendo a los pacientes DRI positivos; pero en estas
circunstancias el DR15 no mantuvo su efecto protector.

Luego realizamos un anilisis con la finalidad de detec-
tar asociaciones entre los alelos mis frecuentes en nuestra
poblacién de espondiliticos, es decir el A11, B27, B40 y

CONTROLES PACIENTES Pc OR (IC 95%)

HLA-A n=154 n=52
n (%) n (%)

AT 2 (20,8) 6 (11,5) NS
A2 0 (45,5) 26 | NS
A3 8 (18,2) 10 (19,2) NS
Al 24 (15,6) 12 (23,1) NS 1,61 (0,7-3,5)
A23 3 (8,4) 0 NS 0,73 (0,7-0,8)
A24 6 (23,4) 12 (23,1) NS
A25 5 (32 1 NS
A26 5 (9,7) 7 (13,9 NS
A29 7 (1) 2 | NS
A30 3 (8,9 1 NS
A31 6 (3,9 4 ( NS
A32 10 (6,5) 8 (15,4) NS 2,6 (0,9-7,0)
A33 2 (1,3 1 NS
A68 14 (9,1) 6 (11,5 NS
A74 1 (0,6) 0 NS
HOMOCIGOTAS 22 (143) 8 (154) NS

Tabla 2. Comparacion de alelos de clase A entre controles y pacientes con EA.
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CONTROLES PACIENTES Pc OR (IC 95%)

HLA-B n=154 n =52
n (%) n (%)
B7 17 (11) 2 (3,8 NS
B8 18 (11,7) 2 (3,9 NS
B13 8 (5,2) 2 (3,8 NS
B14 14 (9,1) 4 (7,7) NS
B15 2 (1,3 1 (1,9 NS
B18 19 (12,3) 2 (3,9 NS
B27 8 (52 47 (90,4) 1x10% 171,5 (53-549)
B35 39 (25,9) 7 (13,5 NS
B37 4 (2,6) 1 (1,9 NS
B38 23 (14,9 3 (59 NS
B39 13 (8,4) 3 (58 NS
B40 5 (3,2 5 (9,6) NS 3,1(0,8-11)
B41 8 (5,2 0 NS
B42 1 (0,6) 0 NS
B44 33 (21,4 2 (3,8 0,06 0,4 (0,03-0,6)
B45 4 (2,6) 0 NS
B46 0 1 (1,9 NS
Tabla 3. Comparacion de alelos de clase B entre controles y pacientes con EA.

CONTROLES PACIENTES Pc OR (IC 95%)

HLA-DR n=154 n=>52
n (%) n (%)

DR3 19 (12,3) 5 (5,6) NS
DR4 39 (25,3) 10 (19,2) NS
DR7 35 (22,7) 11 (21,2) NS
DR8 10 (6,5) 8 (15,4) NS
DR9 9 (5.8) 2 (3.8 NS
DR10 7 (4,5) 1 (1,9 NS
DR11 50 (32,9) 12 (23,1) NS
DR12 3 (1,9 3 (58 NS
DR13 25 (16,2) 7 (13,9 NS
DR14 20 (13) 2 (3,8 NS
DR15 28 (18,2) 1 (1,9 0,02 0,08 (0,01-0,6)
DR16 12 (7,8) 4 (7,7) NS
DR17 3 (1,9 0 NS
HOMOCIGOTAS 18 (11,6) 7 (13,5 NS

Tabla 4. Comparacion de alelos de clase DR entre controles y pacientes con EA.
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DR1 y ciertas caracteristicas clinicas de la enfermedad
como edad de inicio, sexo, compromiso periférico, de
caderas y uveitis. Encontramos que en los pacientes B40
positivos, la edad de inicio es significativamente mayor en
comparacién a los B40 negativos (p = 0,03). En cuanto a
los pacientes B27 positivos, al igual a lo referido en la lite-
ratura, la edad de inicio es significativamente menor (p =
0,01). Para el resto de las caracteristicas estudiadas, no se
encontraron asociaciones significativas con los alelos ana-
lizados (Tablas 5 y 6).

En los pacientes y controles testeados para polimorfis-
mo del TNF, se observé un claro desbalance en relacién a
la susceptibilidad para la enfermedad. El genotipo GA del
SNP -308 fue significativamente més frecuente en pacien-
tes (94%) que en controles (81%) [OR: 3,96 (IC 95% 1,14-
13,70), p = 0,02], mientras que el genotipo GA del SNP
-238 fue protector observindose con mayor frecuencia en
controles (76%) que en pacientes (53%) [OR: 0,19 (IC 95%
0,1-0,37), p >0,0001].

Con respecto al polimorfismo del gen IL1, el alelo

-511C se asocié con la EA, observindose con una frecuen-
cia del 66% en pacientes vs. 53% en controles [OR: 1,74
(IC 95% 1,1-2,82), p = 0,03], el genotipo CC mostrd una
tendencia a mayor susceptibilidad pero sin alcanzar sig-
nificancia estadistica. El genotipo 7L1P +3954 no mostrd
influencia significativa.

