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RESUMEN.- La Artritis Reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria sistémica que 
afecta del 0.5 hasta el 2 % de la población mundial. En el Ecuador, la prevalencia repor-
tada es del 0.9 %. Recientemente se han estudiado los polimorfismos en varios genes 
con el fin de encontrar su relación con la enfermedad. Dos de los polimorfismos más es-
tudiados son el -308 y el -238 del gen TNF-α. Nosotros analizamos la presencia de estos 
polimorfismos en cuarenta individuos previamente diagnosticados con AR y vein-
ticinco individuos sanos mediante la RCP-TR (endpoint genotyping). Se empleó ELISA 
para medio los niveles de marcadores de AR. La actividad de la enfermedad fue medida 
mediante DAS 28. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con la declaración 
de Helsinki. No se establecieron diferencias significativas entre las frecuencias de ambos 
polimorfismos entre los individuos sanos y los pacientes con AR. El 69 % de los indi-
viduos con el polimorfismo -238GA presentaron una baja actividad de la enfermedad 
(SB DAS 28), mientras que el 67 % y 57 % de individuos con los polimorfismos -238GG y 
-238AA respectivamente, presentaron una actividad media (SM DAS 28). Nuestro trabajo 
es el primero que relaciona AR y polimorfismos genéticos que se realiza en el Ecuador. 
Nuestros resultados sugieren que hay una asociación de -238GG con una mayor activi-
dad de la enfermedad, que ha sido reportado previamente. 
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ABSTRACT.- Rheumatoid Arthritis (RA) is a systemic inflammatory disease that affects 
0.5 to 2 % of the global population. In Ecuador the reported prevalence of the disease is 
0.9 %. Recently, an increase number of polymorphisms have been studied in order to find 
a relationship between the disease and genetic polymorphisms. Two of the most studied 
polymorphisms are -308 and -238 of the tumor necrosis factor α (TNF-α) gene. Forty 
individuals with previous diagnosis of RA and twenty five healthy individualswere 
analyzed for the presence of the polymorphisms -238 and -308 using RT-PCR (endpoint 
genotyping). Additionally, levels of RA markers were assessed using ELISA. Disease 
activity was measured according to clinical data using DAS 28. The study was carried 
out according to Helsinki declaration standards. No differences were found in genotype 
frequencies between healthy and RA individuals in both polymorphisms. Results showed 
that most -238GA individuals (69 %) had low disease activity according to DAS28 (SB 
DAS28); in contrast to -238GG and -238AA polymorphisms in which most individuals 
(67 % and 57 %) had medium disease level (SM DAS 28) .This is the first study on 
relationship between RA and genetic polymorphisms carried out in Ecuador. Our results 
suggest the association between -238GG polymorphism and a higher progression of the 
disease, reported previously.
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INTRODUCCIÓN
La artritis reumatoide (AR) es una 

enfermedad inflamatoria sistémica que 
afecta principalmente a las articulaciones, 
pero puede afectar órganos y tejidos. Es 
una condición dolorosa que en casos graves 
conduce a una importante pérdida de las 
funciones motrices en el paciente (Majithia 
et al., 2007). A nivel mundial, la AR afecta 
del 0.5 hasta el 2 % de la población (Silman 
y Pearson, 2002; Nepom, 2001) y en el 
Ecuador, la prevalencia reportada es del 
0.9 %. (Mestanza et al., 2006).

La artritis reumatoide presenta una 
fuerte  predisposición genética para el 
desarrollo y actividad de la enfermedad, 
calculado entre el 40 y 60 % (MacGregor et 
al., 2000). Con esta premisa, se han llevado 
a cabo varios trabajos de mapeo genético, 
realizados en diversas poblaciones 
humanas, en las cuales se ha identificado 
a la región genética de los Antígenos 
Leucocidarios Humanos, HLA (Human 
Leukocyte Antigen), como la única región en 
el genoma humano aparentemente ligada a 
la artritis reumatoide (Tamiya et al., 2005; 
Osorio et al., 2004; John et al., 2004). 
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La región HLA, también 
conocida como complejo mayor de 
histocompatibilidad, MHC (Mayor 
Histocompatibility Complex), se encuentra 
compuesta por tres regiones: HLA de clases 
I, II y III, las cuales comprenden grupos de 
genes relacionados con la respuesta inmune 
(Figura 1). El locus HLA de clase II, ha sido 
reconocido como el principal factor de 
riesgo genético. Deighton y colaboradores, 

1989, concluyen que las moléculas de HLA 
de clase II contribuyen al efecto genético 
solo en un 30 %, por lo cual, polimorfismos 
de genes en otras regiones, como el gen 
codificante del factor de necrosis tumoral 
alfa, TNF-α (Tumor Necrosis Factor alpha), 
han sido estudiados por su posible 
contribución a la susceptibilidad y el 
progreso de la artritis reumatoide.	
	

