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La mutacion R92Q del gen TNFRSFIA
se asocia con manifestaciones extra-intestinales

en la enfermedad de Crohn

Manuel Alvarez-Lobos', Juan 1. Arostegui®, Miquel Sans',

Dolors Tassies?, Susana Plaza’®, Joan C. Reverter?,

Josep M. Piqué', Jordi Yagiie® y Julian Panés’

The TNFRSF1A4 gene R92Q mutation is associated with extra-intestinal
manifestations of Crohn’s disease

It has been suggested that the R92Q mutation of the tumour necrosis factor receptor superfamily 1A (7/N-
FRSI14) gene may be implicated in different inflammatory disorders. The aim of this study was to establish
the role of this mutation as a determinant of Crohn's disease (CD) susceptibility and/or clinical phenotype.
One hundred and sixty-five CD patients and 203 healthy controls were prospectively included. The fre-
quency of individuals carrying the R92Q mutation was similar between CD patients (4.24%) and controls
(4.43%) (OR: 0.95; 95% CI = 0.34-2.62). In the genotype-phenotype evaluation, the univariate analysis
showed that extra-intestinal manifestations were positively associated with the presence of R92Q muta-
tion (p = 0.025; OR: 5.56; 95% CI = 1.04-29.6). In the multivariate analysis, presence of R92Q mutation
was independently associated to extra-intestinal manifestations of CD, specially cutaneous manifestations
(p=0.02; OR: 5.17, 95% CI = 1.07-24.8). The R92Q mutation of TNFRSF1A gene is not a determinant
of CD susceptibility, but contributes to the appearance of extra-intestinal manifestations of the disease.

Key words: Crohn’s disease; inflammatory bowel disease, extra-intestinal manifestations, genotype-

phenotype, R92Q, TNFRSF A4 gene.

Introduccion

La enfermedad de Crohn (EC) es una condicién
genética compleja, caracterizada por episodios de
inflamacion intestinal asociado frecuentemente a
manifestaciones extra-intestinales'. En los ultimos
afios se han hecho avances importantes para esclarecer
su fisiopatologia, incluida la identificacion de genes
determinantes de susceptibilidad y/o de manifestacio-
nes clinicas de la EC>!°, Una creciente y significativa
evidencia indica que el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), una citoquina pro-inflamatoria, podria tener
incidencia sobre la patogénesis de la EC, afectando
la presentacion clinica de la enfermedad, incluidas
las manifestaciones extra-intestinales'""*. La terapia
que bloquea el TNF-a ha demostrado ser eficaz en
mejorar las lesiones inflamatorias del intestino®!*!8,
asi como las manifestaciones extra-intestinales de la
enfermedad'®?’. El TNF-a ejerce sus efectos biologi-
cos después de unirse a su principal receptor de mem-
brana denominado TNFR1. El TNFR1 es codificado

por el gen de la superfamilia del receptor del factor
de necrosis tumoral 1A (TNFRSF1A)*"*, cuya ubica-
cion se ha previamente identificado como un /ocus de
susceptibilidad para las enfermedades inflamatorias
intestinales, localizado en el cromosoma 12p'. Por lo
tanto, es factible que las variantes genéticas comunes
del gen TNFRSF1A pudieran tener un papel en la
susceptibilidad y/o fenotipo de la EC. Dos estudios
recientes sugieren que polimorfismos comunes de
TNFRSF1A se asocian con susceptibilidad de EC y/o
presentacion clinica de la enfermedad®*.

