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RESUMEN

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) es un proceso inflamatorio
cronico que afecta al tracto digestivo en el que se alternan brotes de actividad con
periodos normales y que afecta a mas de 3 millones de personas en el mundo.
Algunos de los sintomas que acompafan a la enfermedad son el dolor abdominal,
diarrea severa, sangrado rectal y pérdida de peso. Las dos entidades principales
que se engloban dentro de la EII son la Colitis Ulcerosa (CU) y la Enfermedad de
Crohn (EC). Ambas enfermedades tienen caracteristicas en comun, y en ocasiones
puede resultar complicado distinguirlas entre si, pero son sindromes
independientes ya que existen importantes diferencias. La CU se caracteriza por
una inflamacién difusa cronica que afecta preferentemente a colon y recto. La
inflamacién afecta tinicamente a la capa mucosa del intestino grueso, que suele
presentar aspecto eritematoso y granular, edema, friabilidad del epitelio,
pseudopolipos, sangrado espontdneo y ulceraciones, que alteran la funcién
absortiva. Por otro lado, en la EC se observa una inflamacién transmural del tracto
digestivo de forma discontinua, donde, a diferencia de la CU, se alternan lesiones
ulcerosas y granulomatosas con areas adyacentes normales. La mucosa de la EC se
caracteriza por la presencia de ulceras aftoides, que pueden dar lugar a un aspecto
empedrado en etapas avanzadas de la enfermedad. Cualquier parte del aparato
digestivo puede verse afectada, desde la boca hasta el ano, siendo mas frecuente la
afectacidn del ileon terminal y colon proximal.

La EIl se trata de un desorden de etiologia desconocida en el que
intervienen multiples factores, tanto en el comienzo de la enfermedad como en la
aparicion de brotes, siendo los mas importantes los factores ambientales (como el
tabaco, la dieta, el estilo de vida, el tratamiento farmacolégico o Ila
apendicectomia), la flora comensal presente en el intestino y el componente
genético del individuo. Hasta la fecha se han descrito mas de 160 loci de
susceptibilidad frente a la EII, la mayoria de ellos compartidos por la CU y la EC.
Los productos codificados por los genes incluidos en estos loci intervienen en
multiples procesos como la produccién de citoquinas, la respuesta inmunitaria
innata, la autofagia, la respuesta al estrés oxidativo, el mantenimiento de la
integridad de la barrera epitelial, la respuesta inmunitaria adaptativa y la actividad
antimicrobiana. La hip6tesis con mas peso actualmente es que la EII esta causada
por una respuesta inmunitaria excesiva frente a la flora comensal en individuos
genéticamente predispuestos. Tanto en el caso de la CU como de la EC se ha
observado una alteracién del didlogo entre flora comensal y sistema inmunitario
asi como de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa. En el caso de la CU
predomina una respuesta Th2 en la mucosa intestinal mientras que en la EC las
respuestas predominantes son Th1 y Th17 fundamentalmente.

El principal objetivo de esta tesis doctoral es estudiar la posible relacion
entre variantes de genes que codifican para moléculas directamente implicadas en
la respuesta inmunitaria y la EIl. En este trabajo se estudian los genes HLA,
(relacionados con la presentacion antigénica), MICA (sensor de estrés y dafio
celular), NOD2 y TLRs (receptores de reconocimiento de patrones claves en el
didlogo con la flora comensal).

En el estudio se incluyeron 340 pacientes con CU, 371 pacientes con EC y
636 controles sanos. A partir de muestras de sangre periférica se extrajo ADN
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genomico que se empled para el genotipado. La caracterizacion de los genes HLA se
llev6 a cabo empleando la técnica SSO (Sequence specific oligonucleotide) mediante
Luminex. En el gen MICA se estudio la repeticidon en tandem de un trinucleoétido en
el ex6n 5 combinando PCR y electroforesis capilar. En el gen NODZ y los genes que
codifican para los TLRs se analizaron polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)
gracias a la realizacion de PCR a tiempo real empleando sondas TagMan®.
Ademas, en el gen NOD2 se estudié una insercién en la posicién 1007 mediante
analisis de microsatélites por electroforesis capilar. La seleccion de polimorfismos
en TLRs y NODZ incluidos en el estudio se llevo a cabo en base a lo publicado en la
bibliografia. El analisis estadistico realizado incluyé un estudio caso control para
cada uno de los polimorfismos, estudio de asociacion con el fenotipo dentro de
cada grupo de pacientes y de las relaciones epistaticas y de desequilibrio de
ligamiento entre los distintos genes.

Dentro de los genes HLA se confirmaron algunas asociaciones previamente
descritas en la bibliografia y se encontraron otras nuevas. El alelo HLA-DRB1*01:03
se confirm6 como alelo de susceptibilidad a CU y a EC, siendo la asociacién mas
fuerte encontrada dentro de los genes HLA en ambos casos. Ademas, los alelos
HLA-C*12:02, HLA-DRB1*11:01 y HLA-DRB1*15:02 se asociaron con mayor riesgo
de desarrollar CU mientras que el alelo HLA-DRB1*03:01 result6 ser protector. En
cuanto a la EC, se confirmé la relacion de proteccion de HLA-DRB1*01:01
previamente descrita por otros autores y se describié por primera vez la
asociacion de HLA-A*29:02 y de HLA-B*49:01 con la EC. El alelo HLA-DRB1*05:03 se
asocié con manifestaciones hepatobiliares secundarias a la EIl y HLA-A*11:01 fue
protector frente a la apariciéon de complicaciones digestivas en nuestra poblacién
de pacientes con EC.

El alelo MICA*A4 result6 ser protector frente a la CU en nuestra poblacidn,
hecho que nunca antes se habia descrito. El alelo MICA*A5.1 se relacion6 con la
aparicion de abscesos y con un diagnéstico temprano o tardio dentro de la
poblacién de pacientes con CU.

En nuestra poblacion de pacientes con EC se replicaron una vez mas los
resultados en cuanto a asociacién de NODZ con mayor riesgo de desarrollar la
enfermedad, asi como de la dependencia de la dosis mutacional. En relacién al
fenotipo, NODZ se relacion6 con una EC ileal, fistulizante, de diagnéstico temprano
y con una mayor incidencia de manifestaciones hepatobiliares. Al contrario de lo
obtenido por otros autores, no se ha relacionado NODZ con un patron evolutivo
estenosante en nuestro estudio.

Se demostroé el papel protector del SNP TLR1 rs5743611-C frente a EC y CU
en nuestra poblacion Ademas, se relaciona con mayor incidencia de cancer de
colon y manifestaciones articulares en pacientes con CU y con afectacion del tracto
digestivo superior en pacientes con EC. En nuestra poblaciéon de pacientes con EC
se describi6 una relacidon epistatica entre el gen TLR4 y NODZ: las variantes
minoritarias de rs4986790y rs4986791 fueron un factor de riesgo adicional frente
a EC en pacientes portadores de mutaciéon en NODZ2. Ademas TLR4 se relacioné con
un patron evolutivo estenosante, siendo esta relacién mas fuerte en presencia de
mutacién en NODZ2. El polimorfismo TLR9 rs352140 no se distribuyé de manera
homogénea entre los distintos sexos dentro de la poblacion de pacientes con EC,
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siendo la variante minoritaria protectora frente a la enfermedad en mujeres de
nuestra poblacion. Otras variantes de los TLRs se relacionaron con ciertas
caracteristicas clinicas en nuestra poblacién, como por ejemplo la asociacién de
TLR6 rs5743810 con una enfermedad complicada o la proteccion de TRL3
rs5743305-A frente a la aparicion de manifestaciones oculares.
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INTRODUCCION

1.1 DEFINICION DE LA ENFERMEDAD

1.1.1 Caracteristicas generales y epidemiologia

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) es un sindrome complejo que se
caracteriza por una inflamacion crénica del tracto gastrointestinal, con alternancia
de periodos de inactividad y brotes. Dentro de la EIl se pueden distinguir dos
entidades principales: Enfermedad de Crohn (EC) y Colitis Ulcerosa (CU)(1, 2).
Ambas enfermedades son desordenes independientes, a pesar de que presenten
caracteristicas comunes, ya que difieren en ciertos aspectos como la localizacién de
las lesiones, las capas del intestino que estan afectadas, el tipo de respuesta
inmunolégica que predomina o el riesgo de desarrollar cancer de colon, entre
otros.

Aproximadamente 3,6 millones de personas sufren EII en todo el mundo. La
prevalencia de la enfermedad sigue un gradiente norte-sur, oeste-este y urbano-
rural (3), siendo mayor en paises del norte de Europa, Norteamérica y Reino
Unido, donde la incidencia oscila entre 3,2-20,3/10°> habitantes en CU y 3,0-
15,6/105 habitantes en EC (4, 5). En Espafia la incidencia es mucho menor que en
Norteamérica o norte de Europa (3,8/10> habitantes en CU y 1,9/10> habitantes en
EC), aunque existe cierta tendencia al alza debido, entre otras causas, a la mejora
de las técnicas diagnosticas y a un mayor conocimiento de la enfermedad (6).La
incidencia en paises en desarrollo es baja, aunque estd aumentando gradualmente,
probablemente por la introduccién de habitos y alimentaciéon cada vez mas
occidentalizados. Los datos publicados de incidencia y prevalencia en diferentes
poblaciones pueden consultarse en la revision realizada por Molodecky et al (7). La
EIl puede debutar a cualquier edad, habiéndose descrito casos pediatricos y
pacientes diagnosticados a edad muy avanzada, pero el mayor pico de incidencia
se situa en la edad adulta temprana, entre la segunda y tercera década de la vida
(2, 4). Algunos estudios sugieren una distribuciéon bimodal de la edad al
diagnostico, con un segundo pico de incidencia entre 60 y 70 afos (3). No esta
claro si la prevalencia de la enfermedad es mayor en hombres o en mujeres, ya que
se han publicado resultados muy variados al respecto.

1.1.2 Caracteristicas clinicas

La colitis ulcerosa se caracteriza por una inflamacién difusa crénica que
comienza en el recto y puede extenderse a lo largo del colon de forma continua (8,
9). La inflamacion afecta unicamente a la capa mucosa del intestino grueso, que
suele presentar aspecto eritematoso y granular, edema, friabilidad del epitelio,
pseudopolipos, sangrado espontdneo y ulceraciones, que alteran la funcién
absortiva. El sintoma mas caracteristico durante los brotes de actividad es la
diarrea, que puede ir acompafiada de sangre, moco, urgencia y tenesmo. Ademas,
pueden aparecer otros sintomas como fiebre, dolor abdominal tipo célico, pérdida
de peso, estado de malnutricién y anemia. En algunos pacientes con CU también se
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ha observado la aparicién de complicaciones como megacolon téxico, microcolon o
perforacién (10, 11).

Actualmente se utiliza en la practica clinica la clasificacion de Montreal,
segun la cual los pacientes con CU se agrupan dependiendo de la extension de la
enfermedad y la gravedad de la misma (Tabla 1) (12). Si la enfermedad tan sélo
afecta al recto se denomina proctitis, si la inflamacion se extiende hasta el angulo
esplénico sin sobrepasarlo se trata de colitis distal y si sobrepasa el angulo
esplénico se denomina pancolitis.

Tabla 1. Clasificacion de Montreal para Colitis Ulcerosa (CU)

Colitis Ulcerosa

Extension E1  Proctitis Limitada al recto (la extension proximal de la
inflamacion es distal a la unién rectosigmoidea)
E2  Colitis Distal La inflamacién se extiende hasta el angulo esplénico
E3  Pancolitis La inflamacion se extiende proximal al angulo esplénico

Gravedad SO Remision clinica Asintomatico

S1  CUleve <4 deposiciones diarias (con o sin sangre), ausencia de
enfermedad sistémica, marcadores inflamatorios
normales

S2  CU moderada >4 deposiciones diarias, con minimo compromiso
sistémico
S3  CUsevera 26 deposiciones sanguinolentas diarias, pulso=90

pulsaciones/minuto, temperatura=37°C, Hb<10,5g/dL
y VS.G=30mm/hora.

Hb=Hemoglobina; VS.G=Velocidad de Sedimentacién Globular

En pacientes con CU, cada brote agudo de la enfermedad puede clasificarse
por gravedad segun la cantidad y caracteristicas de las deposiciones y la afectacién
sistémica del paciente. Al tratarse de una enfermedad en la que alternan brotes de
actividad con periodos carentes de sintomas, la clasificacion basada en la
gravedad/actividad de la enfermedad normalmente tan so6lo sirve para un corto
periodo de tiempo; ademas el criterio para determinar la gravedad a veces
depende del clinico y puede ser demasiado subjetivo, por lo que resta utilidad a
esta clasificaciéon (13). A pesar de que este criterio no esta incluido como tal en la
clasificacion de Montreal, en la practica clinica se suele clasificar la enfermedad
segln su evolucién en intermitente o continua, considerandose continua cuando el
tiempo transcurrido entre brotes es inferior a 6 meses y durante los mismos el
paciente no es capaz de hacer vida normal. Algunos autores se plantean la
necesidad de incluir la evolucién de la enfermedad en futuras clasificaciones (14).

La enfermedad de Crohn se caracteriza por una inflamacién transmural del
tracto digestivo de forma discontinua, donde, a diferencia de la CU, se alternan
lesiones ulcerosas y granulomatosas con areas adyacentes normales. La mucosa de
la EC se caracteriza por la presencia de tulceras aftoides, que pueden dar lugar a un
aspecto “empedrado” en etapas avanzadas de la enfermedad. Cualquier parte del
aparato digestivo puede verse afectada, desde la boca hasta el ano, siendo mas
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frecuente la afectaciéon del ileon terminal y colon proximal (8). En la EC los
sintomas son bastante mas heterogéneos que en la CU y los brotes de actividad
suelen ir acompafados de diarrea, en este caso menos frecuentemente
acompafiada de sangre y moco, y dolor abdominal, aunque también puede
aparecer estenosis intestinal, fistulas y/o abscesos. La aparicion de fistulas
perianales (enfermedad perianal) es bastante comun en pacientes con EC mientras
que es muy poco frecuente en CU (10). Ademas, en la EC los sintomas sistémicos
tales como fiebre, anorexia o malestar general son mas comunes (11) y también
puede observarse retraso del crecimiento en pacientes pediatricos.

En el caso de la EC, la clasificacién de Montreal modifica ciertos aspectos de
la clasificacion de Viena de 1998 (15). La enfermedad se clasifica dependiendo de
la edad en el momento del diagnéstico, el comportamiento de la enfermedad y la
localizaciéon (Tabla 2). Se ha demostrado una mayor gravedad en pacientes
diagnosticados de EC a edades tempranas (16), por lo que la clasificacién de
Montreal tiene en cuenta este parametro para agrupar a los pacientes: Al (antes de
los 17 afios), A2 (entre 17 y 40 afios) y A3 (mds de 40 anos). Dependiendo de la
localizacion de la enfermedad, los pacientes se agrupan en EC coloénica, EC ileal o
EC ileocoélica, anadiendo el modificador del tracto digestivo superior (TDS)
siempre que esté afectado. Por ultimo, se tiene en cuenta el comportamiento de la
enfermedad, distinguiendo patrén no estenosante/no fistulizante (o patrén
inflamatorio), patron estenosante y patroén fistulizante. Tras la modificacién de la
clasificacion de Montreal, los pacientes con EC y fistulas perianales no se incluyen
dentro del patrén fistulizante sino que se utiliza el modificador de la enfermedad
perianal (p) para caracterizarlos (12). Ademas, los pacientes que cursan con un
patron fistulizante Y estenosante suelen incluirse dentro de la categoria
fistulizante.
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Tabla 2. Clasificacion de Montreal para la Enfermedad de Crohn (EC)

Enfermedad de Crohn

Edad
Al <16 afios
A2 17-40 afios
A3 >40 afios
Localizacién Modificador TDS (L4)
L1 Ileon terminal L1+L4 Ileon terminal + TDS
L2 Colon L2+L4 Colon + TDS
L3 Ileocolon L3+L4 Ileocolon + TDS
L4 Tracto Digestivo
Superior
Comportamiento Modificador Epa (p)
Bl No fistulizante, Blp No fistulizante, no estenosante
no estenosante +Epa
B2 Estenosante B2p Estenosante + Epa
B3 Fistulizante B3p Fistulizante +Epa

TDS=Tracto Digestivo Superior; Epa=Enfermedad Perianal

Tanto la EC como la CU son enfermedades dindmicas e inestables cuyo
curso puede modificarse a lo largo del tiempo. Por este motivo, es complicado
clasificar de forma estricta a los pacientes en el momento del diagnostico y es
preferible esperar un periodo de tiempo determinado antes de clasificar la
enfermedad de forma definitiva, asi como ir revisando periédicamente la categoria
dentro de la que se ha incluido (14). Ambas enfermedades se asocian con mayor
riesgo de desarrollar cdncer de colon (11), sin embargo este riesgo es
considerablemente mayor en pacientes con CU. El riesgo de padecer cancer se
relaciona en la CU con la extension de la enfermedad, la actividad inflamatoria y el
tiempo desde que se realizé el diagnostico: mientras que el riesgo de padecer
cancer de colon tras 30 afios de enfermedad en pacientes con proctitis ulcerosa es
entre 0 y 12%, en pacientes con pancolitis ulcerosa el riesgo puede llegar a
alcanzar un 47% (12).

La EIl puede ir acompafiada de Manifestaciones Extradigestivas (MED)
ademas de los sintomas propiamente digestivos; las MED son mas comunes en
pacientes con EC que con CU. Dependiendo del sistema que se vea afectado, las
principales MED que se pueden encontrar son:

MED musculoarticulares. Artritis periférica (poli y pauciarticular),
espondilitis, sacroileitis, enfermedad metabdlica ésea (osteoporosis,
osteopenia).

MED oculares. Uveitis, epiescleritis, tromboflebitis.

MED dermatoldgicas. Pioderma gangrenoso, eritema nodoso, lesiones de la
mucosa oral, sindrome de Sweet.

MED hepatobiliares. Esteatosis hepatica, Colangitis Esclerosante Primaria
(CEP), colelitiasis.
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Complicaciones tromboembolicas (CTE). Tromboembolismo Venoso
Profundo (TVP), Tromboembolismo Pulmonar (TEP).

1.1.3 Diagnéstico

Para el diagnéstico de la EIl el médico debe integrar datos clinicos,
endoscopicos, radioldgicos, analiticos e histologicos, asi como la historia familiar
del paciente. En la mayoria de los casos se trata de un diagnoéstico diferencial, en el
que se van excluyendo otras patologias, como colitis infecciosa, intolerancias
alimentarias o sindrome del intestino irritable. Dentro de los pacientes con EII es
también importante determinar si se trata de EC o CU, ya que la apariciéon de
complicaciones y el manejo terapéutico pueden ser diferentes.

En pacientes con sospecha de CU es practicamente obligatoria la realizacion
de una colonoscopia para observar el estado de la mucosa, determinar la extension
de las lesiones, la toma de una biopsia para su analisis histolégico y descartar la
presencia de cancer de colon. En la colonoscopia de un paciente con CU la mucosa
muestra un aspecto eritematoso y granular, con pérdida del patréon vascular,
petequias, exudados, ulceraciones y sangrado espontaneo o al roce del endoscopio
(Figura 1) (17). En cuanto a los hallazgos histolégicos, en la biopsia de la mucosa
de un paciente con CU activa se pueden observar microabscesos en las criptas y
atrofia de las mismas, ademas de una alteracién en las células epiteliales, con
disminuciéon del niimero de células caliciformes y menor capa de moco. También
puede observarse un importante infiltrado inflamatorio en la lamina propia
compuesto por linfocitos, células plasmaticas y eosinéfilos (18) (Figura 1). Por
regla general, la radiografia abdominal no suele mostrar anomalias en pacientes
con CU, y, a veces, puede ser necesaria la realizaciéon de una ecografia abdominal
para descartar determinadas complicaciones.
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Figura 1. Mucosa intestinal en la Colitis Ulcerosa (CU). A la izquierda puede observarse una
imagen endoscdpica de la mucosa, que se caracteriza por excesiva ulceracion, con aspecto irregular,
quebradizo, eritematoso y con pérdida del patrén vascular. A la derecha se observa un corte
histoldégico de la mucosa en la CU, en el que se puede apreciar una clara distorsion de las criptas e
irregularidad de la superficie epitelial, con un aumento difuso de la celularidad en la lamina propia y
agregados linfoides frecuentes. Figura modificada a partir de Jenkins et al (18)

La aparicion de sintomas determina el orden de las pruebas a realizar para
el diagndstico de la EC: en pacientes con abundantes diarreas la colonoscopia seria
la prueba méas adecuada en primer lugar mientras que en pacientes con dolor
abdominal se suelen realizar primero pruebas de imagen. En la colonoscopia de un
paciente con EC se suele encontrar inflamaciéon aguda y crénica asi como
ulceraciones aftosas focales con areas normales adyacentes (Figura 2).
Histologicamente, la EC se caracteriza por la presencia de granulomas entre el 30 y
el 50% de los casos, un infiltrado transmural inespecifico, fisuras o grietas que
pueden alcanzar hasta la capa muscular y una menor alteracién de la superficie del
epitelio, de las criptas y de la capa mucosa comparada con el caso de la CU (18)
(Figura 2). Dentro de los estudios de imagen mas frecuentemente empleados en
pacientes con EC destacan radiologia simple de abdomen, ecografia abdominal,
tomografia axial computerizada y resonancia magnética.
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Figura 2. Alteraciones observadas en un paciente con Enfermedad de Crohn (EC). En la
imagen endoscopica de arriba a la izquierda se observan ulceras aftosas con areas normales
adyacentes, aspecto caracteristico de la EC. Arriba a la derecha se muestra un corte histolégico de
la mucosa intestinal con ligera desorganizacién de las criptas e irregularidad de la superficie,
criptitis y formacion de un granuloma. Abajo en el centro puede apreciarse un granuloma mas de
cerca. Figura modificada a partir de Jenkins et al (18)

No hay hallazgos analiticos patognomoénicos de la EIl, o de 1a EC o la CU por
separado; sin embargo los resultados de laboratorio pueden ser utiles para el
diagnostico diferencial y para monitorizar los periodos de actividad de la
enfermedad. En la analitica de estos pacientes se puede observar anemia
(ferropénica, de enfermedades croénicas, hemolitica o por déficit de B12) (19),
alteracion del equilibrio electrolitico por la diarrea, y marcadores de inflamacién
como leucocitosis, elevacion de la velocidad de sedimentacién globular y/o
aumento en los niveles de proteina C reactiva en sangre y calprotectina en heces
(20, 21). La deteccion en suero de anticuerpos anti-citoplasma de neutroéfilo con
patron periférico (pANCA) y anti-Saccharomices cerevisiae (ASCA), entre otros,
pueden ayudar al diagndstico diferencial entre la CU y la EC: aproximadamente el
70% de los pacientes con CU presentan niveles mas o menos elevados en suero de
pANCA, mientras que los ASCA se detectan predominantemente en la EC (22). Por
otro lado, también es importante descartar el origen infeccioso del cuadro, para lo
que suelen analizarse las heces en busca de la toxina de Clostridium difficile,
Giardia o el serotipo de Escherichia coli 0157:H7.

El término de Colitis Indeterminada (CI) suele emplearse en la practica
clinica para denominar a aquellos pacientes con clara sospecha de EII pero en los
que las pruebas realizadas no permiten distinguir si se trata de EC o de CU. Segun
lo recomendado en la reuniéon de Montreal en 2005, sélo debe emplearse el
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diagnostico de CI en aquellos casos en los que se ha realizado una colectomia y los
patélogos no son capaces de llegar a un diagndstico definitivo entre EC o CU (14).

1.1.4 Tratamiento

El tratamiento en los pacientes con EIl no es curativo sino sintomatico y
depende del estado del enfermo y de las complicaciones que aparezcan (11):

- Los aminosalicilatos son probablemente los farmacos mas utilizados para el
tratamiento de la EIl. Se trata de un farmaco antiinflamatorio cuya
administraciéon puede ser via oral o de aplicacién rectal (en liquido,
supositorio o espuma) y la dosis depende del estado del paciente. Se utilizan
en brotes leves en CU o como mantenimiento de la enfermedad. También
puede emplearse en el mantenimiento de la EC, aunque tan sélo se ha
conseguido demostrar su eficacia clinica en el caso de la EC colénica y para
evitar la recurrencia postquirurgica.

- El tratamiento con corticoides también es comuin en pacientes con EIL
Normalmente suele introducirse en brotes o reactivacion de la enfermedad.
Los corticoides mas utilizados son la prednisona y la prednisolona y la
administracion puede ser intravenosa, si el paciente esta ingresado, o via
oral en pauta descendente tras el control de los sintomas.
Aproximadamente los dos tercios de los pacientes responden bien al
tratamiento con corticoides, aunque hay casos de corticodependencia y
corticorresistencia en los que hay que plantear otras alternativas
terapéuticas. Ademas, es importante controlar los periodos de tratamiento
con corticoides ya que estos farmacos tienen importantes efectos
secundarios.

- Cuando la enfermedad se complica y no se consiguen controlar los sintomas
con aminosalicilatos y corticoides, se suele introducir el tratamiento con
inmunosupresores. Los mas utilizados son las tiopurinas, azatioprina o
mercaptopurina; es importante un estudio previo y un seguimiento del
paciente para controlar la posible aparicién de efectos secundarios (tales
como leucopenia, hepatotoxicidad o neoplasias), pero por regla general
funcionan muy bien y consiguen mantener la enfermedad inactiva,
sobrepasando los efectos beneficiosos a los posibles efectos secundarios
(23). En casos de intolerancia o falta de respuesta se puede plantear el uso
de otros inmunosupresores, como metotrexato, o, menos frecuentemente,
tacrolimus y micofenolato, en el caso de la enfermedad de Crohn, o
ciclosporina intravenosa en brotes graves de colitis ulcerosa.

- En determinados casos, en los que la enfermedad presenta complicaciones
graves que no responden al resto de tratamientos, es necesario iniciar
terapia bioldgica. Los biolégicos mas comuinmente empleados son el
infliximab y el adalimumab. Ambos son anticuerpos monoclonales anti-
TNFaq, con la diferencia de que el adalimumab no tiene en su composiciéon
ningin fragmento proteico murino y se inyecta de forma subcutdnea,
mientras que la administracion del infliximab es intravenosa, exigiendo al
paciente el traslado al hospital para cada infusion. Estos farmacos
bioldgicos se emplean sobre todo en el tratamiento de la EC aunque
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también se administran en algunos casos complicados de CU. El
vedolizumab (anticuerpo humanizado frente a la integrina a4f37) se ha
aprobado recientemente para el tratamiento tanto de la CU como de la EC.
Aunque algunos autores relacionen la administracion de este tipo de
tratamiento con la aparicion de neoplasias no hay consenso al respecto (24,
25).

Otros farmacos se encuentran en ensayos clinicos actualmente para el
tratamiento de la EIl, como el tofacitinib (inhibidor de JAK1 y JAK3) o el
ustekinumab (anticuerpo monoclonal frente a la subunidad p40 de IL-12 e IL-23).
Ademas del tratamiento mencionado, puede ser necesaria la administracién de
vitamina B12, acido félico o puntualmente antibidticos.

En pacientes con una enfermedad complicada, con resistencia al
tratamiento y multiples brotes, a veces es necesaria la intervencidon quirurgica.
Dado que la apariciéon de complicaciones digestivas es mas frecuente en pacientes
con EC que en la CU, también lo es la necesidad quirurgica: hasta el 75% de los
pacientes con EC requiere algun tipo de cirugia a lo largo de la evoluciéon mientras
que tan sélo un 30% de enfermos con CU necesitan intervencion quirurgica. Las
cirugias en el caso de la CU suelen ser colectomias, totales o parciales, y los motivos
mas comunes son la falta de respuesta al tratamiento farmacolégico, refractariedad
de la enfermedad, carcinoma de colon o displasia (11). En el caso de la EC, ademas
de las cirugias de reseccién intestinal, son frecuentes las estricturoplastias, las
fistulectomias y las cirugias para drenaje de abscesos complicados.

