Utilidad de Determinar el Polimorfismo de la Region
Promotora -308 del Gen del Factor de Necrosis
Tumoral Alfa, en Pacientes con Artritis Reumatoidea

Resumen

La Artritis Reumatoidea es una enfermedad inflamato-
ria sistémica, cronica, de curso habitualmente progresivo,
en cuya etiologia interactian mecanismos ambientales
favorecidos por una predisposicion genética. Existe un
amplio espectro de citoquinas involucradas en la patoge-
nia. Entre ellas, el Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF
a) juega un rol protagonico. Esto se ha visto confirmado
en el ultimo tiempo con las nuevas terapias biologicas que
bloguean la accion de esta citoquina, logrando respuestas
de gran impacto en la calidad de vida de los pacientes. En
el presente articulo se revisan los elementos que ayudan
a entender la fisiopatologia, mecanismos reguladores y la
importancia de determinar el polimorfismo del promotor
del gen del TNF o —-308, basados en la experiencia de un
grupo de investigacion nacional.

Summary

Rheumatoid Arthritis is systemic, inflammatory, cronic
and progressive disorder. Both genetic and environmen-
tal factors are involved in the aethiology of RA. A large
number of citokines are associated with pathology. The
TNF o is a pivotal factor in RA. There exist several stu-
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dies where remarkable clinical benefit was observed in
RA patients treated with TNF blocking agents. In the pre-
sent article we review the necessary aspects to understand
the phisiopatology, regulatory mechanisms and the utility
of determining the —308 TNF o promoter polymorphism
based on the national research group’s experience.

INTRODUCCION

La Artritis Reumatoidea (AR) es un desorden auto-
inmune heterogéneo con un amplio espectro de manifes-
taciones clinicas, desde sinovitis leve a compromiso de
organos profundos. Tanto mecanismos genéticos como
ambientales estan involucrados en la etiologia de la AR.
Ademas de la ya conocida predisposicion genética obser-
vada en los pacientes portadores de alelos HLA-DRBI,
se han descrito otros potenciales predisponentes, como el
gen del Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNFa) (1-3).

El TNFa es una citoquina inducible con un amplio
espectro de acciones proinflamatorias e inmunoestimula-
doras, que juega un rol central en AR. Altos niveles de
TNFa se encuentran tanto en el liquido como en el tejido
sinovial de pacientes con AR. Ademas, importantes benefi-
cios clinicos se han observado en pacientes con AR que han
recibido tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-
TNFa en estudios doble ciego, placebo-control (1, 4, 5).

Si bien el TNFa es una citoquina fundamental de la
inmunidad innata y adquirida, diferentes niveles de pro-
duccion se han relacionado con predisposicion a enfer-
medades. La expresion persistente y aislada del TNFa
basta para inducir artritis, como ha sido demostrado en un
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modelo de ratones transgénicos en los que la sobreexpre-
sion de TNFa humano transgénico provocd el desarrollo
de una artritis similar a AR. La produccion de TNFa ha
mostrado importantes diferencias entre individuos, y estas
variaciones parecen asociadas a ciertos alelos HLA-DR.
Individuos HLA-DR2+ producen bajos niveles de TNFa,
mientras que aquellos HLA-DR3+y HLA-DR4+ producen
altos niveles. Aproximadamente el 60% de las variaciones
en la produccion de TNFa estd genéticamente determi-
nado. Por otro lado, la ubicacion del gen del TNFa dentro
del locus HLA del cromosoma 6 permite plantear que la
existencia de polimorfismos alélicos en la region promo-
tora del gen del TNFa pueda afectar la expresion de éste
y, asi, predisponer la aparicion de la AR o influir sobre su
severidad (1, 6).

ACCIONES DEL TNFa

El TNFa es una citoquina inducible, glicosilada, de 17
kDa, secretada principalmente por macrofagos. En condi-
ciones fisioldgicas posee actividad antitumoral, antiviral y
antimicrobiana. Induce el crecimiento tisular, diferencia-
cion de tejidos e inmunorregulacion. Se une a dos tipos de
receptores, de 55 y 75 kDa, denominados tipo I y tipo I,
respectivamente, los que se encuentran ampliamente dis-
tribuidos en las distintas lineas celulares (7).