El gen TNFRSF14 ha sido identificado como el
responsable de una enfermedad autoinflamatoria sisté-
mica hereditaria denominada TRAPS (TNF receptor-
associated periodic syndrome o sindrome periddico
asociado al receptor del TNF) [MIM 142680])*. El
sindrome TRAPS se caracteriza por episodios largos
y recurrentes de inflamacion sistémica, incluidos
sintomas gastrointestinales. La terapia anti-TNF
también ha demostrado alta eficacia en el tratamiento
de pacientes con TRAPS*?. Es interesante que la
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mutacion R92Q (Arg-92-Gln) es la variante genética
mas comun entre pacientes con trastornos autoinfla-
matorios compatible con TRAPS. Los pacientes con
esta variante tienen una presentacion clinica mas
heterogénea que los pacientes con otras mutaciones®.
A pesar de que la mutacion R92Q ha sido identificada
en individuos sanos, estudios recientes sugieren que
esta mutacion también podria contribuir a la suscepti-
bilidad frente a otras condiciones inflamatorias, como
artritis reumatoide?, arterosclerosis®, o sindrome de
Behcet’!. Por lo tanto, el objetivo de nuestro estudio
fue determinar si la mutacion R92Q del gen TNFRS-
F14 esta implicada en la susceptibilidad a EC y/o si
pudiese actuar como un gen que modifica el fenotipo.

Pacientes y Métodos

Pacientes y controles

Ciento sesenta y cinco pacientes con EC, caucési-
cos hispanos no relacionados (89 hombres y 76 muje-
res, edad promedio 33,9 + 14,9 afios), que asisten a un
centro de referencia en enfermedad inflamatoria intes-
tinal en Espafia, fueron incluidos de manera prospec-
tiva en este estudio. Ademas, 203 sujetos caucasicos
no relacionados, sanos y donantes de sangre, pareados
por sexo y edad, fueron estudiados como controles.
El diagnédstico de EC se baso en criterios clinicos,
radiologicos, endoscopicos e histologicos estandar®.
Los datos clinicos se obtuvieron prospectivamente y
fueron registrados en la base de datos de la unidad. La
edad de inicio, localizaciéon y comportamiento de la
EC fueron categorizados de acuerdo a la clasificacion
de Montreal®’. Las manifestaciones extra-intestinales
se clasificaron como cutdneas, oculares, articulares,
hepaticas y otras. El promedio de seguimiento fue
7,2 + 6,0 afios con una media de 5,8 anos. Todos los
pacientes otorgaron su consentimiento informado por
escrito para participar en el estudio, luego de que el
proyecto fue aprobado por el comité de ética local. El
estudio fue desarrollado de acuerdo a los principios
establecidos en la declaracion de Helsinki.

Extraccion de ADN y deteccion de mutacion gen
TNFRSFI1A

En todos los pacientes se extrajo ADN gendmico a
partir de muestras de sangre completa, usando QIAmp
DNA Blood Mini Kit (QIAgen, Hilden, Alemania), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. El exén 4 del
gen TNFRSF1A y las regiones intronicas flanqueantes
fueron amplificados mediante reaccion de polimerasa
en cadena (PCR), usando primers intronicos espe-
cificos y condiciones previamente publicadas®. Los
productos de PCR fueron purificados con el QIAquick
PCR Purification Kit (QIAgen, Hilden, Alemania), y
secuenciados bidireccionalmente por fluorescencia
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usando un ABI BigDye Terminators vi.1 Cycle Se-
quencing Kit (Foster City, CA, EE.UU.) y corridos en
un secuenciador automatico ABI 3100. Los investiga-
dores que determinaron los genotipos desconocian las
caracteristicas clinicas de los pacientes.

Meétodos estadisticos

Las variables continuas se expresaron como pro-
medio + desviacion estandar, y fueron comparadas
usando el fest de Student. Las variables categdricas
fueron comparadas usando el fest de %> o la prueba
exacta de Fisher, segtn fuera necesario. Las variables
que alcanzaron un valor P significativo en el analisis
univariado fueron ingresadas al analisis multivariado
de regresion logistica. Se considerd un valor menor
de 0,05 para indicar una diferencia estadisticamente
significativa. El analisis se llevo a cabo usando el soft-
ware para analisis estadistico StatView (SAS Institute
Inc., Cary, NC, EE.UU.).

