ASOCIACION DEL POLIMORFISMO DEL GEN PD-1 (PD-1.3G/A) CON EL DESARROLLO DE HEPATITIS AUTOINMUNE ...

Articulo original

ASOCIACION DEL POLIMORFISMO DEL GEN
PD-1 (PD-1.3G/A) CON EL DESARROLLO
DE HEPATITIS AUTOINMUNE TIPO 1 EN

POBLACION MESTIZA VENEZOLANA

Maria del Pilar Fortesl, Paolo Tassinaril, Irma Machadol

1. Instituto de Inmunologia Dr. Nicolds E Bianco C, FOCIS Center of Excellence, Facultad de Medicina, Universidad Central de Venezuela.

RESUMEN

Introduccidn: la Hepatitis Autoinmune (HAI) es una enfermedad hepética progresiva en la cual se demues-
tra susceptibilidad genética. La molécula PD-1, inhibitoria, actia como receptor de superficie. Uno de los
SNPs, PD-1.3G/A ha sido asociado con susceptibilidad a enfermedades autoinmunes. Hallazgos experimen-
tales sugieren, que PD-1 puede jugar un papelimportante en el desarrollo de las enfermedades hepaticas
autoinmunes. Objetivo: determinar el polimorfismo del gen PD-1 (PD-1.3 G/A) y su posible asociaciéon con
HAI tipo 1 en pacientes mestizos venezolanos. Metodologia: se estudiaron 70 pacientes con HAl tipo 1y
120 individuos sanos, ambos grupos venezolanos de tercera generacion. La determinacion del polimor-
fismo se realizé mediante la técnica de PCR usando iniciadores de oligonucledtidos especificos seguida
por digestién de enzimas de restriccién (Pstl). Resultados: el alelo més frecuente en las dos poblaciones
correspondié al alelo silvestre G (92,9% y 95,4%) con frecuencias muy similares. El genotipo més frecuente
fue el genotipo homocigoto silvestre (G/G) tanto en pacientes como en controles (87,2% y 90,8%, p=0,42)
observandose mayor valor en el segundo grupo. El genotipo G/A se aprecia con mayor frecuencia en pacien-
tes (11,4% vs 9,2%, p=0,62). El genotipo homocigoto A/A sélo estuvo presente en un paciente y en ningiin
control (1,4% vs 0%, p=0,19). Ninguna de estas diferencias fue significativas. Conclusién: no se encontré
diferencia en la distribucién de genotipos del gen PD-1 (PD-1.3G/A) observados en pacientes e individuos
sanos, sugiriendo que en nuestra poblacién la susceptibilidad para HAI tipo 1 no esté influenciada por el
polimorfismo de este gen.
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ASSOCIATION OF THE PD-1 (PD-1.3G/A) GENE POLYMORPHISM WITH THE DEVELOPMENT

OF TYPE 1 AUTOIMMUNE HEPATITIS IN VENEZUELAN MESTIZO POPULATION

ABSTRACT

Introduction: Autoimmune hepatitis (AlH) is a progressive liver disease showing genetic susceptibility. The
inhibitory PD-1 molecule acts as a surface receptor. One of the SNPs, PD-1.3G/A has been associated with
susceptibility to autoimmune diseases. Experimental findings suggest that PD-1 may play animportant role
in the development of autoimmune liver pathologies. Objective: to establish the PD-1 gene polymorphism
(PD-1.3 G/A) and its potential association to type 1 AIH in Venezuelan mestizo patients. Methodology: 70
patients with type 1 AIH and 120 healthy individuals were studied, both groups being third generation
Venezuelans. The determination of the polymorphisms was done through PCR, using specific oligonu-
cleotide initiators followed by restriction enzyme digestion (Pstl). Results: the most frequent allele in
both population groups was the wild G allele (92.9% and 95.4%) with very similar frequencies. The most
frequent phenotype was the wild homozygote genotype (G/G), both in patients and controls (87.2% and
90.8%, p=0.42) with higher values observed in the second group. The G/A genotype is more often found
among patients (11.4% vs 9.2%, p=0.62). The A/A homozygote genotype was only present in one patient
andin none of the controls (1.4% vs 0%, p=0.19). None of these differences was significant. Conclusion: no
difference was found in the genotype distribution of the PD-1 gene (PD-1.3G/A) observed in patients and
healthy individuals, which suggests that in our population the susceptibility for Type 1 AlH is not affected

by this gene’s polymorphism.
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INTRODUCCION

