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RESUMEN

Introduccioén: La Hepatitis Autoinmune (HAI) tipo 1
es una enfermedad hepatica progresiva en la cual se
demuestra susceptibilidad genética asociada a deter-
minantes compartidos de moléculas HLA clase II. Sin
embargo, 30 a 50% de estos pacientes, no asocian
alelos HLA de susceptibilidad por lo que otros promo-
tores genéticos que pudiesen predisponer a la ruptura
de inmunotolerancia estan siendo investigados. La
Proteina Linfoide Tirosina Fosfatasa (LYP) codificada
por el gen PTPN22, ejerce una potente inhibicion en
el linfocito T activado. El polimorfismo de este gen
en la posicion 1858 (sustitucion de citosina (C) por
una timina (T)) se describe asociada a multiples pa-
tologias autoinmunes pero atin no se ha reportado en
HAI tipo 1. Objetivo: Determinar la posible asociacion
del polimorfismo del gen PTPN22 en mestizos venezo-
lanos con HAI tipo 1. Material y Métodos: Nuestra
poblacion consistié de 62 pacientes con HAI tipo 1y
107 individuos sanos, ambos grupos venezolanos de
tercera generacion. La determinacion del polimorfismo
se realiz6 mediante la amplificacion de la region en es-
tudio (posicion 1850 del codén 620) con la técnica de
PCR estandarizada seguida por digestion de enzimas
de restriccion (Xcm I). Resultados: El genotipo mas
frecuente fue el genotipo homocigoto silvestre (C/C)
tanto en pacientes (90.3%) como en controles (98.1%,)
sin diferencia significativa. El polimorfismo C1858T
(genotipo C/T) del gen PTP22 se identific6 con mas
frecuencia en los pacientes con diferencia estadisti-
camente significativa al relacionarlo con el grupo con-
trol (p= 0.029, OR=5,06). El genotipo homocigoto TT no
se observé en ninguno de los individuos estudiados.
Conclusion: El polimorfismo del gen PTPN22 a nivel
C1858T descrito en otras enfermedades de origen au-
toinmune también se detecta en HAI tipo 1, probable-
mente confiriendo susceptibilidad a esta enfermedad
en la poblacion mestiza venezolana.

Palabras clave: hepatitis autoinmune tipo 1, mestizos
venezolanos.
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SUMMARY

Background: Autoimmune hepatitis (AIH) type 1 is a
progressive inflammatory disorder of the liver with ge-
netic association to human leukocyte antigens. How-
ever, the genetic background of AIH type 1 is consid-
ered to be polygenic. Lymphoid tyrosine phosphatase,
encoded by the PTPN22 gene, exerts an important
down regulatory effect on T cell activation in immune
response. The single nucleotide polymorphism C1858T
within the PTPN22 gene has been associated with in-
creased susceptibility to a number of autoimmune dis-
orders. Objective: The aim of this study was to assess
the association of the single nucleotide polymorphism
C1858T of the PTPN22 gene in Venezuelan Mestizos
patients with AIH type 1. Materials and Methods:
62 Venezuelan Mestizos patients with AIH type 1 and
107 healthy volunteers were investigated. Cases and
controls were genotyped for C1858T polymorphism by
restriction fragment length polymorphism analysis of
PCR products. Results: The wild-type C/C homozy-
gous genotype was the most common variant in both
patients (90.3 %) and controls (98.1 %). The heterozy-
gous genotype C/T was significantly found in AIH pa-
tients compared to controls (OR = 5.6, P = 0.029). The
T/T homozygous mutant genotype was not observed
in either population. Conclusions: These results sug-
gest that the PTPN22 1858C/T genotype could confer
differential susceptibility to AIH type 1 in Venezuelan
Mestizos patients. In addition, these findings provide
strong evidence that lymphoid tyrosine phosphatase
could be a critical player in multiple autoimmune dis-
orders.
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INTRODUCCION

La Hepatitis Autoinmune (HAI) es una enfermedad hepati-
ca progresiva caracterizada por la presencia de autoanticu-
erpos circulantes, hipergammaglobulinemia y respuesta al
tratamiento inmunosupresor!’). No estan claras las razones
que provocan la ruptura de tolerancia inmunolégica y los
mecanismos que causan la enfermedad. La hipétesis mas
comunmente aceptada es que esta patologia es desencade-
nada por un factor ambiental en un individuo genéticamente
susceptible®. Multiples genes pueden interactuar produci-
endo el llamado “pool de genes permisivos” que determinan
tanto el riesgo como las caracteristicas clinicas de esta pa-
tologia®.