Resultados

La mutacion R92Q en pacientes con EC y controles

La frecuencia de la mutacion R92Q fue similar en
pacientes con EC (7/165; 4,24%) y en los controles
(9/203; 4,43%; OR 0,95; 95% CI: 0,34-2,62) (Tabla
1). La frecuencia del alelo R92Q fue 2,12% y 2,21%,
respectivamente. No se encontrd ninglin paciente con
genotipo R92Q/R92Q.

Caracteristicas demogrdficas de los pacientes con
EC de acuerdo a su condicion de portadores de la
mutacion R92Q

La Tabla 2 indica las caracteristicas demograficas
de los pacientes con EC categorizados como portado-
res o no-portadores de la mutaciéon R92Q. La edad al
momento del diagnéstico de EC, la distribuciéon por
género, los antecedentes familiares de enfermedad
inflamatoria intestinal (EII), la duracion de la EC, y el
habito tabaquico fueron similares en ambos grupos de
pacientes (Tabla 2).

Tabla 1. Frecuencia de la mutacion R92Q en pacientes EC y controles

Genotipo Pacientes EC (n = 165)

n (%) n
wt/wt 158 (95,7) 19
RO2Q/wt 7 (42)*
R92Q/R92Q 0

Controles (n =203)

(%)
4 (95.5)
9 (44)*
0

*p = 0,92 para pacientes EC versus controles. EC = Enfermedad de Crohn;

wt = wild type.
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Tabla 2. Caracteristicas demograficas de pacientes EC
de acuerdo a la mutacion R92Q

Portadores No-portadores Valor
R92Q R92Q p
(n: 7) (n: 158)
Mujeres, n (%) 6 (85,7) 70 (44,3) NS
Duracion de la enfermedad, meses 74,8 = 37,9 88.2+73,4 NS
Antecedentes familiares de EII 0 18 (11,3) NS
Fumadores, n (%) 3 (42,8) 66 (41,7) NS
Edad al diagnostico de EC, afios 32,8+ 17 31,9+ 144 NS

EC = Enfermedad de Crohn. EIl = Enfermedad inflamatoria intestinal.

NS = No significativo.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de pacientes EC
de acuerdo a la mutacion R92Q

Portadores No-portadores Valor

R92Q R92Q p

(n: 7) (n: 158)
Localizacion de la EC, n (%)
- {leon terminal 3(42,8) 52(32,9) NS
- Colon 2 (28,5) 37(23,4) NS
- fleon-colon 2 (28,5) 53 (33,5) NS
- Tracto digestivo superior 0 16 (10,1) NS
Comportamiento de la EC, n (%)
- Penetrante 4(57,1) 63 (39,8) NS
- Estenosante 2 (28,5) 26 (16,4) NS
- Inflamatoria 1(14,2) 69 (43,6) NS
Manifestaciones extra-intestinales,
n (%) 5(71,4) 49 (31,0) 0,02
- Cutaneas 3(42,8) 20 (12,6) 0,02
- Oculares 1(14,2) 8 (5,0 NS
- Articulares 3(42,8) 29 (18,3) NS
- Hepaticas 0 2 (1,2) NS
- Otras 0 6 (3,7) NS

EC = Enfermedad de Crohn. NS = No significativo.

Tabla 4. Gravedad de la EC de acuerdo a la mutacion R92Q

Portadores No-portadores Valores
R92Q R92Q p
(n: 7) (n: 158)
Dependiente de esteroides, n (%) 4(57,1) 52(32,9) NS
Terapia inmunosupresora, n (%) 4 (57,1) 69 (43,6) NS
Cirugia intestinal, n (%) 3(42,8) 65 (41,1) NS
Terapia anti-TNF, n (%) 3 (42,8) 28 (17,7) NS

TNF = Factor de necrosis tumoral. NS = No significativo.
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Caracteristicas clinicas de la EC de acuerdo a la
condicion de portador de la mutacion R92Q

El analisis univariado de las caracteristicas clinicas
en pacientes con EC de acuerdo a la mutacion R92Q),
mostrd que sélo la presencia de manifestaciones
extra-intestinales (OR 5,56; 95% CI: 1,04-29,6; p =
0,025), estaba asociada a la presencia de la mutacion,
mientras que otras caracteristicas clinicas como la
localizacion de la EC, o el patron de comportamiento
de la enfermedad fueron similares entre los portadores
y no-portadores de esta mutacion (Tabla 3).