La Hepatitis Autoinmune (HAI) tipo 1 es una enferme-
dad inflamatoria del higado, que afecta principalmente
a mujeres y que se caracteriza por elevacién de amino-
transferasas, presencia de autoanticuerpos e hipergam-
maglobulinemia (1). Los estudios inmunohistoquimicos
identifican en forma predominante los linfocitos T, prin-
cipalmente los linfocitos T CD4 + y en menor cuantia los
linfocitos T CD8 + (2), lo cual sugiere que estas células
son las que mds contribuyen a la inmunopatogenia de esta
enfermedad. No estdn claras las razones que provocan
la ruptura de tolerancia y los mecanismos que causan
la enfermedad. La hipdtesis mds cominmente aceptada
es que esta patologia es desencadenada por un factor
ambiental en un individuo genéticamente susceptible
(3). Multiples genes pueden interactuar produciendo
el llamado “pool de genes permisivos” que determinan
tanto el riesgo como las caracteristicas clinicas de la
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enfermedad (3). La mayoria de los estudios realizados
han asociado la HAI tipo 1 con el Complejo Principal
de Histocompatibilidad (CPH) o Antigeno Leucocitario
Humano (HLA) clase II.

Las evidencias demuestran que, ademads de los deter-
minantes compartidos de moléculas HLA clase II, que
juegan un papel prevalente en la susceptibilidad hacia la
enfermedad, multiples promotores genéticos de autoin-
munidad estdn presentes en HAI y pueden incluir tanto
genes dependientes como independientes del CPH (1),
reportdndose al menos un 30 a 50% de los pacientes con
HAI sin asociacién con alelos HLA de susceptibilidad (1).
En el estudio realizado por nosotros (4), se aprecié que
un 38% de los pacientes no presentaban alelos HLA de
susceptibilidad.

En cuanto a los genes que se encuentran fuera del CPH
es importante estudiar aquellos que regulan la funcién
del linfocito T, linfocito ampliamente involucrado en la
inmunopatogenia de la HAI (5). De estos genes unos de
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los mds importantes son los que codifican la proteina:
PD-1 (muerte celular programada-1).

PD1 (muerte celular programada-1)

Es una molécula glicosilada de 50-55 kilodaltons, que
actta como receptor de superficie y pertenece a la familia
de CD28. Se trata de un receptor cuya expresiéon es indu-
cida luego de la activacién de células T. PD-1 se expresa
en células T, células B y células mieloides (6). El ligando
PD-L1 esta presente en forma constitutiva en células T,
B, macréfagos y células dendriticas, incrementdndose su
expresion luego de la activacion de estas células. PD-L1
se ha detectado ademds en tejidos no linfoides como:
corazon, placenta, pulmén e higado (células de Kupffer).
Mientras que PD-L2 se expresa mas selectivamente en
macréfagos activados y células dendriticas y puede indu-
cirse via IL-4. La unién de PD-1 a sus ligandos produce
inhibicion de la proliferacién de células T, células B y de
la produccioén de citocinas TH1 (7,8-10), por lo que se ha
postulado que juega un importante papel en la induc-
cién y/o mantenimiento de la tolerancia periférica. La
expresion de PD-1, PD-L1 y PD-L2 en humanos, ha sido
demostrada en biopsias de higados con enfermedades
hepdticas autoinmunes: HAI y Cirrosis Biliar Primaria
(CBP) (11,12), reforzando el papel que juega esta molé-
cula en el mantenimiento de la tolerancia del higado.
En el gen PD-1 humano, localizado en el cromosoma 2
(regidén 2g37) (13), se han identificado mdés de treinta
polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs). Uno de los
SNPs, PD-1.3G/A (posicion 7146) ha sido asociado con
susceptibilidad a LES en suecos, americanos europeos
y familias mejicanas (14,15). En un estudio espanol
con pacientes lipicos este alelo se asocié con un efecto
protector (16). También, se han asociado otras enfer-
medades autoinmunes con la presencia del PD-1.3G/A
como Artritis Reumatoidea (17), Diabetes tipo 1 (18) y
Espondilitis Anquilosante (19). Hasta los momentos no
se ha estudiado la asociacién de los polimorfismos de
este gen en HAIL