Las evidencias demuestran que, ademas de los determi-
nantes compartidos de moléculas del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (CPH) o Antigeno Leucocitario Humano
(HLA) clase II, que juegan un rol prevalente en la suscepti-
bilidad hacia la enfermedad, multiples promotores genéticos
de autoinmunidad estan presentes en HAI y pueden incluir
tanto genes dependientes como independientes del CPH, (1)
reportandose al menos un 30 a 50% de los pacientes con HAI
sin alelos HLA de susceptibilidad®.

En cuanto a los genes que se encuentran fuera del CPH es
importante estudiar aquellos que regulan la funcién del lin-
focito T, linfocito ampliamente involucrado en la inmunopa-
togenia de la HAI® 9.,

En este sentido, el gen PTPN22 que codifica La Proteina Lin-
foide Tirosina Fosfatasa (LYP) se ha asociado con una var-
iedad de enfermedades autoinmunes. Hay suficientes evi-
dencias que soportan el rol que juega la molécula LYP en la
inhibicién de los linfocitos T activados®”. LYP es una pro-
teina de 110 kDa expresada exclusivamente en las células
hematopoyéticas, incluyendo los linfocitos T®. Se encuentra
en el citosol® y en el nucleo® de estas células ejerciendo
por si sola® o, en combinaciéon con moléculas adaptadoras
(c-Chbl, Csky Grb2)11-19 una fuerte regulacion negativa de los
linfocitos T. Por esta funcion, recientes estudios involucran a
la tirosina LYP en el desarrollo de autoinmunidad®*1®.

Un polimorfismo de un solo nuceétido (SNP) ha sido identi-
ficado en el gen PTPN22 en la posicion 1858 del codon 620,
donde hay una sustitucién de citosina (C) por una timina (T)
resultando el cambio de una Arginina (Arg) por un Triptéfano
(Trp) en la molécula LYP!%. Este alelo T se asocia con diver-
sas enfermedades autoinmunes como Diabetes Mellitus tipo
10419 Artritis Reumatoidea”, Lupus Eritematoso Sistémi-
co' vy Tiroiditis Autoinmune®. Hasta este momento no se
ha reportado en la literatura ningtn estudio que asocie este
polimorfismo con HAI tipo 1.

Puesto que el linfocito T juega un papel clave en la patogenia
de la HAI y la molécula LYP funciona como una molécula
inhibitoria de esta célula y, habiéndose asociado el polimor-
fismo del gen PTPN22 con diversas patologias autoinmunes
nos propusimos investigar este polimorfismo en pacientes
mestizos venezolanos con HAI tipo 1.

MATERIAL Y METODOS

Este es un estudio transversal prospectivo de casos-con-
troles.

PACIENTES

Los 62 pacientes incluidos en el estudio son venezolanos de
tercera generacion, con hepatitis autoinmune tipo 1 ya com-
probada reuniendo los criterios diagnésticos establecidos in-
ternacionalmente para Hepatitis Autoinmune tipo 1 (Interna-
tional Autoimmune Hepatitis Group)®.

Cada uno de los pacientes firmé el consentimiento para su
participacion en este estudio.

Controles

El grupo control de 107 individuos se obtuvo de la base de
datos de donantes de la Seccién de Inmunogenética del In-
stituto de Inmunologia de la Universidad Central de Ven-
ezuela. Los individuos controles son sanos, no relacionados
entre siy venezolanos de nacimiento, con padres y abuelos
venezolanos.

Este estudio fue aprobado por el Comité de Bioética del Insti-
tuto de Inmunologia.

Encuesta

Se realiz6 una breve encuesta a cada paciente recogiéndose
los datos personales con énfasis en el origen familiar el cual
confirmaba como minimo que las dos tultimas generaciones
eran venezolanas.

Purificacion del ADN

La obtencion del ADN de cada individuo se realiz6 mediante
el método ya descrito anteriormente®?.

Determinacion del polimorfismo del gen PTPN22

La determinacion del polimorfismo del gen de PTPN22 se re-
aliz6 mediante Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR) y
enzimas de restriccion (RFLP) siguiendo el siguiente protocolo:

1- Se hizo una mezcla de reacciéon que contenia: 1.2 pl de
tampoén 10X de PCR, 1.2 pl (1.25 mmol/]) de mezcla de nu-
cle6tidos, 0.6 pul DMSO, 0.3 pl de cada iniciador (iniciador
sentido: 5 -CCACGGCTTCCTTTCTCGTA-3", iniciador anti-
sentido: 5-AGTCTCACTCACCTTTGCAG-3'), 2 pl (20 ng) de
ADN y 0.1 pl de Taq polimerasa.

