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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: Introduccién y objetivos: recientes comunicaciones han mostrado la presencia de sintomato-

Recibido el 14 de septiembre de 2009 logia del sindrome autoinflamatorio periédico asociado al receptor tipo 1 para el factor de

Aceptado el 26 de septiembre de 2009 necrosis tumoral (TRAPS) en pacientes con esclerosis multiple (EM) portadores de la muta-
cién R92Q en el gen TNFRSF1A. Nuestro objetivo fue investigar la prevalencia de esta mu-

Palabras Clave: tacién en una poblacién argentina de pacientes con EM, describir las manifestaciones cli-

Esclerosis multiple nicas expresadas en estos sujetos y analizar el rol de la misma como factor de susceptibi-

Genética lidad para EM en un estudio de epidemiologia molecular.

Factor de necrosis tumoral Pacientes y métodos: se investigé la prevalencia de la mutacién R92Q mediante PCR-RFLP en

TRAPS una poblacién de 90 pacientes con EM y 78 controles sanos. Se describieron las caracteris-

ticas clinicas de ambas patologias (EM y TRAPS) en los portadores de la anomalia genética.
Se compararon las frecuencias mutacionales entre casos y controles, y se analizaron varia-
bles descriptivas del curso clinico y terapéutico de la EM en el grupo de enfermos estrati-
ficado seglin la presencia de la mutacién.
Resultados: se identificaron 5 pacientes (5,5%) portadores de la mutacién TNFRSF1A R92Q.
Presentaron un curso clinico y terapéutico caracteristico de su patologia neurolégica, ha-
biendo experimentado 4 de ellos sintomatologia sugestiva de TRAPS previo al inicio de la
EM. La mutacién R92Q fue mds frecuente en la poblacién de enfermos que en los controles
sanos (1,3%), sugiriendo que este hecho podria aumentar el riesgo para padecer EM en 4,5
veces aproximadamente.
Conclusiones: identificamos en nuestra poblacién 5 pacientes con EM y TRAPS portadores de
la mutacién R92Q en TNFRSF1A. Esta mutacién podria ser uno de los distintos factores de
susceptibilidad genéticos implicados en el desarrollo de la EM.
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New genetic factors in multiple sclerosis: R92Q mutation in the gene
TNFRSF1A TRAPS and autoinflammatory syndrome

ABSTRACT

Background and aims: Recent studies have recognized a role for TNFRSF1A mutations in
Multiple Sclerosis (MS). A number of patients presenting the coexistence of TRAPS (caused
by R92Q mutation) and MS were reported. Gene variants in TNFRSF1A might be a genetic
risk factor to develop MS. Our aims were: to assess the frequency of TNFRSF1A R92Q
mutation in a cohort of MS Argentinean patients and to investigate the role of this
mutation in MS clinical characteristics. Secondarily, to investigate the role of this mutation
as a genetic risk factor to develop MS.

Patients and methods: We investigated in a cohort of 90 MS patients from Argentina the
TNFRSF1A R92Q mutation by means of a PCR-RFLP assay. TRAPS symptoms, MS clinical
characteristics and treatment response and tolerability were investigated in carriers and
non-carriers. Secondarily, 78 healthy controls were genotyped to assess the role of this
mutation as a risk factor following a case-control study design.

Results: Five patients (5.5%) carried the R92Q mutation. Four of them reported symptoms
suggestive of TRAPS previous to MS onset. No differences in MS clinical features and
treatment response and tolerability were found between carriers and non-carriers. R92Q
mutation was more frequent in patients than controls increasing the risk to develop MS in
about 4.5 times.

Conclusions: The TNFRSF1A R92Q mutation is not an infrequent finding in MS Argentinean
patients that seem to present the coexistence of TRAPS and the demyelinating disease.

This genetic variant might be a risk factor to develop MS.

© 2010 Sociedad Neurolégica Argentina. Published by Elsevier Espaiia, S.L.

All rights reserved.