1.2 FACTORES QUE INTERVIENEN EN LA EII

La EII se considera una enfermedad multifactorial, ya que para su desarrollo
es necesario que confluyan multiples factores. Se puede distinguir entre factores
ambientales y factores genéticos; aunque la flora bacteriana intestinal pueda
considerarse un factor ambiental, dada su importancia en el desarrollo de la
enfermedad, se considerara aparte en este trabajo.

1.2.1 Factores ambientales

Como ya se ha comentado previamente, se pueden observar diferencias en
cuanto a la tasa de incidencia de EII dependiendo de la poblacion estudiada. Esto,
junto con el hecho de que la incidencia de EIl es cada vez mayor en todo el mundo,
y que apenas se observen diferencias entre inmigrantes que llegan a zonas con alta
prevalencia de la enfermedad y nativos, demuestra el papel clave que desempena
el ambiente en el desarrollo de la enfermedad (4, 5, 26, 27). Las condiciones de
vida de las personas han cambiado considerablemente con la industrializacién: un
estilo de vida cada vez mas sedentario, con dietas ricas en azlcares y grasas
saturadas, mas estrés relacionado con estudios y trabajo, hogares con mayor nivel
de higiene, saneamiento y agua de grifo de gran calidad, mayor consumo de tabaco,
exposicién a contaminacién ambiental, etc. Todos estos factores pueden contribuir,
en mayor o menor medida a la susceptibilidad de padecer EII (28).
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1.2.1.1 Tabaco

Uno de los factores mejor estudiado es sin duda el consumo de tabaco. En la
colitis ulcerosa, multiples trabajos han demostrado que el mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad se observa en ex-fumadores, seguido de personas que
no han fumado nunca y con un riesgo reducido en fumadores actuales. Ademas, el
consumo de tabaco también se ha relacionado en pacientes con CU con menos
complicaciones de la enfermedad, reflejado en una tasa de colectomia menor y
menos uso de corticoides (29-33). Por el contrario, en enfermedad de Crohn el
consumo de tabaco esta ligado a un diagndstico a edades tempranas de la
enfermedad y a un curso grave, incluyendo mas complicaciones digestivas o
recidivas tras procedimientos quirurgicos y endoscopicos, ademas de a
localizacion ileal de las lesiones (33, 34).

1.2.1.2 Apendicectomia

Multiples estudios han relacionado el apéndice con la EII (4). La retirada del
apéndice mediante apendicectomia parece ser protectora frente a la aparicion de
CU, ademas de relacionarse con un diagnéstico mas tardio de la enfermedad y
menor tasa de colectomia (35, 36). Por el contrario, la apendicectomia parece estar
asociada a un mayor riesgo de padecer EC, debutando la enfermedad en algunos
casos justo tras la intervencién (37). El apéndice funciona como reservorio de flora
comensal e interviene en la respuesta inmunoldgica en el colon ya que contiene
una alta concentracién de células NKT y es importante en el desarrollo de células
plasmaticas productoras de IgA; esto sugiere que el apéndice pudiera desempefiar
un papel en la patogénesis de la CU y que el uso de la apendicectomia podria
plantearse con fin terapéutico (38).

1.2.1.3 Tratamiento farmacolégico

Algunos estudios del tipo caso-control han sugerido la relaciéon entre la
ingesta de anticonceptivos orales con la EIl. Los resultados de estos estudios no
son concluyentes, ya que en muchos casos no existe significacion estadistica o ésta
desaparece tras introducir el consumo de tabaco en el andlisis. En general, parece
existir una débil asociacion entre los anticonceptivos orales, quiza también con la
dosis ingerida, y la EII, principalmente la EC. La propiedad trombogénica de estos
farmacos en el contexto de una mucosa intestinal dafiada podria contribuir al
desarrollo de la enfermedad (39).

El tratamiento antibidtico también se ha relacionado con la Ell, debido al
desequilibrio que produce en la flora intestinal. Multiples estudios han demostrado
que este tratamiento es un factor de riesgo para desarrollar EII, tanto en adultos
como en nifios, coincidiendo en algunos casos con el debut de la enfermedad (40-
42).
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1.2.1.4 Dieta

Dadas las diferencias en cuanto a incidencia de la EII que han sido descritas
de unas zonas a otras y que, después de la flora bacteriana, la alimentacién sea la
mayor fuente de antigenos luminales intestinales, es l6gico pensar que la dieta
pueda ser uno de los factores que desencadenen la enfermedad. A pesar de que es
dificil disefiar un estudio de asociacion entre dieta y enfermedad, en algunos casos
se ha conseguido relacionar una mayor ingesta de azucares (43) o de grasas
(acidos grasos poliinsaturados, omega-6 y grasas totales) (44, 45) con la EII. Sin
embargo, la relacién con macronutrientes mas evidente es sin duda la asociacion
inversa con el consumo de fibra (45, 46). La fibra soluble procedente de frutas y
verduras es metabolizada por las bacterias intestinales a acidos grasos de cadena
corta que inhiben la transcripciéon de mediadores inflamatorios; ademas, la fibra
ayuda al mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial y, por tanto, impide
la penetracion de bacterias en la mucosa intestinal (3). Es dificil determinar si las
asociaciones encontradas se deben a la dieta en si o al estilo de vida que lleva la
gente que sigue ese tipo de alimentacion.

1.2.1.5 Estilo de vida

En estudios observacionales se ha demostrado un aumento del riesgo de
padecer EII con estrés, depresion y ansiedad. Del mismo modo, en pacientes ya
diagnosticados, estos trastornos suelen llevar asociada una recaida de la
enfermedad. El estrés puede producir inflamacién intestinal a través del eje
hipotalamo-pituitaria-glandula adrenal o a través del Sistema Nervioso Auténomo,
que van a inducir la producciéon de citoquinas proinflamatorias, activacion de los
macrofagos y alteracién de la permeabilidad epitelial y de la microbiota (47).
Ademas, la actividad fisica se ha relacionado de manera inversa con el riesgo de
desarrollar EII (48) mientras que las alteraciones del suefio aumentan el riesgo de
la enfermedad asi como de las recaidas (49).

1.2.1.6 Infecciones

Se ha demostrado un riesgo incrementado de padecer EC tras una
gastroenteritis infecciosa, en la que la composicién de la flora bacteriana varia y
aumenta el nimero de bacterias en la mucosa, por lo que la bisqueda de una
especie patogena que pueda ser agente causante de la enfermedad continda (50).
Las lesiones de la EC en el intestino recuerdan a la enterocolitis granulomatosa
causada por micobacterias (como Mycobacterium tuberculosis o Mycobacterium
avium paratuberculosis), por lo que la busqueda del patégeno causante de la
enfermedad se ha centrado en este grupo bacteriano (51). La deteccién de
micobacterias en biopsias y sangre de pacientes con EC (52-54) apoya la teoria de
que las micobacterias pudieran participar en la patogénesis de la enfermedad; sin
embargo, los hallazgos no son concluyentes (4). Ademas, se ha demostrado la
ineficacia del tratamiento antimicobacteriano en la EC. A pesar de que algunos
autores encontraron asociaciéon de patoégenos, como Salmonella o Campylobacter,
con la EII (55), este resultado no se ha conseguido replicar en otras cohortes.
Frecuentemente se asocian las recaidas de la EIl con infecciones bacterianas,
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siendo el desencadenante mas frecuente Clostridium difficile, patégeno asociado
con morbilidad de la EII (56). En cuanto a infecciones viricas, en modelos animales
se ha observado como la infeccién por Norovirus en ratones con defectos genéticos
en autofagia desencadenaba un defecto en las células de Paneth y una reaccién
inflamatoria parecida a la de la EC (Crohn-like) (57).

1.2.2 Microbiota intestinal

Gracias a estudios como el Proyecto del Microbioma Humano (58) o el Meta
HIT (metagen6mica del tracto intestinal humano) (59) se ha descrito la presencia
de mas de 1000 especies bacterianas, la mayoria de ellas anaerobias, de los cuatro
filos principales (Bacteriodetes, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria) en el
intestino humano, con al menos 160 especies presentes en cada individuo (59).
Existe un gradiente entre el estdbmago y el intestino grueso, situandose la mayor
concentracion bacteriana en este ultimo, donde puede alcanzar 1011-1012 células
bacterianas por gramo de contenido luminal. Estas bacterias no patdgenas
presentes en el intestino se denominan flora comensal, microbiota intestinal o
microflora y en su composicion intervienen multiples factores, como el
componente genético, la dieta, la higiene, la edad, determinados tratamientos o el
consumo de tabaco, por lo que puede variar a lo largo de la vida del individuo (60).

La microbiota intestinal interviene en multiples procesos fisioldgicos, no
s6lo metabdlicos (como la produccion de vitamina K) sino también relacionados
con la regulacién de la respuesta inmunitaria (61). En gran parte gracias a estudios
en modelos murinos, se ha relacionado el microbioma con la apariciéon de
multiples enfermedades, como diabetes (62), hipertensién (63), esteatosis (64),
artritis inflamatoria (65) o cancer colorrectal (66). Pero sin duda son la EC y la CU
las patologias en las que la intervencion de la microbiota en la patogénesis se ha
demostrado de forma mas clara (67). No se conoce exactamente el papel que
desempeifia la flora intestinal en la etiologia de la EII pero una de las hipétesis mas
aceptadas es que se produce una ruptura del comensalismo existente entre
bacterias y hospedador debido a un desequilibrio de la proporcion de bacterias
comensales y patogenas (disbiosis) en el intestino (68).

Tanto en la EC como en la CU activa, se ha demostrado una microbiota
intestinal andmala si se compara con controles sanos (sin EII) o con pacientes en
remision. Uno de los cambios principales que se ha observado en la EII es la
disminucién de la diversidad de bacterias comensales, fundamentalmente a costa
del filo Firmicutes (69). Hay estudios que demuestran que esta disminucion de la
diversidad en pacientes con EII también afecta al filo Bacteroidetes (70), aunque
otros autores afirman que existe un aumento de las bacterias de este filo en la
enfermedad (71). En la mucosa de pacientes con EIl también se ha observado un
incremento de bacterias no comensales, principalemente del grupo de las
proteobacterias, incluyendo cepas patdgenas de Escherichia coli (72). Debido a una
alteracion de la capa protectora de moco en la mucosa intestinal, entre otros
factores, en la EIl se ha observado una mayor densidad de bacterias adherentes,
como E.coli adherente-invasiva (AIEC, del inglés Adherent-invasive Escherichia
coli); en la mucosa de pacientes con EC se ha constatado la replicacién de AIEC
dentro de los macro6fagos con la formacion de granulomas in vitro y aumento en la
produccion de TNF-a (73). Por otro lado, la disbiosis intestinal en pacientes con EII

36



INTRODUCCION

se ha relacionado con ciertas caracteristicas fenotipicas de la enfermedad, como la
aparicion de abscesos, la necesidad de cirugia y el comienzo mas temprano en
pacientes con EC (70) o el aumento del riesgo de cancer de colon en pacientes con
CU y mayor presencia de Fusobacterium (60). Aunque la mayoria de estudios del
microbioma se centran en la composicion bacteriana, ya que analizan ARN
ribosomal 16S, en la EIl también se ha constatado un aumento de la diversidad
fingica (74).

Algunos géneros bacterianos presentes en el lumen intestinal desmpefian
cierto papel protector y/o anti-inflamatorio (67): los géneros Bacteroides y
Clostridium inducen la expansion de células T reguladoras, mientras que
Bifidobacterium, Lactobacillus y Faecalibacterium inclinan el balance de citoquinas
hacia la produccién de citoquinas antiinflamatorias (IL-10) en detrimento de las
inflamatorias (IL-17) (60). Se ha observado la disminucién de bacterias del grupo
de Clostridium leptum en pacientes con EC ileal en comparacion con EC coloénica o
del grupo de Clostridium coccoides en pacientes con CU (75-77). La presencia de la
especie Faecalibacterium prausnitzii es menor en pacientes con EIl y se ha
relacionado con el mantenimiento del estado de remision clinica en la CU y con una
tasa de cirugia menor en la EC (60).

Ni la pérdida de diversidad, ni la presencia de especies patdgenas son
suficientes para desencadenar la EIl, ya que, segun se ha demostrado en modelos
animales, es necesaria la predisposicion genética del individuo (78).

1.2.3 Factores genéticos!

1.2.3.1 Estudios familiares y de concordancia en gemelos

Los diferentes datos de incidencia entre poblaciones, la demostrada
agregacion familiar y los estudios de concordancia en gemelos monocigdticos
demuestran que el componente genético es uno de los factores a tener en cuenta
en la etiologia de la EII. La concordancia en gemelos monocigéticos (GMZ) alcanza
el 20-50% en la enfermedad de Crohn, mientras que en gemelos dicigdticos (GDZ)
tan sélo alcanza el 10% (3). También se ha observado concordancia en
caracteristicas fenotipicas en GMZ (como localizacion, edad al diagnoéstico o
evolucion) (28). En cuanto a la colitis ulcerosa, la concordancia en GMZ y GDZ es
considerablemente menor (16% y 4% respectivamente) (79). El hecho de que la
concordancia no sea completa en ninguna de las dos entidades principales de la EII
significa que, ademas de la de factores genéticos, la influencia de factores
ambientales es clave en el desarrollo de la enfermedad.

Otro dato que apoya la base genética de la EII es la agregacion familiar.
Entre el 2 y el 14% de pacientes con EC y entre el 8 y el 14% de pacientes con CU
tiene historia familiar de EII (3); el riesgo de padecer EIl es de 4 a 20 veces
superior si se tiene un familiar de primer grado afectado que en la poblacién

! A lo largo de todo el trabajo se distingue el gen de su producto proteico gracias a la utilizacién de una
nomenclatura diferente. Mientras que el simbolo del gen se representa en mayusculas y cursiva, el
nombre de la proteina se escribe en mayuscula y redonda. Por e]d@Dse refiere al gen mientras

que NOD?2 se refiere a la proteina.

37



INTRODUCCION

general (10), y si ambos padres sufren Ell, la probabilidad de que un hijo
desarrolle la enfermedad es aproximadamente un tercio (80). En la mayoria de los
casos de agregacion familiar existe concordancia en cuanto al tipo de enfermedad
(81) pero dentro de una misma familia puede haber casos de EC y CU por lo que
puede heredarse la susceptibilidad de sufrir EIl sin necesidad de tratarse de la
misma enfermedad que sufre el progenitor (82). La concordancia en cuanto a
caracteristicas clinicas en familias es bastante elevada, al menos si se compara con
la poblacion general de pacientes no emparentados (83, 84). El hecho de que exista
concordancia fenotipica dentro de una misma familia sugiere que la base genética
del individuo influya en el fenotipo y no sé6lo en el aumento de susceptibilidad a
sufrir la enfermedad.

1.2.3.2 Estudios de ligamiento y de asociacion genética con la EIl

La EII se puede definir como un desorden poligénico, con herencia compleja,
a pesar de que se hayan descrito casos en los que la EIl pueda tratarse de un
desorden monogénico, como la EC de comienzo temprano por mutacién en IL-10R
(85) o formando parte de sindromes de herencia monogénica (Wiskott-Aldrich o
Inmunodeficiencia con poliendocrinopatia y eccema) (86). Gracias a los estudios
de ligamiento en familias, se consiguieron identificar regiones del genoma
compartidas por los individuos afectados con EII (2, 87). Dentro de estas regiones
de susceptibilidad, denominadas IBD (del inglés, Inflammatory Bowel Disease),
pueden encontrarse varios genes, asociados con ambas enfermedades o con la EC o
la CU por separado. Como se puede apreciar en la Figura 3, estos loci estan
distribuidos por zonas del genoma localizadas en distintos cromosomas: 16q12
(IBD1), 12q14 (IBD2), 6p (IBD3), 14ql1-q12 (IBD4), 5q31-33 (IBD5), 19p13
(IBD6), 1p36 (IBD7), 16p12 (IBD8) y 3p26 (IBD9) (88, 89). La identificacion de
estos loci de susceptibilidad confirma la base genética de la EIl y el caracter
poligénico de la misma.
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Figura 3. Localizacion de loci de susceptibilidad en pacientes con enfermedad inflamatoria

intestinal tras la realizacion de estudios de ligamiento. Se muestran en color rojo aquellas
asociaciones replicadas y confirmadas. Figura modificada a partir de Limbergen et al (104)
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Posteriormente, se han realizado multiples estudios de asociacion y de
aproximacion de genes candidatos, con el fin de identificar regiones asociadas con
la EIl de forma mas precisa. Los estudios de asociacion se basan en el analisis de
microsatélites, principalmente polimorfismos de un solo nucleétido (SNP), de
genes seleccionados previamente por su localizacion en zonas de susceptibilidad o
porque su funcién pueda estar implicada en la patologia de la enfermedad. Las
frecuencias alélicas y genotipicas se comparan entre poblacién enferma y
poblacion control. En este tipo de estudios es necesario el conocimiento previo de
las variantes funcionales del gen que se estd estudiando (8). Las regiones IBD1
(NOD2), IBD3 (HLA) e IBD5 han sido las mas replicadas y las mas importantes en
cuanto a significacion estadistica (90):

IBD1. En esta region se encuentra el gen NODZ2, uno de los ejemplos mas
claros de asociacion genética con EIl, y que representa uno de los factores
genéticos que confieren mas riesgo de desarrollar EC (91). NODZ fue el
primer gen para el que se describié asociacion genética con EC (92, 93) y
multiples estudios han confirmado y replicado estos resultados, no s6lo con
asociacién con la EC sino también con el fenotipo (94-96).

IBD3. En esta region se localiza el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC), dentro del cual se encuentran los genes HLA (del inglés Human
Leukocyte Antigen) asi como otros relacionados con la respuesta
inmunitaria (citoquinas, complemento, MICA, etc). La asociacién de HLA con
la EC y la CU, asi como con el fenotipo, ha sido demostrada en multiples
trabajos (97-100), si bien dado el polimorfismo tan elevado de estos genes,
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no en todos los casos se han conseguido replicar los resultados en
diferentes poblaciones.

IBD5. Esta regiéon de susceptibilidad, situada en el brazo corto del
cromosoma 5, ha sido replicada en maultiples estudios y confirmada
mediante estudios de asociacién del genoma completo (101). Rioux y
colaboradores (102) describieron la asociacion de un haplotipo especifico
en el conjunto de genes de citoquinas situado en esta regién con la EC.
Ademas, también se han asociado variantes de SLC22A4 y SLC22A5, que
codifican para dos transportadores de carnitina y cationes (OCTN1, OCTN2)
con la enfermedad (103). Muchos estudios han sugerido la asociaciéon de
IBD5 con una EC mas grave (104).

1.2.3.3 Estudios de asociacion del genoma completo (GWAS)

Recientemente se ha dado un paso de gigante en los estudios de asociacion
genética con los estudios de asociacion del genoma completo (del inglés, GWAS).
En este tipo de estudios se lleva a cabo un barrido de todo el genoma, sin hipotesis
previa ni genes candidatos, y se analizan miles de marcadores genéticos en
distintas poblaciones de pacientes y controles (105, 106). Se han realizado
multiples estudios de este tipo en EIl, y en EC y CU por separado. Los cuatro
primeros GWAS realizados en la EC fueron llevados a cabo por North American
National Institute of Diabetes, Digestive and Kidney diseases (NIDDK) (107), IBD
Genetics Consortium (108), un grupo belga-francés (109) y Wellcome Trust Case
Control Consortium (WTCCC) (105), gracias a los cuales se descubri6 la asociaciéon
de multiples loci con la EC, como por ejemplo ATG16L1 e IRGM, ambos
relacionados con la autofagia. En afios posteriores se han realizado otros GWAS en
laEC (110-113),enla CU (114-117) y en el conjunto de ambas enfermedades (118-
120), asi como metanalisis, aumentando considerablemente el tamafio muestral de
las poblaciones de enfermos y de controles, y permitiendo la identificacion de
multiples loci de susceptibilidad (101, 121, 122).

En 2012 se realizé un gran estudio en el que, gracias a la colaboracién de
muchos equipos a nivel mundial, se integraron resultados de multiples GWAS e
Inmunochip en pacientes con EC y CU (123). En este trabajo se identificaron un
total de 163 loci asociados con la Ell, de los cuales 110 se asociaron con ambas
enfermedades, 23 exclusivamente con la CU (como por ejemplo TNFRSF14 o IRF5)
y 30 con la EC (como NODZ2 o0 ATG16L1). De los 110 loci compartidos, 50 ejercian el
mismo efecto en ambas enfermedades mientras que 60 contribuian de forma
distinta en la EC y la CU, pudiendo incluso un gen estar asociado con una
enfermedad o ser protector frente a la otra, como es el caso de PTPN22 y NODZ2
que, segun este estudio, son protectores frente a CU pero estan asociados a la EC.
En 2015, Liu y su equipo (124) llevaron a cabo otro gran estudio en el que no sélo
se incluyeron individuos de ascendencia europea sino también casi 10000
individuos de ascendencia no europea; se identificaron 38 nuevos loci asociados
con la EII; los loci de susceptibilidad descritos hasta la fechae explican un 13,1% y
un 8,2% de la variabilidad presente en enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa,
respectivamente. En este ultimo estudio también se pusieron en evidencia ciertas
diferencias en cuanto a la carga genética de individuos con EIl en distintas
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poblaciones, como por ejemplo la no asociacién de NODZ2 o IL-23R en pacientes de
origen asiatico con la EC.

Aproximadamente el 70% de los loci asociados con EIl también estan
asociados con otras enfermedades mediadas por el sistema inmunitario,
inmunodeficiencias primarias o con susceptibilidad mendeliana a enfermedad
causada por micobacterias (Figura 4). Por ejemplo, la EIl comparte 20 de los 39
loci con la Diabetes tipo 1 (DT1), 8 de los 11 con espondilitis anquilosante o 14 de
lo 17 en psoriasis. Situados en los loci asociados con EIl e inmunodeficiencias
primarias encontramos genes relacionados con la disfuncion del sistema
inmunitario, sobre todo implicados en la regulacién de células T, como por ejemplo
ADA, CD40, TAP1/2, STAT3 o STAT5B (123).

Figura 4. Loci asociados con enfermedad inflamatoria intestinal y otras patologias. En la
imagen pueden verse los loci compartidos por diferentes enfermedades (IBD: Inflammatory Bowel
Disease; IMD: Immune-Mediated Diseases, MSMD: Mendelian Susceptibility to Micobacterium Disease,
PID: Primary Immunodefiencies) Figura modificada a partir de Jostins et al (123)

Estos genes compartidos entre diferentes enfermedades pueden tener
efectos distintos en unas y otras: un claro ejemplo es el gen PTPN22, cuya variante
R620W esta fuertemente asociada a la CU, artritis reumatoide y DT1 pero es
protectora frente a la EC (125, 126). Todos los loci y genes que se han relacionado
con la EC, la CU y la EIl pueden consultarse en el trabajo publicado por Jostins y su
equipo (123); ademads, en la Tabla suplementaria 1 se enumeran los genes
candidatos mas relevantes localizados en los loci de susceptibilidad. En términos
de ontologia génica y vias de sefializacion, los procesos mas afectados en la EIl son
la regulaciéon de la produccién de citoquinas (sobre todo IFN-y, IL-12, TNF-a e IL-
10), activacion de linfocitos (T, B y NK), respuesta a moléculas de origen
bacteriano y via de sefializaciéon JAK-STAT (90).

El descubrimiento de ATG16L1 e IRGM como genes de susceptibilidad para
Ell, focaliz6 el interés de la comunidad cientifica sobre el proceso de autofagia.
Mientras que ATG16L1 se ha asociado unicamente con la EC, IRGM y otros genes
relacionados con autofagia, como LRRKZ, también lo estan con la CU (123). El gen
XBP1, cuyo producto esta implicado en el estrés en el Reticulo Endoplasmico (RE),
también se ha asociado con la EIl (127). Hoy dia se sabe que tanto la autofagia
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como el estrés en el RE son unas de las vias alteradas claves en la EII (107, 128).
También se han encontrado genes de susceptibilidad relacionados con vias de
sefializacion y de regulacion del sistema inmunitario, por ejemplo genes
implicados en las vias de diferenciacién hacia Th17 o Treg, como IL23R, IL12B,
JAK2 o STAT3 (108, 121, 126, 129). Otros genes relacionados con la regulacion de
la funcién inmunitaria también se han asociado con la EIl, como CARD9Y, IL12R, REL,
SMAD3 y PRDM1 (130).

La identificacion de loci de susceptibilidad aumenta el conocimiento de los
mecanismos patogénicos. El hecho de que la mayoria de loci de susceptibilidad sea
comun para la EC y la CU indica que muchas de las vias alteradas en ambas
enfermedades son comunes. Aunque de una forma simplificada, podria decirse que
los genes asociados con la EIl se relacionan principalmente con respuesta
inmunitaria innata, autofagia, mantenimiento de la integridad de la barrera
epitelial, respuesta inmunitaria adaptativa, restitucion y reparaciéon de la lesion
epitelial, respuesta al estrés oxidativo y actividad antimicrobiana (126). En la
Figura 5 se puede observar un esquema de qué procesos estan alterados en la Ell y
con qué defecto génico estan relacionados. En el Apartado 1.3, donde se desarrolla
mas a fondo la patogénesis de la Ell, se mencionardn algunos genes asociados con
la enfermedad en relacion con las vias en las que participan los productos que
codifican.
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Figura 5. Esquema de algunos genes asociados con diferentes vias de seiializacion,
respuestas y procesos celulares en enfermedad inflamatoria intestinal. Resaltados en
azul se encuentran los genes asociados con colitis ulcerosa, en negro con enfermedad de
Crohn y en rojo con ambas enfermedades. En los genes marcados con un asterisco (*) se ha
encontrado mutaciéon en la secuencia codificante y en los que estan subrayados se ha
detectado efecto en los niveles de expresion (cis-eQTL). G=Células globosas; P=Células de
Paneth. Figura modificada a partir de Khor et al (126)

Los loci asociados con la EII tan sélo explican parte de la heredabilidad
calculada de la enfermedad; este fendmeno, conocido como “heredabilidad
perdida” se puede deber a la presencia de variantes génicas raras no incluidas en
los GWAS, aunque también puede deberse en gran parte a las interacciones entre
genes (relaciones epistaticas) e interacciones gen-ambiente (131). A pesar de lo
revolucionario de los GWAS, estudios de asociacion de genes candidatos en
distintas cohortes, asi como estudios funcionales, siguen siendo necesarios.
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1.3 INMUNOPATOGENIA

1.3.1 Mucosa intestinal y sistema inmunitario asociado a la mucosa
en ausencia de enfermedad

La primera barrera entre antigenos presentes en la luz y la mucosa
intestinal es el propio epitelio. Las células epiteliales intestinales (CEI), o
enterocitos, son células polarizadas, con microvellosidades en su zona apical,
especializadas para la absorcién de nutrientes. Entre las células que componen el
epitelio no hay sustancia intercelular ya que se encuentran unidas entre si
mediante uniones estrechas (tight junctions) formando una barrera fisica que
impide la entrada de microorganismos y otras sustancias en la mucosa intestinal.
Ademas de los enterocitos, existen una serie de células especializadas que
desempefian un papel muy importante en la funcién del epitelio (Figura 6) (132):

Células caliciformes. Son células globosas productoras principalmente de
mucinas glicosiladas (moco). Ademads, producen RELM[}, importante en
respuesta Th2 protectora frente a nematodos, y transporta antigenos
luminales pequefios a células dendriticas tolerogénicas. Son mas
abundantes en el ileon.

Células de Paneth. Se sitiian en la base de las criptas del intestino delgado y
estdn especializadas en la produccién, almacenamiento y liberacién de
sustancias antimicrobianas (como lisozima, Regllly, fosfolipasa A2
secretada o defensinas) y mediadores inflamatorios. Estos productos
contribuyen a la defensa de la mucosa intestinal y la regulaciéon de la
composicion de la microbiota.

Células M. Son células presentadoras de antigeno que captan péptidos
luminales y los transportan al interior de la mucosa. Carecen de
recubrimiento de glicocalix y en su superficie luminal presentan pliegues en
lugar de las microvellosidades caracteristicas del resto de enterocitos.

