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Papel del HLA en la patogenia
de los aneurismas de aorta abdominal

G. Moiiux*, P. Vigil*, F.J. Serrano®, E. G6mez de la Concha "

ROLE OF HLA COMPLEX INTHE PATHOGENESIS
OF ABDOMINALAORTICANEURYSMS

Summary. Introduction. Recently, changes inmetaloproteinases matrix has beendescribedin
abdominal aortic aneurysms(AAA). This changes are due to inflamatory processes that could
beimplicatedintheirpathogenesis. There arefew reportsthatstudy autoinmunityimplication
inthe pathogenesis of this pathology. Objective. To study the HLA class Il and IIl complex to
evaluate the implication of autoinmunity in the AAA. Patients and methods. HLA class Il and
HLA class Il corresponding to tumornecrosis factorandits promoterwere typedina group of
72 patients withan AAA. These results were comparedwitha group of 380 healthy volunteers
as control group.Results. HLA-11: HLA-DR4*401 was more frecuentin AAA than in control
group (12.5%vs5.2%p 0.02 OR 2.59). There were not any other difference between both groups.
TNF: TNF oyf3s was more frecuent in AAA group than incontrol group but statistical differences
were not encountered (p=0.055). There were not any difference in the frecuencies of TNF
promoters. Haplotypes: HLA-DR3-TNF o,;3; ancestral haplotipe was more frecuent in AAA
than in control group (16.6% vs 8.4%, p= 0.03, OR= 2.17). Conclusion. The relationship
encountered between HLA-DR4*401 and ancestral haplotype HLA-DR3-TNF o333, that is
associated with other autoinmune processes, suggest that autoinmunity couldplay an important
role inthe pathogenesis of abdominal aortic aneurysms. [ ANGIOLOGIA2002; 54: 102-10]

Key words. Abdominal aortic aneurysms. Ancestral haplotype. Autoinmunity. HLA. Major his-
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Introduccion clusién definitiva [1-5]. En las enferme-

dades autoinmunes, el complejo mayor

La patogénesis de los aneurismas de aorta
abdominal es todavia una incégnita por
resolver. El posible papel de la autoinmu-
nidad y su relacién con las metaloprotei-
nasas en el desarrollo de esta dolencia estd
siendo estudiada por diversos autores sin
que se haya llegado hasta ahora a una con-

de histocompatibilidad humana desem-
pefla un papel importante en la presenta-
cién de autoantigenos a las células inmu-
nes. Tilson et al [6] e Hiroshe et al [7]
encontraron una asociacién entre el HLA-
DR-2 y los aneurismas de aorta abdomi-
nal en dos estudios diferentes sobre pe-
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Tablal. Subtipos de HLA-DR.

ANEURISMAS DEAORTA ABDOMINAL

AAA (n= 72)  Control (n= 380) p OR IC 95%
DR1 12,5% 21,3% 0,09 05 0,23-1,15
DR2 25% 26,6% 07 09 0,49-1,70
DR3 30,5% 24,7% 03 1,9 0,74-2,40
DR4 30,5% 21,1% 0,08 1,7 0,90-2,98
DR5 26,4% 29,2% 0,62 08 0,47-1,58
DR7 37.5% 28,2% 0,1 0,6 0,87-2,67
DR11 16,7% 22,9% 0,24 0,6 0,32-1,36

queiias muestras poblacionales de pacien-
tes de raza negra y japonesa portadores de
un aneurisma de aorta abdominal. Por otra
parte, otras moléculas inflamatorias como
el factor de necrosis tumoral, perteneciente
al HLA de clase III, todavia no se han
estudiado en esta enfermedad. Asi como
tampoco se ha estudiado una posible rela-
cién con haplotipos ancestrales relacio-
nados con fendmenos autoinmunes.

El objetivo de este estudio ha sido
analizar el complejo mayor de histocom-
patibilidad humana en los pacientes por-
tadores de un aneurisma de aorta abdomi-
nal, para determinar la presencia de evi-
dencias que sugieran la implicacién de
fendmenos autoinmunes en su patogenia

Pacientes y métodos

Se ha realizado un andlisis del HLA de
clase Il correspondiente al HLA-DR y del
HLA de clase III correspondiente al fac-
tor de necrosis tumoral (TNF), asi como
a su promotor (pTNF). También se ha
realizado un andlisis de haplotipos ances-
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trales relacionados con fendmenos auto-
inmunes, el formado por los alelos HLA-
DR3-TNF a,,3; y el HLA- DR5-TNFa.,35.