2- Se llevo a un termociclador el cual se programé con las
siguientes condiciones de PCR:

1 Ciclo 94 °C 1 Min (fase de desnaturalizacion)
35 Ciclos 94 °C 30 Seg (fase de desnaturalizacion)
60 °C 30 Seg (fase de alineacion)
72 °C 30 Seg (fase de extension)
1 Ciclo 72 °C 2 Min (fase de extensién)

3- Después de la amplificacion se tom6 16 pl del amplificado
y se agrega 10 U de la enzima de restriccion Xcml incuban-
dose toda la noche a 37 °C.
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4- Se realiza la electroforesis en un gel de agarosa al 3 % con
bromuro de etidio.

5- Se coloca el gel en un transiluminador de luz ultravioleta y
se documenté por fotografia.

6- El alelo que posee la mutacion 1858T no puede ser digerido
por la enzima de restriccién obteniéndose un solo fragmento
de 218 bp, mientras que con el alelo 1858C se obtiene dos
fragmentos (176bp y 46 bp). (Figura 1)
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Figura 1. Visualizacién de los fragmentos de PCR-RFLP. Productos amplifica-
dos para el gen PTPN22, digeridos con la enzima de restricciéon de Xcml en un
gel de agarosa al 3%. En el pozo 1y 7 se visualizan las bandas correspondien-
tes al genotipo heterocigoto C/T, en el resto de los pozos se observa el resultado
de la digestién correspondiente al genotipo homocigoto C/C, el cual carece del
sitio de restriccion y por tanto no hay corte del producto amplificado. En el
pozo 12 se coloc6é un marcador de peso molecular de 100 pb para verificar el
peso molecular de los fragmentos digeridos.

Analisis Estadistico

Las frecuencias fenotipicas (FF), alélicas (FA) y genotipica (FG)
se calcularon mediante conteo directo. La FF es la proporcion
de sujetos de una poblacion (pacientes o controles) portadores
de un determinado antigeno. La FA y FG es una proporcién
que, generalmente, se expresa como frecuencia x 1000, y se
calcula dividiendo el ntimero de veces en que aparece el alelo
o genes en el grupo estudiado, dividido por el nimero total de
cromosomas investigados en el mismo grupo, es decir el doble
del niumero de individuos estudiados. Las frecuencias se cal-
cularon en porcentajes. La significancia (p) de la asociacion
con hepatitis autoinmune y un determinado alelo presente en
pacientes y controles fue estimada por la prueba exacta

PTPN22 (SNP 1858) n= 62
de Fisher (21,22), la cual es muy apropiada para muestras
pequenas (21). Se considera significativo un valor de p<0.05.
(StatSoft, Inc. STATISTICA data analysis software system
2001 version 6. www.statsoft.com)

RESULTADOS

Para el polimorfismo PTPN22 observamos en los pacientes
solo dos de los genotipos posibles (CC y CT). El genotipo mas
frecuente fue el genotipo homocigoto silvestre tanto en paci-
entes como en controles (90.3% y 98.1%) observandose mas
en el segundo grupo, sin embargo esta diferencia no es es-
tadisticamente significativa (Tablas 1 y 2, pacientes y con-
troles, respectivamente). El genotipo C/T se evidencia con una
frecuencia mayor en los pacientes (9.7%) con una diferencia
estadisticamente significativa (p=0.029) al relacionarlos con
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el grupo control. La presencia de este genotipo mostré un OR
significativo de 5.6. El genotipo homocigoto TT no se observo
en el grupo de pacientes ni en el grupo control. (Tabla 3)

Tabla 1. Frecuencia Alélica, Fenotipica y genotipica del gen
PTPN22 en pacientes Venezolanos con Hepatitis
Autoinmune tipo 1

PTPN22 (SNP 1858) n=62

Alelo C 95.2 (118) Genotipo
T 4.8 (6) c/C 90.3 (56)
Fenotipo C 100 (62) C/T 9.7 (6)
T 9.7 (6) T/T 0.0 (0)

Tabla 2. Frecuencia Alélica, Fenotipica y genotipica del gen
PD-1 en individuos sanos Venezolanos

PTPN22 (SNP 1858) n=107

Alelo C 99.1 (212) Genotipo
T 0.9 (2) c/c 98.1 (105)
Fenotipo C 100 (107) G/T 1.9 (2)
T 1.9 (2) T/T 0.0 (0)

Nota: Los valores mostrados en paréntesis representan el
numero de veces que se repite el alelo o el nimero de in-
dividuos portadores de un genotipo y/o fenotipo para cada
sitio polimérfico estudiado. La frecuencia esta expresada en
porcentaje.