Por poseer efectos sobre la adhesion leucocitaria,
actividad procoagulante e influir sobre la vasculatura, el
TNFa puede llegar a tener repercusiones a gran escala en
el organismo, como shock séptico y coagulacion intravas-
cular diseminada.

En AR, la sobreexpresion de TNFa e IL-1 dirigirfan tanto
el proceso inflamatorio sistémico como el dafo sinovial (8).

GENETICA DEL TNF

El gen que codifica el TNFa esta ubicado en la region
MHC clase III del brazo corto del cromosoma 6, entre
los loci HLA-B (region MHC clase I) y HLA-DR (MHC
clase II). El locus del TNF posee una variedad de sitios
polimorficos en la region codificante y en su vecindad
(Figura 1). Se describen dos tipos de polimorfismos. El
primer tipo corresponde a Polimorfismos de Nucleo6tido
Simple (SNP), los que consisten en cambios de un nucleo6-
tido que puede detectarse en cualquier lugar del DNA, ya
sea en las secuencias regulatorias en el extremo 5’ (promo-
tor) o después de la region codificante (region no transcrita
del extremo 3’[UTR]). El segundo tipo de polimorfismo
es el DNA microsatélite, distribuido ampliamente en todos
los cromosomas. Consisten en secuencias repetitivas de
DNA (C y T), no transcritas, de longitud variable, ubica-
das en regiones no codificantes. Si bien estas secuencias

126 Reumatologia 2004; 20(3):125-128

no se transcriben a RNA mensajeros, su presencia puede
alterar el plegamiento del DNA, afectando su union a pro-
tefnas y enzimas Yy, consecuentemente, su transcripcion.
Se ha descrito la presencia de microsatélites a nivel del
TNFa, TNFB, TNFy, etc. (6, 9).

El gen del TNFa est4 regulado a distintos niveles, es
decir, transcripcional, post-transcripcional, translacional y
post-translacional. La regulacion transcripcional del gen
es mediada via promotor 5°. SNP se han descrito en pro-
motores de varias posiciones: -1031 (sustitucion Tiamina
[T] a Citosina [C]), -863, -857 (sustituciones C a adenina
[A]),-574,-376,-308,-238, -163 (todas, sustituciones gua-
nina [G] a [A] y +70 [insercidon C]). Todos ellos estan
relacionados al sitio de inicio de la transcripcion. El rol
funcional de estos SNP ha sido estudiado y han mostrado
poseer influencias individuales respecto a condiciones esti-
mulatorias (9).

Algunos de estos polimorfismos se han relacionado a
mayores frecuencias o mayor severidad en distintas pato-
logias. Por ejemplo, se ha descrito un significativo incre-
mento del polimorfismo —238 A en pacientes con psoriasis
juvenil y artritis psoriatica. Fabris et al. determinaron una
estrecha relacion entre el polimorfismo —238 G/G y una
mayor severidad de AR. El alelo poco comiin + 489 A esta
significativamente aumentado en pacientes granulomato-
sos (inmunodeficientes), independientemente del HLA.
Por otro lado, se ha observado que este alelo estarfa signi-
ficativamente disminuido en pacientes AR, dandole a éste
un rol protector frente a la enfermedad (10, 11).

En AR, las asociaciones entre polimorfismos y fre-
cuencia o severidad de las manifestaciones ain es motivo
de controversias. Uno de los primeros y més estudiados es
el polimorfismo del promotor del gen en posicion —308,
el que da origen a dos alelos, G/G o TNF1 y G/A o TNF
2 (Figura 2). El alelo poco comin TNF2 esta fuertemente
asociado a los haplotipos HLA-A1-B8-DR-DQ2. Aunque
se ha observado una frecuencia del alelo TNF2 mas ele-
vada en pacientes con AR que en grupos controles, muchos
reportes no han podido confirmar una mayor relacion entre
este polimorfismo y una mayor susceptibilidad a AR. El
grupo de Kroeger et al. determin6 una mayor tasa de trans-
cripcion de TNFa en los individuos portadores del alelo
TNF2 comparados con el TNF1 en distintos tipos celulares
(11,12). Respecto a la relacion entre el polimorfismo de
esta region y la severidad de la AR, los resultados también
han sido contradictorios. Cvetkovic encontrd una relacion
significativa entre el alelo TNF 2 y una AR de curso mas
severo (12). Los grupos de Brinckman, de Lacki, de Yen y
altimamente el grupo de Barton, han fracasado en demos-
trar una relacion positiva entre este polimorfismo y una
mayor severidad clinica o radiologica de la AR (1, 14-16).