Puesto que se ha demostrado que el polimorfismo del
gen de la molécula de muerte celular programada-1 (PD-
1.3G/A) ha sido relacionado con diversas enfermedades

autoinmunes y hay evidencias que la molécula PD-1
participa en la patogenia de enfermedades hepdticas,
proponemos que, probablemente, el polimorfismo de
este gen esté asociada a la susceptibilidad y a las carac-
teristicas clinicas en los pacientes mestizos venezolanos
con HAI tipo 1.

En estudios previos (4), hemos demostrado que hay
una susceptibilidad genética en los pacientes mestizos
venezolanos asociada a HLA clase II; sin embargo, una
proporcion de pacientes no tienen esta asociacion, por
lo que nos propusimos estudiar otros genes relacionados
con la regulacién del linfocito T (principal célula en la
patogenia de la enfermedad), con la finalidad de cono-
cer aiin mds otros aspectos inmunolégicos de la HAI en
miras de un mejor conocimiento de esta patologia, lo
que podria implicar posibles proyecciones terapéuticas.

El objetivo general de este estudio es determinar la
asociacién del polimorfismo del gen PD-1(PD-1.3G/A) y la
presencia de HAI tipo1l en pacientes mestizos venezolanos.

METODOLOGIA

Este es un estudio observacional analitico de casos y
controles no-pareado.

El muestreo de los pacientes fue hecho de forma no
probabilistica por conveniencia. Se estudiaron 70 pacien-
tes con HAI tipo 1 venezolanos de tercera generacién
que procedieron de las consultas de médicos gastroen-
terélogos del medio privado: Policlinica Metropolitana,
Hospital de Clinicas Caracas, Instituto Médico La Floresta,
Clinica Panamericana y del medio hospitalario: Hospital
José Maria Vargas, Hospital Clinico Universitario, Hos-
pital J.M. de los Rios, Hospital Domingo Luciani y asi
como de la Consulta de Inmunogastroenterologia del
Instituto de Inmunologia de la Universidad Central de
Venezuela, previa aprobacién del comité de Bioética del
Instituto de Inmunologia. Los pacientes debian reunir los
criterios diagndsticos establecidos internacionalmente
para Hepatitis Autoinmune (International Autoimmune
Hepatitis Group) (1).

Los pacientes provienen de cualquier regién del pais
y cada uno de los pacientes firmaron el consentimiento
para la participacion en este estudio.
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Controles

El grupo control lo integran 120 individuos cuyas muestras
provienen del banco de muestras de donantes sanos de
cualquier region del pais de la Seccién de Inmunogenética
del Instituto de Inmunologia de la Universidad Central
de Venezuela. Los individuos controles son sanos, no
relacionados entre si y venezolanos de nacimiento, con
padres y abuelos venezolanos.

Encuesta

Se realizé una breve encuesta a cada paciente donde se
tomaron los datos personales y se hizo énfasis del origen
familiar como minimo en las dos ultimas generaciones.

Historia Médica

Se tomaron de las historias médicas los datos clinicos
(edad, enfermedades autoinmunes asociadas y respuesta
al tratamiento) y de laboratorio (bioquimico, inmunosero-
l6gico y reporte de biopsias hepaticas) de cada paciente.

Purificacion de ADN

La obtencién del ADN de cada individuo se realizé a par-
tir de leucocitos de sangre periférica mediante el método
descrito previamente en nuestro laboratorio (4).