Discusion

Tanto la prevalencia del HLA-B27 como la frecuencia de
los distintos subtipos del mismo son comparables a los de
otras poblaciones caucésicas. El HLA-B27 es el factor ge-
nético que contribuye con mis fuerza para el desarrollo
de EA; sin embargo, otros estudios soportan el rol de ge-
nes adicionales**!>»1. Nuestros resultados sustentan que
otros genes ademds del HL A-B27, se relacionan con la sus-
ceptibilidad a EA en la poblacién argentina. Hemos obser-
vado que el HLA-DR1 confiere mayor susceptibilidad a
la enfermedad (OR: 6,1) y el hecho de encontrar este alelo
tanto en individuos B27 positivos como en negativos, per-

CABACTERiSTICAS POSITIVO A NEGATIVO POSITIVO o0 NEGATIVO
CLINICAS n=12 n=40 n=5 n=47
Edad de inicio mediana 20,5a 23a 30a 21 a*
Sexo masculino 11 (92%) 36 (90%) 4 (80%) 43 (91%)
Compromiso periférico 3 (25%) 1(27%) 2 (40%) 18 (38%)
Compromiso de caderas 6 (50%) 9 (23%) 1(20% 14 (30%)
Uveitis 6 (50%) 9 (23%) 2 (40%) 13 (28%)

*p=0,03

Tabla 5. Asociacion entre alelos y caracteristicas clinicas de la enfermedad.

. B 27 DR1
CARACTERISTICAS POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
CLINICAS n=47 n=>5 n=31 n=21
Edad de inicio mediana 21a 30 a* 23a 19a
Sexo masculino 43 (91%) 4 (80%) 28 (90%) 19 (90%)
Compromiso periférico 18 (38%) 2 (40%) 10 (32%) 10 (48%)
Compromiso de caderas 14 (30%) 1 (20%) 9 (30%) 6 (29%)
Uveitis 15 (32%) 0 11 (35%) 4 (19%)

*p=0,01

Tabla 6. Asociacidn entre alelos y caracteristicas clinicas de la enfermedad.
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mite sugerir que este gen se hereda en forma independiente
al B27, como ya fue descripto por otros autores?>?.

El HLA-DR1 ha sido reportado previamente en pa-
cientes con EA. Los gemelos dicigéticos llevando B27 y
DR1 son mis concordantes para esta enfermedad que los
gemelos B27 positivos DRI negativos (p = 0,039)2. En
un estudio francés de familias con EA, se encontré que
el haplotipo HLA-DRB1*0101/ DQB*0501 era trans-
mitido preferencialmente dentro de familias a chicos con
EA, independientemente del HLA-B27%. Armstrong y
col., en un estudio de pacientes britdnicos, encontraron
que 48,5% de los pacientes con EA eran HLA-DR1 posi-
tivos vs. 14,9% de controles sin la enfermedad?. Brown y
col. encontraron que el HLA-DR1 puede tener un efecto
débil sobre la susceptibilidad a EA, independientemente
del HLA-B27V. Por tltimo, un estudio reciente en Méxi-
co detectd una asociacién significativa del HLA-DR1 y
HLA-BI15 con EASN, la cual también fue independiente
del HLA-B27; ademis, la presencia del HLA-DRI se re-
lacioné con un comienzo mis tardio de la enfermedad!!.
Varios estudios previos demostraron la asociacién de EA
con polimorfismo de los genes TNF e ILIf?3, lo cual
también ha sido confirmado en pacientes argentinos.

En nuestra poblacién, el HLA-DRI5 se comportd
como un alelo protector, al igual que el genotipo GA del
TNF-238.

Con respecto a las caracteristicas clinicas de la enfer-
medad, se ha observado que ciertos genes determinan su
severidad y patrén de expresién fenotipica. Es asi como
varios estudios han relacionado la presencia de HLA-
B27 con mayor frecuencia de artritis periférica, entesitis,
uveitis, enfermedad mds severa, progresiéon mas ripida
de la sacroileitis y edad de inicio de la enfermedad més
temprano®'*. También, como referimos anteriormente,
ha sido documentada la asociacién del HLA-DRS a la
presencia de uveitis en pacientes con EA'.

En conclusién, en nuestra poblacién de la ciudad de
Buenos Aires, la prevalencia HLA-B27 en pacientes con
EA es alta (90,4%). Ademads, el HLA-DR1 confiere en
forma independiente seis veces mds probabilidad de pa-
decer la enfermedad, mientras que el HLA-DR15 podria
comportarse como un alelo protector. La edad de inicio
de la enfermedad es menor en los individuos HLA-B27
positivos y mayor en los HLA-B40 positivos. Hemos re-
plicado también la influencia del TNF e IL1P sobre la en-
fermedad.

Los hallazgos de este estudio inmunogenético en una
poblacién representativa de pacientes argentinos con EA,
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ofrecen una visién homogénea de la inmunogenética de
la enfermedad con respecto a otras poblaciones y contri-
buyen en un mejor entendimiento de la patogenia de esta
enfermedad.
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