Células enteroendocrinas. Suponen aproximadamente el 1% de las células
epiteliales en el intestino y van a ser las encargadas de producir hormonas
como la somatostatina, serotonina, colecistoquinina, péptido intestinal
vasoactivo o enteroglucagon.

Recubriendo el epitelio intestinal existe un biofilm protector formado por
moco, péptidos, el propio glicocalix de las CEI e IgA secretada. Esto, unido a la
produccion de productos antibacterianos, va a limitar en parte el contacto directo
de las bacterias luminales y el interior de la mucosa. La capa de moco es sencilla en
el intestino delgado mientras que en el colon es doble, probablemente debido a la
importancia de la funcion absortiva del delgado (133). En condiciones normales,
cuando esta capa estd intacta, las bacterias se adhieren a ella y generalmente no
tienen contacto directo con las CEI (60). El epitelio intestinal, por tanto, ademas de
para la absorcién de nutrientes, es muy importante en la homeostasis del intestino
gracias a la funcién de barrera o a la liberacién de productos solubles.
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Figura 6. Esquema de la mucosa intestinal y del sistema inmunitario asociado en el intestino
delgado. En la imagen puede observarse el epitelio intestinal constituido por enterocitos y células
especializadas, como células M, células de Paneth o células caliciformes (globosas). Recubriendo al
epitelio hay una capa de moco, péptidos antimicrobianos e IgA que contribuyen a la defensa del
mismo. El sistema inmunitario asociado se sitia disperso por la lamina propia, dentro del propio
epitelio o en estructuras organizadas como las Placas de Peyer o los foliculos linfoides aislados.
Ademas de linfocitos pueden observarse otras células del sistema inmunitario como células
plasmaticas, macréfagos o células dendriticas. Figura modificada a partir de Cader et al (132)

El tejido linfoide asociado a mucosa intestinal (GALT, del inglés Gut-
Associated Lymphoid Tissue) esta formado principalmente por foliculos linfoides
aislados, foliculos linfoides asociados a Placas de Peyer o a ganglios linfaticos
mesentéricos, linfocitos intraepiteliales y linfocitos de la l1amina propia (134, 135)
(Figura 6):

- Placas de Peyer (PP). Estdn formadas por agregados linfoides
macroscopicos y se sitian en la parte terminal del ileon. Estan separadas
del lumen intestinal por una monocapa de células epiteliales rica en células
M, denominada FAE (del inglés, Follicle-associated epithelium). La regién
situada entre el FAE y el foliculo se denomina cupula subepitelial y esta
integrada por células de la inmunidad innata, como células dendriticas y
macrofagos. La PP tiene estructura de 6rgano linfoide secundario y presenta
multiples foliculos formados por células B, precursores de células
plasmaticas productoras de IgA y células de memoria. En las zonas
interfoliculares se puede encontrar tejido linfoide difuso rico en linfocitos T
colaboradores, ademas de células dendriticas o macro6fagos.

- Ganglios linfaticos mesentéricos (MNL). Como su propio nombre indica se
encuentran en el mesenterio del intestino, y, al igual que el resto de ganglios
linfaticos, se dividen en corteza, paracorteza y médula. En la corteza se
pueden encontrar foliculos primarios y secundarios ricos en linfocitos B;
rodeando a estos foliculos se sitia la paracorteza formada por linfocitos T y
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células dendriticas. En la zona mas interna, la médula, hay principalmente
células plasmaticas, macroéfagos, linfocitos T y linfocitos B.

Linfocitos intraepiteliales (LIEs). Por cada 100 enterocitos hay entre 10 y

30 LIEs. Los LIEs son mayoritariamente células T: el 90% expresan el
correceptor CD8 y so6lo un 8% expresan CD4. Existe también una
subpoblacién que no expresa ninguna de estas moléculas (CD4-/CD8-). En
cuanto a los subtipos de TCR, el 90% de los LIEs expresa el of3, mientras que
el 10% expresa el yo (principalmente y161). Dentro de estos ultimos, mas
del 80% son CD4-/CD8-.

Linfocitos de la ldmina propia (LLP). La ldmina propia es un tejido
conjuntivo ubicado entre el epitelio y la submucosa. Los linfocitos presentes
en este compartimento son células T, con TCR off CD8+ y CD4+, siendo estos
ultimos los mas abundantes. Ademas, en la lamina propia se pueden
encontrar células dendriticas, macréfagos y algunos linfocitos B o células
plasmaticas productoras de IgA.

Podria decirse que dentro del GALT se distinguen dos componentes
funcionales: uno inductor de la respuesta (PP y MNL) y otro donde se lleva a cabo
la respuesta efectora (LIEs y LLP). Ademas, en la respuesta inmunitaria en el
intestino intervienen también células no linfoides, como los propios enterocitos, y
factores solubles, como componentes humorales o citoquinas. En ausencia de
enfermedad, el GALT debe ser capaz de diferenciar estimulos patogénicos de
sefiales inocuas y montar una respuesta inmunitaria Unicamente frente a los
potencialmente peligrosos (136).

Los antigenos luminales van a ser presentados por células presentadoras de
antigeno (CPA) profesionales y no profesionales; las CPA no profesionales
presentan el antigeno a linfocitos T virgenes (ThO) a través de MHC-I, o en algunos
casos MHC-II, pero al carecer de sefial coestimuladora en ausencia de inflamacion,
se suprimen o se induce anergia en las células T de la mucosa. Las CPA
profesionales, van a ser principalmente las células dendriticas; existen muchos
fenotipos y subtipos de células dendriticas, siendo aquellas que expresan CD103
importantes para el mantenimiento de la homeostasis intestinal. Estas células son
capaces de reconocer determinados patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs), a través de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) como los
receptores tipo Toll (Toll-like receptors, TLRs) o los receptores tipo NOD (Nod-like
receptors, NLRs). Este tipo de receptores estan presentes en muchos tipos
celulares, incluyendo células de la inmunidad innata, adaptativa o los propios
enterocitos (28). Las células dendriticas son el tipo celular con el mayor repertorio
de PRRs gracias a los cuales son capaces de interaccionar con los antigenos
luminales a través de sus prolongaciones dendriticas y diferenciar entre flora
comensal y patégenos; como también expresan moléculas coestimuladoras,
pueden controlar la respuesta inmunitaria adaptativa, como el balance de
diferenciacién a células T efectoras (Th1, Th2, Th17) y células T reguladoras, asi
como la respuesta inmunitaria innata o la activacion de células NK y otras
poblaciones de células linfoides innatas. En individuos sanos, tras el
reconocimiento de antigenos de la flora comensal por linfocitos T virgenes se
estimula su diferenciaciéon hacia células T reguladoras (Th3 o Trl) en lugar de
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células T efectoras. En ausencia de inflamaciéon existe un balance, controlado a
través de citoquinas y contactos celulares, entre células efectoras y reguladoras; en
individuos sanos la inflamacién en la mucosa intestinal estd controlada por un
delicado balance entre respuestas Th1l, Th17, Th2, Th3, Th9 y células T
reguladoras. Las células B de la mucosa se diferencian a células plasmaticas y
producen IgA que recubre el epitelio (89, 137).

Los macréfagos presentes en la mucosa intestinal, principalmente en la
lamina propia, van a desempefiar un papel importante no sélo en la defensa frente
a microorganismos sino también en el mantenimiento de la homeostasis en
ausencia de enfermedad. Estos macréfagos, que caracteristicamente no expresan
en membrana CD14, tienen funcion bactericida y fagocitica, pero en condiciones
normales van a ser refractarios a estimulos inflamatorios, producen IL-10 y
contribuyen a la diferenciacién hacia células Treg. Podria decirse que estos
macrofagos participan en la defensa frente a bacterias patdégenas y también en el
mantenimiento de una respuesta inmunitaria adecuada no exhacerbada en el
intestino (138).

Recientemente se ha descrito una poblacion celular denominada células
linfoides innatas (ILCs, del inglés Innate Lymphoid Cells), que se caracteriza por: 1)
los genes de los receptores antigeno especifico (BCR y TCR) no estan reordenados
y por tanto no se expresan en la membrana citoplasmatica; 2) no expresan en
membrana marcadores de la estirpe mieloide ni de células dendriticas; 3) tienen
morfologia linfoide. Dentro de esta poblacion celular se incluyen las células NK y
las células LTi (del inglés, Lymphoid tissue-inducer), descritas ambas hace ya
muchos afios, y otras poblaciones celulares con origen bastante similar (139). Las
ILCs van a producir patrones de citoquinas que pueden asemejarse a los que
producen células Th y dependiendo de este patrdn, y de otras caracteristicas
fenotipicas y funcionales, se pueden diferenciar 3 subgrupos diferentes (grupo 1,
grupo 2, grupo 3). Los 3 grupos de ILCs desempefian funciones esenciales en la
inmunidad de la mucosa ya que intervienen en la organogénesis linfoide, la
remodelacion tisular, la inmunidad antimicrobiana o la inflamacién. En el intestino,
las ILCs estan en didlogo continuo con células epiteliales, otras células del sistema
inmunitario y la flora comensal y van a ser fundamentales en el mantenimiento de
la homeostasis intestinal gracias, por ejemplo, a la produccién de citoquinas como
la IL-22, IFN-y 0 IL-17 (140, 141).

1.3.2 Alteraciones en la enfermedad inflamatoria intestinal

La etiologia de la EIl es ain desconocida, si bien las caracteristicas de la
enfermedad, los hallazgos histopatologicos y la eficacia de la terapia
inmunosupresora indican la implicacion del sistema inmunitario en la patogénesis
(142). Una de las hipdtesis mas extendidas que intenta explicar la etiopatogenia de
la EIl es la ruptura de la tolerancia existente en el intestino frente a la flora
comensal y la respuesta exacerbada del sistema inmunitario frente a
microorganismos no potencialmente patégenos, todo ello en individuos
genéticamente predispuestos. La disbiosis en el intestino de pacientes con EII es
un hecho, por lo que la siguiente pregunta que se plantea es si la alteracion en la
composicion de la flora comensal es la responsable de la respuesta inmunitaria
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alterada en la mucosa o si es precisamente ésta uno de los factores que provoca la
disbiosis intestinal. Desde hace décadas, la mayoria de las investigaciones se han
centrado en estudiar la inmunidad de la mucosa intestinal en la EIl, poniendo
especial atencion sobre la inmunidad adaptativa mediada por células T. Hoy dia se
sabe que no soOlo estd alterada esta respuesta sino que también intervienen
alteraciones relacionadas con la inmunidad innata, la reparacion del dafo tisular,
la propia funcién de barrera del epitelio, la interacciéon con la microbiota de la luz
intestinal, y ciertos mecanismos intracelulares como el estrés del reticulo
endoplasmico o la autofagia.

1.3.2.1 Alteracidn de la barrera epitelial

La integridad del epitelio intestinal es clave para el mantenimiento del
equilibrio existente entre el sistema inmunitario y la flora comensal, ya que se
trata de una barrera fisica que separa ambos compartimentos. En pacientes con EII
se ha observado una alteracion de la funcién y aumento de la permeabilidad de la
barrera epitelial, que permite la entrada de bacterias y productos bacterianos a la
mucosa intestinal, donde la densidad de células del sistema inmunitario es alta (89,
130, 143). La integridad de la barrera epitelial se puede ver comprometida por
variaciones genéticas en elementos clave, respuesta alterada al dafio o por agentes
externos (como tratamiento con AINEs) (10).

Ciertas evidencias ponen de manifiesto el papel que desempeiia la
alteracion de la integridad de la barrera epitelial en el desarrollo de la enfermedad.
En la EIl se han observado alteraciones de la barrera epitelial a varios niveles:
produccion de moco, uniones estrechas entre enterocitos y secrecidon de productos
antibacterianos (130). La alteraciéon del epitelio intestinal es especialmente
importante en la colitis ulcerosa. En la mucosa de pacientes con CU se ha
observado una capa de moco defectuosa, en parte debido a la disminucién de
células caliciformes, que favorece la entrada de bacterias luminales (38); ademas,
por GWAS se han identificado los loci MUC1, MUC19 y PTGER4 como loci de
susceptibilidad para EIl (117). También se ha descrito en la EII la alteracion de las
uniones estrechas entre enterocitos, probablemente debido al cambio en Ila
expresion de proteinas que intervienen en estas uniones, como las claudinas (144,
145) o la E-cadherina (126). La produccion de defensinas en el epitelio intestinal
de pacientes con EC también se ha visto alterada (146): podria ser que el defecto
en la produccion de defensinas en EC se debiera a fallo en las propias células de
Paneth, ya sea por alteracién de la respuesta proteica de estas células debido a la
presencia de mutacion en ATG16L (28), o por el dafio epitelial existente en la
enfermedad. No esta claro por tanto si el defecto en la liberacién de defensinas es
causa o consecuencia de la EII (147).

En resumen, la alteracion de la funcion de la barrera epitelial contribuye a la
inflamacion cronica caracteristica de la EIl ya que, un epitelio dafiado y mas
permeable favorece la entrada de productos bacterianos que estimulan al GALT,
siendo esta disfuncion de la barrera epitelial mas importante en el caso de la colitis
ulcerosa que de la enfermedad de Crohn. Por otro lado, los productos bacterianos
de la flora comensal pueden estimular la superficie del epitelio a través de
receptores de la inmunidad innata, promoviendo la producciéon de citoquinas y
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quimioquinas y el reclutamiento y activacién de células del sistema inmunitario
(10).

1.3.2.2 Autofagia y estrés del Reticulo Endopldsmico

La autofagia es uno de los procesos encargados del mantenimiento de la
homeostasis intracelular ya que contribuye a la degradaciéon y reciclaje de
subproductos citosolicos y organulos, ademas de intervenir en otros procesos. La
autofagia comienza con la formacién de una estructura membranosa denominada
autofagosoma que engloba estructuras celulares internas dafiadas o patogenos
intracelulares; el contenido incluido en el autofagosoma se degrada tras la fusién
con lisosomas celulares. La autofagia esta relacionada con algunos aspectos de la
inmunidad innata y adaptativa (148):

Eliminaciéon de microorganismos. Se induce autofagia al detectar
competencia de nutrientes con microorganismos presentes en el citosol o
tras la estimulacion de PRR, por ejemplo, tras la uniéon de muramil
dipéptido (MDP) a NOD2.

Control de la senalizaciéon proinflamatoria. La autofagia tiene funcién
antiinflamatoria ya que suprime la activacion del inflamasoma y disminuye
la sefializacion de IFN tipo 1.

Inmunidad adaptativa. La autofagia aumenta el procesamiento y la
presentacion dependiente de MHC-II de antigenos extracelulares
fagocitados. Es importante por tanto en la diferenciacion y seleccion del
repertorio de células T en el timo, la diferenciacién Th y presentacion por
parte de las células dendriticas a células T en el intestino.

Secrecién de mediadores inmunitarios. La autofagia modula también la
secrecion de productos celulares, como la lisozima por parte de las células
de Paneth o las inmunoglobulinas por parte de las células plasmaticas.

Como se ha comentado previamente, se centré la atencién sobre este
proceso intracelular en relaciéon con la patogénesis de la EII tras la identificacién
de genes de susceptibilidad relacionados. La variante T300A del gen ATG16L1 se ha
asociado con un defecto en la autofagia en pacientes con EC (107); las funciones de
la proteina ATG16L1 y de NOD2 estadn estrechamente relacionadas, porque el
reclutamiento de ATG16L1 al sitio de entrada de la bacteria se produce tras la
sefializacion mediada por NOD2 después de unirse a su ligando MDP (149). Por
tanto, mutaciones en NOD2 o ATG16L1 van a causar defectos en la autofagia.
Dentro de las alteraciones observadas en pacientes con EC relacionadas con la
autofagia cabe destacar la alteracién en la eliminacién de microorganismos
intracelulares, mayor produccién de IL-18 e IL-18 por parte de macréfagos
(citoquinas proinflamatorias), fallo funcional de las células de Paneth con la
consecuente disminucién de la produccion de productos antimicrobianos o fallo en
la presentacién de antigenos exdgenos por parte de las células dendriticas a los
linfocitos T. Otros genes relacionados con la autofagia y también asociados con la
EC son IRGM, SMURF1 o ULK1, entre otros (123, 148).
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El Reticulo Endoplasmico (RE) es un organulo esencial para la sintesis de
proteinas y el correcto plegamiento de las mismas. La concentraciéon de proteinas
es tan elevada en el interior del RE que podria decirse que la textura es casi la de
un gel, por lo que es muy importante la regulacion de la concentracién y el tiempo
que pasan las proteinas dentro del compartimento para asegurar la homeostasis.
Sélo tras su correcto plegamiento la proteina abandona el RE, por lo que existen
mecanismos para detectar y solucionar fallos en el plegamiento de proteinas y
evitar el estrés que esto produce en el RE. Esta respuesta se denomina “Respuesta
de proteinas no plegadas” o Unfolded Protein Response (UPR), y, aunque sea un
mecanismo citoprotector, si no se resuelve el problema puede llevar a la célula a
sufrir apoptosis. En células con actividad de sintesis y secrecion de proteinas
elevada, los niveles basales de estrés en RE son altos (130, 148). El estrés en el RE
y la autofagia estan intimamente relacionados, ya que el aumento de estrés en el
RE puede inducir por si solo el proceso de autofagia y un defecto en la autofagia
puede también producir estrés en RE (150). En células de Paneth de pacientes con
EC con defecto en autofagia y niveles elevados de estrés en el RE, se observa un
descenso muy marcado de los granulos secretores en el citoplasma y una gran
desorganizacion de los mismos, por lo que la liberacién de productos microbianos
estd seriamente comprometida. Estos pacientes suelen sufrir EC ileal, fistulizante,
con alto ndmero de E.coli adherente-invasiva en biopsias y necesidad de cirugia
elevada (90). Ademas, el aumento de estrés en el RE induce autofagia, apoptosis y
liberaciéon de IL-23, citoquina clave en la inflamacién intestinal en la EIl. En
pacientes con EC y variantes hipomorficas del gen XBP1, relacionado con el estrés
del RE (127), se ha observado una hiperrespuesta inflamatoria en el intestino
ademas de la alteracién en la maduracién y funciéon de las células de Paneth;
también se ha descrito asociacién de XBP1 con la CU. Otros genes relacionados con
el estrés del RE para los que se ha descrito asociaciéon con la EIl son ORMDL3 o
AGRZ2 (86).

Estos dos procesos, autofagia y estrés del RE, junto con la sefializacion
microbiana a través de PRR, van a estar implicados en la funcién de las células de
Paneth y van a ser fundamentales para entender la patogénesis de la EIl. Sin
embargo, no son suficientes para desencadenar y mantener la inflamacion en el
intestino por lo que otros defectos y/o estimulos deben estar implicados (132).

1.3.2.3 Inmunidad innata

El hecho de que en pacientes con inmunodeficiencias primarias que afectan
a componentes de la inmunidad innata, como la enfermedad granulomatosa
crénica o el sindrome Hermansky-Pudlak, el riesgo de desarrollar EIl sea mayor es
una prueba mas de que alteraciones de la inmunidad innata en la mucosa intestinal
pueden condicionar la presentacion tanto de la EC como de la CU (126). Varios
estudios genéticos y funcionales han puesto de manifiesto diferentes vias alteradas
de la inmunidad innata en la EIl. Los PRR, presentes en células de la inmunidad
innata, pero también en las propias CEI, van a ser fundamentales para el equilibrio
de la flora comensal y la homeostasis intestinal; en la mucosa de la EIl se han
descrito anomalias en cuanto a niveles de expresion, repertorio y funcién de estos
receptores (89, 151), que se comentaran mas adelante en este trabajo.
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En la mucosa intestinal de pacientes con EC se ha observado la presencia de
una poblacién de macroéfagos, que expresan marcadores de macroéfagos y de
células dendriticas, y que van a producir grandes cantidades de citoquinas
proinflamatorias como IL-23, IL-6 o TNF-a (152). En la CU también se ha
demostrado un aumento en la produccion luminal, fecal y sérica de TNF-q, y su
correlacion con la actividad de la enfermedad (153). El papel que desempefia el
TNF-a en la patogénesis de la enfermedad se demuestra con la eficacia de la
terapia con anticuerpos monoclonales anti-TNF-a tanto en la EC como en la CU; la
administracion de este tipo de terapia no sé6lo neutraliza la propia citoquina sino
que también induce la formacién de macroéfagos reguladores y la apoptosis de
células T y monocitos activados. En pacientes con EIl también se ha observado un
aumento de células dendriticas en la ldmina propia.

En modelos experimentales de colitis, se ha observado la acumulacién en el
colon inflamado de un subtipo de células dendriticas que expresan E-cadherina (el
receptor de CD103), aumento de expresion de TLRs y produccion de citoquinas
proinflamatorias (IL-6 e IL-23) (154). También se ha observado un aumento de
células dendriticas activadas en la mucosa de pacientes con EIl y repuesta
aberrante ante algunos patrones, como CpG o lipopolisacarido (LPS). Por otro lado,
las CEI, que normalmente inducian anergia en las células T al carecer de senal
coestimuladora, aumentan la expresion de MHC en presencia de altas
concentraciones de IFN-y, como las presentes en la mucosa de la Ell, y pueden
activar a células T utilizando moléculas coestimuladoras alternativas (89).

El inflamasoma se define como una plataforma multimérica de la que
forman parte una serie de proteinas receptoras y adaptadoras que cuando se
agrupan conducen al reclutamiento de la procaspasa 1 y, por lo tanto, a la
activacion de la caspasa 1. Como resultado de la activacién de la via de las caspasas
se promueve la maduracion y liberacién de citoquinas inflamatorias (IL-13 e IL-18,
principalmente) (155, 156). Dado que se han detectado niveles elevados de estas
citoquinas en zonas de la mucosa con una EC activa, parece existir una relaciéon
entre el inflamasoma y la EIl. El gen NLRP3 codifica para un miembro de la familia
NLR que forma parte del inflamasoma. La activacién de la ruta de las caspasas
dependiente de NLRP3 se produce en respuesta a determinados ligandos, como
ATP, cristales de A4cido turico, ARN viral, ADN bacteriano o MDP, este ultimo
reconocido también por NOD2 (157-159). NLRP3 interacciona con NOD2, y, al
igual que éste, se han relacionado variantes funcionales con EC en varios estudios
(160, 161), aunque el papel de las variantes analizadas en la produccién de
citoquinas no esta claro todavia. Esta asociacion no se ha conseguido replicar en
estudios posteriores, incluyendo GWAS (123, 162).

1.3.2.4 Células linfoides innatas, citoquinas e inmunidad adaptativa

En ausencia de enfermedad o inflamacidon, en la mucosa intestinal existe un
balance entre respuesta efectora y respuesta reguladora. Esta claro que en la EII se
produce una ruptura de este equilibrio, inclindndose la balanza hacia una
respuesta efectora en lugar de reguladora. Durante mucho tiempo se ha
considerado que el sistema inmunitario adaptativo, era el responsable de la
inflamacién presente en el intestino y de perpetuarla, aunque probablemente no
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de iniciarla (28). En base a los niveles de citoquinas encontrados en la mucosa
intestinal de pacientes, se ha considerado que en la EC predomina una respuesta
Th1l y Th17 y en la CU una respuesta Th2: mientras que en la mucosa de pacientes
con EC se observan niveles elevados de IL-17, IL-22 e IFN-y, en pacientes con CU
predominan IL-4, IL-5 e IL-13 (132). El hecho de que en modelos experimentales
de colitis con ratones Rag~/- se observen niveles elevados de IL-17, IL-22 e IFN-y,
apoya la idea de que las células de la inmunidad adaptativa no son la Unica fuente
de estas citoquinas en la mucosa inflamada de la EIl. Como ya se ha comentado, la
existencia de células linfoides innatas (ILCs) fue descrita recientemente; éstas
producen perfiles de citoquinas similares a las células Th, y van a contribuir al pool
de citoquinas que perpetua la inflamacion en la mucosa de la EII (163).

El hallazgo de niveles elevados de IL-17 e IL-22 en la mucosa de pacientes
con EIl centr6 la atencién sobre las células Th17. Estas células son una
subpoblacién de células T que se caracterizan por la produccion de IL-17A, IL-17F,
IL-21 e IL-22. Las ILCs del grupo 3 (ILC3 y LTi principalmente) son células que
producen también IL-17 e IL-22, y ademas, al igual que las Th17, su desarrollo
depende del factor de transcripcién RORyt y su proliferacion es promovida por la
IL-23 (139). La IL-23, liberada en mayor parte por células dendriticas activadas,
macrofagos y monocitos tras el reconocimiento de PAMP a través de sus
receptores de patrones (152, 164) o mediante la activacién del inflamasoma del
que forma parte NLRP3 (165), va a ser fundamental por tanto para el desarrollo de
las células Th17 e ILC3, las principales productoras de IL-17 e IL-22 en la mucosa
intestinal. Se ha observado un aumento en los niveles de ILCs del grupo 3
localizados en la mucosa de pacientes con EC (141). La IL-17 estimula a los
monocitos y las células endoteliales para producir mediadores proinflamatorios
que promueven el rapido reclutamiento de neutroéfilos. La IL-22 por su parte es
esencial en la homeostasis del intestino ya que induce la expresiéon de productos
antimicrobianos e interviene en la reparacion del dafio tisular (166). En pacientes
con EC también se han observado niveles elevados de IFN-y en la mucosa
intestinal; esta citoquina es liberada por células Th1, ILC1, células NK y células T
CD8+, pero cuando la concentracién de IL-23 es elevada, se produce un descenso
de expresion (downregulacion) del factor de transcripcion RORyt en las ILC3s,
adquiriendo éstas también la capacidad de producir IFN-y (167). El aumento de
produccién de IL-17, [L-22, y ahora también IFN-y, en respuesta a IL-23 y el hecho
de que varios genes de la via de senalizacion del eje 1L-23/Th17 estén asociados
con EII (IL-23R, STAT3, IL12p40, CCR6, TNESF15 o JAKZ2), sugiere que la IL-23 es
una molécula clave en la inflamacién del intestino (126, 130).

En la EC existe un desequilibrio entre células T efectoras (Thl y Th17
principalmente) y células T reguladoras (nTreg de origen timico o Tr1, Th3 e iTr35
inducidas en la mucosa intestinal). La diferenciacién de estos tipos celulares esta
reducida en la EC, predominando las células T efectoras (28, 168). Dado que el
TGF-B es fundamental para el desarrollo de Th17 y de Treg, algunos estudios
sugieren que ambas subpoblaciones proceden de un mismo precursor, y que la
diferenciacion hacia una u otra va a depender de las sefiales en el medio (169).
TGF-f solo, en ausencia de IL-6, conduce hacia la diferenciacion de células Treg; en
la mucosa intestinal hay unos niveles elevados de TGF-f3, lo cual contribuye a la
homeostasis intestinal promoviendo el desarrollo de células Treg en la lamina
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propia. En presencia de inflamacién hay otras sefales presentes, como otras
citoquinas (IL-6, principalmente), productos microbianos o algunos metabolitos, y
se induce la diferenciacién a Th17 (170). Mediante GWAS se ha demostrado la
asociaciéon con la enfermedad de genes directamente relacionados con
diferenciacion de células Treg (IL10, ILZRA, SMAD3), Th1l y Th17 (por ejemplo,
CPEB4,STAT4 o CD40) (171-173).

En pacientes con CU, predomina una respuesta Th2 atipica caracterizada
por niveles elevados de IL-5 e IL-13, principalmente (174). Estas citoquinas son
producidas por células CD4+ Th2, células NKT e ILCs del grupo 2 (ILC2). En la
mucosa intestinal de pacientes con CU, la IL-4 producida es rdpidamente suprimida
por los niveles elevados de IL-13 (153). La IL-13 es especialmente importante en la
patogénesis de la CU debido a la funcion citotoxica frente a las células epiteliales,
incluyendo la induccién de apoptosis y la alteracién de la composicién proteica de
las uniones estrechas célula-célula, alterando la integridad del epitelio (175, 176).
Ademas, la IL-13 ejerce una retroalimentaciéon positiva sobre las células NKT,
aumentando asi el dafio tisular. Por otro lado, la pérdida de funcién de la IL-10 o de
su receptor esta relacionado con una CU mas grave, indicando la importancia de la
sefializacion a través del receptor de esta citoquina en la patogénesis de la
enfermedad (85). Debido a la infiltracion de neutréfilos que también se observa en
la mucosa de pacientes con CU y que /L-23R también es un gen de susceptibilidad
en este caso, probablemente las células Th17 también puedan desempeiar un
papel importante en la patogénesis de la CU (86).