El ADN se ha obtenido a partir de los
leucocitos de una muestra sanguinea de
10 cm’ conservada con EDTA como anti-
coagulante a 4 °C hasta su procesamiento.
Una vez obtenido el ADN, se ha realizado
una amplificacién de las zonas de interés
en cada caso mediante la reaccién en ca-
dena de la polimerasa (PCR), con la fina-
lidad de obtener un nimero suficiente de
copias y asi poder trabajar con ellas.

Para el analisis de los diferentes alelos
del HLA-DR, se ha empleado la técnica
de hibridacién con sondas oligonucle6ti-
cas especificas (Dot-Blot). Las sondas son
fragmentos de ADN cuya secuencia de
bases es complementaria a la secuencia
de bases que se desea detectar. Las sondas
se encuentran marcadas con digoxigeni-
na-ddUTP, y esto nos va a permitir la de-
teccion de los diferentes alelos mediante
el revelado de unas placas fotogrificas
que se exponen al macador.

Para la determinacion del TNF, se ha
empleado el andlisis de las secuencias de
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Tabla Il. Subtipos de HLA-DR1.

AAA (n= 72) Control (n= 380) p OR IC 95%
DR1-0101 9,7% 12,3% 0,7 0,6 0,30-1,85
DR1-0102 1,4% 6,3% 0,2 0,1 0,02-1,58
DR1-0103 1,4% 1,8% 0,9 0,8 0,09-6,19

Tabla lll. Subtipos del HLA-DR4.

AAA (n=72) Control (n= 380) p OR IC 95%
DR4-0401 12,5% 5,2% 0,02 2,6 1,03-6,3
DR4-0402 4,2% 2,6% 0,47 1,6 0,34-6,55
DR4-0403 2,8% 1,6% 0,47 1,7 0,24-10,0
DR4-0404 5,6% 4,9% 0,8 1,1 0,31-3,63
DR4-0405 2,8% 3,7% 0,7 0,7 0,11-3,55
DR4-0407 1,3% 0,2% 0,7 53 8,1-197,0

microsatélites como marcadores especi-
ficos de susceptibilidad. Esta es una téc-
nica desarrollada recientemente en la que
se determina el nimero de repeticiones
del dinucleétido que forma el microsaté-
lite. Este ndmero de repeticiones se en-
cuentra en relacion por desequilibrio de
ligamiento con otras moléculas del HLA
de clase III, probablemente el TNF. El
analisis se ha realizado por medio de un
secuenciador automdtico (ABI prism 310
Genetic Analyzer) que determina el ta-
maiio del microsatélite por medio de fluo-
rescencia. El promotor del TNF es una
secuencia de nucleétidos en donde se
comienza la traduccién del gen. Mutacio-
nes puntuales en este promotor pueden
desencadenar un aumento o una disminu-
cioén de la produccién del TNF. Las muta-
ciones puntuales que se han estudiado son
la presencia de una adenina sustituyendo

auna guanina en las posiciones -238, -308
y -376 de la secuencia de aminodcidos del
promotor. Estas mutaciones se han aso-
ciado a un aumento de la produccion de
TNF. Para la determinacién de estas mu-
taciones, se ha empleado una técnica de
hibridacién con sondas de oligonucle6ti-
dos especificas de forma similar a la em-
pleada en la determinacién de los alelos
del HLA-DR

El estudio se ha disefiado como casos
y controles, tomando como casos un gru-
po de 72 pacientes portadores de un aneu-
risma de aorta abdominal. Todos los aneu-
rismas cumplian criterios quirdrgicos se-
gun las recomendaciones de la Sociedad
Espafiola de Angiologia y Cirugia Vascu-
lar, y el diagnéstico fue realizado mediante
escaner o angio-RM. Se han excluido to-
dos aquellos pacientes que presentaban
un aneurisma inflamatorio, aquellos pa-
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TablalV.Microsatélites TNF.