Figura 1.- Esquema de la ubicación del gen TNF-α en la región genética de los Antígenos 
Leucocidarios Humanos, HLA (Human LeukocyteAntigen). El factor de necrosis tumoral, TNF-α, se 
encuentra dentro de la región HLA del genoma humano en el grupo de genes de HLA de clase III, 
en el brazo corto del cromosoma 6, posición 6p21.3.

El gen TNF-α se encuentra dentro 
del grupo de genes de HLA de clase III, en 
el brazo corto del cromosoma 6, posición 
6p21.3. Este gen codifica una citocina 
multifuncional pro-inflamatoria envuelta 
en la regulación de un amplio espectro de 
procesos biológicos, los cuales incluyen: 
proliferación y diferenciación celulares, 
así como apoptosis. Esta citoquina ha sido 
implicada en una variedad de desórdenes 
autoinmunes, como la artritis reumatoide. 

En muchos de los individuos con AR 
se detecta una alta expresión del gen TNF-α 
en las articulaciones afectadas, además 
de tener el factor de necrosis tumoral y 
factor reumatoide (FR) elevados en plasma 
(Kawane et al., 2006). Nemec et al., 2008 
comenta en su trabajo el importante papel 
que juega TNF-α en el aparecimiento y 
actividad de la artritis reumatoide y que los 
elevados niveles de TNF-α en el plasma y 
líquido sinovial de pacientes con AR, pueden 
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estar relacionados con polimorfismos en la 
región promotora del gen. En los últimos 
años, varios polimorfismos en esta región 
promotora han sido estudiados (tales como 
TNF-α -308 y -238) y se ha hipotetizado su 
papel en el incremento de la predisposición 
o actividad de la enfermedad, resistencia 
al tratamiento con inhibidores de TNF 
o una mayor incidencia, posiblemente 
debido a un desbalance de los niveles de  
la proteína TNF-α que podría favorecer 
el aparecimiento o la actividad de la AR 
(O’Rielly et al, 2009; Rezaieyazdi et al, 2007; 
Cuenca et al, 2001). 

Sin embargo, los resultados 
obtenidos siguen siendo controversiales. 
Al momento no existe bibliografía clara 
en relación con la presencia de estos 
polimorfirmos y la AR, Sin embargo, 
varios estudios los han relacionado con 
la susceptibilidad a la enfermadad en 
distintos grupos de pacientes y en algunos 
casos con implicaciones étnicas (Cuenca 
et al., 2003; Yen et al., 2001; Vinasco et al., 
1997).

Con estos antecedentes, el objetivo de 
este estudio preliminar fue determinar la 
relación entre los polimorfismos -308 y -238  
en el promotor del gen TNF-α y la presencia 
y actividad de la artritis reumatoide.

MATERIALES Y MÉTODOS
El modelo del estudio fue de caso 

y controles. Al ser un proyecto piloto, 
se incluyeron en la población cuarenta 
pacientes con diagnóstico de Artritis 
Reumatoide (ACR 1987) y  los controles 

fueron veinticinco individuos sin AR. Los 
criterios de inclusión, fueron: edad mayor 
a 18 años, no hayan tenido transfusiones 
sanguíneas en los 6 meses previos al 
estudio y que tengan un marcador de 
artritis positivo. Cada participante firmó 
un consentimiento informado donde se 
le explicó todo lo concerniente al estudio. 
Además, se incluyó un cuestionario con 
datos clínicos de cada participante con el 
objetivo de calcular el índice DAS 28.