Introduccién

Hacia la mitad del siglo XX se podia leer en la literatura cienti-
fica que “la importancia de los factores hereditarios en la escle-
rosis multiple es un tépico controvertido sin poder alcanzar un
acuerdo al respecto!”. Sin embargo, los continuos y crecientes
avances en el conocimiento de la patologia han acabado con
esta controversia, afirméndose la existencia de un rol etiopato-
génico para distintos factores genéticos?. En este sentido, Goo-
din recientemente propuso un modelo de la etiopatogenia del
trastorno donde se combina el efecto de los factores genéticos
junto al de determinados factores ambientales®. Afirma que la
susceptibilidad genética es el factor determinante més impor-
tante de la fisiopatogenia de la esclerosis multiple.

El sindrome autoinflamatorio periédico (TRAPS, por sus
iniciales en inglés) asociado al receptor tipo 1 para el factor de
necrosis tumoral (TNF) es un trastorno hereditario monogé-
nico causado por mutaciones en el gen codificante del recep-
tor de 55 kd para TNF o (TNFRSF1A)%. Caracteristicamente, este
trastorno se presenta con episodios recurrentes y autolimita-
dos de fiebre, dolor abdominal, mialgias, erupciones cutaneas,
artralgias, faringitis y conjuntivitis®. De las mas de 50 diferen-
tes mutaciones identificadas hasta la fecha, hay una que es la
mas frecuentemente encontrada: la sustitucién de una gua-
nina por una citosina que resulta en el cambio de una arginina
por una glutamina en la posicién aminoacidica 92 (R92Q)°.

La identificacién de unos pocos pacientes que con diagnés-
tico de esclerosis multiple (EM) y mutaciones en TNFRSF1A
expresaban algunos de los sintomas caracteristicos de TRAPS”-?
permitié plantear las hipétesis alternativas de la coexistencia
de dos patologias autoinflamatorias (EM y TRAPS), o la de una
Unica entidad nosolégica con manifestaciones sistémicas y
compromiso del sistema nervioso central (TRAPS con manifes-
taciones tipo EM)™. La existencia de agentes terapéuticos con
accién especifica en la via de sefalizacién del TNF o!! torna
relevante esta controversia en un terreno que podria exceder el
meramente fisiopatolégico. En consecuencia, con el objetivo de
avanzar en el conocimiento del rol de las alteraciones en el gen
TNFRS1A en la EM, investigamos la prevalencia de la mutacién
R92Q en una poblacién argentina de pacientes con EM, descri-
bimos las manifestaciones clinicas expresadas por aquellos
sujetos que presentan esta mutacién y analizamos el rol de la
misma como factor de susceptibilidad para el desarrollo de EM
en un estudio de epidemiologia molecular.

Pacientes y métodos
Sujetos participantes

El presente estudio incluyé 90 pacientes con diagnéstico de
EM recaida-remision, consecutivamente atendidos en el Con-
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sultorio de Neuroinmunologia del Hospital JM Ramos Mejia
de Buenos Aires, Argentina. La poblacién analizada forma
parte de un estudio de investigacion de los factores genéticos
en la EM iniciado en junio de 2005. De cada uno de los parti-
cipantes se obtuvo el consentimiento informado, aprobado
previamente por la Comisién de bioética del centro hospitala-
rio. El diagnéstico de EM se hizo basdndose en los criterios de
McDonald??, a partir de las caracteristicas clinicas sustenta-
das por los hallazgos de las imégenes de resonancia magné-
tica (IRM) y otros estudios complementarios. En el momento
de incorporacién al estudio se recabaron las siguientes carac-
teristicas: edad y sexo; edad y caracteristicas de la primera
recaida de la enfermedad; niimero de recaidas experimenta-
das; grado de discapacidad mediante escala EDSS; historia
farmacolégica con evaluacién de la respuesta terapéutica y la
tolerabilidad, e historia familiar para EM. Posteriormente se
interrogd sobre la presencia de sintomas caracteristicos de
TRAPS a aquellos sujetos que fueron heterocigotos para la
mutaciéon R92Q en el gen TNFRSF1A, e indirectamente sobre
la presencia de los mismos en sus familiares de primer
grado.

Por otro lado se incluyé una poblacién de 78 controles
voluntarios que carecian de antecedentes de patologias del
sistema nervioso central o reumatolégicas. Estos sujetos for-
man parte de la misma 4rea geografica que los pacientes, y
son comparables en términos de origen étnico, edad y sexo.
Las muestras provenientes de estos pacientes sirvieron para
establecer una comparacién entre la prevalencia mutacional
en la poblacién de enfermos con respecto a la de sanos,
siguiendo un disefio clasico de los estudios de epidemiologia
molecular caso-control.