La respuesta de células B también esta alterada en la mucosa de pacientes
con EII (126). Uno de los puntos clave en la funcién de células B es la secrecion de
IgA, ya que es fundamental para el mantenimiento del equilibrio de la flora
comensal y la homeostasis en la mucosa intestinal. En pacientes con EIl se ha
observado una produccién de IgA alterada; ademads, algunos genes asociados con
EIl también lo estdn con el déficit de IgA (ORMDL3, REL, PTPN22) (177). En la
mucosa de pacientes con EIl se produce un aumento de la produccion de IgG
especifica frente a bacterias luminales, en lugar de la IgA protectora presente en
una mucosa no enferma (178). Por otro lado, se ha asociado con EII un defecto en
las células B reguladoras (Breg), que secretan citoquinas antiinflamatorias, como
IL-10 o TGF-3; un fallo en la funcién de estas células reduce los niveles de IL-10 en
la mucosa y, por tanto, aumenta la produccion de IFN-y y TNF-a por parte de las
células T CD4+, contribuyendo asf a la inflamacién intestinal.
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1.4 GENES ESTUDIADOS

1.4.1 HLA

1.4.1.1 Aspectos generales

Los genes que codifican para el MHC, denominados HLA en humanos (del
inglés Human Leukocyte Antigen), se sitian agrupados en el brazo corto del
cromosoma 6 (6p). El conjunto de genes que constituyen el MHC se localiza en una
de las regiones mas densas del genoma humano, con mas de 200 loci identificados
(179). Mas del 40% de los genes situados en esta region estan relacionados con la
respuesta inmunitaria, ya sea con la presentacién antigénica, con el procesamiento
antigénico, citoquinas, proteinas del complemento, etc. (180). Como se puede
observar en la Figura 7, donde se representa la region MHC, se distinguen
diferentes grupos de genes; ademas, hay un nimero elevado de pseudogenes que
no se traducen (181):

MHC-I. Estos genes se sitdan en la parte mas telomérica de la region y
abarcan 2Mb. Dentro de este grupo se encuentran los llamados genes MHC-1
clasicos (HLA-A, HLA-By HLA-C) y los no clasicos (como por ejemplo HLA-E,
HLA-F, HLA-G, MICA oMICB).

MHC-II. Ocupan una extensiéon de 1,2 Mb y también se distingue entre
clasicos (HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP) y no clasicos (como HLA-DM, HLA-DO
o HLA-DN). Dentro de este grupo de genes también se encuentran algunos
que codifican para proteinas implicadas en el procesamiento del antigeno,
como TAP1y TAPZ.

MHC-III. Ocupan la region de 0,9 Mb situada entre MHC-1 y MHC-II y dentro
de ellos hay genes que codifican para proteinas del complemento,
citoquinas (como el TNFA y TNFB) o proteinas de shock térmico (Hsp).
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Figura 7. Region del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) situada en el
brazo corto del cromosoma 6. En este esquema se representan en verde los genes
MHC-I y MHC-II clasicos (claro y oscuro respectivamente), en amarillo los considerados
genes MHC no clasicos, en negro los pseudogenes y en blanco otros genes situados en
esta region. Figura modificada a partir de Muro et al (192)

Los genes HLA-I (HLA-A, HLA-B, HLA-C) y HLA-11 (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP)
clasicos son los mejor estudiados en cuanto a estructura, diversidad y funcién y los
mas polimérficos del genoma humano (179): hasta la fecha se han descrito 3285
alelos HLA-A, 4077 alelos HLA-B, 2801 alelos HLA-C, 1932 alelos HLA-DRB1, 876
alelos HLA-DQB1 y 587 alelos de HLA-DPB1 (http://hla.alleles.org/)%. A pesar del
elevado niimero de alelos posibles, la cantidad de haplotipos observados es mucho
menor a la esperada por azar; esto es debido a que existe un gran desequilibrio de
ligamiento (LD, del inglés Linkage Disequilibrium) y suelen heredarse
conjuntamente (182). Estos genes se expresan de forma codominante, es decir se
expresa tanto la copia materna como la copia paterna. La codominancia sumada al
elevado polimorfismo de estos genes hace que exista un amplio repertorio de
moléculas MHC que facilita la presentacion antigénica de una gran variedad de
péptidos.

Las moléculas de HLA de clase 1 y de clase II estan directamente implicadas
en la respuesta inmunitaria, concretamente en la presentacidon antigénica a
linfocitos T. Ambas moléculas difieren en varios aspectos relacionados con la
estructura, el tipo de péptido que unen, su patron de expresién o el tipo celular al
que presentan el péptido, entre otros. En la Figura 8 se representa la estructura de
MHC-1y de MHC-II.

2 Para el tipaje de los gendsA se pueden emplezar técnicas serolégicas o gendmicas. En el caso del
tipaje HLA obtenido por técnicas gendmicas, se emplea la nomenclatura actual para |oH 2w
ejemplo,HLA-B*27:05). Esta nomenclatura no puede aplicarse al tipaje HLA realizado mediante técnicas
seroldgicas, ya que no se identifican alelos sino antigenos (por ejemplo, HLA-B27).
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MHC-| MHC-1I

Figura 8. Estructura de las moléculas de MHC de clase I y clase II. En la imagen estan
representadas en amarillo las cadenas o, en azul la cadena B y en verde la cadena [2-
microglobulina. En rojo se representa el surco de unidén al péptido. Figura modificada a partir de
Janeway 7th (183)

Las moléculas de HLA de clase I estan formadas por una cadena peptidida a,
codificada dentro de la region MHC, y una cadena {3 invariante, codificada en el
cromosoma 15 y denominada 32-microglobulina. La cadena a esta constituida por
tres dominios de tipo inmunoglobulina, formando ol y a2 el surco de uni6n al
péptido. Los péptidos que presentan las moléculas de HLA de clase I por regla
general tienen origen endogeno y su longitud es de 8 6 9 aminoacidos.
Practicamente todas las células nucleadas del organismo expresan MHC-I y son las
encargadas de presentar péptidos de origen endoégeno a linfocitos T CD8+
(linfocitos T citotéxicos) Por su parte, las moléculas de MHC de clase II estan
formadas por una cadena o y otra 3, ambas codificadas en la region MHC del
cromosoma 6 (Figura 8); el surco de unién al péptido lo conforman los dominios
extracelulares al y 1, pero el polimorfismo se concentra sobre todo en 31, siendo
la cadena a muy poco polimérfica. La expresion de las moléculas de HLA-II esta
mas restringida a células de sistema inmunitario, principalmente CPAs
profesionales (células dendriticas, macréfagos y linfocitos B) pero también puede
observarse en otros tipos celulares, como en linfocitos T activados. Se encargan de
presentar péptidos de origen exégeno, de unos 12 o 13 aminoAacidos, a linfocitos T
CD4+ (linfocitos T colaboradores o helpers). Tanto en caso de MHC-I como en MHC-
II la unién de las dos cadenas que las forman y del péptido en la hendidura es
imprescindible para que se expresen en membrana; en ausencia de infeccion, y por
tanto de péptidos antigénicos procedentes de patdgenos, la expresion de MHC en
membrana va acompafada de péptidos propios, frente a los cuales el sistema
inmunitario no responde en ausencia de enfermedad gracias al correcto

establecimiento de la tolerancia durante el desarrollo de las células T en el timo
(181, 183).

1.41.2 HLAylaEIl

Las moléculas MHC son claves en la respuesta inmunitaria. En primer lugar
van a ser imprescindibles en el desarrollo de linfocitos T, ya que intervienen en los
procesos de seleccion positiva y selecciéon negativa en el timo, que tienen como
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objetivo la eliminacién de clones de linfocitos T autorreactivos. Ademas, son
fundamentales en la respuesta inmunitaria ante patégenos intracelulares y
extracelulares, ya que el reconocimiento del péptido presentado por MHC por
parte del linfocito T es una de las sefiales necesarias en la sinapsis inmunolégica
(183). Todo esto explica la relacion que existe entre HLA y la susceptibilidad frente
a determinados patogenos o la relacidon con enfermedades autoinmunes. Mas de
100 enfermedades, la mayoria de ellas autoinmunes, se han relacionado con HLA,
siendo algunos de los ejemplos mas claros la enfermedad celiaca (asociacién con
DQB1*02:01 y DQB1*03:02) (184), la espondilitis anquilosante (asociacién con
B*27) (185), la enfermedad de Behcet (asociaciéon de B*51) (186) o la diabetes
mellitus tipo I (asociacion con DRB1*03 o DRB1*04) (187).

Dentro de las enfermedades mediadas por el sistema inmunitario para las
que se ha descrito asociacién de HLA se encuentra la EII. Gracias a la utilizacion de
técnicas serologicas, Gleeson y su equipo (188) llevaron a cabo en 1972 el primer
estudio de asociaciéon de antigenos HLA con EIl. Los genes HLA, como ya se ha
comentado previamente, se situdn en el brazo corto del cromosma 6, donde se
localizé una de las regiones de susceptibilidad de EIl denominada IBD3 (2, 87, 189-
191). Aunque es dificil de determinar con exactitud, se estima que la regién HLA
podria contribuir entre un 10 y un 33% al riesgo genético de padecer la EC, y entre
un 64% y un 100% en el caso de la CU (192, 193), indicando que la asociacion con
HLA es mas importante en el caso de la CU. La realizacién de estudios de asociacién
caso-control ha demostrado la relacion de diferentes alelos con la enfermedad; los
resultados obtenidos en estos trabajos no siempre se confirman de una poblacién a
otra, debido, entre otros motivos, a que el estudio de asociacion de HLA con
enfermedad es muy complejo por el alto desequilibrio de ligamiento existente
entre los diferentes loci y el elevado polimorfismo de los mismos (98). La
realizacion de GWAS y metanalisis posteriores han confirmado la fuerte asociacién
de la region MHC tanto con la CU como con la EC (101, 114, 116, 118). En el
metanadlisis realizado por Stokkers y colaboradores en 1999 (97) se recopilaron
resultados de 29 estudios entre 1980 y 1998, en los que se habian utilizado
técnicas serologicas o gendmicas, en diferentes poblaciones. En este trabajo se
describi6 la asociacion de HLA-DR2, HLA-DR9 y HLA-DRB1*01:03 con la CU y el
papel protector de HLA-DR4; en cuanto a la EC, HLA-DR7 y HLA-DQ4 se calificaron
como alelos de susceptibilidad mientras que HLA-DR2 y HLA-DR3 resultaron ser
protectores.

Probablemente el estudio mas importante hasta el momento en cuanto a
asociacién de HLA con EIl se publicé en el afio 2015; en él, gracias a la colaboracién
de grupos de todo el mundo, se analizaron mas de 7000 SNPs en la region MHC en
mas de 32000 pacientes con EIl y casi 35000 controles sanos (100). En este
estudio se demostrd nuevamente la asociacion de diferentes alelos con la Ell, tanto
con la CU como con la EC, siendo especialmente relevantes los alelos de HLA-II y
principalemente HLA-DRBI: el disefio del estudio se basa en un modelo centrado
en DRB1 (HLA-DRB1-focused model) en el que se realizan una serie de regresiones
logisticas condicionadas posteriores para intentar evitar falsas asociaciones debido
al LD. Segun estos autores, las relaciones encontradas entre HLA y EII explican el
2% y 5% de la varianza observada en la EC y la CU respectivamente, sugiriendo
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nuevamente que la importancia de estos genes es mayor en el caso de la CU. Los
resultados obtenidos en este estudio se representan en la Figura 9.

En el estudio de Goyette y colaboradores la asociacion mas fuerte con la CU
es la de DRB1*01:03. Probablemente este resultado sea uno de los mas
reproducidos en otros estudios en relaciéon a HLA y la CU (98, 194-200), no sélo
con respecto al aumento de la susceptibilidad a padecer la enfermedad sino
también con caracteristicas clinicas, como pancolitis (84, 118, 194, 201), una tasa
mas alta de colectomia (98, 194, 197) o el aumento de la aparicién de
manifestaciones extradigestivas, sobre todo articulares (201, 202). Otros muchos
autores han asociado el alelo DRB1*15:02 con la CU (98, 195, 199, 203-208), sin
embargo en el estudio de Goyette y colaboradores se asocia el alelo DRB1*15:01
mientras que la asociacion de DRB1*15:02 1a consideran secundaria al LD existente
con otros alelos HLA (100). DRB1*15 también se ha asociado con peor prondstico y
necesidad de colectomia en pacientes con CU (197, 209), indicando Masuda y
colaboradores (210) que la gravedad de la enfermedad y la falta de respuesta estan
relacionadas con DRB1*15:02 mientras que DRB1*15:01 se asocia con CU tratable.
Ademas, los alelos DRB1*11, DRB1*12, y DRB1*13 se han asociado con la CU en el
estudio de Goyette y colaboradores (100). Satsangi et al (83) también encontraron
asociacion de DRB1*12 con la CU en poblacion inglesa y otros autores con DRB1*11
(180, 199). Por el contrario, Uyar et al (204) describieron el papel protector del
alelo DRB1*13 frente a la enfermedad.
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Figura 9. Modelo de asociacion de HLA de clase 1 y de clase II con enfermedad
inflamatoria intestinal propuesto por Goyette et al (100). Segun este modelo
centrado en HLA-DRRBI, los alelos seleccionados y asociados de forma independiente
con enfermedad de Crohn (a) o colitis ulcerosa (b) se representan dentro de una caja
azul; los alelos dentro de una caja gris tienen un efecto equivalente al de los
anteriores. El efecto de los alelos representados dentro de una caja blanca es
secundario al de los alelos seleccionados en azul y desaparece al realizar regresiéon
logisitica condicionada.
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El alelo DRB1*01:03 también se ha relacionado con EC (195, 196, 199, 208),
siendo ésta la asociacién mas fuerte descrita de HLA con la EC en el trabajo de
Goyette (100). DRB1*01:03 se ha relacionado sobre todo con localizacion colénica
de las lesiones (99, 118, 196) y con la presencia de Epa (211). Por el contrario, el
alelo DRB1*01:01 es protector frente a la EC en el trabajo de Goyette et al (100).
Probablemente otra de las asociaciones mas fuertes de HLA con EC sea la de
DRB1*07. Este alelo se ha asociado con la enfermedad en muchas cohortes
diferentes (99, 100, 199, 211-213) y con la localizacién de las lesiones, en este caso
con EC ileal (99, 209, 211), o con un comienzo temprano de la enfermedad (213).
Por otro lado, los alelos DRB1*08:01 (100) y DRB1*13:02 (100, 208, 209, 214, 215)
también se han relacionado con aumento de susceptibilidad a padecer EC en
algunas poblaciones. DRB1*04 se ha asociado con EC, fundamentalmente en
poblacion japonesa pero también en poblacién caucasica (199, 205, 208, 216), y
con falta de respuesta a corticoides (209) o EC ileal (88), mientras que en algunos
estudios se ha demostrado su papel protector frente a CU (98, 100, 208).

Para algunos alelos HLA se ha descrito su papel protector frente a la EI],
dentro de los cuales destacan DRB1*04 (97, 98, 100, 208), DRB1*03:01(100, 198,
217), DRB1*07, DRB1*09 y DRB1*13, protectores frente a la CU (100), y
DRB1*01:01 (100), DRB1*03:01 (97, 100, 212, 213), DRB1*15:01 (211) y
DRB1*16:01 (100), protectores frente a la EC.

La contribucién de los alelos HLA de clase I al riesgo de padecer EII es
menor que en el caso de HLA-II, sin embargo se han descrito una serie de
asociaciones que merece la pena destacar. Probablemente la asociacion mas fuerte
dentro de los alelos de HLA-I sea la de los alelos B*52:01 y C*12:02 con CU (98,
100). B*52 también se ha relacionado con localizacién coldnica en pacientes con EC
(218). A*02:01, A19 y A24 también se han relacionado con aumento de riesgo de
padecer CU mientras que B*18:01 desempefia un papel protector (100, 199). En
relacion con la susceptibilidad a padecer EC y HLA-I, en el trabajo de Goyette y
colaboradores, se describe la asociacién de A*03:01, C*06:02, B*14:02, B*52:01 y
C*14:02, mientras que el alelo B*35 resulté ser protector (100). En otros trabajos
también se han asociado con la EC los alelos HLA-B18 y HLA-B21 (199).
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1.4.2 MICA

1.4.2.1 Aspectos generales

Los genes MIC (del inglés, MHC class I chain related) fueron descritos
simultdneamente por dos grupos diferentes a mediados de los afios 90 (219, 220)
y se clasifican dentro de los genes MHC de clase I no clasicos o moléculas de MHC
de clase Ic (221). Hasta la fecha se han descrito 7 genes MIC (MICA, MICB, MICC,
MICD, MICE, MICF y MICG) de los que tan s6lo MICA y MICB codifican para una
proteina, siendo el resto pseudogenes (222). El gen que codifica para MICA se sitia
en el cromosoma 6, a unas 46kb en direccion al centrémero de HLA-B, entre los
genes de HLA-B'y TNFA (223). Es un locus polimorfico, si bien bastante menos que
las MHC-I clasicas, y a fecha de hoy hay mas de 100 alelos descritos, que codifican
para 81 proteinas diferentes (https://hla.alleles.org). A pesar de que MICA
comparta entre un 18 y un 36% de su secuencia con las moléculas de MHC-I, no
interviene en la presentacion de antigenos, ya que es incapaz de unir y presentar
péptidos antigénicos (224); ademas, MICA se expresa en membrana sin ir
acompafiada de [3-2-microglobulina. El gen contiene 6 exones que codifican para
un tallo citoplasmatico, una regiéon transmembrana y tres dominios extracelulares
(al, a2 y a3) (223), dando lugar a una glicoproteina de 383 aminodacidos (225).
Los dominios al y a2 contienen las hélices que en moléculas de MHC-I clasicas
forman la hendidura de unién al péptido (226); estas dltimas son las regiones mas
variables, donde el polimorfismo puede tener un significado funcional (223, 227)
(Figura 10).

Figura 10. Vista de una representacion de la
estructura cristalizada de MICA. S6lo se muestra la
region extracelular, que consiste en 2 dominios
estructurales: la plataforma ala2 y «3. La unidad
formada por ala2 consiste en cuatro o hélices

organizadas en ocho ldminas 3 antiparalelas. E1 dominio

$ : contacto directo con la plataforma. Imagen obtenida del
J ] Research Collaboratory for Structural Bioinformatics
. Protein Data Bank (RCSB PDB ID:1B3J) (227).
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MICA se une a receptores NK, concretamente NKG2D (Natural Killer group
2, member D) (226, 228), presente no sélo en células NK sino también en linfocitos
T y8 y linfocitos T aff CD8+. También se ha observado expresion anomala de
NKG2D en linfocitos T colaboradores CD4+ en lugar de CD28 (229). NKG2D es una
glicoproteina que se expresa en membrana en forma de homodimero y que
pertenece a la superfamilia de las lectinas tipo C, cuyo gen se situa en el
cromosoma 12 (12p13.2) (230). NKG2D reconoce ademas otros ligandos con los
que MICA comparte alrededor de un 25% de aminoacidos en los dominios alaZ2
(230, 231): estos ligandos son principalmente MICB y proteinas homdlogas a RAE-
1 murina (ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3) (231, 232). La sefial producida tras la union
de MICA con NKG2D invalida la sefal inhibitoria recibida en la célula NK tras el
reconocimiento de HLA-C/E por parte de KIRs y NKG2A/B, y activa la actividad
citolitica de las células NK (233). En linfocitos T, la uniéon de NKG2D a su ligando
actia como sefial coestimuladora que regula la sefial del TCR, sirviendo como nexo
de unién entre inmunidad innata y adquirida. La sefnalizacién a través de NKG2D
necesita de una proteina adaptadora llamada DAP10, con motivos YXXM similares
a los presentes en CD28 (senal coestimuladora el LT virgenes) (234). La unién
MICA|NKG2D desempefla un papel importante en la eliminacion de células
infectadas o tumorales (235), interviniendo de esta manera en el mantenimiento
de la integridad del epitelio intestinal gracias a la eliminacién de células dafiadas
(224).

MICA también es capaz de unirse a determinadas poblaciones de LIEs y§
(con la region V1) a través de su TCR (236, 237). Esta poblacién de linfocitos, en
cuyo desarrollo desempefia MICA un importante papel, tiene una variabilidad de
su receptor muy limitada, por lo que se ha sugerido que respondan a los llamados
“antigenos de estrés” mas que a antigenos microbianos. Entre sus funciones se
pueden destacar la actividad antitumoral (a través de citolisis y liberacion de
citoquinas como TNF-a e IFN-y), inmunorregulaciéon o reparacién del dafo de las
mucosas (liberacion de factores de crecimiento para fibroblastos, tejido conectivo
y queratinocitos) (237). Algunos estudios demuestran la acumulacién y expansion
clonal de estos linfocitos en la mucosa inflamada de pacientes con EC (238, 239).

Aunque a dia de hoy se ha observado una expresion ubicua de MICA a
excepcion del sistema nervioso central, al menos a nivel de transcrito primario,
(235), durante mucho tiempo se pensd que su expresion estaba restringida al
epitelio gastrointestinal y tumores epiteliales (206, 223, 240), y es en estos tejidos
donde es especialmente importante. Mientras que la expresién de MICA es muy
baja en condiciones normales, bajo condiciones de estrés celular, como shock
térmico (224), transformacion, infeccion viral (241) o aloinjerto (237), ésta
aumenta considerablemente, por lo que se la ha considerado como sensor del
estado celular. Por otro lado, se ha sugerido el papel de MICA en Ila
inmunovigilancia, ya que su expresién también aumenta tras la malignizacién
celular (226). Sin embargo, las células tumorales epiteliales han desarrollado una
serie de mecanismos de escape inmunolégico, dentro de los que destacan los
siguientes (242): 1) disminuciéon de la expresiéon de MICA en membrana; 2)
aumento de la produccién de MICA soluble (sMICA) a partir de moléculas de
membrana (243); 3) aumento de la expresion de HLA-G, cuya forma soluble
desencadena apoptosis en células NKy LT CD8+ activados.
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Se ha descrito un polimorfismo STR (Short Tandem Repeat) en el ex6n 6,
que codifica para la regiéon transmembrana (TM), consistente en 4, 5, 6 6 9
repeticiones del trinucledtido GCT como variantes mas frecuentes (244), siendo los
alelos de 7, 8 6 10 repeticiones variantes raras (245-247). GCT codifica para el
aminoacido alanina y dependiendo del nimero de repeticiones se nombran los
correspondientes alelos. Ademas, se ha caracterizado otro alelo en esta region
(MICA*A5.1) en el que hay cinco repeticiones del triplete GCT y una insercién de
una guanina en el segundo triplete (GGCT) que produce un cambio en el marco de
lectura y da lugar a un codén stop prematuro en la region TM de la proteina (248).
Esta proteina truncada no sélo difere del resto de proteinas MICA en su longitud
sino también en ciertos aspectos como la localizacién celular, la unién a la
membrana, la modificacién postraducional o la forma en la que es liberada al
exterior celular (244, 249-252). Dependiendo de la poblacidn, la frecuencia de los
alelos MICA-STR es variable. La frecuencia del alelo MICA*A5.1 es elevada en
diferentes poblaciones, alcanzando hasta el 55% en la poblacién caucasica (244);
sin embargo en otras cohortes el alelo mas frecuente es MICA*A6 (248, 253, 254).

1.4.2.2 MICAyla Ell

La expresion de MICA en el epitelio intestinal es baja en condiciones
normales y su localizaciéon es fundamentalmente basolateral. Su presencia actua
como sensor de estrés y de dafio en las CEI; y, gracias al reconocimiento por parte
de NK y LT, permite la eliminacién de células danadas y el mantenimiento de la
integridad del epitelio (255). La localizacién de la proteina MICA*A.5.1 en el
enterocito es apical en lugar de basolateral, principalmente debido a la carencia de
secuencia sefal, lo cual dificulta la interacciéon con su receptor en células NK y
células T (244). Por otro lado, la expresién de MICA es mayor en colonocitos que
en células epiteliales del intestino delgado. Esto esta justificado en parte por el
enorme estrés al que esta sometido el intestino grueso ante la presencia de
abundante flora bacteriana (224), e, incluso, se ha demostrado el aumento de
expresion de MICA en infeccién por determinadas cepas de Escherichia coli (256).
En la mucosa intestinal de pacientes con EII se ha observado una alteracién de la
expresion de MICA. Mientras que en la CU se observa un defecto global en la
expresion de moléculas de MHC de clase I no clasicas, como CD1d, MICA o HLA-E
(224, 257), en la EC no so6lo se ha observado presencia de MICA sino también un
aumento de la expresion en el epitelio intestinal (256). Estas diferencias podrian
justificar, como se comentara mas adelante, por qué hay numerosos estudios de
asociacién de MICA con la CU y muchas menos evidencias de asociacion con la EC.

Desde que MICA se describid, son multiples los estudios que van
encaminados a desvelar qué papel puede desempefiar en la etiopatogénesis de
enfermedades autoinmunes. Hampe y colaboradores (2) encontraron un locus de
susceptibilidad para la EII en la region HLA, cerca del gen que codifica para el TNF-
a; sin embargo no encontraron asociacion entre este gen y ninguna de las dos
formas de la EII. Ya que el gen MICA se sitia en esta region, es un buen candidato
como gen de susceptibilidad genética frente a la EII. Los resultados obtenidos en
los estudios de asociacién de MICA con EII son cuanto menos contradictorios ya
que no siempre son reproducibles entre grupos. Seki et al (206) describieron
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asociacién de MICA*A6 con la CU en poblacion japonesa; sin embargo en estudios
posteriores el mismo grupo confirmé que la asociacién se debia en realidad a HLA-
B*52, alelo con el cual MICA*A6 se encuentra en LD (258). Por otra parte, algunos
investigadores han descrito asociacion del alelo MICA*A5.1 con la CU en distintas
poblaciones (199, 222, 223, 257). Ni la asociacién de MICA*A5.1 ni de MICA*A6 se
lograron replicar en poblacion alemana (259), britanica (255) o espafiola (198,
225, 260). Ademas de estudios de asociacion con susceptibilidad a padecer colitis
ulcerosa, también se han realizado estudios de asociacién con determinadas
caracteristicas clinicas, como la localizacién, la edad de comienzo de la
sintomatologia o la presencia de manifestaciones extradigestivas. En este caso
también existen resultados controvertidos. Sugimura et al (258), describen
asociaciéon de MICA*A6 con comienzo temprano de la enfermedad y con colitis
extensa (pancolitis). Por otra parte, el grupo de Kamoun (261) asocia este alelo en
poblacién tunecina con la presencia de MED; este mismo grupo asocia MICA*A5
con inicio tardio de la enfermedad. Ding et al (222) relacionan el alelo MICA*A5.1
con la presencia de MED y mientras que el alelo MICA*A4 es menos frecuente en
pacientes con pancolitis. En la poblacién espafiola estudiada por Fdez-Morera
(260), no hay diferencias en cuanto a asociacién de MICA-STR con la CU pero si al
analizar la localizacion de la enfermedad: al contrario de lo observado en otras
poblaciones, el alelo MICA*A5.1 es protector frente a una localizacién extensa de la
colitis mientras que MICA*A5 se asocia con pancolitis. En poblacién inglesa,
Orchard et al (223), encontraron la asociacién del alelo MICA*A5.1 con la aparicién
de artritis periférica de tipo 2.