Determinacion del polimorfismo PD-1.3 G/A

Se siguid el siguiente protocolo (21): tenia 100 pg/ml de
ADN gendémico, 2.5 mM de MgClz’ Buffer 1X, 0.2 mM
de la mezcla nucledtidos trifosfatos (dNTPs), 0.5 U de
Taq polimerasa (Invitrogen) y 0.1 mM de cada iniciador
(sentido: 5-CCCCAGGCAGCAACCTCAAT-3", antisentido:
5" GACCGCAGGCAGGCACATAT-3"). Esta mezcla se llevd
a un termociclador que se programé con las siguien-
tes condiciones de PCR: 1 ciclo (94°C por 10 min), 33
ciclos (94°C por 15 seg, 60°C por 30 seg 'y 72°C por 15
seg) y 1 ciclo (72°Cpor 5 min). Después de visualizar el
amplificado (fragmento de 180 bp) en gel de agarosa al
3%, el producto de la PCR se incub6 con la enzima de

146 @ Volumen 19 « No. 3 « Julio/Septiembre de 2016

restriccion Pstl por 16 horas a 37°C. Seguidamente se
realizo la electroforesis en un gel de agarosa al 3 % que
contenfa bromuro de etidio. Finalizada la corrida, el gel
se colocd en un transiluminador de luz ultravioleta y se
documento por fotografia. La digestién del producto de
PCR genera tres fragmentos de180, 123 y 56 pb (Sdlo se
visualizan los dos primeros) para el genotipo heteroci-
goto (G/A). En el homocigoto comtn G/G hay ausencia
del sitio de reconocimiento para la enzima, por lo que
no hay digestiéon del amplicén y en el homocigoto A/A
el patrén de corte genera dos bandas, de 123 y 57pb (se
visualiza la primera banda) (Figura 1).

FIGURA 1. Visualizacién de los fragmentos PCR-RFLP de PD1.3 G/A

—
- .--bn-..—ISOpb
123 pb

o 57pb

Productos amplificados para este sitio polimérfico,
digeridos con la enzima Pstl en un gel de agarosa al
3%. En el pozo nimero 1 se encuentra el marcador de
peso molecular de 100 pb. En el pozo 7 se visualizan las
bandas que corresponden al genotipo heterocigoto G/A,
en el resto de los pozos se observan el resultado de la
digestion correspondiente al genotipo homocigoto G/G,
el cual carece del sitio de restriccién y por tanto no hay
corte del producto amplificado.

Andlisis Estadistico

Las frecuencias alélicas (FA) y genotipicas (FG) se calcu-
laron mediante contaje directo. La FA es una proporcion,
que generalmente se expresa como frecuencia x 1000, y se
calcula dividiendo el nimero de veces en que aparece el
alelo en el grupo estudiado, dividido por el nimero total
de cromosomas estudiados en el mismo grupo, es decir
el doble del niimero de individuos estudiados. La FG se
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calculé dividiendo el nimero de veces en que aparece el
genotipo en el grupo estudiado, dividido por el nimero
total de individuos en el mismo grupo. Ambas frecuen-
cias se calcularon en porcentajes. El nivel de significan-
cia (p) de la asociacién con hepatitis autoinmune y el
polimorfismo del gen en estudio presente en pacientes
y controles se determind con el estadistico Ji cuadrado
(XZ) (22). La prueba XZ también se utilizé para determi-
nar si hubo dependencia entre las caracteristicas clinicas
de los pacientes y las frecuencias de genotipos. El riesgo
relativo se calculé como “odds ratio” (OR) mediante la
férmula de Woolf y modificada por el método descrito
por Haldane (22) cuando un elemento de la ecuacion es
igual a cero. Se determinaron las frecuencias de Hardy-
Weinberg del polimorfismo estudiado, en la poblacién
de casos y controles.

RESULTADOS

Se analizé un total de 70 pacientes mestizos venezola-
nos (provenientes de diferentes regiones del pais), con
una edad comprendida entre 8 y 70 afios (promedio de
32,7 anos). Sesenta pacientes (85,7%) eran del sexo
femenino. Todos los pacientes cumplieron los criterios
clinicos, bioquimicos e inmunoserolégicos para la clasi-
ficacién de HAI tipo 1. Ningtin paciente reporté serolo-
gia positiva para hepatitis viral, ni toxicidad por alcohol
o drogas.

Un total de 120 individuos mestizos venezolanos
sanos y no relacionados fueron tomados como contro-
les, provenientes de todo el pais de manera similar a los
pacientes, con una edad comprendida entre 1 y 76 afios
(promedio 29,3 anos). Sesenta y dos (51,6%) eran del
sexo femenino.