El factor reumatoide (FR) se 
determinó mediante la técnica de micro-
ELISA, con el procedimiento descrito por 
el kit comercial  DIAMEDIX (Miami, USA) 
(valor positivo > 20.0 IU/ml, valor negativo 
< 16 IU/ml). Proteína C reactiva (RCP) se 
determinó con el uso del equipo Vitros DT60 
II Chemistry system (Johnson & Johnson), 
(valor positivo > 4.5 mg/L). Los anticuerpos 
anti-Péptido citrulinado cíclico (anti-CCP), 
se realizaron mediante el kit de HUMAN 
(Wiesbaden, Alemania) (valor normal hasta 
25 U/ml) y la prueba para medir el factor 
de necrosis tumoral (TNF-α), se realizó con 
el método descrito en el kit comercial de la 
casa IBL (Hamburgo, Alemania), con valor 
negativo  < 3.8 pg/ml.

La extracción de ADN genómico 
se realizó a partir de 200 µl de sangre 
total-EDTA, con el uso del kit HighPure 
PCR template preparation (Roche). 
La detección de los polimorfismos se 
realizó mediante reacción en cadena de la 
polimerasa en tiempo real (RCP-RT) con el 
método (endpoint genotyping) del sistema 
Lightcycler 2.0 (Roche). La mezcla de 
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reacción se preparó en un volumen final 
de 20 µl, con el empleo de los iniciadores 
descritos por Azmy y colaboradores, 2004 
(Tabla 1). Se colocaron 4 µl de Master Plus 

HybProbe (Roche), 0.2 µM – 0.4 µM (Roche) 
de cada iniciador  (Tabla 1)  y 5 µl de ADN 
genómico (50–100 ng). 

Indicadores Secuencia (5’ - 3’) *Concentración
final

Tabla 1 
Iniciadores descritos por Azmy et al., 2004 

*Se destaca la concentración de iniciadores usada en este estudio

El perfil térmico usado fue de 95° C 
por 10 minutos, para la denaturación inicial, 
45 ciclos de 95° C por 15 segundos, para la 
denaturación, 61° C por 10 segundos para 
el anillamiento, y 72° C por 15 segundos, 
para la extensión. La adquisición de 
fluorescencia (única) se realizó en el paso 
de anillamiento de los ciclos.

Para medir la actividad de la artritis 
reumatoide empleó el índice DAS 28 (Inoue 
et al, 2007) que incluye la evaluación del 
dolor e inflamación en 28 articulaciones y 
el resultado de la prueba de la proteína C 
reactiva (28-joint disease activity score) con la 
fórmula:
DAS28 (3)= [0.56 √NAD28 + 0.28 √NAT28+ 
0.36 ln (PCR+1)] (1.10+1.15).

Donde: NAD es el número de articulaciones 
dolorosas, NAT es el número de 
articulaciones dolorosas y tumefactas y 
PCR representa la proteína C reactiva. Los 
datos obtenidos fueron categorizados como 
Remisión < 2.3; actividad Leve (SB DAS 28) 
< 2.7; actividad moderada (SM DAS 28) > 2.7 
y ≤ 4.1; actividad severa (SA DAS 28) > 4.1.

Se realizó un cálculo de Kruskal 
Wallis (P < 0.05) entre los casos y controles. 
Adicionalmente, se realizó el mismo test 
para los polimorfismos genéticos y la 
actividad de la enfermedad.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN
De los 40 pacientes, el 57.5 % tiene 

actividad baja de la enfermedad, 40 % 
moderada y únicamente 2.5 % actividad 
alta, según los valores de DAS 28 (Tabla 
2).  La relación entre los polimorfismos 
estudiados en el grupo control y los 
participantes con artritis, así como la 
actividad, de la enfermedad no indicaron 
significación estadística mediante el test de 
Kruskal-Wallis (P > 0.05). Este resultado fue 
previsible de acuerdo con la bibliografía y 
por el tamaño de la población incluida 
en el estudio, por lo cual  concuerda con 
otros estudios (Rezaieyazdi et al., 2007, 
Brinkman et al., 1997) y sugiere que son 
factores distintos a los incluidos en el 
estudio los que se encuentran relacionados 
con la predisposición y la actividad de la 
enfermedad. 