Genotipificaciéon de TNFSF1A

A todos los sujetos participantes se les extrajo 10 ml de san-
gre venosa mediante venopuncién. Se purificé el ADN gend-
mico total mediante la utilizacién del kit FLEXIGENE, siguiendo
las instrucciones del fabricante (Qiagen, Hilden, Germany).

Este ADN se diluyé en una solucién compuesta por 20 mM
Tris-HCL (pH 8,8), 50 mM KCL, 1,5 mM CL,Mg, dNTPs a 0,2 mM
cada uno, 50 pM de cada primero y 1,2 U de Taq polimerasa en
un volumen final de 40 pl. Mediante reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) se amplificé un fragmento de 428 pares de
bases flanqueante al exén 4 de TNFRSF1A, bajo las siguientes
condiciones de amplificacién: 30 s a 95° C,45sa 60° Cy 45 s
a 72° C por 35 ciclos. Se utilizé el siguiente par de primers:

5-GGGACACTGCATGGATGTGAG y5-ACAGAGGAAGTGACGA-
GGGACA.

Posteriormente, el producto de la amplificacién fue some-
tido a una reaccién de restriccién utilizando la enzima Mspl
(New England Biolabs). Normalmente (genotipos no mutados)
la digestién del producto de amplificacién mediante Mspl
resulta en fragmentos de 36, 155 y 237 pares de bases. En
cambio, cuando se encuentra presente la mutacién R92Q se
pierde un sitio de reconocimiento para Mspl, obteniéndose en
consecuencia fragmentos de 191 y 237 pares de bases. Los
productos de las digestiones se resolvieron mediante una

corrida electroforética en agarosa al 2,5% y visualizacién
mediante tincién con bromuro de etidio bajo luz ultravioleta.
De esta forma fue posible identificar la presencia o ausencia
de la mutacién R92Q en cada una de las muestras analiza-
das.

Todas las reacciones de genotipificacién se realizaron de
forma ciega para el origen de las muestras (casos o controles).
Aquellas muestras que resultaron positivas para la mutacién
investigada fueron confirmadas en una segunda reaccién.

Analisis estadistico

El equilibrio de Hardy-Weinberg fue probado con test exacto
en la poblacién de controles. Para el andlisis de TNFRSF1A
como factor de susceptibilidad de EM se definié un modelo de
herencia dominante para el alelo R92Q, de acuerdo a la segre-
gacién descrita en las familias con TRAPS secundarias a esta
mutacién?, investigdndose la asociacién entre la mutacién
R92Q y el desarrollo de EM mediante la prueba de Chi cua-
drado.

Para el analisis del rol de la mutacién R92Q en el curso
clinico de la EM se compararon las caracteristicas recabadas
(mencionadas en el apartado sujetos participantes) mediante
modelos de regresién logistica o lineal, segiin correspondiese,
entre el grupo de pacientes portadores de la mutacién y los
que no lo eran.

Se establecié como nivel de significacién estadistica p< 0,05.
Se utilizé como herramienta informaética el paquete estadistico
STATA versién 9.

Resultados

Caracterizacién de los pacientes con esclerosis miiltiple
portadores de la mutacién R92Q en el gen TNFRSF1A

Cuadro clinico de esclerosis multiple

Cinco pacientes fueron portadores de la mutacién TNFRSF1A
R92Q, indicando una prevalencia mutacional de un 5,5%. Cua-
tro de ellos eran mujeres. En el momento de la inclusién en el
estudio 4 de ellos se encontraban en estadios no progresivos,
mientras que el resto estaba en un estadio secundariamente
progresivo. La edad de comienzo de los sintomas se encontrd
entre los 21 y 42 anos (media = 31), observandose un tiempo
medio de 15,4 meses entre la primera y la segunda recaida
clinica. El primer evento fue méas frecuentemente de tronco
encefdlico: pardlisis facial periférica y diplopia (ML), diplopia
y vértigo (OM) y diplopia (NO). Los otros dos pacientes tuvie-
ron como sintoma inicial neuritis 6ptica (CU) en un caso y
debilidad de un hemicuerpo en el otro (VG). Una de las
pacientes (OM) presenté pardlisis facial periférica aislada 12
afios antes del comienzo de la enfermedad. La duracién pro-
medio de enfermedad hasta el momento de la inclusién fue
de 13,4 afios (rango: 2-19) (tabla 1).

