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RESUMEN

La deteccion por métodos moleculares del alelo HLA-B*27 se ha convertido en los
Gltimos afios en Cuba, en una herramienta que apoya el diagndstico de enfermedades
conocidas, de manera general, como espondiloartropatias (SpA). Con el objetivo de
determinar el porcentaje de positividad del alelo en individuos con sospecha clinica de
SpA y uveitis, se estudiaron muestras de ADN pertenecientes a 236 pacientes
caracterizados en género, edad y color de la piel. Para la genotipificacion se utilizé el
PCR en tiempo real con el estuche comercial LightMix HLA-B*27 SimpleProbe
(TIBMOLBIOL). El 42,7 % de los casos fueron mayores de 40 afios, con un promedio
de edad de 39 afos y una relacion de masculino-femenino de 0,84; sin embargo, los
pacientes que debutan con enfermedades relacionadas con el HLA-B*27 deberian ser
fundamentalmente varones entre la segunda y tercera década de vida. De las
muestras estudiadas solamente 51 (21,6 %) resultaron positivas para el alelo en
cuestion. Sin embargo, segun el tipo de enfermedad, la frecuencia del gen deberia
encontrarse entre el 36,0 % y el 90,0 %. Solo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las comparaciones por géneros. El 18,0 % de las
indicaciones no contaban con impresion diagnédstica y estos casos presentaron la
positividad mds baja. Los presentes resultados evidencian que las solicitudes de
HLA-B*27 que se generan en el sistema de salud cubano no siguen criterios
uniformes de sospecha clinica de las SpA y uveitis; y que en las peticiones de
examenes no se incluyen los datos necesarios que permitan una correcta
interpretacion de esta prueba inmunogenética.

Palabras clave: HLA-B*27; PCR en tiempo real; espondiloartrits; espondilitis
anquilosante, uveitis.
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ABSTRACT

The detection by molecular methods of the HLA-B*27 allele has become in recent
years in Cuba in a tool that supports the diagnosis of some diseases generally known
as spondyloarthropathies (SpA). In order to determine the percentage of the gene
positivity in individuals with clinical suspicion of SpA and uveitis, we studied 236 DNA
samples characterized in gender, age and skin color, of patients with HLA-B*27
indication. The genotyping was performed by Real Time - PCR with the LightMix
HLA-B*27 SimpleProbe kit (TIBMOLBIOL). The 42.7 % of the cases were older than
40 years, with a mean of 39 years old and a male - female ratio of 0.84; however,
patients debuting with HLA-B*27-related diseases should be predominantly males
between the second and third decade of life. Our results showed that 188 (78.4 %)
were negative and only 51 (21.6 %) were positive however, according to the type of
pathology, the frequency of this gene should be between 36.0 % and 90.0 %. The
statistical differences were only associate to gender but not in the groups of different
skin color and presumptive diagnosis. The 18.0 % of the laboratory test request forms
had no diagnostic impression and these cases had the lowest positivity rates. The
present results show that the requests for HLA-B*27 generated in the Cuban health
system do not follow uniform criteria of clinical suspicion of SpA and uveitis; and that
request forms do not include the necessary data to allow a correct interpretation of
this immunogenetic test.

Keywords: HLA-B*27; real time PCR; spondyloarthritis; ankylosing spondylitis;
uveitis.

INTRODUCCION

La asociacion del antigeno HLA-B*27 con las espondiloartropatias (SpA) y las uveitis
se conoce desde hace mas de cuatro décadas, aunque su implicacién en la patogenia
permanece aun sin dilucidar a nivel molecular y su presencia o ausencia no definen el
diagnostico.!-3

El gen que codifica este antigeno presenta diferencias entre las poblaciones del
mundo y no todas sus variantes alélicas se asocian de igual manera al desarrollo de
las mencionadas enfermedades, lo cual sugiere que su polimorfismo podria modular la
susceptibilidad de padecerlas.?*

La deteccion del HLA-B*27 por métodos de biologia molecular se ha convertido en los
ultimos afios en Cuba en una herramienta diagnostica de gran interés,>® que apoya el
estudio inicial de las uveitis, especialmente de la uveitis anterior aguda, y de las SpA,
como la espondilitis anquilosante (EA), la artritis reactiva, la espondiloartropatia
juvenil, la espondiloartritisenteropatica, la espondiloartritispsoriasica y las
espondiloartropatias indiferenciadas.”:

La presente investigacion se realizé con el objetivo de determinar el porcentaje de
positividad del gen HLA-B*27 entre los pacientes cubanos a los que se indico la
genotipificacion por sospecha clinica de SpA y uveitis, y brindar asi elementos que
permitan una mejor aplicacion de este marcador molecular.
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METODOS

Se realizd un estudio desde enero hasta septiembre de 2016 que incluyé los
236 pacientes con indicacion de HLA-B*27 recibidos en este periodo en el laboratorio
de genética molecular del Hospital Clinico Quirtrgico "Hermanos Ameijeiras",
procedentes de centros de atencion secundaria y terciaria del sistema nacional de
salud cubano. Se emplearon los datos clinicos y variables demograficas recogidas en
la indicacién médica.

El ADN gendmico se obtuvo a partir de sangre venosa periférica empleando EDTA
como anticoagulante. Se utilizé el estuche comercial de extraccién de ADN High
PureTemplatePreparation Kit (Roche Diagnostics GMBH, Germany). La concentracion y
pureza de las muestras de ADN se determinaron con un espectrofotdmetro de
microvoliUmenes NanoDrop™ One (ThermoScientific, EE. UU.). Se consideraron
validas solo aquellas que superaron los 2ng/uL y que presentaron con una relacion
260/280 nm entre 1,8 y 2,0.

La genotipificacion del HLA-B*27 se realizé en un equipo de PCR en tiempo real
LightCycler 96 (Roche diagnostic), con el estuche comercial basado en sondas de
hibridacién LightMix HLA-B*27 SimpleProbe (TIB MOLBIOL, Alemania).

Los resultados se analizaron con el lenguaje R mediante RStudio version 1.0.143 y el
paquete compare Groups version 3.2.4. Se realizé una distribucion de frecuencias
segun el diagndstico presuntivo y para las comparaciones entre grupos se utilizd
ANOVA y Odd Ratio segun correspondiera. En todos los casos se trabajoé con un nivel
de confiabilidad del 95 %.

RESULTADOS

Entre las 236 indicaciones de HLA-B*27 por sospechas de SpA y uveitis se
encontraron 108 pacientes del sexo masculino y 128 del femenino, con una relacion
de hombre-mujer de 0,84. Las edades estuvieron comprendidas entre los 13 y los 86,
con promedio de 39 y 42,7 % de mayores de 40 afios. Se pudo determinar el color de
la piel en 138 casos, de ellos 112 blancos y 26 no blancos.

El porcentaje de positividad global para el HLA-B*27 fue del 21,6 %. Las mujeres
presentaron el gen en el 12,5 % y los hombres en el 32,4 %; se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos sexos (Odd Ratio: 3,32, con
intervalo de confianza: 1,74-6,61). Por su parte, la positividad segun color de la piel
fue del 20,5 % en los pacientes blancos y del 15,4 % en los no blancos, sin que
existieran diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (Odd Ratio:
0,72 con intervalo de confianza: 0,19-2,15).

De los 51 ensayos positivos, 32 correspondieron a pacientes con sospecha de SpA,
3 de uveitis y 16 sin impresion diagnostica en la indicacion del examen. El mayor
porcentaje de positividad correspondio a los pacientes en los que se sospechd SpA,
(24,6 %). En los casos presuntivos de uveitis este porcentaje fue de 18,8 % y en los
que no se precisé la impresion diagnodstica en la indicacion, del 17,8 %. No existieron
diferencias estadisticamente significativas en la frecuencia de los HLA-B*27 positivos
entre los grupos de pacientes con diferentes diagndsticos presuntivos (Fig.).
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Fig. Porcentaje de positividad del alelo HLA-B*27 segun diagnodstico presuntivo.

DISCUSION

El volumen de indicaciones de HLA-B*27 que se procesaron en el periodo de estudio,
reflejé la demanda que tiene este marcador inmunogenético para el diagnostico de las
SpA y las uveitis en el sistema de nacional salud. Esto contrasta con los primeros
estudios en Cuba sobre el HLA-B*27 que datan de finales del pasado siglo y en que se
emplearon técnicas seroldgicas que solian ser muy laboriosas.® 10

Posteriormente, con la introduccién del PCR-SSP, (del inglés polimerase chain reaction
specific sequence primers), la identificacion del gen se hizo mas expedita;® sin
embargo, en la presente investigacion se empled, por primera vez en el pais, la
deteccidn de del HLA-B*27 por la técnica de PCR en tiempo real, que ademas de ser
mas especifica y sensible, permitié analizar un mayor nimero de muestras en un
corto periodo de tiempo.!!