Entre las manifestaciones extra-intestinales, el
compromiso cutaneo fue mas prevalente en pacientes
con EC portadores de la mutacion R92Q en compa-
racion con aquellos que no presentaban la mutacion
(3/7 [42%] vs 20/158 [12%]; OR 5,17; 95% CI = 1,07-
24.,8; p =0,02) (Figura 1). No obstante, la mayoria de
los pacientes con manifestaciones extra-intestinales no
portaban la mutacion R92Q (49/54 [90%)]).

Gravedad de EC de acuerdo a la condicion
de portador de R92Q

La gravedad de la enfermedad se estimé como la
presencia de un curso corticodependiente en cualquier
momento posterior al diagnéstico de EC, la necesidad
de inmunosupresores (azatioprina, 6-mercaptopurina,
metotrexato), terapia anti-TNF, o cirugia. Como se
observa en la Tabla 4, la prevalencia de dichos indi-
cadores de gravedad de la enfermedad fue similar en
pacientes con EC, portadores o no-portadores de la
mutacion R92Q.

Asociacion de la mutacion R92Q con
manifestaciones extra-intestinales de la EC

Se realizdé un analisis multivariado, en el cual la
presencia de manifestaciones extra-intestinales fue

% 80 - %
60
&
40 A
20 -
O -
Manifestaciones Manifestaciones
extra-intestinales cutaneas
[l Portadores R92Q [@WNo-portadores R92Q

Figura 1. Frecuencia de manifestaciones extra-intestinales y cu-
taneas en portadores y no-portadores de la R92Q. *OR 5,56; 95%
Cl = 1,04-29,6; p = 0,02, para manifestaciones extra-intestinales
&0R 5,17; 95% Cl = 1,07-24,8; p = 0,02, para manifestaciones
cutaneas.
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ingresada como variable dependiente, y las carac-
teristicas demograficas, clinicas y la gravedad de
la enfermedad fueron ingresadas como variables
independientes en el analisis de regresion logistica.
La mutacion R92Q (OR 6,66; 95% CI = 1,12-39,5) y
el uso de infliximab (OR 2,53; 95% CI = 1,05-6,06)
fueron las Unicas dos variables asociadas indepen-
dientemente a la presencia de manifestaciones extra-
intestinales de EC.

Discusion

Debido a que la interaccion entre TNF-o y TNFR1
pudiera jugar un papel esencial en la patogénesis de la
respuesta inflamatoria, el estudio de las implicancias
de variantes genéticas comunes dentro de estos genes,
era necesario, en especial en un trastorno inflamatorio
como es la EC. Este es el primer estudio que evaltia
la implicancia de la mutacién mas frecuente del gen
TNFRSF1A4, denominada R92Q, en una cohorte de
pacientes con EC en la susceptibilidad o fenotipo de
la enfermedad.

A pesar de que la mutacion R92Q presenta una
alta frecuencia alélica en pacientes con diferentes
trastornos inflamatorios en que el TNF-a tiene una
importante participacion, como artritis reumatoide o
enfermedad de Behget?*3!, nuestros resultados indican
claramente que esta mutacién no es determinante
de susceptibilidad de EC. Estudios previos sugieren
que las mutaciones del gen TNFRSF1A, que afectan
residuos de aminoécidos localizados en dominios ex-
tracelulares del TNFR1 producirian una alteracion en
el corte del receptor, lo que llevaria a una persistente
traduccion de sefales al momento de la union de TNF-
o a su receptor®?. Sin embargo, este trabajo muestra
que la mutacion R92Q no representa un factor univer-
sal que contribuya a la susceptibilidad de condiciones
inflamatorias poligénicas mediadas por el TNF-a,
como es la enfermedad de Crohn.