Gravedad clinica

El namero de recaidas total fue de 44 para los 67 afios totales
de historia de enfermedad en los 5 pacientes. Sélo uno tuvo
un promedio de recaidas mayor a una por afo con un indice
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Tabla 1 - Caracteristicas de los pacientes portadores de la mutacion R92Q

N.°de Edad Sexo Edad Sintoma inicial de EM EDSS Indice Presencia Sintoma de TRAPS Otras
paciente de inicio EDSS/ de BOC enfermedades
de EM tiempo asociadas
1(VG) 49 F 35 Debilidad en el miembro 0,5 Si Faringitis/fiebre Ninguna
superior derecho recurrentes y
graves
2 (CU) 47 M 28 Neuritis 6ptica 0,3 NR Faringitis Psoriasis/crisis
recurrentes y comicial en la
graves infancia
3 (OM) 43 B 29 Vértigo/diplopia 0,2 Si Faringitis/fiebre Ninguna
recurrentes y
graves
4 (ML) 39 F 21 Diplopia/ paralisis facial 0,1 Si Artralgias Ninguna
periférica
5 (NO) 44 F 42 Diplopia 1,5 NR No referidos Ninguna

BOC: bandas oligoclonales en el liquido cefaloraquideo; EM: esclerosis multiple; NR: no realizado; TRAPS: sindrome autoinflamatorio periédico.

EDSS/tiempo de 1,5. El resto tuvieron un indice EDSS/tiempo
de 0,5 o menor. En consecuencia, estos parametros no pare-
cen sugerir un curso mas agresivo que el habitualmente
observado en la patologia.

Tratamiento de la esclerosis mtultiple

Todos los pacientes recibieron tratamientos modificadores de
la enfermedad, inmunomoduladores y/o inmunosupresores.
Al momento del estudio tres recibian interferén (IFN) g la
intramuscular (IM), uno IFN g la subcuténeo (SC) y el dltimo
acetato de glatiramer. Todos tuvieron buena respuesta al tra-
tamiento instaurado y en ningin caso se debié modificar el
mismo por falta de respuesta o efectos adversos serios. Sélo
en un paciente (CU) se rot6 IFN Bla SC por IFN B 1a IM debido
a eritema y dolor en el sitio de puncién. Dos pacientes en
tratamiento con IFN refirieron la presencia de manifestacio-
nes tipo pseudogripales al inicio del tratamiento. No presen-
taron otros efectos adversos a la medicacién.

Sintomas de TRAPS

Los pacientes fueron interrogados sobre sintomas de TRAPS
de forma directa, excepto uno, cuyos datos clinicos se extra-
jeron de la historia clinica. Los sintomas de TRAPS recabados
consistieron en faringitis a repeticién en tres pacientes (con
amigdalectomia también en los tres), fiebre recurrente en la
infancia en dos, artralgias en uno y fiebre desencadenada por
herpes bucal en otro. Ninguno tuvo signos o sintomas mayo-
res de TRAPS tales como artritis, sinovitis o fallo renal. En
todos los casos los sintomas de TRAPS aparecieron antes del
inicio de la EM. No hubo presencia de colagenopatia asociada
ni de otra enfermedad autoinmune, con la excepcién de un
caso de psoriasis.

Familiares

Se interrogd sobre los familiares de primer grado. Estos tam-
poco presentaron signos o sintomas mayores de TRAPS. Una
familia refiri6 faringitis y conjuntivitis de repeticién (presen-
tes en 4 de los 6 familiares de primer grado del caso indice).

Resulta destacable que el padre de la paciente que habia pre-
sentado pardlisis facial periférica varios anos antes del inicio
de EM tuvo también paralisis facial periférica recurrente (tres
episodios).