La relacion entre hombres y mujeres que se encontro, fue inversa a la que se describe
tanto para las SpA, como para las uveitis, teniendo en cuenta que estas enfermedades
son de hasta 4 veces mas frecuentes en el sexo masculino.'#12-14 Estos resultados
pueden deberse que se indicd la prueba a mujeres con sintomatologia inespecifica y
gue no cumplian con los criterios clinicos.

Sin embargo, los porcentajes de positividad encontrados demostraron que el gen
HLA-B*27 aparece con mas frecuencia en los hombres con sospecha clinica de SpA y
de uveitis, y que existen diferencias estadisticamente significativas con las mujeres;
lo cual concuerda con los estudios previos sobre la prevalencia de estas
enfermedades.#12-14
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El hallazgo de que el promedio de edad de los pacientes en estudio fue casi 11 afios
superior al que se establece para el inicio de los sintomas de las SpA;812.14 pudiera
explicarse por el hecho de que generalmente transcurre casi una década antes de que
se detecten los signos patognomodnicos en las radiografias. Por ejemplo, el diagndstico
radiolégico de la espondilitis anquilosante suele hacerse de 8 a 11 afios luego del
inicio de los sintomas.!>16

Sin embargo, debido a la citada baja sensibilidad de la radiografia, el HLA-B*27 cobra
importancia en el diagndstico temprano,® por lo que en el presente estudio debid
predominar una poblacion joven. El elevado porcentaje de mayores de 40 anos que se
encontrd, entonces podria deberse a que se le indico la prueba a casos que no
cumplian con los criterios clinicos.

El hecho de que no se encontraran diferencias estadisticamente significativas en la
positividad del gen entre los grupos de pacientes blancos y no blancos, aun cuando se
ha demostrado que su frecuencia es mayor en poblaciones caucasicas que en las de
origen africano;* 2 coincide con estudios en poblacién cubana tanto del HLA como de
otros /oci, en los que se ha demostrado que los habitantes de la mayor de las Antillas
no tienen genes que los definan segln su color de la piel.17:18

Las variantes alélicas para el HLA-B*27 aparecen entre el 0,8 y el 1,6 % en la
poblacién cubana,!®'® o cual contrasta con el 21,6 % de muestras positivas del
presente estudio. Sin embargo, teniendo en cuenta que se tratd de casos con
sospecha clinica de enfermedades relacionadas con este marcador inmunogenético,
deberia esperarse una frecuencia aun mayor.214

El porcentaje de positividad mas elevado que se encontré fue de 24,5 % en el grupo
general de las SpA, que es inferior incluso al 35,0 % de la espondiloartritis
enteropatica, de los mas bajos entre las diferentes enfermedades que se asocian con
este gen.1214.20

Aunque no existieron diferencias estadisticamente significativas en los pacientes
distribuidos por diagndsticos presuntivos, el analisis por enfermedades del presente
estudio estuvo limitado, porque incluyé 18 % de individuos sin impresién diagndstica.
Estos casos presentaron el porcentaje de positividad mas bajo, lo cual pudo estar
relacionado con que se indico la prueba de forma incorrecta ante sospechas de
enfermedades sin relacién comprobada con el HLA.

Teniendo en cuenta estos resultados y dado que la asociacién entre la presencia del
HLA-B*27 y el padecimiento de SpA es mayor en individuos con familiares de primer
grado diagnosticados, #2122 se evidencia la necesidad de implementar en los
laboratorios un modelo de peticion de examen que incluya todos los datos requeridos
en cada paciente, para ganar en seguridad e interpretacién de los estudios genéticos.

Los resultados del presente trabajo evidencian que las solicitudes de HLA-B*27 que se
generan en el sistema de salud cubano no siguen criterios uniformes de sospecha
clinica de las SpA y uveitis; y que en las peticiones de exdmenes no se incluyen los
datos necesarios que permitan una correcta interpretacion de esta prueba
inmunogenética.
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