Polimorfismo de la Region Promotora 308 del Gen de TNFa en AR
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Figura 1. Localizacion del gen del TNF o en el genoma humano.
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Figura 2. Localizacién de los distintos polimorfismos SNP en la region promotora del gen del TNF a.

EXPERIENCIA DE NUESTRO GRUPO

De todos los polimorfismos descritos, nuestro grupo
se ha concentrado en el estudio del polimorfismo —308 del
promotor del gen del TNFa.

En poblacion chilena se ha estudiado la prevalencia
de los distintos alelos para el polimorfismo —308 del pro-
motor del TNFa. El genotipo G/G se presenta con una

frecuencia de 83,1%, el genotipo G/A, en un 16,3% y A/A,
en un 0,6%. En cuanto a la frecuencia del alelo TNF 2
(G/A), nuestras estadisticas nos asemejan a los franceses,
espafoles y africanos, pero con estos grupos diferimos en
presentar una mucho menor frecuencia del alelo A/A. En
este Gltimo aspecto, nuestra poblacion es semejante a la
poblacidn china y japonesa (17).
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Al comparar las frecuencias del alelo TNF 2 en pobla-
cion con AR y controles sanos, se observa que este alelo
es dos veces mas frecuente en pacientes con AR (22% vs
10%). Sin embargo, funcionalmente esta diferencia no se
traduce en mayores niveles séricos de TNFo. espontaneos
medidos en los pacientes con AR o en condiciones expe-
rimentales de sobreestimulacion a través de lipopolisaca-
ridos (LPS) en células in vitro, al comparar los distintos
alelos. Por otro lado, aunque los pacientes con AR mues-
tran concentraciones mucho mayores de TNFo que los
controles sanos, no existen diferencias de citotoxicidad
de esta citoquina relacionadas al polimorfismo —308. Los
resultados de este andlisis coinciden con reportes de la
literatura, tanto en términos de produccion de TNFa como
de funcionalidad de éste (18).

Al analizar la posible influencia del polimorfismo —308
del promotor del gen del TNFa en la respuesta a una tera-
pia con anticuerpo monoclonal anti-TNFa en pacientes
con AR, se observa que, si bien ambos grupos estudiados
(G/G vs G/A) presentan una significativa mejoria en todas
las variables medidas acompanada de aumento en los nive-
les de TNFa circulantes, sdlo el grupo TNF 2 muestra una
correlacion estadisticamente significativa entre respuesta
ACR 50 y el incremento en los niveles de TNFa. Al ana-
lizar subgrupos de pacientes se encontrd que aquellos que
no elevaron significativamente los niveles de TNFa pre-
sentaron una menor respuesta clinica frente al tratamiento.
Lo anterior permitiria postular que la ausencia de incre-
mento de niveles circulantes de TNFa luego de terapia
anti-TNFoa puede definir un grupo de pacientes menos
respondedor. Respecto al andlisis de grupos alélicos, los
resultados de nuestro estudio difieren de los hallazgos
de Mugnier et al., quienes encuentran una correlacion de
mejor repuesta en el criterio clinico DAS 28 a la misma
terapia anti-TNFa para el alelo G/G. Sin embargo, ambos
estudios difieren tanto en nimero de pacientes estudiados
como en los parametros clinicos utilizados (19, 20).

Para continuar en la linea de investigacion de influen-
cias de los polimorfismos del gen del TNFa y el grado
de respuesta a otra terapia anti-TNFa, nuestro grupo esta
desarrollando un estudio con un mayor nimero de pacien-
tes que incorpora varios centros, lo que permitird aumen-
tar su representatividad (FONDECYT N° 1040439).

Considerando las diferencias étnicas y genéticas de
las distintas poblaciones estudiadas, todos los esfuerzos
realizados, y aquellos que se desarrollen en el futuro, en
pro de poder identificar factores de mayor severidad de la
enfermedad o de mejor respuesta clinica frente a terapias
biologicas, representan una Util herramienta para optimi-
zar recursos y buscar alternativas de tratamiento diferen-
ciadas seglin las realidades locales.
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