Analisis del rol de la mutacion R92Q en el curso clinico de la
esclerosis miiltiple

Observamos una mayor probabilidad de presentar, como pri-
mera recaida de la enfermedad, un evento con sintomatologia
correspondiente a afectacién de las estructuras del tronco del
encéfalo en los sujetos portadores de la mutacién R92Q que en
los no portadores (p = 0,03; OR = 7,5). Por el contrario, no
encontramos diferencias en ninguna de las otras caracteristi-
cas de la patologia analizadas entre aquellos sujetos portado-
res de la mutacion R92Q y los no portadores; es decir, no hubo
diferencias significativas en el nimero de recaidas experi-
mentadas, en el lapso de tiempo transcurrido entre la primera
y segunda recaida, en las variables de gravedad de la enferme-
dad o en el grado de discapacidad de la misma.

Andlisis del rol de la mutacién R92Q como factor de
susceptibilidad para el desarrollo de esclerosis miiltiple

Con el objetivo de investigar la hipétesis de un rol de la muta-
cién R92Q en el riesgo a desarrollar EM realizamos un estudio de
epidemiologia molecular con un disefio de casos y controles
comparando las prevalencias de la mutacién en una poblacién
de enfermos con la de una de controles sanos. La distribucién de
genotipos obtenida en las 168 muestras analizadas (90 casos y
78 controles) se resume en la tabla 2. Se puede observar una
tendencia para una frecuencia mutacional mayor en la pobla-
cién de sujetos con EM que en los controles sanos (p = 0,1). Otra
manera de expresar lo propio es en términos de riesgo, sugi-
riendo nuestros resultados que en los portadores de la mutacién
R92Q aumenta el riesgo para padecer EM 4,5 veces aproximada-
mente. La distribucién de genotipos en los controles se encontr6
en equilibrio de Hardy-Weinberg (p = 0,95).
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Tabla 2 - Distribucién de genotipos en casos y controles

Genotipo Pacientes Controles OR Valor p
n (%) sanos n (%)
GG (normal) 85 (94,5) 77 (98,7) 0,1
GA (mutacién R92Q) 5 (5,5) 1(1,3) 45

No hubo muestras homocigotas para el alelo A. OR: Odds ratio.

Discusién

El presente trabajo permitié identificar 5 pacientes con EM
portadores de la mutacién mas frecuentemente causante del
sindrome autoinflamatorio hereditario TRAPS* que presen-
tan, junto a un curso clinico caracteristico de su patologia de
base, el antecedente de sintomatologia recurrente sugestiva
de un desorden inflamatorio sistémico familiar. Estos pacien-
tes son los primeros identificados en nuestra poblacién y se
suman a sélo otros 21 casos reportados en la literatura’®.
Estos ultimos provienen todos de una serie investigada en
una poblacién alemana. Ademas, resulta destacable la obser-
vacién en nuestros pacientes de una alta frecuencia de afec-
taciéon de las estructuras del tronco encefélico al inicio de
la enfermedad, y en particular el compromiso del nervio
facial en dos casos, con recurrencia familiar de esta afecta-
cién en uno de ellos. El compromiso periférico del nervio
facial al inicio de la EM es muy poco frecuente. Dos pequenos
trabajos lo encontraron en aproximadamente un 5% de los
pacientes!>%, En cambio, ademés de los dos pacientes de
nuestra casuistica, otros tantos presentaron este compromiso
en la serie de 21 pacientes alemanes’. En consecuencia, la
frecuencia del compromiso inicial del nervio facial en los
pacientes con EM y la mutacién R92Q seria aproximadamente
tres veces mayor (15,4%) que en la poblacién general de suje-
tos con EM. Sin embargo, el nimero pequenio de pacientes
descritos impide considerar esta observacién més que como
generadora de hipétesis. En este sentido, algunos autores
sugirieron el posible papel del TNF « en la paralisis facial peri-
férica idiopatica, ya que encontraron niveles séricos aumen-
tados de esta citoquina en pacientes con esta patologia®®. Por
el contrario, otros autores fallaron en encontrar similares
hallazgos?®, no quedando claro, por lo tanto, el rol del TNF en
esta neuropatia.