En vista que la frecuencia del sexo femenino en pacien-
tes era mayor que en el grupo control siendo esta diferencia
significativa desde el punto de vista estadistico (85,7 %
vs 51,6%, p=0,000), quisimos descartar la influencia
del sexo en nuestro estudio mediante el andlisis de la
frecuencia genotipica del polimorfismo en estudio entre
hombres y mujeres del grupo control y no encontramos
diferencias de la distribucién genotipica que fuera sig-
nificativa. (PD-1 G/G: Mujeres: 60 (50% ), Hombres: 56

(46,6%) p=0.60; G/A: Mujeres: 2 (1,7%), Hombres: 2
(1,7%) p=1).

Polimorfismo PD-1.3G/A

El alelo mds frecuente en las dos poblaciones correspon-
di6 al alelo silvestre G (92,9% y 95,4%, p=0,293) con
frecuencias muy similares. En los pacientes se aprecian
los tres genotipos posibles y en los individuos sanos no
se evidencio el genotipo homocigoto mutado (A/A).
El genotipo mds frecuente fue el genotipo homocigoto
silvestre (G/G) tanto en pacientes como en controles
(87,2% y 90,8%, OR: 0,684 1C95% (0,27-1,74), p=0,42)
observdndose mayor valor en el segundo grupo, sin dife-
rencia estadisticamente significativa. El genotipo G/A
se aprecia con mayor frecuencia en pacientes (11,4% vs
9,2%, OR: 1,279 IC95% (0,49-3,35), p=0,62) sin dife-
rencia significativa. El genotipo homocigoto A/A sdlo
estuvo presente en un paciente y en ningtn control no
siendo significativa esta diferencia (1,4% vs 0%; OR:
5,201 1C95%:0,21-129,4, p=0,19) (Tabla 2).

TABLA 1. FRECUENCIAS ALELICAS DEL POLIMORFISMO DEL GEN
PD-1 (PD-1,3G/A) EN PACIENTES CON HEPATITIS AUTOINMUNE
TIPO 1 E INDIVIDUOS SANOS

Casos Controles
Alelos n (%) n (%) P
G 92,9(130) 95,4 (229)
0,293
A 7,1(10) 4,6 (11)

TABLA 2. DISTRIBUCION DE LOS GENOTIPOS PD-1 (PD-1,3G/A)
EN PACIENTES CON HAI E INDIVIDUOS SANOS

Grupo Pacientes Grupo Control

Genotipos n=70 n=120 OR IC95% p
G/G 61 (87,2%) 109 (90,8%) 0,684 (0,27-1,74) 0,42
G/A 8(11,4 %) 11 (9,2%) 1,279 (0,49-3,35) 0,62
A/A 1(1,4%) 0 5,201 (0,21-129.4) 0,19

El andlisis del Ji-cuadrado (XZ) para establecer si
la poblacién se encontraba en EHW mostré que no lo
estaban para los casos (XZ =67,84) ni para los controles
(%% =158,9).
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Caracteristicas clinicas de los pacientes
y su posible asociacion con la presencia
de los polimorfismos susceptibles

En la Tabla 3 se resumen las caracteristicas clinicas de
los pacientes, observandose ademads los parametros bio-
quimicos y los inmunoseroldgicos. Las enfermedades
autoinmunes concomitantes que se observaron fueron:
tiroiditis autoinmune (7,9%), vasculitis (6,3%), LES
(3,2%), rectocolitis ulcerativa (3,2%), sindrome antifos-
folipidico (1,6%), anemia hemolitica (1,6%) y sindro-
me de superposiciéon con CBP (11,1%). El 56,4% de las
biopsias de los pacientes reportaron cirrosis hepatica.