A pesar de que la mayoria de los pacientes con EC
con manifestaciones extra-intestinales no portaban la
mutacion R92Q, nuestro estudio reveld una relacion
entre esta mutacion y la aparicion de manifestaciones
extra-intestinales, particularmente lesiones cutaneas.
La razon de esta asociacion no es evidente en primera
instancia, pero puede estar relacionada con la obser-
vacion que los pacientes con TRAPS, portadores de
la mutacion R92Q, manifiestan una presentacion mas
atipica en comparacioén con aquellos pacientes que
portan otras mutaciones en el gen TNFRSF1A. Parti-
cularmente, los pacientes con TRAPS portadores de

Gastroenterol. latinoam 2011; Vol 22, N° 3: 232-237

Articulo Original

la mutacion R92Q presentan manifestaciones cutaneas
polimorficas??34, Estos hallazgos también sugieren
que otros genes involucrados en las vias inflamatorias
podrian estar implicados en la ocurrencia de mani-
festaciones extra-intestinales en pacientes de EC. En
esta linea, un estudio reveld que los pacientes con
EC, portadores del polimorfismos —308A dentro de la
zona de la region promotora del gen del TNF-a, pre-
sentaron una frecuencia mas alta de manifestaciones
extra-intestinales comunes de la EC, como artritis'.

En general, estos resultados indican que la muta-
cién R92Q no es determinante de susceptibilidad en
EC, pero podria contribuir con la aparicion de mani-
festaciones extra-intestinales de la enfermedad, espe-
cialmente las cutaneas. Estos datos abordan el papel
de las mutaciones del TNFRSF1A en la determinacion
de heterogeneidad clinica en pacientes EC y también,
promueven la busqueda de variantes comunes dentro
de los genes implicados en las vias de sefiales infla-
matorias como determinantes de manifestaciones
extra-intestinales de la EC.

Resumen

Se ha sugerido que la mutaciéon R92Q del gen de
la super-familia del receptor del factor de necrosis
tumoral 1A (TNFRS1A) podria estar relacionada con
diversos trastornos inflamatorios. El objetivo de este
estudio fue determinar el papel de esta mutacion como
factor determinante de la susceptibilidad y/o fenotipo
clinico de la enfermedad de Crohn (EC). Ciento se-
senta y cinco pacientes con EC y 203 controles sanos
fueron incluidos de manera prospectiva. La frecuencia
de individuos portadores de la mutaciéon R92Q fue
similar entre los pacientes con EC (4,24%) y los con-
troles (4,43%) (OR: 0,95; 95% IC = 0,34-2,62). En la
evaluaciéon genotipo-fenotipo, el analisis univariado
indic6é que las manifestaciones extra-intestinales es-
taban relacionadas con la presencia de la mutacion
R92Q (p = 0,025; OR: 5,56; 95%IC = 1,04-29,6). En
el analisis multivariado, la presencia de la mutacion
R92Q estuvo relacionada de manera independiente
con las manifestaciones extra-intestinales de la EC,
especialmente manifestaciones cutaneas (p = 0,02;
OR: 5,17, 95%IC = 1,07-24,8). La mutacion R92Q
del gen TNFRSF14 no es un factor determinante de
susceptibilidad a EC, pero contribuye a la aparicion de
manifestaciones extra-intestinales de la enfermedad.

Palabras clave: Enfermedad de Crohn, enferme-
dad inflamatoria intestinal, manifestaciones extra-in-
testinales, genotipo-fenotipo, R92Q, gen TNFRSFIA.
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