AAA (n=72)  Control (n= 344) p OR IC 95%
TNF aiBs 6,7% 8,3% 07 0,82 0,26-2,35
TNF o.B4 18,7% 18,3% 0,82 1,0 0532,13
TNF 05 18,7% 12,7% 0,14 1,65 0,80-3,36
TNF 0B 12% 6,5% 0,08 2,05 0,83-4,95
TNF 0B 14,7% 7.7% 0,05 2,06 0,94-4,87
TNF o5 1,3% 3,6% 0,56 0,38 0,04-2,99
TNF 0B 17,3% 21,3% 0,53 0,81 0,40-1,63
TNF 0B 22,7% 19,8% 0,36 1,32 0,68-2,52
TNF atioBs 22,7% 28,4% 0,40 0,77 0,41-1,46
TNF otyiBs 24% 21,6% 0,52 1,21 0,632,27
TNF 043B4 2,7% 7.4% 0,25 0,35 0,05-1,6

cientes que tenian evidencias de enfer-
medades autoinmunes y aquellos cuyo
aneurisma tuviera una extensién supra-
rrenal. En dos de los pacientes no pudo
obtenerse el pTNF.

Como grupo control se ha empleado
una muestra poblacional de 380 pacientes
que no presentaban evidencias de enfer-
medades autoinmunes. No se realizaron
determinaciones de TNF y pTNF en todos

los casos, se obtuvieron resultados en 344

Los datos se han recogido en una base
de datos creada al efecto bajo el entorno
Microsoft Access y el andlisis estadisti-
co se ha realizado mediante el progra-
ma Epi-info, empleando el test de ¥’
(con la correccién de Yates cuando ha
sido preciso) para valorar diferencias
entre ambos grupos; se ha considerado
significativa una p< 0,05. Asimismo, se
ha empleado la razén de probabilidades

(odds ratio, OR) para evaluar el riesgo

sujetos parael TNFy en 348 parael pTNF.  asociado.
No se ha practicado ninguna prueba de
cribado de aneurismas de aorta abdominal

Resultados

entre los sujetos pertenecientes a este gru-
po. No obstante, la incidencia de aneuris-
mas de aorta abdominal en la poblacién
general fluctda segtn las principales series
entre 2,9 y 42,9 casos/100.000 habitantes/
afio [8,9], por lo que es poco probable que
se diagnosticara un aneurisma de aorta
abdominal en este grupo.
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Alanalizar los diferentes alelos del HLA-
DR en los dos grupos, encontramos que
no existen diferencias significativas en-
tre ellos (TablaI). Sise observé una cier-
ta tendencia como factor protector en el
HLA-DR1 conuna OR de 0,5 (p=0,09),
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Tabla V. Mutaciones en el promotor del TNF.

AAA (n= 72) Control (n= 348) p OR IC 95%
238 A 12,8% 6,6% 0,07 2,08 0,84-5,01
-308 A 30,0% 23,3% 0,06 1,7 0,94-3,15
376 A 71% 9,2% 0,58 0,76 0,24-2,14

TablaVI. Haplotipos ancestrales.

AAA (n=72) Control (n= 344) p OR I1C 95%
DR3-TNF 0,585 16,6% 8,4% 0,03 2,17 0,994,74
DR7-TNF o,,f35 6,9% 4% 0,45 1,75 0,53-5,46

y una tendencia como factor predispo-
nente en el HLA-DR4 conuna OR de 1,7
(p= 0,08). Para valorar si estas tenden-
cias estaban producidas por alguno de
los subtipos de estos alelos se realiz6 un
analisis de éstos. Asi, al analizar los sub-
tipos del HLA-DR1 no se encontraron
diferencias entre ambos grupos (Tabla
II). Sin embargo, al analizar los subtipos
del HLA-DR4 observamos cémo el sub-
tipo 0401 constituia un factor de riesgo
paralapresencia de un aneurisma de aorta
abdominal, con una OR de 2,6 (p=0,02)
(TablallI).

En el andlisis del TNF no se encontra-
ron diferencias significativas entre am-
bos grupos aunque se observo una ten-
dencia a la asociacion en uno de los ale-
los, el TNF o435, conuna OR de 2,06 (p=
0,05) (Tabla IV). Tampoco se encontra-
ron diferencias en cuanto a las mutacio-
nes puntuales del promotor del TNF estu-
diadas (Tabla V).