TABLA 3. CARACTERISTICAS CLINICAS E INMUNOLOGICAS
DE MESTIZOS VENEZOLANOS CON HAITIPO 1
Pardmetros clinicos Pacientes (n=70)

Edad (afios)@ 32,7 (8- 70)

Sexo (femenino/masculino) 60 (85,7%) / 10(14,3%)

Enfermedades autoinmunes asociadas 18 (25,7%)
Parédmetros bioquimicos

AST (normal, < 40 UI/L) @ 630,8 (34 - 2102)

ALT (normal, < 36 Ul/L) @ 648,8 (28- 2332)

FA (normal, < 136 UI/L, nifios < 450 UI/L) @ 411,2 (56 - 1940)

BT (normal, < 1.3 mg/dl) @ 7,3 (0,44 - 69)

Globulina (normal, < 3,5 g/dl) @ 45(2,1-9)
Pardmetros inmunoserolégicos

1gG (normal, < 1621 mg/dl) @ 3379,3 (1330 - 7100)

IgA (normal, < 387 mg/dl) @ 3371 (17 - 650)

IgM (normal, < 200 mg/dl) @ 257,5 (79 - 958)

ANAD 457
SMAD 54,3
ANA +SMA D 457
AMA b 5,7
LkMm-1b 0

HAI=hepatitis autoinmune; AST= aspartatoaminotransferasa; ALT=
alaninoaminotransferasa; GGT=gamma-glutamil-transferasa; BT= Bilirrubina total;
Ig=Inmunoglobulina; ANA= anticuerpos antinucleares; SMA= anticuerpo anti
musculo liso; AMA= anticuerpo antimitocondrial; LKM-1= anticuerpo microsomales
tipo 1 higado/rifién. 8= expresado como media aritmética; P= expresado como
porcentaje; entre paréntesis valores minimos y maximos
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Al evaluar la respuesta al tratamiento se evidencié que el
42.,9% presentaron una respuesta completa, 40 % respuesta
incompleta, 14,3% falla al tratamiento y 5,7 % recaida.
No se encontrd ninguna asociacién de los genotipos del
gen en estudio y las caracteristicas clinicas particulares
de cada paciente.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

No encontramos en la poblacién mestiza venezolana con
HAI tipo 1 susceptibilidad genética asociada al polimor-
fismo PD-1.3G/A. Este polimorfismo se ha asociado con
autoinmunidad en diversos grupos étnicos. Diferentes
investigaciones han encontrado asociacién de LES y
aumento de frecuencia del alelo A en suecos, americanos
europeos y mejicanos (14,15); sin embargo, en espafno-
les este alelo proporciona un efecto protector para esta
patologia (16). También se ha encontrado asociacién
con Artritis Reumatoidea (17), Diabetes tipo 1 (18) y
Espondilitis Anquilosante (19). La discordancia observada
en la poblacién caucdsica en cuanto a la asociacién de
este polimorfismo con la susceptibilidad para desarrollar
LES, hizo que el grupo de Ferreiros-Vidal (23) estudiara
la distribucién del SNP PD-1.3G/A en diferentes pobla-
ciones europeas, observando una mayor frecuencia del
alelo A en espanoles sanos con un promedio del 15%
(reportdndose valores de 11,2% en Santiago y 10,1% en
Granada), mientras que la menor frecuencia la posee
los paises escandinavos (~ 6%). Datos previos (24,25)
también mostraron que la distribucién de este polimor-
fismo varia en poblaciones de diferentes continentes:
es prdcticamente cero en poblaciones asidticas y poco
frecuente en poblaciones africanas.

Al analizar nuestros resultados, llama la atencién que
la frecuencia fenotipica del alelo mutado A (9,2%) es
similar a la reportada por los espafoles (23). Podriamos
plantear que el alto grado de mestizaje en Venezuela, con
gran influencia de la poblacién espanola (26), explicaria
la alta frecuencia observada del genotipo heterocigoto
(G/A) en nuestra poblacién sana, lo que contribuiria a
la no asociacién de esta variante alélica con la presencia
de HAI y esto estd reforzado por el hecho que nuestra
poblacion, tanto casos como controles no se encuentran
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en EHW. Este estudio refuerza la importancia de que la
heterogeneidad genética de una poblacién dada, puede
hacerla susceptible o no al desarrollo de enfermedades
autoinmunes. Seria interesante conocer el comportamiento
del polimorfismo PD-1.3G/A en relacién a la enfermedad
en otras etnias.

La HAI es un trastorno donde el balance entre la res-
puesta inflamatoria y la respuesta reguladora es critico
para definir su aparicién y progresién, por lo que no se
descarta que estudios adicionales puedan aclarar la posible
asociacién de otras variantes de PD-1 en su patogénesis.
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