Por otro lado, los resultados de nuestro estudio de epide-
miologia molecular pueden sugerir en nuestra poblacién un
rol para la mutacién R92Q en el gen TNFRSF1A como factor
de riesgo genético para el desarrollo de EM. Aunque este
hallazgo es producto del andlisis de una poblacién relativa-
mente pequena de pacientes, que en consecuencia brinda
baja potencia para alcanzar significacién estadistica a las
diferencias observadas, si resulta concordante con los resul-
tados de un estudio similar recientemente realizado en una
poblacién de mas de 2.000 pacientes, y con los del metaana-
lisis de estudios de asociacién a genoma completo que inclu-
yeron a méas de 9.000 sujetos?. En consecuencia, creemos
que la mutacién R92Q en TNFRSF1A podria ser considerada
un factor de susceptibilidad para el desarrollo de EM. Cabe

mencionar que otros autores, pese a encontrar una mayor
prevalencia de la mutacién R92Q en los pacientes con EM que
en la poblacién general, tampoco pudieron demostrar signi-
ficacién estadistica, dado el limitado nimero de pacientes
analizados en sus respectivas investigaciones!8. Esta situa-
cién se observa con frecuencia en el campo de la genética
compleja de las enfermedades prevalentes, donde reiterada-
mente se le atribuye un papel causal a los resultados discor-
dantes de esta clase de estudios’®.

Tradicionalmente el acento en la fisiopatogenia de la EM
estuvo puesto en la disregulacién de los mecanismos de la
respuesta inmune T o adaptativa?%2%. Sin embargo, los tltimos
afios han mostrado un creciente cimulo de evidencia que
apoya el importante papel que tienen las alteraciones en la
inmunidad innata en la compleja patogenia del trastorno. En
este sentido pueden mencionarse: a) las alteraciones observa-
das en la regulacién de células dendriticas y el propuesto
posible mecanismo de accién del IFN B a este nivel?223; b) la
disregulacién de las distintas vias de sefializacién dependien-
tes del IFN enddgeno, que sugieren la existencia de un sistema
inmune de defensa a virus preactivado constitutivamente
(estado hiperinflamatorio) en un subgrupo de pacientes con
EM?4,y c) la mayoria de los factores de susceptibilidad genéti-
cos para el desarrollo de la EM recientemente identificados
se encuentran en genes codificantes de moléculas involucra-
das en la inmunidad innatal’. El TNF « es una citoquina pleo-
trépica con distintos roles en la regulacién de la respuesta
inmune innata?. Distintas observaciones sustentan un rol de
esta citoquina en la fisiopatogenia de la enfermedad: a) se han
encontrado niveles elevados en suero de pacientes con EM
en actividad?; b) el tratamiento con anticuerpos monoclona-
les anti-TNF « ha resultado en la exacerbacién de lesiones
desmielinizantes en algunos pacientes?’:28, y ¢) fueron indica-
das variantes en la secuencia del gen codificante de TNF «
como factores de riesgo para el desarrollo de EM en algunas
poblaciones?®. Ademsds, el sindrome TRAPS podria también
representar un estado hiperinflamatorio similar a lo sugerido
més arriba para la fisiopatologia de la EM. Este estado hiperin-
flamatorio podria ser consecuencia de la disregulacién en los
niveles circulantes de TNF «, que resultan de fallos en la secre-
cién de su receptor soluble (codificado por TNFRSF1A) motiva-
dos por la mutacién R92Q°. Resulta entonces plausible consi-
derar la sefializacién mediada por TNF « como uno de los
mecanismos implicados en ambos trastornos y, en consecuen-
cia, representando una hipétesis fisiopatogénica de los resul-
tados clinico-epidemiolégicos de nuestra investigacién que
deberd evaluarse en futuros estudios experimentales.

En conclusién, hemos identificado en nuestra poblacién de
pacientes con EM un numero de sujetos que presentan una
mutacién en el gen codificante del receptor soluble para TNF «
y sintomatologia caracteristica del sindrome TRAPS, que es
causado por esta alteracién genética. Aunque ambos trastor-
nos parecen comportarse clinicamente de manera indepen-
diente, si podrian compartir mecanismos fisiopatogénicos
comunes. La mutacién analizada ademds podria ser uno de
los distintos factores de susceptibilidad genéticos implicados
en el desarrollo de la EM. Estas observaciones ilustran el rol
del TNF « en la fisiopatogenia de esta enfermedad desmieli-
nizante.
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