La relacién entre MICA-STR y la EC ha sido mucho menos estudiada y pocos
son los trabajos en los que se ha encontrado asociaciéon. Kamoun y su equipo (261)
describieron el papel protector de MICA*A5.1 frente a la enfermedad mientras que
el alelo MICA*A6 se asocié con una mayor actividad de la EC en esa poblacion. Si
que se ha observado aumento de la expresién de MICA en CEI de pacientes con
enfermedad de Crohn y aumento de LT helper CD4+ NKG2D+ en la lamina propia
(262).

1.4.3 RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES

La presencia de una concentracidn tan elevada de bacterias en el intestino
humano requiere una estrecha regulacion de la respuesta por parte del GALT. La
mayoria de las bacterias luminales, lejos de ser nocivas, son indispensables para el
correcto desarrollo del organismo. Es por tanto necesario reconocer esta flora
como comensal y distinguirla de las especies patdgenas, frente a las cuales habra
que iniciar una respuesta inmunitaria para combatirlas. Los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) son receptores transmembrana o citosolicos
incluidos dentro de los llamados receptores de la inmunidad innata, ya que no son
antigeno-especificos, aunque su expresion no esta restringida a las células de la
inmunidad innata sino que también los expresan células de la inmunidad adquirida
y células no inmunitarias. Los PRRs reconocen PAMPs, o, como se denominaron
posteriormente, patrones moleculares asociados a microbios (MAMPs), presentes
en bacterias, virus y hongos (183). Dentro de los PRRs se pueden distinguir al
menos tres grandes familias: receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo NOD
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(NLRs) y receptores tipo RIG (RLRs) (263). Los TLRs y NOD2, receptores en los
que se va a centrar este trabajo, se expresan ampliamente en la mucosa digestiva y
van a intervenir activamente en la defensa frente a microorganismos a cuatro
niveles (264):

Reconocimiento de patrones moleculares asociados a microbios
Expresion en la interfaz entre el lumen (ambiente) y la mucosa intestinal

Nexo de uniéon entre la inmunidad innata y la adquirida mediante la
induccién de la produccién de citoquinas pro y antiinflamatorias y
quimioquinas

Induccién de vias antimicrobianas

Por tanto, el papel de estos receptores es clave en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal, ya que la induccién de una actividad antimicrobiana
contribuye a la proteccion de la barrera epitelial al impedir la invasidon por parte
de las bacterias del lumen, ademas de contribuir a la defensa frente a
microorganismos patégenos y a la tolerancia frente a la flora comensal (Figura 11).
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Figura 11. Esquema que representa el papel de los TLRs y NOD2 en el
intestino. Figura modificada a partir de Cario et al, 2005 (264)

1.4.3.1 NOD2

Las proteinas NOD (del inglés Nucleotide-binding oligomerization domain-
containing protein) pertenecen a los NLR (Nod like receptors), un tipo de PRR
intracelular. Los principales representantes de las proteinas NOD son NOD1 y
NODZ2, que reconocen productos derivados de la pared celular bacteriana, y que
inducen la transcripcion génica a través de la activacién de NFkB o de la via de las
MAPK: el ligando de NOD1 es el acido meso-diaminopimélico presente
fundamentalmente en bacterias Gram (-) mientras que NOD2 reconoce MDP, un
producto de degradacién del peptidoglicano (PG) (91). Ademas, el acido N-glicolil
diaminopimélico presente en micobacterias y el ARN de cadena sencilla virico
(ARNSss) pueden ser también ligandos de NOD2 (150).

NOD2 esta formado por dos dominios amino-terminales en tdndem de
reclutamiento de caspasas (CARD), un dominio central NBD de union de
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nucleétidos (también llamado NOD) y una serie de repeticiones ricas en leucina
(LRR) en el extremo carboxi-terminal de la proteina (92). En la Figura 12, se
muestra un esquema de la estructura de NOD2 junto con la localizacién de las
variantes mas comunes. Hasta el 93% de las variantes de NOD2 descritas hasta
ahora se sitian en la region rica en leucina (LRR) (86).
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Figura 12. Esquema de NOD2 y situaciéon de las mutaciones mas comunes en
enfermedad de Crohn. 1007insC y Gly908Arg se sitiian en la region rica en leucina
(LRR), que es la encargada del reconocimiento del ligando. Arg702Trp y Pro258Ser se
sitdan en la regién de oligomerizacién y uniéon de ATP. LRR= Leucine-rich repeat,
NBD=Nucleotide Binding Domain; CARD= Caspase Recruitment Domain; MDP=Muramil
dipéptido. Figura modificada a partir de Limbergen et al, 2014 (90)

Desde su descubrimiento, NOD2 se ha considerado como receptor de PG, o
mas tarde de MDP, y se ha dado por hecho que existe un reconocimiento directo y
una unién entre ligando y receptor, concretamente entre MDP y el domino con
LRR. Sin embargo, existe un gran desconocimiento sobre si efectivamente NOD2 es
capaz de unir directamente MDP sin necesidad de ninguna proteina adaptadora y
sobre como se produce exactamente esta unién. En un trabajo reciente, Mo y
colaboradores (265) afirman que el dominio de unién de nucledtidos NBD
desempefia un papel fundamental en el reconocimiento y unién de MDP, incluso
mas que la region LRR; la region LRR, sin embargo, también es importante en la
uniéon de MDP ya que se demostro la union del ligando por proteinas NOD1
recombinantes con la region LRR de NOD2. La demostrada disfunciéon en la
sefializacion a través de NOD2 en proteinas con mutacidon en LRR se debe a una
menor respuesta al MDP. Ademas, la unién de ATP es imprescindible para la
sefializacion a través de NOD2 y su hidrélisis marca la inactivacién de la proteina
(Figura 13).
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Figura 13. Modelo hipotético de activacion de la sefializacién a través de NOD2. Segin este
modelo NOD2 se encuentra en estado inactivo cuando no une ATP o une ADP (3/4 circulo rojo).
Tras la unién de ATP (circulo verde) se produce un cambio conformacional que induce la homo-
oligomerizacién y permite la unién de MDP (pentdgono); esto promueve la oligomerizacién y la
sefializacidn a través de NOD2. Cuando se hidroliza el ATP a ADP se vuelve al estado basal. CARD=
Caspase Recruitment Domain; NBD=Nucleotide Binding Domain; LRR=Leucine Rich Repeat;
MDP=Muramil dipéptido. Figura modificada a partir de Mo et al, 2012 (265)

NOD2 es un receptor intracelular, por lo que el PG debe penetrar en la
célula para poder ser reconocido. La entrada de PG no implica necesariamente
invasion por parte de bacterias intracelulares patégenas, sino que puede ser
introducido en la célula por endocitosis, a través de determinados transportadores
e incluso “inyectado” por determinadas bacterias patégenas como Helicobacter
pilory (266). El PG puede ser liberado por bacterias al medio durante la division
celular, como se demuestra en el sobrenadante de medios de cultivo de bacterias
Gram (+) y Gram (-) (267). Por lo tanto, incluso en ausencia de enfermedad y de
infeccion, existen unos niveles basales de PG liberado por la flora comensal en el
lumen intestinal y una activacion ténica de NOD2 que contribuyen a la homeostasis
intestinal (91).

La expresion de NOD1 esta muy extendida por diversos tipos celulares, sin
embargo la de NODZ esta restringida al compartimento hematopoyético, tanto de
origen linfoide como mieloide. Existe una excepcion a nivel de mucosa intestinal,
en la que NODZ no sélo se expresa en células del sistema inmunitario innato, como
monocitos o células dendriticas, o células de la inmunidad adquirida, como células
T, sino también en células epiteliales intestinales (86, 91): la expresion de NODZ en
CEI es baja o ausente pero aumenta considerablemente en respuesta a la
inflamacién o a citoquinas inflamatorias (90), siendo la expresiéon mas alta de
NODZ dentro del epitelio intestinal en las células de Paneth (268). En las células del
sistema inmunitario la expresion de NOD2 también se puede regular por varias
sefiales, como se ha demostrado en macrofagos tras la estimulacién con LPS, IFN
tipo Iy TNF.
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1.4.3.1.1 Seializacién a partir de NODZ2 y su relacién con la EIl

Tras la unién del ligando se induce un cambio conformacional en la proteina
que favorece la oligomerizacion mediada por el dominio NBD. Esta
oligomerizacion promueve el reclutamiento de la proteina adaptadora RIP2 a
través de una unién homotipica CARD|CARD; la intervencién de RIP2 es una de las
diferencias principales entre esta via de sefializacion y la de los TLRs. RIP2 recluta
y activa al complejo TAK1-TAB2-TAB3, que a su vez activa al complejo IKK. KK es
el encargado de fosforilar y degradar IkB, inhibidor de NFkB, y como resultado se
activa NFkB. Ademas de la via de NFkB, NOD2 puede activar la via de las MAPK, a
través de ERK, ERK2, JUN, JNK y p38. A través de estas dos vias, se activa la
transcripcion de genes de mediadores inflamatorios, como TNFA, IL-6, IL-8, CCL2,
CXCL8, CXCL2 o péptidos antimicrobianos como las defensinas. Gracias a la
liberacién de estos factores se reclutan y activan células del sistema inmunitario
innato, como neutroéfilos y monocitos, que van a contribuir a la eliminacién
bacteriana (269). En macréfagos homocigotos para variantes hipofuncionales de
NODZ se ha observado también la disminucién de la expresion de IL-10, debido a la
inhibicion de la ribonucleoproteina hnRNP-A1 y la supresion directa de la
transcripcién del gen IL-10; esta citoquina es clave para el mantenimiento de la
tolerancia frente a la microbiota y de la homeostasis intestinal ya que se trata de
una citoquina inmunosupresora y antiinflamatoria (270). En respuesta al ARNss
viral se incrementa la producciéon de IFN-f gracias a la activaciéon por parte de
NOD2 de la via de IRF3 a través de MAVS. (150). Ademas, recientemente se ha
descrito la activacién de la sefializacién a través de Notch y la regulacién
epigenética de promotores de genes de citoquinas como resultado de la
sefializacion a través de NOD2 (91).

La localizacién de NOD2 dentro de la célula es variable: puede ser reclutado
por proteinas adaptadoras a la membrana plasmatica para detectar la invasién
bacteriana en el mismo punto de entrada, lo que va a estar relacionado con la
capacidad de NOD2 de activar NFkB. También se sitia inmerso en el citosol donde
puede responder al PG introducido por vesiculas en el interior celular (91). La
degradacion de NOD2 esta fuertemente regulada para asegurar una respuesta
controlada; asi, la unién de MDP desencadena la degradacion de NOD2 y de RIP2 a
través del proteasoma (271). Se han descrito algunos reguladores de la
sefializacion de NOD2, como por ejemplo la inhibicién a través de interacciones
con RAC1 y ARHGEF7, que son reguladores del citoesqueleto (91). En relacién
también con el citoesqueleto, se ha demostrado la interaccion de NOD2 con el
filamento intermedio vimentina a través de su region LRR en el interior celular. En
variantes de NOD2 que no se unen correctamente a vimentina, se ha observado un
fallo en la localizacidn cercana a la membrana plasmatica y un fallo en la activaciéon
de NFkB (272).

NOD2 esta continuamente estimulado por los niveles basales de PG en la
mucosa intestinal. Ademas, la sefializacion a través de NOD2 sinergiza con la
sefializaciéon a través de los TLRs aumentando la respuesta de estos receptores
frente a su ligando, como se comentara con detalle mas adelante (269). La accién
de citoquinas del medio junto con la activacion directa de NOD2 en el interior de
las células dendriticas, estimula la respuesta Th2, que podria considerarse una
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respuesta homeostatica en el intestino. Cuando hay algin defecto funcional en
NOD2 se altera esta polarizacién de la respuesta, y se favorece una respuesta Th1
desencadenada por los TLRs en respuesta a la microbiota intestinal. Por otro lado,
en células dendriticas preestimuladas con MDP, se observd in vitro una
disminucién en la induccién de la produccion de citoquinas proinflamatorias tras
la estimulacion de TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 y TLR9; esto sugiere que NOD2
también ejerce un efecto “tolerogénico” al inhibir en parte la sefializacién a través
de los TLRs (273).

NOD2 también regula la produccién de IL-23 a través de un microARN
(miR-29) que controla su expresién, y, por lo tanto, también interviene en la
diferenciacion hacia Th17 (91, 126). Esta activacion toénica contribuye a la
eliminacidon temprana por parte del sistema inmunitario de bacterias patégenasy a
la tolerancia frente a la flora comensal. Cuando falla la sefializacién a través de
NODZ2, como por ejemplo en presencia de mutaciones que impliquen una pérdida
de funcion, falla la deteccién de bacterias no patégenas y no invasivas y se altera la
homeostasis intestinal (86, 269). Tan estrecha es la relaciéon entre NOD2 y la flora
comensal que se han descrito diferencias en la composicion de la misma al
comparar pacientes con mutacién y pacientes sin mutacién en NOD2 (274).

Por otro lado, NOD2 va a ser importante en la defensa frente a
microorganismos patogenos, como se ha observado gracias al aumento de
susceptibilidad a infeccién por Listeria monocytogenes o AIEC en ratones
deficientes en NOD2 (91). Como ya se ha mencionado, la unién de NOD2 a MDP
induce, entre otras cosas, la produccion de péptidos antimicrobianos. Algunos
microorganismos han desarrollado mecanismos para evitar el reconocimiento por
parte de NOD2, en su mayoria relacionados con la modificacion del PG de su pared
(275). Esta demostrado que la activacion de NOD2 induce la expresion de péptidos
antimicrobianos en las células de Paneth (126), y en la EC se ha observado
disminucién en la producciéon de defensinas por parte de estas células. Sin
embargo no queda claro si esto se debe a la mutacién en NODZ2 o esta relacionado
con la inflamacién y el dafio producido en la mucosa intestinal, ya que también se
observa en pacientes con EC que no presentan esta mutacion (276).

NOD?2 es clave en el proceso de autofagia, ya que interacciona directamente
con la proteina ATG16L1 y la recluta hacia el sitio de entrada de las bacterias en la
membrana plasmatica. Esta interaccion es independiente de NFkB y RIP2.
Variantes de NODZ con defecto en la localizacion cerca de la membrana se unen a
ATG16L1 y lo retienen en el citosol, impidiendo su acercamiento a la membrana
plasmatica y, por tanto, alterando el proceso de autofagia (149). En pacientes con
EC y mutacién en NODZ el proceso de autofagia y por tanto la eliminaciéon de
bacterias intracelulares esta alterado (132).
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Figura 14. Papel de NOD2 en la enfermedad de Crohn. La deteccién de muramil dipéptido
(MDP) liberado por la microbiota por parte de NOD2 es clave en el mantenimiento de la
homeostasis intestinal. La sefalizacion a través de este receptor estimula la produccién de péptidos
antimicrobianos y moco, que mantiene a la microbiota fisicamente separada de las células
epiteliales. (imagen de la izquierda). NOD2 estimula la produccion de IL-23 por parte de las células
dendriticas activadas, lo que favorece una respuesta Th17 temprana. Las células Th17 contribuyen
a la funcién de barrera gracias a la liberacién de citoquinas (como la IL-22), productos
antimicrobianos (REGIIly) y quimioquinas (como la CCL2, que atrae a macré6fagos). En la mucosa de
pacientes con enfermedad de Crohn portadores de mutacién en NODZ2 (imagen de la derecha), la
funcion de barrera del epitelio y la respuesta inmunitaria protectora esta alterada, por lo que ante
cualquier perturbaciéon se desencadena una respuesta inflamatoria crénica compensatoria. Imagen
modificada a partir de Philpott et al, 2014 (91)

En resumen, NOD2Z desempefia un papel muy importante en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal a través de la fortificacién de la
barrera epitelial intestinal, la regulaciéon de la microbiota y de la inmunidad innata
y adaptativa en el intestino (Figura 14). En pacientes con EC, la mutaciéon de NOD2
contribuye a la ruptura de la homeostasis ya que se produce una desregulacion de
la respuesta inmunitaria frente a la microbiota a nivel de la inmunidad adaptativa
(eje IL-23/Th17, desequilibrio hacia Th1), innata (fallo en el reclutamiento de
neutrofilos y monocitos) y de la propia composicién bacteriana al estar alterados
el proceso de autofagia y la liberacién de péptidos antimicrobianos. Por lo tanto, la
mutacién en NODZ no es la causa de la enfermedad pero al verse alterada la
homeostasis intestinal favorece una respuesta inflamatoria compensatoria
inadecuada frente a la disbiosis presente en el lumen de pacientes con EC.
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1.4.3.1.2 Asociacién genética de NODZ2 con la EIl

Como se ha comentado previamente, el gen NOD2 (también conocido como
CARD15) fue el primer gen para el que se describi6 asociaciéon con la EII,
concretamente con la enfermedad de Crohn (92, 93). Una persona con NODZ
mutado en heterocigosis tiene entre 2-4 veces mas riesgo de padecer EC,
alcanzando estas cifras hasta 40 veces mas si la mutaciéon se encuentra en
homocigosis (3). Aunque se hayan descrito muchos mas genes asociados con la EC,
s6lo NODZ es capaz de explicar hasta el 20% de la predisposicion genética (277).
Existen algunos estudios que han asociado la mutacién en NODZ con la CU (278-
280) o con alguna caracteristica fenotipica (como la pouchitis crénica) (281) pero
la mayoria de trabajos no han descrito esta relacion. La mutacion en NODZ2 también
se ha asociado con sindrome Blau, pero en este caso se trata de una variante de
ganancia de funcién (282).

Son tres las variantes principales del gen NODZ2 que se han asociado con la
EC (SNP8, SNP12 y SNP13). En la variante SNP8 se produce un cambio de una
arginina por un triptéfano en la posiciéon 702 (R702W) mientras que en la SNP12 el
cambio es de una glicina por una arginina en la posicion 908 de la proteina
(G908R). La variante SNP13 se produce por la insercién de una citosina dando
lugar al cambio de una leucina por una prolina en la posicién 1007 de la proteina
(1007insC) y generando un codoén stop prematuro. Ademas de SNP8, SNP12 y
SNP13, que suponen el 80% del total, se han descrito otras variantes menos
comunes en NODZ que también estdn asociadas de forma independiente con la EC
y otras tantas en LD con las anteriores (283). En la variante J1W, por ejemplo, hay
un cambio de aminoacido en la secuencia palindrémica de la regién de corte-
empalme (splicing) en el intrén 8 y en la variante P258S se produce el cambio de
una prolina por una serina en la posiciéon 258 (90, 104).

La asociaciéon de NODZ, principalmente de las tres variantes comunes, con la
EC se ha descrito en poblaciones muy diferentes (99, 211, 284-297). Esto contrasta
con lo encontrado en algunas cohortes de origen asiatico, en las que los alelos
mutantes de NOD2 son practicamente indetectables tanto en pacientes como en
poblacién sana (298-300) o en cohortes del norte de Africa (301). En algunas
poblaciones de origen asiatico no se han asociado las tres variantes principales
pero si que se ha encontrado relacién de EC con JW1 o P268S (302, 303). La
presencia de mutaciéon en NODZ no s6lo se ha asociado con susceptibilidad de
padecer EC sino también con su fenotipo. Existen resultados diferentes
dependiendo de la poblacién a estudio, pero la mayoria de trabajos coinciden en
que la mutaciéon en NODZ se asocia con una enfermedad de comienzo temprano,
complicada, que evoluciona con un patrén estenosante o fistulizante, con mayor
necesidad de cirugia y localizacién ileal de las lesiones (96, 211, 304-306). La
relacion de NODZ con el fenotipo también se ha observado en poblacién asiatica,
sobre todo en relacién con la EC de comienzo temprano, estenosante e ileal (218).
En relacion al fenotipo también se ha observado un efecto de dosis mutacional y la
presencia de dos variantes mutadas del gen NODZ tiene un 98% de especificidad
de sufrir una EC complicada (96).
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1.4.3.2 RECEPTORES TIPO TOLL (TLRs)

Los receptores tipo Toll (del inglés Toll-like receptors, TLRs) son
probablemente el grupo de PRRs mejor caracterizado (307). Se han descrito 13
tipos de TLRs en mamiferos, de los que tan sélo 10 son funcionales en humanos
(TLR1-TLR10) (308). Los genes que codifican para los TLRs en humanos se sitian
en diferentes cromosomas: TLR1, 6 y 10 estan codificados en el brazo corto del
cromosoma 4 (4pl14), TLR2 y TLR3 en el brazo largo del cromosoma 4 (regiones
4932 y 4q35, respectivamente), TLR4 en el cromosoma 9 (9q32-q33), TLR5 en el
cromosoma 1 (1q41-42), TLR7 y 8 en el brazo corto del cromosoma X (Xp22.3) y
TLR9 en el cromosoma 3 (3p21.3) (309). La expresién de los TLRs depende del
tipo celular y se pueden subdividir en extracelulares (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS,
TLR6 y TLR10) e intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9) dependiendo de si el
producto que codifican se expresa en la membrana plasmatica o en
compartimentos intracelulares (165). En el caso del TLR4 se ha observado
expresion tanto en la membrana plasmatica como en la membrana de
compartimentos intracelulares como los fagosomas o el aparato de Golgi (151,
310) Dependiendo de la homologia de su secuencia de aminoacidos los TLRs
pueden agruparse en 5 familias: familia del TLRZ (incluye TLR1, TLR2, TLR6 y
TLR10), TLRY (incluye TLR7, TLR8 y TLR9), TLR3, TLR4 y TLR5 (308, 311). Por
ejemplo, la homologia en el dominio extracelular de TLR1 y TLR6 es de 69,3%,
alcanzando ésta hasta el 90% en el dominio TIR (308).

Los TLRs son glicoproteinas de tipo I que se caracterizan por un
endodominio tipo TIR (Toll-IL1 receptor) y un ectodominio con motivos con LRR
(Figura 15) (312-314). El dominio citoplasmatico de los TLRs y del receptor de la
IL-1 (IL-1R) es muy similar asi como la cascada que se inicia tras la activacién del
receptor, sin embargo el dominio extracelular es bastante diferente ya que el del
IL-1R tiene tres dominios del tipo Ig. El dominio TIR esta formado por unos 200
aminoacidos en el tallo citoplasmatico de la proteina en el que se pueden
diferenciar tres cajas muy conservadas que van a ser cruciales para la sefializaciéon
a través del receptor. Entre el 20 y el 30% de los aminoacidos en el dominio TIR
estan conservados de unas proteinas a otras (315).
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Figura 15. Representacion esquematica de la estructura de los receptores tipo Toll
(TLRs). A) En la figura se muestra un esquema de la estructura de TLR4. En el dominio
extracelular hay una serie de dominios con repeticiones ricas en leucina (ampliadas en el
cuadro) que posibilitan la unién del ligando. El dominio intracelular contiene un dominio TIR al
que se unirdn las moléculas adaptadoras para la internalizacién de la sefial. LRR: Leucine Rich
Repeat Imagen modificada a partir de Song et al, 2012 (314). B) En la figura se muestran dos
TLRs formando un heterodimero. Imagen modificada a partir de Beutler et al, 2006 (319)

El dominio extracelular de los TLRs esta formado por 19-25 copias en
tandem del motivo LRR. Cada repeticion consiste en 24-29 aminoacidos y contiene
la secuencia rica en leucina XLXXLXLXX y otra secuencia conservada
X#XX#XFXXLX, donde X representa a cualquier aminoacido y # a cualquier
aminoacido hidrofébico. Los motivos LRR dan forma de herradura a la region
extracelular de los TLRs, cuya superficie concava se piensa que esta implicada
directamente en el reconocimiento del ligando. A pesar de que los motivos LRR
estén altamente conservados de unos TLRs a otros, existen diferencias
considerables en cuanto al ligando que reconoce cada uno de ellos (315). En la
Tabla 3 se puede observar el conjunto de ligandos que reconoce cada TLR (310).
Ademas de su papel como sensores de la presencia de microorganismos, algunos
TLRs pueden ser activados por factores endégenos no microbianos producidos por
las células dafiadas o estresadas (309), los llamados DAMPs (del inglés, Danger-
associated molecular patterns), especialmente tras un dafio masivo del tejido como
el que se produce tras la isquemia (316); por ejemplo, HSP70 y HSPgp96 (ambas
proteinas de shock térmico) son ligandos tanto de TLR2Z como de TLR4, TLR2
puede unir también Aacidos grasos saturados y TLR4 fibrinégeno o acido
hialurénico (procedentes de la degradacion de la matriz extracelular) (307, 309).
El TLR11, que une profilina en ratén y reconoce bacterias uropatogénicas, no es
funcional en humanos debido a un codén stop prematuro (317).
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Tabla 3. Ligandos de los Toll-like Receptors

Receptor Ligando Origen del ligando

TLR1 Lipopéptidos triacilados Bacterias y micobacterias
Factores solubles Neisseria meningitidis

TLR2 Lipoproteinas y lipopéptidos Varios patégenos
Peptidoglicano .
Acido lipoteicoico Bacterias Gram(+)
Lipoarabidomanano Micobacterias
Modulinas solubles en fenol Staphylococcus epidermidis
Glicoinositolfosfolipidos Tripanosoma cruzi
Glucolipidos Treponema maltophilum
Porinas Neisseria
Lipopolisacarido atipico Leptospira interrogans
Lipopolisacarido atipico Porphyromonas gingivalis
Zymosan Hongos
Hsp70 Hospedador

TLR3 ARN de doble cadena Virus

TLR4 Lipopolisacarido Bacterias Gram(-)
Taxol Plantas
Proteina de fusién Virus Respiratorio Sincitial
Proteina de envuelta MMTV
Hsp60
Hsp70
Extradominio A de tipo III de la fibronectina
Oligosacaridos del acido hialurénico Hospedador
Fragmentos polisacaridos del heparan
sulfato
Fribinégeno

TLR5 Flagelina Bacterias

TLR6 Lipopéptidos diacilados Mycoplasma
Acido lipoteicoico Bacterias Gram(+)
Zymosan Hongos

TLR7 Imidazoquinolina
Loxoribina Compuestos sintéticos
Bropirimina
ARN de cadena sencilla Virus

TLR8 Imidazoquinolina Compuesto sintético
ARN de cadena sencilla Virus

TLR9 ADN con motivos CpG Bacterias y virus

TLR10 ND ND

TLR11 No conocido Bacterias uropatogénicas

TLR=Toll-like receptor; MMTV=Mouse Mammary-Tumour Virus; ND=No determinado

1.4.3.2.1 Seializacién a partir de TLRs

Tras la union del ligando, el TLR dimeriza y se produce el cambio
conformacional necesario para el reclutamiento y activaciéon de las proteinas
adaptadoras que van a intervenir en la sefializacion (315, 318) (Figura 16). TLR2
puede formar heterodimeros funcionales con TLR1 y TLR6: en modelos animales
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se demostré que la asociacién con TLR6 es clave para la uniéon de péptidos
diacilados de origen bacteriano mientras que la formacién del heterodimero
TLR1/TLR2 interviene en el reconocimiento de lipopéptidos triacilados y algunos
factores solubles, pudiendo ser la defiencia en TLR1 en parte compensada por
TLR6 (308, 319). Esto explica en parte la gran variedad de ligandos que es capaz de
reconocer TLR2 (311).
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Figura 16. Representacion esquematica de la sefializacion a través de los Toll-like Receptors
(TLRs). La transduccién de la sefial de los TLRs requiere de proteinas adaptadoras, siendo la
principal MyD88. TLR3 utiliza fundamentamente vias independientes de MyD88 mientras que
TLR4 y TLR2 pueden utilizar MyD88 u otras proteinas adaptadoras como TRAM, TRIF o TIRAP.
Como resultado de la senalizacion a través de los TLRs se activan factores de transcripcion, por
ejemplo NFkB o IRF, que regulan la expresién génica. Figura modificada a partir de Kumar et al,
2009 (318)

Para la unidn del ligando puede ser necesaria la intervencién de proteinas
accesorias, como en el caso del TLR4 que para la union del LPS se necesita de la
presencia de CD14 o MD2, que interacciona con la parte externa del TLR4 y va a
potenciar la respuesta ante el LPS (308). CD14, y también CD36, pueden intervenir
en la sefalizacion del TLR2, sin embargo su presencia no es indispensable para que
se internalice la sefial (320).