En cuanto a los haplotipos ancestra-
les, se encontrd una asociacion significa-

tiva entre los aneurismas de aorta abdo-
minal y el haplotipo HLA-DR3-TNFa.,[3;
(OR= 2,2; p= 0,03), sin encontrar dife-
rencias en el haplotipo HLA-DR7-TNF
o,fs (Tabla VT).

Discusion

El papel de las células inflamatorias en la
patogénesis de los aneurismas de aorta
abdominal estd siendo estudiado por di-
ferentes grupos de investigacién, que in-
tentan establecer una relacion entre éstas
y la produccién de determinadas metalo-
proteinasas que alterarian la estructura
normal del coldgeno y la elastina de la
pared adrtica [1-5].

En un estudio histolégico realizado
mediante anticuerpos monoclonales en
el que se cuantificaban las diferentes po-
blaciones de linfocitos, Koch et al de-
mostraron que el patrén de estas pobla-
ciones era diferente al encontrado en la
enfermedad arterioesclerosa de la aorta

ANGIOLOGIA 2002; 54 (2): 102-110



y sugeria un proceso inflamatorio en la
pared adrtica que podia representar el
resultado de una agresién autoinmune
[10].

El aumento de determinadas metalo-
proteinasas como la estreptomelisina
(MMP 3), colagenasa (MMP 1) y gelati-
nasa B (MMP 9) en la pared adrtica puede
ser el responsable de la degradacidn de la
estructura normal del coldgeno y la elas-
tina en la adventicia adrtica que lleve a la
dilatacion de la misma. El aumento de
estas enzimas proteoliticas estd inducido
por citocinas como el factor de necrosis
tumoral y lainterleucina 1, que se encuen-
tran aumentadas en la pared adrtica
[4,11-14].

Tilson et al mostraron cdmo una in-
munoglobulina IgG purificada de la pa-
red de los aneurismas de aorta abdominal
era inmunorreactiva con una proteina de
80 Kd de la pared adrtica normal, y que
esta proteina se localizaba en la adventi-
cia. Por tanto, esta IgG purificada de la
pared de los aneurismas de aorta abdomi-
nal actda como un autoanticuerpo contra
una proteina localizada en la adventicia
de la aorta [15]. Esta reaccion puede des-
encadenar el proceso inflamatorio que dé
lugar al aumento de citocinas y por tanto
al aumento de metaloproteinasas que pro-
duzcan la desestructuracién de la pared
adrtica.

Hay numerosos aspectos que sugieren
que los aneurismas de aorta abdominal
podrian ser de naturaleza autoinmune. En
este tipo de enfermedades, el complejo
mayor de histocompatibilidad humana
desempena un papel importante, particu-
larmente el HLA-DR. Asf, la artritis reu-
matoide, prototipo de enfermedad auto-
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inmune, se relaciona con la presencia del
HLA-DRB1*0401 [16].

Algunos autores han mostrado una re-
lacién entre el HLA-DR2 y los aneuris-
mas de aorta abdominal. Asi, Tilson et al
encontraron esta relacion en una pequeiia
muestra de individuos norteamericanos
de raza negra [6]. Rasmussen et al [17]
observaron hallazgos similares en indi-
viduos norteamericanos portadores de un
aneurisma inflamatorio de aorta abdo-
minal. Hirose et al [7] realizaron un es-
tudio similar en una poblacién de 46
pacientes japoneses portadores de un
aneurisma de aorta abdominal compa-
rados con 50 controles sanos, y confir-
maron los hallazgos encontrados en la
poblacién norteamericana.

En el presente estudio hemos realiza-
do un analisis no solo del HLA-DR, sino
también del HLA de clase III correspon-
diente, factor de necrosis tumoral, citoci-
na implicada en la produccién de metalo-
proteinasas, y los haplotipos ancestrales
implicados asimismo en las enfermeda-
des autoinmunes.