Tabla 3. Distribucion de genotipos PTPN22 en pacientes
con HAI e individuos sanos

Genotipos Grupo Grupo OR (IC95%) P
Pacientes Control
cc 56 (90.3%) 105 (98.1%) ns ns
CT 6 (9.7%) 2 (1.9%) 5.6 0.029
TT 0 0 --- ---
DISCUSION

La inmunopatologia de la HAI atin no es bien conocida,
planteandose como resultado de muchos factores entre los
que se encuentran los ambientales (infecciones virales) y los
genéticos. La mayoria de los estudios realizados han aso-
ciado la HAI tipo 1 con moléculas del CPH clase II. Sin em-
bargo, se ha reportado hasta 40% de los pacientes con HAI
sin alelos HLA de susceptibilidad® lo que sugiere la posible
presencia de otros genes que pueden proporcionar suscepti-
bilidad a sufrir de esta enfermedad.

Asi, en nuestro primer estudio demostramos que, al igual
que en otras poblaciones, un 38% de los pacientes mesti-
zos venezolanos con HAI tipo 1 no presentaba alelos HLA de
susceptibilidad®® por lo que investigamos el polimorfismo
de algunos otros genes que, en este caso, codifican protei-
nas con funcion inhibitoria de los linfocitos T, linfocitos es-
tos ampliamente involucrados en la inmunopatogenia de la
HAIL

Especificamente, el gen PTPN22 es un buen candidato como
marcador genético de susceptibilidad para autoinmunidad.
Este gen, como acotamos, codifica la fosfatasa tirosina lin-

foide (LYP), la cual esta involucrada en la prevencion de la
activacion espontanea del linfocito T mediante la desfosfo-
rilacion e inactivacion de las quinasas y sus sustratos. La
LYP es una de las moléculas inhibidoras mas potentes de
la activacion del linfocito T. Como también comentamos un
SNP ha sido identificado en el gen PTPN22 en la posiciéon
1858 del codén 620, donde hay una sustitucion de citosina
(C) por una timina (T) resultando el cambio de una Argini-
na (Arg) por un Triptéfano (Trp) en la molécula LYP!Y. Esta
mutacion se ha asociado a diversas enfermedades auto-
inmunes pero, para nuestro conocimiento, no existia nin-
guna documentaciéon de la asociacion de este polimorfismo
con susceptibilidad a padecer HAIL

En el presente estudio, encontramos asociacién del poli-
morfismo del gen PTPN22 a nivel C1858T y la presencia de
HAI tipo 1. Este hallazgo fue significativo lo que implica que,
en la HAI tipo 1, la ruptura de la tolerancia inmunolégica
pudiese estar modulada, en parte, por una capacidad in-
hibitoria aberrante de la molécula inhibitoria LYP sobre la
funcionalidad de los linfocitos T. Esta inmunomodulacion
aberrante estaria dirigida principalmente a la expansion y
activacion de los linfocitos T CD4 cooperadores por lo que
la disfuncion se expresaria como una hiperfuncionalidad de
estas células las cuales activarian a los linfocitos B y a los
linfocitos T con capacidad citotéxica. Los primeros tenderian
a la activacién de plasmocitos y la consecuente hiperpro-
duccién de inmunoglobulinas que estimularian la actividad
citotoxica dependiente de anticuerpos mientras los segun-
dos, actuarian destruyendo a los hepatocitos por citélisis
directa®>19. Ambos mecanismos, considerados primordiales
en la inmunopatologia de esta enfermedad, perpetuarian la
necroinflamacion y el compromiso hepatico caracteristico de
la HAI, inflamacién y compromiso que se logra controlar con
inmunosupresores que precisamente limitan estos efectos
inmunolégicos deletéreos.

En conclusién, se demuestra por primera vez que la asoci-
acion del polimorfismo del gen PTPN22 (C1858T) descrito en
otras enfermedades autoinmunes también es caracteristica
de la HAI tipo 1 y, en esta investigacién, prevalente en paci-
entes mestizos venezolanos.
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