La primera proteina adaptadora reclutada es MyD88, formada por un
dominio TIR y un dominio de muerte (DD, del inglés Death Domain) separados por
una corta secuencia. MyD88 se une al TLR en forma de homodimero a través de su
dominio TIR y recluta al sitio de inicio de la sefial a proteinas de la familia de las

75



INTRODUCCION

IRAKs mediante una unién homotipica DD|DD; concretamente IRAK-1 e IRAK-4
son las que intervienen en la sefalizacién de los TLRs gracias a su actividad
Ser/Thr quinasa. IRAK-4 fosforila a IRAK-1, que posteriormente se autofosforila y
recluta a TRAF-6 a la membrana plasmatica. IRAK-1 y TRAF-6 se escinden e
interaccionan con el complejo preformado TAK1-TAB1-TAB2; TAK-1 y TAB-2 son
fosforiladas y el complejo se separa y se dirige al citosol junto con TRAF-6 y TAB-1.
Como resultado de la activacion de este complejo, se degrada el inhibidor de NFkB,
permitiendo que este factor de transcripciéon penetre en el ndcleo. TAK-1 también
produce activacion de la via de las MAPK (315).

MyD88 es esencial para la produccién de citoquinas inflamatorias a partir
de todos los TLRs. Sin embargo, se han descrito otras proteinas adaptadoras
necesarias para la transduccion de la sefal a través de los TLRs y que van a
intervenir, entre otros procesos, en la activacion de IRF3 y la induccién de IFN tipo
[. Las proteinas adaptadoras mas importantes después de MyD88 son TIRAP, TRIF
y TRAM (Figura 16). A diferencia del resto de TLRs, la senalizaciéon a partir de
TLR3 es mayoritariamente independiente de MyD88 (307). Por su parte,
principalmente TLR4, pero también TLR2, pueden utilizar vias de transduccion de
la sefial en las que intervenga o no MyD88. Estas vias por regla general no son del
todo redundantes sino que se diferencian en el ligando ante el que se activan y el
patron de transcripcion de genes que regulan (315, 320). La transduccion de la
sefial a través de los TLRs internos (TLR7, TLR8 y TLR9) puede conducir a la
liberacion de productos inhibidores de la respuesta inmunolégica, como la IL-10,
ademas de citoquinas proinflamatorias (321).

En la via de senalizacion a través de NOD2, al igual que en la de los TLRs, se
activa NFkB mediante la degradacion de su inhibidor. La activaciéon de ambos tipos
de receptores en respuesta a un patogeno intracelular no es redundante aunque si
que se ha demostrado que ambas vias estan relacionadas. Por un lado, existe cierto
sinergismo entre la via de sefializacion de TLRs y la de NOD2 (322): mientras que
los TLRs principalmente inducen una respuesta del tipo Th1, tras la activacién de
NOD2 se favorece una respuesta inmunitaria adaptativa del tipo Th2. Sin embargo,
cuando la sefalizacion a través de NOD2 y TLRs se produce simultdneamente,
actian de forma sinérgica para favorecer la respuesta Th1 (323). Por otro lado,
NOD2 también actia como inhibidor o regulador de la respuesta de los TLRs en
respuesta a PG, ya que, por ejemplo, se ha observado una inhibicion de la respuesta
por parte del TLR4 frente al LPS (324, 325).

1.4.3.2.2 TLRs en la mucosa intestinal

Los TLRs son esenciales en la primera linea de defensa, regulando la
activacion de la respuesta inmunitaria innata y adaptativa (151, 316), asi como el
reclutamiento de leucocitos y la internalizaciéon de microorganismos por células
fagocitarias profesionales. La importancia de los TLRs en la inmunidad de la
mucosa intestinal reside en la gran concentracion de bacterias, comensales y
patégenas, presentes en el lumen (310). Las funciones de los TLRs en la mucosa
intestinal son varias y todas ellas contribuyen al mantenimiento de la homeostasis
tisular y al equilibrio en el intestino.
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En primer lugar, participan en el equilibrio entre flora comensal y
microorganismos patogenos, contribuyendo a la eliminaciéon de estos ultimos y
asegurando el establecimiento de la tolerancia frente a la microbiota comensal no
patégena. Esto se lleva a cabo, entre otros mecanismos, gracias a la liberaciéon de a-
defensinas por las células de Paneth o la induccién del cambio de isotipo hacia IgA»
protectora (151). Por otro lado, los TLRs también intervienen en el mantenimiento
de la integridad de la barrera epitelial, ya sea por la regulaciéon de los complejos de
uniones estrechas entre células o promoviendo la proliferacion y regeneracidn tras
el dafio tisular gracias a la liberacién de factores de crecimiento y regulando la
apoptosis (316, 326). También van a contribuir a la regulaciéon del balance entre
respuesta inmunitaria reguladora y efectora, por ejemplo en cuanto a respuesta de
células Treg o T efectoras (151). Una desregulacion de la sefializacién de los TLRs
produce un incremento incontrolado de la inflamacion, lo que contribuye al
desarrollo y progresion de enfermedades crénicas, como la aterosclerosis, artritis
reumatoide y cancer (307).

Diferentes tipos celulares, del sistema inmunitario o no, presentes en el
intestino expresan TLRs de forma constitutiva o inducible: células que forman el
epitelio (enterocitos, células de Paneth, células caliciformes, células
enteroendocrinas), miofibroblastos subepiteliales y células inmunitarias
profesionales de la lamina propia (monocitos/macroéfagos, células dendriticas,
células T CD4+, células B) (264, 307). Se ha detectado la presencia de casi todos los
TLRs en la mucosa intestinal, al menos a nivel de transcrito primario, aunque los
niveles de expresion van a variar dependiendo del momento y del tipo celular
(326). Los niveles de TLR2 y TLR4 en el epitelio intestinal son muy bajos (327); sin
embargo TLR3, TLR5 y TLRY se expresan de forma constitutiva (151, 165, 263,
328). En el epitelio intestinal también se observa una polarizacion de la expresion
de TLRs (326). Por ejemplo, la expresion de TLR5 es mayor en CEI del colon y
fundamentalmente basolateral, limitando asi el contacto con su principal ligando,
la flagelina (263). Por regla general, en condiciones normales los niveles de
detecciéon de TLRs en la mucosa intestinal son bajos, gracias a mecanismos
reguladores que pueden intervenir a nivel de transcripciéon génica, a nivel de
localizacion subcelular mediante compartimentalizacion o por la presencia de
reguladores negativos endogenos y exoégenos (307, 329). Estos mecanismos
reguladores, como la baja expresién de TLR4 o la localizacién basolateral en lugar
de apical del TLR5, contribuyen a una minimizacién de la respuesta frente al
ambiente y a la tolerancia frente a la flora comensal en el intestino (151, 330). Por
otro lado, el estado de activacion basal de los TLRs por el contacto continuo con
sus ligandos procedentes de bacterias del lumen, también contribuye a la
homeostasis intestinal, debido en parte a la inducciéon de factores protectores
(como Hsp, IL-6, TNF o KC-1) que intervienen en la citoproteccion, reparacion del
tejido y angiogénesis (331). La presencia de una amenaza en el intestino activa la
sefial de alarma, se apagan los mecanismos reguladores negativos y aumenta la
respuesta de los TLRs para asegurar una respuesta inmunitaria correcta y la
eliminaciéon temprana del dafio. Por tanto, la expresién de TLRs va a depender de
las necesidades de cada tipo celular en un momento y emplazamiento determinado
(151).
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A pesar de que los niveles de TLR5 o TLR3 permancen constantes en la
mucosa inflamada de EIl si se compara con poblacién control, la expresién y
activacion de otros TLRs, principalmente TLR2 y TLR4, si que se ve alterada (332).
Se ha observado un aumento considerable de la expresién de TLR4 en CEI tanto en
pacientes con EC como con CU, sobre todo en las criptas del epitelio, en parte
debido a los niveles elevados de TNF-a e IFN-y, dos citoquinas importantes para la
patogénesis de la EII (151, 333). También se ha observado un incremento de la
expresion de TLR4 en células dendriticas mieloides y de TLR4 y TLR2 en
monocitos dentro de la ldamina propia de enfermos con EIl (89, 165, 334). El
incremento de expresién de TLRs y su activaciéon excesiva contribuyen a la
inflamaciéon cronica de la mucosa: la sefalizacion a partir del TLR4 esta
considerablemente aumentada en pacientes con EC y CU activa (151). Ademas, la
presencia de variantes hipomorficas de NODZ2 asociadas a la EC contribuye a este
aumento de sefializacién a través de TLRs, ya que existe una alteraciéon de la
inhibicién de la respuesta Th1 secundaria a la activacién de los TLRs, sobre todo
tras estimulacion crénica; en estos pacientes, una desregulacion de la sefializacion
a través de los TLRs contribuye al aumento de la respuesta Th1, y las variantes de
NODZ mas comunmente asociadas a la EC inducen una respuesta defectuosa frente
a LPS en el intestino (324). Esta desregulacion de la sefializacion a través de TLR4
podria explicar en parte la respuesta exacerbada frente a flora comensal no
patégena. En el caso de TLR3, Cario y Podolsky encontraron una disminucién de la
expresion en pacientes con EC activa cuando los compararon con EC inactiva, pero
no obtuvieron ninguna diferencia en el caso de la CU (327); por el contrario, tras su
experimento @stvik y su equipo concluyeron que la expresion de TLR3 aumenta en
la mucosa pacientes con EII activa (335). Por otro lado, debido al aumento de
permeabilidad que existe en el epitelio intestinal de pacientes con EII, la
sefializacion a través del TLR5 no se encuentra inhibida y la unién de su ligando
flagelina contribuye a la inflamacién intestinal (89). También se ha observado un
aumento de la expresion, a nivel de transcrito primario y a nivel de proteina, de
TLR8 en la mucosa colénica de pacientes con EC y CU activas (336).

En resumen, el aumento de la respuesta a través de los TLRs en la mucosa
de pacientes con EII podria deberse a un incremento de la expresion de estos
receptores, al fallo en la regulacion mediante NOD2 en pacientes portadores de
alguna variante hipofuncional, o ser secundario a la inflamacién preexistente en la
mucosa dafnada. Por otro lado, una respuesta defectuosa a través de los TLRs
también se ha relacionado con la EIl, probablemente debido a un fallo en la
regeneracion del epitelio en respuesta al dafio tisular, lo que facilita la entrada de
las bacterias de la flora comensal dentro de la mucosa (332). En definitiva, la
desregulacion de la sefalizacion de los TLRs en pacientes con ElI, ya sea por exceso
o por defecto, va a contribuir a la alteracion de la composicidn de la microflora del
lumen y la intolerancia frente a la microbiota comensal, al dafio de la funcién de
barrera de la mucosa y de la renovacion de enterocitos y a la rotura del equilibrio
entre repuesta inmunitaria efectora y reguladora; una sefializacién aberrante va a
producir una respuesta desmesurada e incontrolada frente al ambiente,
contribuyendo a la inflamacién croénica intestinal que caracteriza a esta
enfermedad (151).
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1.4.3.2.3 Asociacién genética de TLRs con la EIl

Una prueba mas de la implicacion de los TLRs en la etiopatogenia de la EII
son los estudios de asociacion de variantes de estos genes con la enfermedad. A
pesar de que en los GWASs realizados en poblacion de pacientes con EII no se han
identificado como regiones de susceptibilidad (123), multiples estudios caso-
control han asociado los TLRs con la enfermedad; sin embargo, en la mayoria de
los casos los resultados son contradictorios y no se replican de una poblacion a
otra.

El gen TLR4 probablemente sea uno de los mas estudiados en relacion con
la EIl. En modelos animales se demostro la asociacion de TLR4 con la enfermedad,
ya que en ratones tlr4-/- se observé una colitis mas severa tras el tratamiento con
DSS (del inglés, Dextran Sulfate Sodium) que en los ratones wild type (331). En
pacientes con EIl se ha encontrado asociacion de las dos variantes principales de
TLR4, (D299G y T399I) con susceptibilidad a padecer la enfermedad. Los
resultados obtenidos no son concluyentes, ya que hay estudios que afirman la
asociacion de variantes de este gen con la EC, la CU o ambas, mientras que otros
autores no consiguen replicar estos resultados; la mayoria de trabajos realizados al
respecto pueden consultarse en los metanalisis llevados a cabo en los tultimos afios
(337-339). TLR4 también se ha relacionado con el fenotipo de la EC, por ejemplo
con la localizacion colénica (340, 341) o el comienzo temprano de la enfermedad
(342). Ademas, genes que codifican para proteinas implicadas en la via de
sefializacion del TLR4, como CD14 o TIRAP, también se han asociado con la EC
(280, 343, 344).

En un estudio en poblacion del centro de Europa realizado por Bank y su
equipo (345), se relacion6 una variante intrénica del TLRZ (rs1816702) con un
mayor riesgo de desarrollar EC y CU. Otros estudios han relacionado la variante
R753G del TLRZ con el fenotipo de la CU, concretamente con pancolitis (346). El
polimorfismo rs5743836, situado en la regién promotora del TLR9, se ha asociado
con EII, principalmente con la EC, aunque los resultados publicados también son
contradictorios, tal y como puede consultarse en el metanalisis realizado
recientemente por Shang et al (347). En otros estudios también se ha asociado
variantes de TLRI10 con susceptibilidad de padecer EC (348, 349) y con
caracteristicas clinicas, como edad al diagnéstico, presencia de MED, localizacién
ileocdlica o aumento de la necesidad de cirugia (349). La variante L616F del gen
TLR5 también se ha relacionado con mayor riesgo de padecer EC en poblacion
caucasica (350); por el contrario, en una cohorte de judios Ashkenazi, se demostré
el papel protector de un polimorfismo en el gen del TLR5 que da lugar a la
aparicion de un codoén stop prematuro, aunque esta relacién no se demostr6 en
poblacién no judia (351). Aunque no se ha descrito asociaciéon hasta la fecha de
TLR1 con un mayor riesgo de padecer EII, si que se ha relacionado la variante R80T
con pancolitis en pacientes con CU (346). En mujeres portadoras de determinados
haplotipos del gen TLR8 se ha observado un mayor riesgo de desarrollar EC (352,
353); también se ha descrito la existencia de haplotipos protectores de
polimorfismos en TLR8 frente a CU y EC (352).

79






81

2 OBJETIVOS






OBJETIVOS

Los principales objetivos de este estudio se detallan a continuacién:

Estudio de la relacidn de los genes HLA de clase | (HLA-A, HLA-B, y HLA-C) y
algunos de los genes HLA de clase 1l (HLA-DRB1 y HLA-DQB1) con el riesgo
de desarrollar colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn asi como con el
fenotipo de las mismas. Con nuestro trabajo pretendimos confirmar
asociaciones/relaciones de proteccién ya descritas en la bibliografia o en
nuestra propia poblacion asi como el hallazgo de nuevos alelos de
susceptibilidad.

Estudio de polimorfismos en el exén 5, que codifica para la region
transmembrana, de MICA en relaciéon con susceptibilidad y fenotipo en
pacientes con colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn.

Busqueda de haplotipos HLA y HLA/MICA de riesgo frente a la enfermedad
inflamatoria intestinal o alguna caracteristica clinica.

Estudio de las tres variantes principales de NODZ2 con el fin de replicar los
resultados obtenidos en otros estudios de asociacién con la enfermedad de
Crohn y su fenotipo, e investigar la posible interacciéon con otros genes
implicados en la respuesta inflamatoria en el intestino.

Analisis de frecuencias alélicas y genotipicas de polimorfismos en los genes
de los TLRs en pacientes con colitis ulcerosa y con enfermedad de Crohn.
Relacién de estos polimorfismos con riesgo de desarrollar la enfermedad y
determinadas caracteristicas clinicas.
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METODOLOGIA

3.1 PACIENTES

En este estudio se incluyeron pacientes procedentes de la consulta de
enfermedad inflamatoria intestinal del Servicio de Digestivo del Hospital Universitario
Virgen de las Nieves de Granada. Estos pacientes fueron diagnosticados de enfermedad
de Crohn, colitis ulcerosa o colitis indeterminada. Dado que se trata de un estudio
genético, es importante delimitar bien la poblacién de origen: se eliminaron del estudio
los pacientes de ascendencia no espafiola asi como los de etnia gitana. Los enfermos
fueron informados y dieron su consentimiento para participar en el proyecto, aprobado
por el comité ético del Hospital Virgen de las Nieves (HUVN) y por su comisién de
investigacion. Esta investigacion fue seleccionada para su financiacion por el Servicio
Andaluz de Salud mediante la concesion de dos proyectos de investigacion (PI 0374 y PI
13/02119).

La enfermedad inflamatoria intestinal por regla general no es un ente estatico y
pueden variar la localizacion, evolucion o patron clinico asi como ir apareciendo
sintomas a lo largo de los afios. Siguiendo este razonamiento, los pacientes incluidos en
el estudio se diagnosticaron siguiendo criterios clinicos, radiologicos, endoscopicos e
histologicos estandar (354), al menos 1 afio antes de su inclusion en el estudio. Los datos
recogidos se refieren a la tltima consulta de EIl antes de comenzar este trabajo (febrero
de 2014).

Siguiendo los criterios de la clasificacion de Montreal, los pacientes con CU se
agruparon dependiendo de la localizacién de la enfermedad en pancolitis, colitis distal y
proctitis; para la mayoria de estudios estadisticos realizados la localizacion proctitis se
engloba dentro de colitis distal, convirtiendo la variable en dicotémica (colitis distal vs.
pancolitis). Los pacientes con enfermedad de Crohn también se clasificacaron en base a
la localizacidn, en este caso en EC ileal, EC ileocélica y EC coldnica. En los tres casos se
tuvo en cuenta, tal y como indica la clasificacién de Montreal, la afectacién del tracto
digestivo superior (TDS), introduciendo el modificador “TDS” si fuera necesario. En
cuanto al patron clinico, los pacientes con EC se clasificaron en patrén inflamatorio,
estenosante y fistulizante, afiadiendo el modificador “p” en presencia de Epa. Tanto los
pacientes con CU como con EC se dividieron en tres grupos dependiendo de la edad a la

que fueron diagnosticados:
Grupo 1. Diagnosticados con 16 afios 0 menos
Grupo 2. Diagnosticados entre 17 y 40 afos
Grupo 3. Diagnosticados con mas de 40 afios

En algunos casos fue necesario agrupar a los pacientes en dos categorias
(diagnosticados con mas o menos de 40 afios) por requerimientos del analisis
estadistico. Los enfermos también se clasificaron de acuerdo con la evolucién de la
enfermedad (crdnica o continua).

Con ayuda de los propios pacientes y de los facultativos de la consulta de EII, se
recopilaron una serie de datos relacionados con la aparicion de complicaciones
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digestivas y extradigestivas, necesarios para la realizacion del estudio. Dentro de las
complicaciones digestivas registradas cabe destacar Epa, microcolon, megacolon téxico,
perforacion, fistulas y abscesos. También se registraron los casos de cancer colorrectal.
Debido en gran parte a las complicaciones mas graves, en ocasiones fue necesaria la
intervencion quirdargica de los pacientes. Dentro de este estudio se han subdividido las
cirugias a las que se han sometido los pacientes en dos grandes grupos:

- Reseccion intestinal (sea cual sea el fragmento de intestino) llevada a cabo por la
falta de respuesta al tratamiento, cuando no se pudo alcanzar una buena calidad
de vida del paciente con tratamiento médico, por perforaciones, complicaciones
de fistulas, etc.

- Cirugia de fistulas y abscesos (drenajes y fistulectomias).
Con respecto a las manifestaciones extradigestivas (MED) se tuvieron en cuenta

las que se muestran en la Tabla 4. Ademas, también se registré el tratamiento recibido
(salicilatos, corticoides, inmunosupresores y tratamiento biolégico).

Tabla 4. Variables clinicas relacionadas con complicaciones extradigestivas incluidas en el estudio.

Complicaciones extradigestivas

MED articulares Artritis periférica
Espondilitis
Sacroileitis

MED dermatoldégicas Pioderma gangrenoso

Eritema nodoso
Aftas orales

Sindrome Sweet

MED hepatobiliares CEP
Colelitiasis
Esteatosis
MED oculares Uveitis
Epiescleritis
Blefaritis
Complicaciones TEP
tromboembdlicas TVP

MED=Manifestaciones extradigestivas; CEP=Colangitis Esclerosante Primaria; TEP=Tromboembolismo pulmonar;
TVP=Tromboembolismo Venoso Profundo.

3.2 CONTROLES

Como controles sanos se utilizaron 636 muestras de sangre de voluntarios del
Banco Regional de donantes de médula 6sea. La poblacién control fue seleccionada de
manera que fuera lo mas parecida a la poblaciéon de Granada, en cuanto a la proporcién
entre hombres y mujeres, y eliminando individuos de ascendencia no espafiola,
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poblaciéon gitana y familiares entre si. Al igual que los enfermos, los voluntarios sanos
fueron informados y dieron su consentimiento para participar en el estudio.

3.3 EXTRACCION DE ADN Y CONTROL DE CALIDAD

El ADN gendmico se extrajo a partir de muestras de sangre periférica total,
conservada con EDTA como anticoagulante, de pacientes con EIl y controles. La
extraccion se llevdo a cabo mediante la tecnologia de particulas magnéticas en el
BioRobot Genovision M-48 (QIAGEN, Hilden, Germany) con el kit de extraccién
MagAttract DNA Blood Mini M48 (QIAGEN, Hilden, Germany).

Una vez extraido el ADN, diluido en 200 uL de agua libre de ARNasas, se
cuantificod midiendo absorbancia a una longitud de onda de 260nm en NanoDrop 2000c
(Thermo Scientific, Walthman, MA, USA). El primer punto del control de calidad se sitia
en este momento, justo antes de la reacciéon de amplificacién. A pesar de que las técnicas
empleadas son bastante robustas y funcionan bastante bien aun con concentraciones de
ADN bajas, ante una concentracién excesivamente baja que no nos asegure el éxito de la
PCR es necesario repetir la extraccion. Para comprobar la pureza de las muestras de
ADN se tuvieron en cuenta los ratios de absorbancia 260nm/280nm y 260nm/230nm:
lo ideal es tener un ratio 260nm/280nm entre 1,8 y 2 y un ratio 260nm/230nm entre 2
y 2,2. Cuando los ratios obtenidos para una muestra se alejaron de estos intervalos se
realizé una nueva extraccién de ADN o se pidié nueva muestra de sangre periférica. Un
segundo punto de control es la comprobaciéon de que efectivamente la reaccion de
amplificacion se ha llevado a cabo correctamente. Para ello una técnica sencilla y rapida
es detectar la presencia de amplificado mediante una electroforesis en un gel de agarosa
al 2%. En la preparacion del gel se afiadio, ademas del tampdn y la agarosa, SYBR safe,
que es una sustancia fluorescente que se asocia al ADN interactuando con su hendidura
menor. Si la PCR ha salido bien y ha habido amplificado se observaran bandas de ADN al
visualizar el gel en un transiluminador de luz UV.

Otro punto de control, y probablemente uno de los mas importantes, es controlar
en todo momento que no existe contaminacion de los reactivos (cebadores, polimerasa,
agua, etc.) ni del material fungible empleado (puntas de pipeta, microtubos, placas de
reaccion...) con ADN foraneo, para lo que en cada PCR se introduce:

Un control negativo. En vez de ADN se puso la cantidad equivalente del agua que
se empleo para hacer la mezcla de reaccion.

Un control de tipaje conocido. En el caso de SNPs se utilizaron tres controles (uno
homocigoto para el alelo A, un homocigoto para el alelo B y un heterocigoto).

En caso de detectar amplificacion en el control negativo o el tipaje del control de
tipaje conocido no coincide con el resultado previo, se desech¢ el resultado obtenido y
se repitié la PCR con reactivos y material fungible nuevos.
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3.4 GENOTIPADO DE LAS MUESTRAS

3.4.1 Tipaje HLA

El tipaje HLA de Clase [ y de Clase II de cuatro digitos se llevo a cabo mediante la
técnica de SSO (Sequence specific oligonucleotide) con el LIFECODES® HLA-SSO typing kit
(Immucor, Norcross, Georgia, USA). En primer lugar se realizé una PCR para aumentar el
numero de copias del fragmento en concreto que se quiere estudiar. Para cada reacciéon
de amplificacion se necesitan 80 ng de ADN por muestra (unos 2-3 pL dependiendo de la
concentracion) y las siguientes cantidades de reactivo por muestra:

6 uL de Primer Mix (especifico para cada locus)
0,20 uL de GoTaq® Hot Start Polymerase M500B (Promega, Madison, WI, USA)

Agua sin nucleasas (hasta llegar al volumen final de 20 pL)

Los genes estudiados en este caso fueron: HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 y HLA-
DQBI1. El programa de amplificacion se puede observar en la Figura 17a. Tras la PCR se
hibrid6é una parte del ADN amplificado (2,5 uL) con 7,5 uL de la mezcla de microesferas
marcadas con fluorescencia especificas para cada locus (Figura 17b).
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Figura 17. Programas utilizados en el termociclador para el tipaje HLA. a)Programa de
amplificacién y b)programa de hibridacién

Una vez terminada la reaccién de hibridacion, se afiadieron 100 pL de la solucién
de estreptavidina (99,6 pL de solucion de dilucion + 0,4 pL de estreptavidina). A
continuacion se introdujo inmediatamente en el aparato de Luminex para la lectura de la
fluorescencia. La interpretacién de los resultados se realizé con el software Match it!
DNA v1.1 (Immucor, Norcross, Georgia, USA) (Figura 18).
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Figura 18. Tipaje HLA utilizando el programa informatico Match it. En el eje de abscisas se muestran
las diferentes microesferas o beads de ese locus en concreto y en el eje de ordenadas la fluorescencia
observada asociada a cada microesfera. Analizando el patrén de fluorescencia en las diferentes beads el
programa informa un tipaje (HLA-C*16:01, C*07:02 en este ejemplo)

3.4.2 Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) en TLRs y NOD2

El genotipado de SNPs se realiz0 mediante ensayos de discriminacion alélica
empleando sondas TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Las sondas
TagMan® nos permiten discriminar diferencias en un solo nucleétido en una secuencia
concreta: en la reacciéon de amplificacion, ademas de haber un par de juegos de
cebadores (primers), hay dos tipos de sondas que hibridan cada una con uno de los dos
alelos posibles. El funcionamiento de las sondas Tagman® estd esquematizado en la
Figura 19.
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Figura 19. Funcionamiento de las sondas Tagman®. La sonda que hibrida con el alelo 1
esta marcada con el fluoréforo VIC (circulo verde) y la sonda que hibrida con el alelo 2 esta
marcada con el fluoréforo FAM (circulo azul). La fluorescencia de estos fluor6foros es
absorbida por un amortiguador (circulo rojo), de manera que cuando la sonda no esta unida
al ADN para la que es complementaria no se emite fluorescencia al medio. En la fase de
desnaturalizaciéon del ADN, durante la PCR, la sonda puede hibridar con su secuencia
complementaria; el fluoréforo sera liberado al medio gracias a la accion exonucleasa de la
Tag-Polimerasa cuando ésta vaya avanzando sobre la hebra molde durante la sintesis de
ADN. La fluorescencia emitida por el fluoréforo liberado ya no es absorbida por el
amortiguador y se puede detectar en el medio. El ensayo de discriminacién alélica es un
ensayo a punto final, es decir, se mide la fluorescencia antes de la PCR y después:
comparando los niveles de fluorescencia de un fluoréforo y de otro podemos saber si
nuestra muestra es homocigota para ese SNP (sélo se detecta un fluoréforo) o heterocigota
(se detectan los dos).Figura extraida del protocolo Guia de Primeros Pasos para la
Discriminacion Alélica con el Sistema de PCR en Tiempo Real 7300/7500/7500 Fast que puede

consultarse en: https://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cms 042315.pdf

La seleccion de los SNPs estudiados se hizo en base a la bibliografia consultada y
la base de datos de SNP del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/); la secuencia
contexto de los mismos, el alelo minoritario3 y el cambio de aminoacido que se produce
en la proteina se muestran en la Tabla 5.