En nuestro estudio realizado en la
poblacién espaiiola no hemos hallado,
a diferencia de los realizados en la po-
blacién americana y japonesa, una rela-
cién entre el HLA-DR?2 y los aneuris-
mas de aorta abdominal. Sin embargo,
hemos encontrado una relacién con el
subtipo 0401 del HLA-DR4, que se pre-
senta como un factor de riesgo para de-
sarrollar un aneurisma de aorta abdo-
minal (OR=2,6; IC95%=1,03-6,3; p=
0,03). El hecho de que se haya observa-
do una relacién con diversos alelos en
diferentes poblaciones puede correspon-
der a divergencias genéticas entre las
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distintas razas, como ocurre en otras en-
fermedades autoinmunes.

Por esta razén analizamos también la
posible asociacion con haplotipos ances-
trales. Durante muchos afios, el genoti-
po HLA se ha considerado como el prin-
cipal marcador de susceptibilidad para
las enfermedades autoinmunes. Sin em-
bargo, desde hace ya algin tiempo se esta
considerando que la asociacién més s6-
lida se produce no con alelos aislados
del HLA-DR, sino con combinaciones
de alelos localizados en diferentes loci
del genoma. Estos corresponderian a blo-
ques de ADN que se conservan desde un
ancestro debido al desequilibrio de liga-
miento [18]. El haplotipo ancestral HLA-
DR3-TNF «,3; se harelacionado con en-
fermedades autoinmunes mediadas por
autoanticuerpos como la enfermedad
celiaca [19], el lupus eritematoso sisté-
mico [20], la dermatitis herpetiforme
[21], la miastenia gravis [22], el déficit
de IgA [23] y la esclerodermia [24]. La
relacién encontrada entre este haplotipo
ancestral y los aneurismas de aorta ab-
dominal apoya por tanto la teoria de que
los aneurismas de aorta abdominal pue-
den ser un proceso inflamatorio de natu-
raleza autoinmune.

El estudio del TNF no dio lugar a di-
ferencias significativas entre los pacien-
tes portadores de un aneurisma de aorta
abdominal y los controles. Sin embargo,
si se encontré una fuerte tendencia en
uno de los alelos, el TNF o5, que no
alcanz6 una diferencia significativa.
Serdn necesarios estudios con una ma-
yor muestra para valorar la influenciareal
de este alelo en los aneurismas de aorta
abdominal.

El promotor de un gen es una secuen-
cia de aminodcidos que condiciona el
comienzo de la traduccién de un gen.
Mutaciones puntuales en estos promo-
tores pueden condicionar un aumento o
una disminucién de la expresién de un
gen. Por este motivo, estudiamos las mu-
taciones del promotor del TNF relacio-
nadas con un aumento de la expresién
del gen, que son aquellas que presentan
una adenina en las posiciones -238, -308
y -376, sin encontrar diferencias en estas
mutaciones entre la poblacién control y
la portadora de un aneurisma de aorta
abdominal.

Conclusiones

Los hallazgos de este estudio, junto con
otros, sugieren que fenémenos autoinmu-
nes pueden desempeiiar un papel impor-
tante en algtin punto de la patogenia de
los aneurismas de aorta abdominal. Laim-
portancia de estos hallazgos radica en la
posibilidad de abrir nuevas perspectivas
diagnésticas, como el cribado entre los
individuos portadores del haplotipo an-
cestal HLA-DR3-TNF «,,3; o el alelo
HLA-DR4-0401. Desde el punto de vista
terapéutico, abre también nuevas posibi-
lidades como la posible aplicacidn de far-
macos inmunomoduladores para dismi-
nuir el proceso inflamatorio y frenar asi el
crecimiento de los aneurismas. No obs-
tante, son necesarios nuevos estudios en
este campo que nos ayuden a comprender
el papel que desempeia la inflamacién y
la autoinmunidad en la génesis de los hasta
ahora denominados aneurismas inespeci-
ficos de aorta abdominal.