El número de participantes limitó 
la búsqueda de asociaciones específicas 
entre los genotipos de cada polimorfismo y 
características definidas de la enfermedad. 
Sin embargo,  el mayor porcentaje (69 %) 
de individuos con polimorfismo -238GA 
tuvieron baja actividad de la enfermedad 
(según DAS 28), lo cual indica su posible 
asociación. Mientras que, la mayoría de 
individuos con los polimorfismos -238AA 
(57 %) y -238GG (67 %) presentaron 
actividad media (Tabla 2). Este resultado 
concuerda con el trabajo de Brinkman et 
al., 1997,  donde se sugiere que el genotipo 
-238GG en coordinación con otros factores, 
tales como varios genes del complejo 
mayor de histocompatibilidad  se encuentra 
relacionados con un mayor grado de la 
enfermedad. 

Tabla 2
Frecuencias fenotípicas de pacientes con Artritis reumatoide (AR) y participantes control, Porcentajes de 

DAS 28 de pacientes con AR y promedio de datos clínicos de pacientes con AR

AR, artritis reumatoide, TNF-α, factor de necrosis tumoral; CCP, proteína anticitrulinada; FR, factor 
reumatoide; CRP, Proteína C reactiva.*DAS 28, índice de actividad de la artritis reumatoide en base al 
dolor y la inflamación en 28 articulaciones y el resultado de la prueba de proteína C reactiva; SA DAS 28, 
actividad alta; SM DAS 28, actividad media; SB DAS 28, actividad baja. Las pruebas genotípicas fueron 
realizadas por RCP en tiempo real por el método de endpoint genotyping. Las pruebas inmunológicas fueron 
realizadas por el método de ELISA. 
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Además, los datos de los 
polimorfismos -308, no sugieren  un patrón 
similar al -238, El genotipo -308GG mostró 
un promedio mayor que otros genotipos 
(-308GA y -308AA) en los tres marcadores 
de artritis (RF, CCP y CRP). Sin embargo, 
al correlacionar los datos clínicos con la 
presencia de los genotipos no se demostó 
significación estadística (Tabla 2). De 
manera congruente con otros estudios 
(Rezaieyazdi et al., 2007; Pawlik et al., 2005; 
Brinkman et al., 1997), estos resultados 
proponen que el polimorfismo -308 no es 
un factor determinante para la actividad a 
la artritis reumatoide.

Un factor importante que no fue 
analizado en el presente estudio, fue la 
posible asociación entre los polimorfismos 
del gen TNF-α y alelos específicos 
de los genes del complejo mayor de 
histocompatibilidad.  Algunas variantes de 
genes de clase II de este complejo, han sido 
asociadas con actividad o susceptibilidad a 
enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, 
los alelos del gen HLA-DRB1 que comparten 
la secuencia de aminoácidos (QKRAA, 
QRRAA or RRRAA) en la posición 70-74, 
han sido reportados entre los principales 
factores de riesgo genético para artritis 
reumatoide (Newton et al., 2004).

Esta asociación entre alelos de TNF-α 
y HLA-DR es de gran importancia ya 
que se ha sugerido que la relación con la 
progresión de la enfermedad de algunos 
genes, puede estar relacionada con un 
fenómeno de desequilibrio del ligamiento 
(linkage disequilibrium) entre el HLA-DRB 

y otros genes (Silman y Pearson, 2002). En 
este contexto, es importante continuar la 
búsqueda de múltiples factores asociados 
con esta patología y ver como se relacionan 
entre ellos. 

Los resultados de este estudio se 
presentan de manera preliminar, debido a 
la necesidad de  considerar factores tanto 
genéticos como ambientales (Silman y 
Pearson, 2002) e integrar nuevas variables 
en una población mayor, para alcanzar un 
resultado concluyente que nos permita 
comprender las diferencias en la progresión 
y susceptibilidad de los pacientes a la artritis 
reumatoide. En este sentido, continuaremos 
con el análisis de pacientes con AR e 
individuos control para los polimorfismos 
-308 y -238 en el promotor del gen TNF-α 
y adicionaremos el estudio de la región 
HLA-DR4, al igual que los polimorfismos 
Asp299Gly y Thr399Ile del gen Toll4, con 
el fin de correlacionar esta información 
genética con los datos clínicos de individuos 
de una población de estudio más grande a fin 
de poder establecer el perfil de distribución 
de frecuencias de estos polimorfismos en la 
población ecuatoriana.
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