% En la bibliografia es comdn que se haga referencia al alelo minoritario de un polimorfismo como alelo mutado,
aunque la presencia de éste no implique un cambio funcional en la proteina que codifica ese gen. En este trabajo
se emplea los términos “mutado” y “minoritario” indistintamente. Por el contrario, para hacer referencia al alelo
mayoritario, se podran emplear los términos “sin mutar” o “salvaje”.
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Tabla 5. Polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) analizados

Gen Crom rs Secuencia contexto del SNP* mirﬁ)l:ilt(;rio ngl:ailo
TLR1 4 5743611 AGGATTTTGATAATTTCTCATAATA[C/G]AATCCAGTATCTTGATATCAGTGTT C R80T
TLR2 A 5743704  GCCTGGCTCCAGGCCAAAAGGAAGC[A/C]CAGGAAAGCTCCCAGCAGGAACATC A P631H

5743708 ATTCCCCAGCGCTTCTGCAAGCTGC[A/G]GAAGATAATGAACACCAAGACCTAC A R753Q
TLR3 A 3775291 GAGATTTTATTCTTGGTTAGGTTGA[A/G]TATGTGTAAGGGAGAATGAGCAAGT A L412F
5743305 CCTGAGCCCAGTAACTATAAAGCGG[A/T]CTAGCTGAAGCTGGAGCCCACAAGA A Promotor
TLR4 9 4986790 GCATACTTAGACTACTACCTCGATG[A/G]TATTATTGACTTATTTAATTGTTTG G D299G
4986791 TGTTCTCAAAGTGATTTTGGGACAA[C/T]CAGCCTAAAGTATTTAGATCTGAGC T T3991
TLR5 1 2072493  GAATGTGAACTTAGCACTTTTATCA[A/G]TTGGCTTAATCACACCAATGTCACT G N592S
5744174  CATATATTGTGTGTACCCTGACTCG[C/T]TCTCTGGGGTTTCCCTCTTCTCTCT C F616L
TLR6 A 5743795 GGTTTGTGTTATTTCAGGGCAAAAC[A/G]TAGAGCAAGTCCACTGGCAAATCTG A Intrén
5743810 ATTTTTATCAGAACTCACCAGAGGT[C/T]CAACCTTACTGAATTTTACCCTCAA T S249pP
TLR7 X 179008  TTTCCAATGTGGACACTGAAGAGAC[A/T]AATTCTTATCCTTTTTAACATAATC T Q11L
TLR8 X 3764880 AATGAAAAATTAGAACAACAGAAAC[A/G]TGGTAAGCCACTTCTATTTCTTTAG G M1V
TLR9 3 352140 AGCTGAGGTCCAGGGCCTCCAGTCG[C/T]GGTAGCTCCGTGAATGAGTGCTCGT T P545P
TLR10 4129009 TTTCTGGGCAAACCTTCGAGCTGCT[A/G]TTAATGTTAATGTATTAGCCACCAG G 1775V
11096955 AACAGACGAGTTGTTTAAAAGAACT[A/C]TCCAACTGCCTCACTTGAAAACTCT C 1369L
NOD2 2066844  CCAGACATCTGAGAAGGCCCTGCTC[C/T]GGCGCCAGGCCTGTGCCCGCTGGTG T R702W
16 2066845  CTCTTTTGGCCTTTTCAGATTCTGG[C/G]GCAACAGAGTGGGTGACGAGGGGGC C G908R

En negrita y entre corchetes se muestran los dos alelos posibles en cada caso

*Secuencia extraida de la base de datos de SNP (dbSNP) del National Center or Biotechnology Information (NCBI)

Crom=Cromosoma, rs=Reference SNP number, A=Adenina, C=Citosina, G=Guanina, T=Timina, aa=aminoacido
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El estudio de discriminacion alélica consta de tres partes principales: una lectura
de fluorescencia previa, amplificacion de ADN mediante PCR a tiempo real (RT-PCR) y
una lectura de fluorescencia tras la amplificacion. En este caso se empled el equipo
Applied Biosystem 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) en el modo estandar, placas de reaccion épticas de 96 pocillos (MicroAmp™ Fast
optical 96-well reaction plate) y un volumen final de reaccién por pocillo de 10 pL. Las
cantidades de reactivo por pocillo y muestra fueron las siguientes:

5 pL de TagMan® Genotyping Master Mix 2x (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)

0,5 pL de TagMan® Genotyping Assay Mix 20x. Contiene primers y sondas
especificas de cada SNP. (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)

4,5 pL de ADN diluido en agua libre de nucleasas (1-20 ng)

Después del ciclo de prelectura de fluorescencia de cada pocillo (un minuto
aproximadamente a 602C) se procedi6 a la RT-PCR. Las condiciones de PCR se muestran
en la Figura 20.
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Figura 20. Condiciones de PCR a tiempo real para el genotipado de SNPs por sondas Tagman®

Tras la RT-PCR se realizé la lectura posterior y se analizaron los resultados. El
software empleado para el andlisis fue el SDS 1.3.1. Este programa utiliza un avanzado
algoritmo de multicomponentes para calcular la sefial con la que se ha marcado cada
alelo midiendo la fluorescencia para cada muestra durante la lectura. La grafica que se
obtiene dependiendo de la intensidad de fluorescencia detectada puede verse en la
Figura 21.
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Figura 21. Grafica donde se muestran los niveles de fluorescencia obtenidos tras un
estudio de discriminaciéon alélica. Cada figura representa una muestra. Los rombos azules
representan muestras homocigotas para el alelo marcado con FAM, los circulos rojos homocigotas
para el alelo marcado con VIC y los tridngulos son muestras heterocigotas.

3.4.3 Microsatélites en MICAy NOD2

En este estudio se analizan dos microsatélites que no son SNP: repeticiones en
tandem en la regién TM del gen MICA y la insercion de una citosina en el codon 1007 de
NODZ. Las secuencias de los cebadores, que fueron sintetizados por Applied Biosystems,
se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Cebadores (primers) empleados para la reaccion de amplificacion de los polimorfismos de

MICA y NODZ2 estudiados
Gen Microsatélite
MICA (GCT)4-9 Primer fw 5'-CCTTTTTTTCAGGGAAAGTGC-3’
Primer rv 5’-CCTTACCATCTCCAGAAACTGC-3"
NOD2 1007insC Primer fw 5’-GGCAGAAGCCCTCCTGCAGGGC-3’
Primer rv 5’-CCTCAAAATTCTGCCATTCC-3’

fw=forward; rv=reverse; fs=frameshift

Las cantidades de cada uno de los reactivos por muestra para amplificar el
segmento TM de MICA que nos interesa y la region del polimorfismo de NODZ fueron los
siguientes:

7,5 pL de AmpliTaq Gold 360 Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)

0,3 pL primer forward y 0,3 pL primer reverse (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA)

4,5 uL agua libre de nucleasas

95



METODOLOGIA

La cantidad de ADN de la muestra empleado fue de 2 pL. Tras varias pruebas se
seleccionaron las condiciones de PCR éptimas para cada polimorfismo. Las condiciones
de PCR para la amplificacién de MICA y NODZ2 se muestran en la Figura 22.
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Figura 22. Condiciones de PCR para amplificar el fragmento transmembrana de MICA (a) y
la region donde se sitiia el polimorfismo de NOD2 (b)

Una vez terminada la PCR, se desnaturaliz6 el ADN amplificado durante 3
minutos a 962C para la separacion de las hebras. Para la reaccién de desnaturalizacion:

9,5 uL de formamida
0,25 pL de estandar de tamafio (500pb marcado en naranja-LIZ)
2 uL del ADN amplificado

Ya desnaturalizado se introdujo en el secuenciador (ABI Prism 3130XL, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) para determinar el tamafio del amplificado en cada
caso. Este analizador genético realiza una electroforesis capilar (16 capilares) a través
de un polimero que actia como matriz de separacion y que podra variar dependiendo
del tamarfio de los fragmentos que se quieran analizar y del secuenciador utilizado: en
este caso se utilizo el polimero POP-7™ (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Gracias al programa GeneMapper® v.4.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) se
determind el tamafio en nimero de nucledtidos de los fragmentos amplificados en cada
caso (Figura 23).
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Figura 23. Andlisis de microsatélites con el programa GeneMapper® v.4.0. La
presencia de un s6lo pico (a) indica un genotipo homocigoto mientras que con la
presencia de dos (b) se trata de un heterocigoto.

El tamafo de los fragmentos encontrados para el gen MICA y para el gen NODZ se
muestra en la Tabla 7:

Tabla 7. Tamaiio de los alelos detectados por electroforesis capilar de los genes MICAy NOD2

Gen Alelo Tamaiio (pb)
MICA A4 178
A5 182
A5.1 183
A6 185
A9 194
NOD2 Salvaje 152
insC 153

pb=pares de bases; ins=Insercién

3.5 ANALISIS ESTADISTICO

La frecuencias tanto alélicas como genotipicas se obtuvieron por conteo directo.
Para simplificar el estudio y manejar datos que puedan tener verdadera significancia
clinica, los alelos o haplotipos raros para genes HLA y MICA (con frecuencias inferiores al
1% en poblacidn control) no se tendran en cuenta o, en algun caso, se agruparan.

3.5.1 Descripcion de la cohorte
Se caracterizd cada poblacion de enfermos en base a las caracteristicas clinicas ya

mencionadas previamente (Apartado 3.1). Para el andlisis estadistico posterior se
trabajara con frecuencias absolutas y relativas (%). En el caso de la variable “edad al
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diagnostico”, la Unica variable cuantitativa del estudio, se eligié la mediana en lugar de la
media como medida de centralidad y el rango intercuartilico (RIQ) como medida de
desviacion, dada la gran dispersion de los datos. Se estudio la relacion entre las
diferentes variables, mediante un test de y? de Pearson, para facilitar el posterior analisis

multivariable y asegurar una correcta interpretaciéon de los resultados de asociacién
genética.

3.5.2 Estudio caso-control

Para el estudio de asociacion con enfermedad para cada uno de los polimorfismos
estudiados se construyeron tablas de contingencia 2x2 y se realizd el test de x? de
Pearson. Se estim6 la Odds Ratio (OR) y se calculé el Intervalo de Confianza (IC). En el
caso de un locus bialélico la construccién de la tabla de contingencia es sencilla:

Enfermos | Controles
Alelo X a b
Alelo Y o d

Algunos de los genes analizados son altamente polimérficos (MICA, HLA-A, HLA-B,
etc) y se han descrito multiples alelos. En el caso de querer analizar la asociacién de
algun alelo de un locus multialélico con enfermedad, es imposible construir una tabla
2x2 sin recodificar la variable; si no tenemos una tabla 2x2 no podremos calcular la OR
ni el IC. Para solucionar esto hay que recodificar la variable en variables distintas
dicotémicas del tipo “presencia/ausencia del alelo Z” y asi poder construir una tabla 2x2.

Enfermos | Controles
Presencia del alelo Z a b
Ausencia del alelo Z C d

En el caso del locus bialélico se tomara como referencia para el calculo de la OR el
alelo mayoritario y si se trata de un locus multialélico la ausencia del alelo mutado en
cada caso. El estudio de genotipos puede ofrecer informaciéon interesante al estudio.
Cuando se trata de loci bialélicos, existen diferentes modelos genéticos aplicables donde
los genotipos pueden ser agrupados dependiendo de lo que se quiera demostrar (355):

Modelo genético dominante: La sola presencia del alelo mutado es suficiente para
causar el efecto. Se agrupan genotipos con el alelo mutado.

Modelo genético recesivo: El efecto s6lo se manifiesta si el alelo mutado esta en
homocigosis. Se agrupan el genotipo heterocigoto y el homocigoto salvaje.

Modelo genético multiplicativo: El riesgo de padecer la enfermedad se multiplica
(r?) por cada copia del alelo mutado.
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Modelo genético aditivo: El riesgo de padecer la enfermedad se multiplica por 2
(2r) en el genotipo homocigoto mutado con respecto al heterocigoto.

Por regla general, en este estudio se ha seguido el modelo genético dominante
para locus bialélicos, dividiendo los genotipos en portadores o no del alelo mutado, y
utilizando el genotipo salvaje como referencia. Asi, a pesar de la baja frecuencia del
genotipo mutante homocigoto en algunos casos, puede llevarse a cabo el analisis
estadistico. En ocasiones, el alelo mutado puede llegar a ser incluso mas frecuente que el
salvaje en nuestra poblacion; cuando se da esta situacidn es interesante estudiar los tres
genotipos por separado y ver qué efecto diferencial puede tener el heterocigoto y el
homocigoto mutante. A lo largo del estudio se indicara en cada caso qué tipo de analisis
estadistico se ha realizado.

El test de 2 compara frecuencias observadas con frecuencias esperadas. El

calculo de las frecuencias esperadas se hace de la siguiente manera (Ecuacién 1): por
ejemplo, para calcular la frecuencia esperada de la celda con n=a:

Ecuacidn 1. Calculo de frecuencias esperadas para el test de 2

(a+b)(a+c)/N, donde N=a+b+c+d

Uno de los principales requisitos para que pueda realizarse este test es que la
frecuencia esperada sea superior a 5 en al menos el 80% de las celdas (regla de
Cochran); en el caso de una tabla 2x2 quiere decir que en ninguna celda puede haber una
frecuencia esperada inferior a 5. Si esto ocurriera habria que elegir un test estadistico
alternativo: en este caso se ha elegido el Test exacto de Fisher. Cuando no hay ninguna
casilla con frecuencias esperadas inferiores a 5 pero éstas son bajas en alguna celda
(entre 5 y 10) se realizé el test de y2 de Pearson pero con la Correccion de Yates o
correccion por continuidad. Algunos autores consideran la aplicacidon de esta correcciéon
un método demasiado conservador, ya que en algunas ocasiones tras aplicar la
Correccidn de Yates no se rechaza la hipétesis nula (no hay diferencias significativas); en
este estudio se consider6 mas importante evitar falsos positivos por lo que se aplican
tanto la Correccion de Yates como la de Bonferroni, de la que se hablara mas adelante.

3.5.3 Estratificacion de los pacientes

Tras el estudio de asociaciéon con enfermedad de cada uno de los polimorfismos,
se llev6 a cabo la estratificacion de los pacientes en base al sexo, comparando hombres y
mujeres entre si en cada poblacion de enfermos para frecuencias alélicas y genotipicas
de cada polimorfismo. En caso de encontrar diferencias, se compararon los grupos por
separado con la poblacién control.

Ademas, también se estratificaron los pacientes en base a otras caracteristicas
fenotipicas. En ambos grupos de pacientes se crearon subgrupos atendiendo a
localizacion de las lesiones (colitis distal vs. pancolitis en el caso de CU e ileal vs.
ileocdlica vs. coldnica en EC), evolucién de la enfermedad, edad al diagndstico, presencia
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de complicaciones digestivas, presencia de MED (en general y cada uno de los
subgrupos). Ademas, los pacientes con EC se estratificaron en base al patrén de la
enfermedad (inflamatorio vs. estenosante vs. fistulizante).

En el caso de los pacientes con enfermedad de Crohn, dada la conocida asociacién
del gen NODZ2 con la enfermedad, también se estratificaron los pacientes dependiendo
de la presencia/ausencia de mutacién en cualquiera de los tres polimorfismos
estudiados en el gen (R702W, G908R o 1007insC). Se distinguira entre NODZ2* para los
pacientes que porten alguna de las variantes minoritarias (ya sean heterocigotos
compuestos, heterocigotos simples u homocigotos) y NODZ- para el resto de pacientes. El
analisis estratificado de los pacientes nos permitira comprobar la posible interaccion
epistatica entre NODZ y otros genes incluidos en el estudio.

Todos estos analisis se llevaron a cabo mediante la realizacion de un test de x2 y
s6lo se mencionara en el texto en el caso de que se hayan encontrado diferencias
significativas. Con respecto a la variable “edad al diagndstico”, se realizaron varios tipos
de andlisis, ya que se puede considerar cualitativa policotémica (agrupando a los
pacientes en rangos de edad) o cuantitativa. En el primer caso, el analisis estadistico se
llev6 a cabo como con el resto de las variables pero al considerar la variable cuantitativa,
se realizaron otro tipo de test estadisticos. Como tras la realizacion del test de
Kolmogorov-Smirnov resulté no seguir una distribucién normal, tuvieron que realizarse
test estadisticos no paramétricos:

Para el contraste de hipotesis en el que la variable predictora o independiente es
una variable cualitativa policotémica y la variable resultado o dependiente es
cuantitativa no paramétrica se utilizo el test no paramétrico de Kruskal-Wallis
para k muestras.

Para el contraste de hip6tesis en el que la variable predictora o independiente es
una variable cualitativa dicotémica y la variable resultado o dependiente es
cuantitativa no paramétrica se utilizé el test no paramétrico de U Mann-Whitney.

3.5.4 Equilibrio de Hardy-Weinber (EHW)

En 1908 un matematico (Hardy) y un fisico (Weinberg) enunciaron un teorema
segun el cual “las frecuencias de los alelos y los genotipos en el acervo genético de una
poblacién permanecen constantes de generacién en generacion, siempre y cuando solo
trabajen la segregacion mendeliana y la recombinacion de los alelos” (356). Esto quiere
decir que, si se cumplen una serie de requisitos dentro de una poblacién, las frecuencias
alélicas y genotipicas permaneceran constantes de una generacion a la siguiente: puede
decirse entonces que la poblacidon esta en Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). Los
requisitos que deben cumplirse para que una poblacién esté en equilibrio son (357):

Tamafio lo suficientemente grande para evitar el papel que desempefian las
fluctuaciones aleatorias en las frecuencias de alelos de una generacion a otra
(deriva genética).

Ausencia de flujo génico mediante migracion

Ausencia de mutaciones que puedan modificar el acervo genético
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Apareamiento aleatorio (panmixia)

Ausencia de seleccién natural

En una poblaciéon que cumple todos estos requisitos, y que por tanto esta en
equilibrio, podrian calcularse las frecuencias genotipicas a partir de las alélicas (355). La
ecuacion del EHW se muestra a continuacion (Ecuacién 2):

Ecuacion 2, Frecuencias genotipicas para un locus bialélico segiin la ecuaciéon de
Hardy-Weinberg

Frecuencia de AA= p2
Frecuencia de aa=q2
Frecuencia de Aa=2pq

p2+ q2+2pg=1

Si se quiere comprobar que una poblacion estd en EHW bastaria con conocer sus
frecuencias genotipicas y, mediante un test de x? de Pearson comparar las frecuencias
observadas con las esperadas. Si tras inferir el valor del estadistico (grados de
libertad=Numero de genotipos - nimero de alelos) se obtiene un p-valor inferior a 0,05
significa que existen diferencias significativas entre frecuencias observadas y esperadas
y, por lo tanto, la poblacién no esta en EHW.

En el caso de un locus con multiples alelos (por ejemplo los genes HLA), puede
que no todos los genotipos posibles estén presentes en la poblacion (su frecuencia es
igual a 0). Esto hace que la suposicion asintotica de la distribucién x2no se sostenga y
sea necesario utilizar otro test para calcular si la poblacién esta en EHW, como el Test
exacto de Levene-Haldane o la Prueba de Razon de verosimilitud. La verosimilitud de los
datos segun esta ultima prueba es directamente proporcional a la probabilidad de
obtener los datos observados dado el parametro o parametros estimados; como s6lo
tiene en cuenta los valores observados y no los mas extremos o los no esperados, es el
método escogido en nuestro estudio para calcular el EHW para locus multialélicos. Al
igual que en el test de xZ, un p-valor superior a 0,05 indica que la poblacién estd en EHW.

El hecho de que una poblacién no esté en EHW puede deberse a razones
biolégicas o a errores de genotipado. Si esto ocurriera se deberian revisar tanto la
seleccidn de la poblacion control (presencia o no de extranjeros o familiares, endogamia,
etc.) como las técnicas realizadas en el laboratorio y los resultados obtenidos: la
comprobacion de que la poblacién control esta en EHW para cada uno de los loci
analizados es, por tanto, un punto mas del control de calidad (358, 359).
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3.5.5 Desequilibrio de ligamiento

En estudios de asociacién génica hay que tener especial cuidado con loci
proximos entre si, ya que pueden no segregar de forma independiente, es decir, puede
que estén en Desequilibrio de Ligamiento (LD, del inglés Linkage Disequilibrium). Dos
loci estan en desequilibrio de ligamiento cuando sus alelos no se asocian al azar y la
frecuencia de los haplotipos que forman no es la multiplicacién de las frecuencias
alélicas por separado (360). Cuanto mayor sea la distancia genética entre dos loci, mayor
sera la recombinaciéon y menor el desequilibrio de ligamiento. El LD puede medirse
comparando la frecuencia observada de cada haplotipo con su frecuencia esperada:
suponiendo dos loci A y B, cada uno con dos alelos, siendo p(A1B1) la frecuencia
observada del haplotipo y p(A1)p(B1) la frecuencia observada si A y B fueran
independientes, puede calcularse el indice D (Ecuacion 3).

Ecuacion 3. Calculo del indice D para la medida del desequilibrio de
ligamiento entre el locus Ay el B

D = p(AB,) - p(A)p(B)

Un inconveniente del indice D es que su valor va a depender de las frecuencias de
ambos loci por lo que normalmente se emplea D’, que resulta de la estandarizaciéon de D
segun el maximo valor que pueda tomar (361) (Ecuacion 4):

Ecuacidn 4. Estandarizacion de D (D’)

D'=D/D,,,

También puede emplearse el coeficiente de correlacion entre ambos loci (r2)
(Ecuacién 5):

Ecuacidn 5. Calculo del coeficiente de correlacion (r2)

) _ D’
PA(1- pA )pB(1- pB,)

Los valores de |D’| y r? se situan entre 0 y 1. A pesar de que ambas son medidas
de LD no son equivalentes: r2 es mas restrictivo y D’ se ve mas afectado por el tamafio
muestral. Un r2 =1 significa ligamiento completo mientras que D’=1 puede darse, por
ejemplo, si en una casilla de la tabla 2x2 hay un valor de 0, por lo que no significa que los
alelos estén ligados.

En muchos estudios los datos de los que se disponen son genotipicos, sin conocer
la fase gamética ni la frecuencia de los diferentes haplotipos. Asumiendo que los loci
estan en EHW, existen herramientas bioinformaticas para el calculo de haplotipos. Una
de las mas usadas se basa en la implementaciéon del algoritmo EM (Esperanza-
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Maximizacidon) para obtener las frecuencias haplotipicas esperadas (362, 363). En el
caso de no conocer la fase gamética y, por lo tanto tener que obtener las frecuencias
haplotipicas a través de esta herramienta estadistica, el calculo de D, D’ y r? tendria que
hacerse con las frecuencias esperadas y no las reales. Gracias al test de Razdn de
verosimilitudes se pueden se comparar las frecuencias haplotipicas calculadas
multiplicando la frecuencia de ambos alelos con las frecuencias haplotipicas calculadas
mediante el algoritmo EM. Con este test se comparan la verosimilitud del modelo cuando
se asume el equilibrio de ligamiento con la verosimilitud cuando se tiene en cuenta el
desequilibrio: se comparan las frecuencias haplotipicas calculadas multiplicando la
frecuencia de ambos alelos con las frecuencias haplotipicas calculadas mediante el
algoritmo EM (363). Dos loci se consideraran en LD cuando el p-valor es inferior a 0,05.
Sin embargo, para determinar el LD existente entre los diferentes alelos no es tan
sencillo; algunos paquetes estadisticos permiten la estimacién de las fases gaméticas a
través del algoritmo EBL (364): asumiendo que esas son la fases gaméticas reales
podemos calcular D, D’ y r2 Aunque al trabajar con datos estimados y no reales la
probabilidad de cometer errores es mayor, es la Uinica manera de poder calcular estas
medidas de LD. Dos alelos se consideraran en LD cuando el p-valor sea inferior a 0,05.

En este trabajo se calculd la frecuencia haplotipica usando un algoritmo EM para
datos genotipicos multilocus cuando la fase gamética es desconocida. Ademas, se
comprobd la existencia de LD entre cada par de alelos calculando D, D’ y r?, tras haber
estimado las fases gaméticas implementando el algoritmo EBL.

3.5.6 Analisis multivariable

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los diferentes andlisis por
separado, se realiz6 un analisis multivariable a través de una regresion logistica cuando
se consider6 oportuno. Este tipo de andlisis nos permitié establecer una variable
depediente y una serie de covariables o variables independientes y ver qué efecto tenian
cada una de estas ultimas sobre la primera. Empleando el método forward (hacia atras)
por pasos del paquete estadistico, las covariables que no fueran significativas iran
siendo eliminadas en cada paso del analisis. Al final quedaran en la ecuacion tinicamente
las variables con un p-valor inferior a 0,05. Esto nos permiti6é corregir asociaciones ya
que en el analisis multivariable pudimos introducir supuestas variables de confusion,
como por ejemplo el sexo o la edad al diagnoéstico. En todos los casos, tras el estudio de
LD y para confirmar la asociacion de un polimorfismo con enfermedad o con una
determinada caracteristica clinica, se llevé a cabo un analisis multivariable incluyendo
como covariables aquellas que pudieran actuar como variables de confusién. Siempre
que no se indique en el texto, significara que la significacién continuda tras la regresion
logistica.

3.5.7 Correccion de Bonferroni

En estadistica se entiende por error tipo I (o) a la probabilidad de rechazar la
hipétesis nula cuando es verdadera (probabilidad de falsos positivos) y error tipo II ()
a la probabilidad de aceptar la hipdtesis nula cuando es falsa (falsos negativos). Al
realizar un test estadistico cualquiera, el investigador establece cual es el riesgo que esta
dispuesto a asumir, es decir, en qué punto va a establecer su limite de significacién o, lo
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que es lo mismo, cual sera el valor de su a. Por regla general, en un estudio de asociacién
de polimorfismos génicos con enfermedad se suele establecer un valor de o de 0,05. Esto
es correcto para las comparaciones simples, por ejemplo: se quiere comparar si alguna
de las variantes de un unico locus bialélico esta asociado con una determinada
enfermedad. En este caso, la probabilidad de obtener un resultado correcto es de 0,95,
siempre que consideremos el error de tipo 1=0,05 (0,95=1- a).

En el caso de comparaciones multiples es mas complejo: suponiendo que se
realizaran 20 comparaciones, la probabilidad de obtener un resultado correcto seria la
multiplicacion de la probabilidad de cada comparacién por separado (0,9520=0,36). Si la
probabilidad de que el resultado sea correcto es de 0,36, la probabilidad de
equivocarnos es de 0,64, y, evidentemente, esto no es aceptable. Para corregir este error
hay varios métodos, pero uno de los mas empleados es el de Bonferroni. Segun la
correccion de Bonferroni lo correcto seria establecer un nuevo limite de significaciéon
para cada grupo de comparaciones (Ecuacion 6) (365):

Ecuacion 6. Correccion del p-valor segiin Bonferroni para comparaciones multiples

P corregida= 1(1-P)/"

siendo P el nivel de significacion elegido por el investigador (normalmente 0,05)
y n el nimero de comparaciones. El resultado es practicamente igual si simplificamos la
férmula a la Ecuacién 7:

Ecuacion 7. Simplificacion de la correccion del p-valor segiin Bonferroni

P corregida=a/n

En el caso del ejemplo anterior de un analisis con 20 comparaciones, el p-valor
seria 0,00256 segun la Ecuacion 6 o 0,0025 segun la Ecuacién 7. Esto significa que el p-
valor obtenido tras el andlisis estadistico tiene que ser menor de 0,00256 para que lo
podamos considerar significativo. Es importante hacer hincapié en que el valor de a no
varia, es decir, las correcciones que se hacen en cada caso son precisamente para
asegurar que la probabilidad de rechazar la hipétesis nula siendo ésta cierta continda
siendo del 5%: lo unico que varia es el p-valor a partir del cual consideramos que las
diferencias son significativas.