ANGIOLOGIA 2002; 54 (2): 102-110
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PAPEL DEL HIA EN LA PATOGENIA
DE LOSANEURISMAS DEAORTA
ABDOMINAL

Resumen. Introduccién. Enlosultimosafios, se
han descrito alteraciones en el patron de las
metaloproteinasasenlosaneurismasdeaorta
abdominal(AAA), secundariasaprocesosinfla-
matorios que podrian estar implicados en la
patogeniade los mismos, existen muy escasos
estudios quevalorenelpapeldelaautoinmuni-
dad en la etiopatogenia de esta enfermedad.
Objetivo. Estudiarelpatron HLA de clase ITy I1]
paravalorarlaparticipaciondeunprocesoau-
toinmune en los AAA. Pacientes y métodos.Se
realizo el tipaje de los HLA-1I y las zonas del
HLA-Il correspondientes alfactordenecrosis
tumoral (TNF)y supromotorenun grupode 72
pacientesconAAA,ysecomparo conunamues-
tracontrolde 380personas sanas. Resultados.
HILA-II: se encontromayorincidenciade HLA-
DR-4*401 enAAArespectoacontroles(12,5%
frente a 5,2%, p= 0,02; OR= 2,59). No hubo
diferencias entrelos demds alelos. TNF: lafre-
cuenciade aparicion del TNF 045 enel grupo
de AAAmostrounatendenciaalasignificacion
(p=0,055)sinencontrarotrasdiferenciasres-
pectoaloscontroles. Tampoco se encontraron
diferenciasencuantoalospromotoresdel TNF.
Haplotipos: el haplotipo HLA-DR3-TNF 0,33
[fuesignificativamente mds prevalente entre los
AAA respecto a los controles (16,6% frente a
8,4%; p=0,03; OR= 2,17). Conclusiones. La
relacionencontradaentre el HLA-DR4*401 y el
haplotipo ancestral HLA-DR3-TNF B; que se
encuentraasociadoaotrasenfermedadesauto-
inmunes, sugiere quefenomenosde autoinmuni-
dadpueden desemperiarunpapelimportante en
lapatogeniade los aneurismas de aorta abdo-
minal. [ANGIOLOGIA 2002; 54:102-10]
Palabras clave. Aneurismasde aortaabdomi-
nal. Autoinmunidad. Complejo mayor de his-
tocompatibilidad. Factorde necrosis tumo-
ral. Haplotipo ancestral. HLA.
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478-85.

PAPELDOHIANA PATOGENIA
DOSANEURISMAS DA AORTA
ABDOMINAL

Resumo. Introducio. Nosiiltimosanos, foram
descritas alteracoes no padrdo das metalopro-
teinasnosaneurismasdaaortaabdominal (AAA),
secunddrioaprocessosinflamatorios quepode-
riam estar implicados na patogenia dos mes-
mos, existindo raros estudos que avaliam o pa-
peldaauto-imunidade naetiopatogeniadesta
doenga. Objectivo. Estudaropadrdo HLA de
classellelllparaavaliaraparticipagdo de um
processoauto-imunenos AAA. Doentes e méto-
dos. Realizou-se a tipificacdo dos HLA-1l e as
zonasdo HLA-1IIl correspondentes aofactorde
necrosetumoral(TNF ) e seupromotorno grupo
de72doentescomAAA, comparando-ocomuma
amostra de controlo de 380 individuos sdos.
Resultados. HLA-II: encontrou-se maior inci-
dénciade HLA-DR-4*401 noAAA emrelagdo
aoscontrolos(12,5%contra5,2%; p=0,02; OR=
2,59), ndohouveramdiferengasentreosrestan-
tesalelos. TNF: afrequénciade aparecimento
de TNF 04Bs no grupo de AAA mostrou uma
tendénciaparasersignificativo(p=0,055) sem
encontraroutrasdiferencasnoquedizrespeito
aoscontrolos; damesmaforma, ndo se encon-
traram diferencas quanto aos promotores do
TNF. Aplotipos: o haplotipo HLA-DR3-TNFo, 33
foisignificativamente mais prevalente entre os
AAAdo quedizrespeito aos controlos (16,6%
contra8,4%; p=0,03; OR=2,17). Conclusdes.
Avrelacdoencontrada entre o HLA-DR4%401 e
haplotipo ancestral HLA-DR 3-TNF 0,33, que
estdassociada a outras doengas auto-imunes,
sugere que fenomenos de auto-imunidade po-
demrepresentarumpapelimportante napa-
togeniados aneurismas daaortaabdominal.
[ANGIOLOGIA 2002; 54: 102-10]
Palavras chave. Aneurismasdaaortaabdo-
minal. Auto-imunidade. Complexo major de
histocompatibilidade. Factor de necrose tu-
moral. Haplotipo ancestral. HLA.
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