Existe mucha controversia en bioestadistica a la hora de determinar cual es el
nimero de comparaciones en estudios genéticos. En principio, nimero de
comparaciones se referiria al nimero de test estadisticos realizados sobre el mismo
conjunto de datos para comprobar si la hip6tesis nula es cierta o no. Por ejemplo, si en
un estudio se analizan 10 000 SNPs el nivel de significacion se estableceria en 5x10-¢
(/10 000) ya que se han realizado 10 000 pruebas estadisticas diferentes. Este es uno
de los puntos sobre el cual los autores no se ponen de acuerdo: ;significa eso que si un
autor publica s6lo parte de los datos, los niveles de significacion tienen que hacer
referencia a variables que el lector desconoce? ;Tienen que tener en cuenta los estudios
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actuales los posibles estudios futuros? ;Se deberian de modificar los resultados actuales
cuando se incluyan nuevas variables en estudios posteriores? En este caso el nivel de
significacion dependeria de cual fuera la hipétesis nula que se estableciera en un
principio, del investigador y del momento (365).

El caso de los genes HLA es particular. Son genes muy polimoérficos y, en realidad,
aunque consideremos cada gen por separado, la hipdtesis nula de la que partimos es “No
existe asociacidn entre HLA-X y nuestra enfermedad” y para comprobar la veracidad de
ese enunciado realizamos multiples pruebas estadisticas (365). Como se ha indicado
anteriormente, para poder calcular la OR y el IC necesitamos variables dicotémicas, por
lo que si se han detectado 20 alelos para HLA-B se han de construir 20 variables del tipo
ausencia/presencia para cada uno de los 20 alelos, y, por lo tanto, realizar 20 test
estadisticos. En este caso si que se ha corregido siguiendo el método de Bonferroni para
evitar dentro de lo posible falsos positivos (aun a costa de aumentar la probabilidad de
falsos negativos o error ). La correccién dependera en cada caso del nimero de
comparaciones que se hagan. Por ejemplo: para determinar si existe asociacion entre
HLA-B y enfermedad el factor de correccion empleado serd 20 pero si estamos
comparando haplotipos HLA-B/MICA y tenemos 24 haplotipos posibles el factor de
correccion sera de 24.

En muchas ocasiones se utiliza el Método de la Desigualdad de Bonferroni,
multiplicando el p-valor obtenido tras el andlisis estadistico en una comparacién
determinada por el nimero de comparaciones realizadas (366). Aunque este método
puede resultar en ocasiones demasiado conservador, es muy sencillo de aplicar y facilita
la comprension del estudio por terceras personas, ya que hay un unico nivel de
significacion establecido y no uno diferente para cada grupo de comparaciones. Por
ejemplo, en el caso de asociacion de HLA-B con enfermedad, si hacemos 20
comparaciones habra que corregir cada p-valor obtenido multiplicando por 20.

3.5.8 Paquetes estadisticos utilizados

Los programas informaticos empleados para el analisis estadistico fueron:

Los principales programas utilizados para la creacion de bases de datos fueron
Microsoft Office Excel 2007, Notepad++ v.2, Textpad 7.2.0 y Statistical Package for
the Social Sciences v.15 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). La elecciéon de uno u otro
dependid de los requerimientos del paquete estadistico.

Para el estudio descriptivo de los datos, ya sea andlisis de frecuencias o tablas de
contingencia, asi como estudios de regresion logistica, test de normalidad o
pruebas no paramétricas se utilizé el SPSS v.15.

Para facilitar la construccién de tablas de contingencia y el calculo de OR e IC se
empleo el programa para analisis epidemioldgico de datos tabulados Epidat v3.1.

Para anadlisis de EHW se utilizé el paquete estadistico PopGene v1.32 (University
of Alberta, Canada).

Se utilizo el programa Arlequin v.3.1 para el calculo de haplotipos usando un
algoritmo para datos genotipicos multilocus cuando la fase gamética es
desconocida, estimacion de fases gaméticas y el LD.
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3.5.9 Frecuencias alélicas y genotipicas en otras poblaciones

Las frecuencias alélicas y genotipicas obtenidas para cada uno de los
polimorfismos estudiados en la poblacién control se compararon con las de otras
poblaciones similares (europea, caucasica, espafiola, mediterranea). Para ello se
utilizaron bases de datos internacionales como por ejemplo:

Database of Single Nucleotide Polymorphisms (dbSNP)
Ensembl project

Allele Frequency Net Database (AFND)
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4.1 DESCRIPCION DE LAS COHORTES. DATOS CLINICOS Y
DEMOGRAFICOS

En el presente estudio se incluyeron un total de 751 pacientes procedentes de la
consulta de enfermedad inflamatoria intestinal del HUVN de Granada. Estos se
diagnosticaron seguin criterios radiologicos, endoscépicos, clinicos e histolégicos
estandares y se distingui6 entre Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC). Se
excluyeron del estudio pacientes de ascendencia no espafiola y de etnia gitana. También
se excluyeron del estudio pacientes diagnosticados de Colitis Indeterminada (CI).

Como poblacién control se seleccionaron 636 individuos sanos procedentes del
Banco Regional de donantes de médula dsea. Se tuvo especial cuidado en que esta
poblacién control fuera lo mas representativa posible de nuestro entorno, eliminando
aquellas personas de ascendencia no espafiola, de etnia gitana, familiares entre si e
intentando mantener la proporcién de hombres y mujeres. Como puede observarse en la
Tabla 8, donde se muestra la distribucién de las tres poblaciones segin el sexo, en
ambas poblaciones de enfermos el porcentaje de hombres es mayor que el de mujeres, al
contrario de lo que ocurre en la poblacién control. Al comparar las proporciones de
hombres y mujeres en enfermos y controles mediante un analisis estadistico, se pudo
observar que el hecho de ser hombre era un factor de riesgo tanto para sufrir CU como
EC, o, lo que es lo mismo, el hecho de ser hombre aumentaba las probabilidades de sufrir
EIIL

Tabla 8. Distribucidon de los pacientes de Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC) y
controles por sexo

Controles CcU EC
n (%) n (%) n (%)

Sexo

Hombres 267 (42,0%) 187 (55,0)2 202 (54,4)b
Mujeres 369 (58,0%) 153 (45,0) 169 (45,6)

a CU vs. Control: P<0,001; OR (IC95%)J=1,689 (1,295-2,203)
b EC vs Control: P<0,001; OR (IC95%)J=1,652 (1,276-2,138)

Segun los criterios de la clasificacion de Montreal los pacientes con EC se deben
dividir en tres grupos dependiendo de la edad a la que fueron diagnosticados. A pesar de
que este criterio no se incluye en el caso de la CU segun la reunion de Montreal, en
nuestro estudio se han clasificado todos los pacientes, tanto con EC como con CU, por
grupos de edad. En ambas enfermedades la dispersién en la edad al diagnéstico fue muy
elevada: habia casos en los que enfermedad debutaba en la infancia y casos
diagnosticados en la tercera edad. En la EC encontramos mas casos en la infancia y
bastantes menos en edades superiores a 40 afios que en la CU (Tabla 9).
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Tabla 9. Distribucion de la poblacién de pacientes de Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn
(EC) seguin la edad al diagndstico

cu EC
Grupo de edad n (%) n (%)
0-16 22 (6,5) 33(8,9)
17-40 194 (57,1) 239 (69,8)
>40 124 (36,5) 79 (21,3)

La distribucién de edad de los dos grupos de pacientes pueden observarse en el
Grafico 1. La edad media de diagnostico de nuestros pacientes con colitis ulcerosa fue de
36,97 y la enfermedad de Crohn de 31,48, si bien, al haber mucha dispersiéon (edad
minima y maxima de 5 y 83 en CU y de 10 y 80 en EC), es mas conveniente fijarse en la
mediana (34 afios en la CU y 28 en la EC) para poder comparar ambas poblaciones.

COLITIS ULCEROSA B. ENFERMEDAD DE CROHN
40
[ Media=36.9 Media=31.48
Mediana=34 Mediana=28
Moda=31 ] Moda=21%
Minimo=5 60 Minimo=10
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Edad al diagnéstico Edad al diagnéstico

Grafico 1. Distribucion de la edad al diagnéstico de pacientes con colitis ulcerosa y enfermedad de
Crohn. Se muestra la curva de normalidad.

*Existen varias modas (se muestra la menor de ellas)

En pacientes con colitis ulcerosa, segtin el test de U de Mann Whitney, el sexo
influye en la edad al diagnostico (P=0,014): mientras que en mujeres la edad media de
diagnostico es 34,7 afios y la mediana 32, en hombres la media es de 38,8 y la mediana
de 36 afios. Dentro del grupo de pacientes con enfermedad de Crohn también se
observan diferencias al realizar el test de U de Mann Whitney (P=0,009). En este caso, al
contrario de lo observado en la CU, en los hombres la edad de diagnéstico es mas
temprana (media y mediana 30,3 y 26,5 afios respectivamente) que en mujeres (media y
mediana 32,9 y 31 afios respectivamente).
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Siguiendo de nuevo los criterios de la clasificacién de Montreal, se subdividi6 a la
poblacién de enfermos en grupos dependiendo de la localizacién: proctitis, colitis distal
y pancolitis (Tabla 10) para enfermos de CU y coldnica, ileocélica, ileal o del TDS para
enfermos de EC (Tabla 11). El grupo dentro del que se engloba un paciente en el
momento del diagndstico puede variar a lo largo de la evolucién de la enfermedad; para
este estudio se ha clasificado al paciente segin las ultimas pruebas de imagen, de
anatomia patoldgica y el ultimo informe clinico. La mayoria de los pacientes con CU
(42,4%) tenia afectacion de todo el colon, un 39,4% del colon izquierdo y s6lo un 18,2%
afectacidn exclusiva del recto.

Tabla 10. Localizaciéon y evoluciéon de la enfermedad en pacientes con Colitis Ulcerosa

Montreal n (%)

Localizacién  Proctitis E1 62 (18,2)
Colitis Distal E2 134 (39,4)
Pancolitis E3 144 (42,4)

Evolucién Aguda fulminante 1(0,3)
Cronica continua 71(20,9)
Crénica intermitente 268 (78,8)

Otro criterio clasificatorio empleado en este estudio para los pacientes con CU es
si la evolucién de la enfermedad es intermitente o continua. La mayoria de los pacientes
(casi un 80%) present6 una evolucion intermitente y sélo se registré un caso de colitis
aguda fulminante (Tabla 10).

En la mayoria de pacientes con enfermedad de Crohn (Tabla 11) se observo una
afectacion exclusiva del ileon terminal (40,2%), en un 36,4% afectacion de colon e ileon
y localizacion exclusivamente colénica en un 19,4% de los casos. Un 4% de los pacientes,
ademas, tenia afectado algin tramo del TDS, generalmente el estémago. La clasificacion
de Montreal también establece que los enfermos deben agruparse dependiendo del
patrén clinico que presenten. En nuestro caso, la mayoria de los pacientes evolucion6
con un patrén no fistulizante/no estenosante o inflamatorio (51,5%), un 18,9% con un
patron estenosante y un 29,6% con un patrdn fistulizante. Cabe destacar que algunos
pacientes podrian catalogarse dentro de un grupo “fistulizante/estenosante”; en este
caso los hemos incluido en fistulizante. Al igual que en el caso de la CU, la mayoria de los
pacientes mostr6 una evolucién intermitente (77,9%).
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Tabla 11. Localizacién de las lesiones en Enfermedad de Crohn, patron clinico y evolucidn de los

pacientes
n (%) n (%)
Localizacién Ileal 154 (41.5) Ileon L1 149 (40,2)
Ileon + TDS L1+L4 5(1,3)
Colénica 76 (20,5) Colon L2 72 (19,4)
Colon + TDS L2 + L4 4(1,1)
I[leocélica 141 (38,0) Ileocolica L3 135 (36,4)

[leocdlica+ TDS L3+ L4 6 (1,6)

Patrén evolutivo  Inflamatorio B1 191 (51,5)
Estenosante B2 70 (18,9)
Fistulizante B3 110 (29,6)

Evolucion Intermitente 289 (77,9)
Continua 82 (22,1)

TDS=Tracto Digestivo Superior

Se observaron diferencias destacables en cuanto a la presencia de complicaciones
digestivas en enfermos con CU con respecto a enfermos con EC. Si entendemos por
complicacién digestiva las que se reflejan en la Tabla 12, el 49,6% de los pacientes con
EC ha sufrido este tipo de complicaciones en algin momento mientras que tan solo han
aparecido en el 12,4% de los pacientes con CU. La aparicion de fistulas y abscesos fue
muy comun dentro de la poblacién de pacientes con EC (41,5 y 29,6% de los pacientes,
respectivamente); en pacientes con CU, por el contrario, so6lo el 4,1% presento fistulas
en algin momento de la enfermedad. Algo similar ocurre con la presencia de abscesos
(4,1% en CU y 29,6% en EC) o la Epa (19,4% de pacientes con EC y 3,5% en pacientes
con CU). La perforacion intestinal es otra de las complicaciones graves asociadas a EII:
en este caso también fue mas frecuente en pacientes con EC que en pacientes con CU. Sin
embargo, la presencia de microcolon en algin momento de la enfermedad fue mas
frecuente en CU que en EC en nuestra poblacién (3,2% en CU y 0,5% en EC).
Afortunadamente tan sélo se detectaron 8 casos de cancer de colon en nuestra poblaciéon
de enfermos; todos excepto uno fueron secundarios a la colitis ulcerosa.

Tabla 12. Complicaciones digestivas observadas en pacientes con Colitis Ulcerosa (CU) y
Enfermedad de Crohn (EC)

Complicacién cu EC
n (%) n (%)
Epa 12 (3,5) 72 (19,4)
Microcolon 11 (3,2) 2(0,5)
Megacolon toxico 2(0,6) 2(0,5)
Perforacién 6(1,8) 22 (5,9)
Abscesos 14 (4,1) 110 (29,6)
Fistulas 14 (4,1) 154 (41,5)

Epa=Enfermedad perianal
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En nuestros pacientes se demostré la relacién entre la aparicién de
complicaciones digestivas y la localizacién de la enfermedad. La localizaciéon pancoldnica
se relacioné con la aparicion de complicaciones digestivas, fistulas y abscesos
principalmente, en pacientes con CU, ya que el 17,4% de estos pacientes las sufrio
mientras que sélo el 8,7% del resto de pacientes las desarrollé (P=0,016; OR=2,212). En
pacientes con EC fistulas y abscesos aparecieron con la misma frecuencia
independientemente de la localizacion de las lesiones. Sin embargo, si que se observaron
diferencias al analizar asociacion entre localizacién y Epa. Hasta un 31,6% de los
pacientes con localizacidn coldnica ha desarrollado Epa mientras que s6lo un 16,3% de
los pacientes con localizacion ileal o ileocélica (P=0,003; OR=2,375).

Debido en gran parte a las complicaciones mas graves, en ocasiones fue necesaria
la intervencion quirdrgica. Como ya se comenté en el Apartado 3.1, se han subdividido
las cirugias a las que se han sometido los pacientes en dos grandes grupos: reseccién
intestinal y cirugia de fistulas y abscesos. Nuevamente se observaron diferencias en
cuanto a la gravedad de las enfermedades en nuestra poblacion de pacientes (Tabla 13):
mas de la mitad de los pacientes con EC tuvieron que ser intervenidos mientras que sélo
un 11,5% de pacientes con CU se sometio a cirugia.

Tabla 13. Necesidad de cirugia en pacientes con Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC)

cu EC cu EC
n (%) n (%) n (%)* n (%)*
Reseccion 19 (5.6) 121 (32.6)
Nec‘;iidad SI  39(115)  187(504)  Fistulectomia 23 (6.8) 110 (29.6)
CIRUGIA o drenaje

NO 301(885) 184 (49.6)

*Los porcentajes se refieren a los pacientes que se han sometido a ese tipo de cirugia con respecto a la poblacién total
de pacientes. Un mismo paciente puede haber tenido que someterse a ambos tipos de cirugia.

Ademas de las complicaciones digestivas ya mencionadas, se examind la
presencia de manifestaciones extradigestivas (MED) (Tabla 14): un 33,2% de pacientes
con CU y mas del 40% de pacientes con EC presentaron alguna MED durante el curso de
su enfermedad. Es comin que un paciente no sélo manifieste una sino varias. Se
subdividieron en articulares, dérmicas, oculares, hepatobiliares y complicaciones
tromboembolicas.
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Tabla 14. Manifestaciones extradigestivas observadas en pacientes con Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC)

CU EC Ccu EC CcuU EC
n (%) n (%) n (%)* n (%)* n (%)* n (%)*
SI 113 156 Articulares 66 (19,4) 51(13,7)  Artritis periférica 57 (16,8) 39 (10,5)
(33.2) (42.0) Espondilitis 7(2,1) 11 (3,0)
Sacroileitis 13 (3,8) 9(2,4)
Dérmicas 21(6,2) 47 (12,7) Pioderma gangrenoso 4(1,2) 4(1,1)
Eritema nodoso 5(1,5) 22 (59
Aftas orales 15 (4,4) 22 (5,9)
Sindrome Sweet 2(0,6) 4(1,1)
Hepatobiliares 40 (11,8) 76 (20,5) CEP 4(1,2) 1(0,3)
MED Colelitiasis 17 (5,0) 40 (10,8)
Esteatosis 24 (7,1) 46 (12,4)
Oculares 11 (3,2) 9(2,4) Uveitis 8(24) 5(1,3)
Episcleritis 1(0,3) 1(0,3)
Blefaritis 3(0,9) 2(0,5)
CTE 10 (2,9) 21(5,7)
NO 227 215
(66.8) (58.0)

MED=Manifestaciones extradigestivas; CEP=Colangitis Esclerosante Primaria; CTE=Complicaciones Tromboembdlicas

*Los porcentajes siempre se refieren al total de la poblacién de pacientes en cada caso, ya que un mismo

paciente puede

presentar varias
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En el caso de la colitis ulcerosa las manifestaciones mas frecuentes fueron las
articulares (19,4%) y dentro de ellas la artritis periférica (16,8%). Por dificultades a la
hora de la recogida de datos no se distinguié en este trabajo entre artritis periférica de
tipo 1 y de tipo 2, pero en la mayoria de los casos se trataba de artritis mono o pauci-
articular. El 17,4% de los pacientes con CU sufrié Enfermedad Metabélica Osea (EMO),
ya sea osteoporosis, osteopenia o ambas; aunque podria incluirse dentro de las MED se
ha decidido excluir del estudio porque esta muy condicionada tanto por el tratamiento
recibido (sobre todo corticoideo) como por el sexo del paciente. El siguiente grupo de
MED mas frecuente fue el de las hepatobiliares (11,8%), donde se incluye esteatosis
hepatica, colelitiasis y CEP (en ese orden de frecuencia en nuestra poblacion de
pacientes con CU). Las manifestaciones dermatoldgicas aparecieron en un 6,2% de los
pacientes con CU; las mas destacadas fueron las lesiones de la mucosa oral (4,4%, sobre
todo en forma de aftas orales), pioderma gangrenoso (1,2%) y eritema nodoso (1,5%).
Sélo dos pacientes de los incluidos en el estudio desarrollaron sindrome de Sweet.
Dentro de las MED oculares destaco la uveitis, presente en el 2,4% de los pacientes. Por
ultimo, la aparicién de complicaciones tromboembdlicas se observé en el 2,9% de los
pacientes, bien en forma de tromboembolismo pulmonar (TEP), tromboembolismo
venoso profundo (TVP) o tromboflebitis.

Como ya se ha comentado, casi la mitad de los pacientes con enfermedad de
Crohn sufri6 algun tipo de MED. Las mas frecuentes fueron las hepatobiliares, y dentro
de ellas la esteatosis hepatica (12,4% de los pacientes). Las segundas en importancia
fueron las que afectan al aparato musculo-esqulético, siendo la mas frecuente, como
ocurria en pacientes con CU, la artritis periférica. En este caso tampoco se tiene en
cuenta la aparicion de EMO (14,6% de los pacientes con EC). La incidencia de
alteraciones dérmicas secundarias a la EC fue mas del doble que el caso de enfermos con
CU (aftas orales, eritemas nodoso, pioderma gangrenoso y sindrome de Sweet,
ordenados de la mas frecuente a la menos frecuente). Algo parecido ocurrié con las
complicaciones tromboembodlicas: el 5,7% de los pacientes con EC sufrié algun tipo de
episodio de este tipo, casi el doble que en el caso de la CU. Por el contrario, las
manifestaciones oculares fueron ligeramente mas frecuentes en CU que en EC (2,4% de
los pacientes con EC).

En la Tabla 15 se muestra el tratamiento recibido en algin momento de su
enfermedad por los pacientes de este estudio. Practicamente la totalidad de los
pacientes (99,4% en CU y 93,3% en EC) han sido tratados con salicilatos, generalmente
mesalazina. En muchos casos este tratamiento mantenido controla la enfermedad,
usando corticoides en pauta descendente en el momento del brote (67,1% en la CU y
73% en la EC); otros permanecen asintomaticos aun tras la retirada de los salicilatos y
otros necesitan de un tratamiento complementario o sustitutivo para controlar la
aparicion de brotes (inmunosupresores, terapia biolégica, cirugia).

115



RESULTADOS

Tabla 15. Tratamiento suministrado a los pacientes con Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de

Crohn (EC)
CU EC

n (%)* n (%)*
Salicilatos 338 (99,4) 346 (93,3)
Corticoides 228 (67,1) 271 (73,0)
Inmunosupresores  Azatioprina 82(24,1) 207 (55,8)
Mercaptopurina 27 (7,9) 58 (15,6)

Tacrolimus 6(1,8) 4(1,1)

Ciclosporina 12 (3,5) 1(0,3)

Metotrexato 2(0,6) 22 (5,9)
Biologicos Infliximab 36 (10,6) 82 (22,1)
Adalimumab 5(1,5) 57 (15,4)

Otros 1(0,3) 3(0,9)

Granulocitoaféresis 2(0,6) 2 (0,5)

*Los porcentajes siempre se refieren al total de la poblacién de pacientes ya que la mayoria han recibido mas de un
tratamiento a lo largo de su enfermedad.

El 35,3% de los pacientes de colitis ulcerosa y el 67,9% de pacientes con
enfermedad de Crohn, casi del doble, necesit6 en algin momento la administraciéon de
inmunosupresores. Generalmente se emplearon tiopurinas (azatioprina o
mercaptopurina) que podran reemplazar a la mesalazina o administrarse
conjuntamente. El uso de otros inmunosupresores diferentes a las tiopurinas fue mucho
menos frecuente, empledndose uUnicamente en casos puntuales de enfermedad
complicada y refractaria al tratamiento. La estrategia terapéutica en estos casos fue
diferente en el caso de la EC y la CU: mientras que en pacientes con EC se empled
metotrexato (5,9%), en el caso de la CU fue la ciclosporina el inmunosupresor elegido
(3,5%). El tratamiento con tiopurinas puede producir dafios a nivel pancreatico o
hepatico por eso es importante tener en cuenta si las complicaciones hepatobiliares se
deben a una manifestacion extraintestinal de la EIl o son un efecto secundario del
tratamiento recibido. Al analizar la aparicion de MED hepatobiliares en relacion al
tratamiento no encontramos diferencias en CU: la frecuencia de aparicién de estas
complicaciones es idéntica en pacientes que han recibido tratamiento con tiopurinas y
en los que no (11,8% en ambos casos). Sin embargo, en pacientes con EC que han
recibido tratamiento con azatioprina o mercaptopurina vemos un ligero aumento de las
complicaciones hepatobiliares (23,5% vs. 14,8%). Estas diferencias no llegan a ser
significativas (P=0,051) por lo que podriamos atribuirlas al azar, si bien es importante
tener el tratamiento en cuenta a la hora del analisis multivariable.

El uso de bioldgicos en pacientes con CU fue necesario en el 11,2% de los casos: el
mas usado es el infliximab (anti-TNFa, empleado en el 10,6% de los pacientes) o el
adalimumab (anti-TNF-a, usado Unicamente en el 1,5% de los casos, generalmente
cuando falla el infliximab o se muestran reacciones adversas). En este estudio, ademas,
un paciente recibi6 otro tratamiento bioldgico diferente (golimumab) por intolerancia a
infliximab y adalimumab y refractariedad de la enfermedad. Dada la mayor frecuencia
de aparicion de complicaciones graves, tanto digestivas como extradigestivas, el manejo
terapéutico de la EC es mas complicado y hasta en el 29,4% de los casos tuvo que
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administrarse terapia biolégica. De nuevo el mas usado es el infliximab (22,1% de los
pacientes), seguido por adalimumab (15,4% de los pacientes). En el caso de la EC, tres
pacientes recibieron otro tratamiento biologico diferente: rituximab, etanercept y
certolizumab, prescritos por otros servicios para controlar diferentes patologias o
refractariedad e intolerancia al tratamiento. Por ultimo, dos pacientes con CU y dos
pacientes con EC se sometieron a granulocitoaféresis, también por falta de respuesta al
tratamiento.

4.2 HLAY LAEI

Se han incluido en el estudio los genes HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1 y HLA-
DQBI1. En primer lugar se comprobo la existencia de EHW en la poblacién control para
los genes estudiados (Tabla 16) mediante la prueba de razon de verosimilitudes. Se
consider6 que la poblacién estaba en EHW cuando el p-valor>0,05.

Tabla 16. Estudio del Equilibrio de Hardy-Weinberg para los genes HLA en la poblacion control

G2 P
HLA-A 149,356 0,987
HLA-B 306,649 0,760
HLA-C 89,684 0,519
HLA-DRB1 65,914 0,834
HLA-DQB1 9,347 0,499

Se realiza la prueba de Razo6n de Verosimilitudes y se considera que la poblacién esta en equilibrio cuando P>0,05

A continuacién se detallan, por orden de importancia, los hallazgos mas
relevantes en nuestra poblacion. Las frecuencias alélicas de todos los genes HLA en las
dos poblaciones de enfermos y en la poblacién control pueden ser consultadas en el
ANEXO, dentro del apartado 8.2.

4.2.1 Relacién de HLA-DRB1*01:03 y HLA-DQB1*05:01 con la EII

Una de las asociaciones mdas importantes encontradas en este estudio entre los
genes situados en la regién MHC y la EII fue la relacién entre HLA-DRB1*01:03 y un
mayor riesgo de desarrollar tanto CU como EC. Como puede consultarse en la Tabla
suplementaria 5 y la Tabla suplementaria 6, la frecuencia de este alelo en pacientes fue
hasta cuatro veces superior en el caso de la CU (4,1%) y mas de tres veces en el caso de
la EC (3,3%) que en poblacién control (1%). De acuerdo con los valores de OR (Tabla
17), la asociacién de DRB1*01:03 con la CU fue la mas fuerte descrita en nuestra
poblacién, mientras que en el caso de la EC sélo fue superada por la asociacién con
NOD2.
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Tabla 17. Asociaciones encontradas entre HLA-DRB1*01:03 y mayor riesgo de desarrollar
enfermedad inflamatoria intestinal y con el fenotipo

HLA-DRB1*01:03 Pc 0dds ratio (IC95%)

n (%)
Colitis Ulcerosa 30 (4,1) <0,001 4,846 (2,465-9,529)
U Bistulas 6 (21,4) 0,022¢ 7,136 (2,650-19,215)
EC Enfermedad de Crohn 26 (3,3) <0,001 3,510 (1,745-7,061)
EC colénica 11 (7,2) 0,002** 3,463 (1,519-7,892)

CU=Colitis ulcerosa; EC=Enfermedad de Crohn; Pc=P tras la correccién de Bonferroni; IC=Intervalo de Confianza
*DRB1*01:03 vs. resto de alelos, fistulas vs. no fistulas

**DRB1*01:03 vs. resto de alelos, EC coldnica vs. EC ileal+ileocoélica

En relacién al fenotipo de la CU, el alelo HLA-DRB1*01:03 fue mas frecuente en
pacientes que presentan algun tipo de complicaciones digestivas y dentro de los que han
necesitado colectomia, sin embargo las diferencias tan so6lo continuaron tras la
correccion estadistica en el caso de la presencia de fistulas (Tabla 17): la frecuencia del
alelo alcanzé el 21,4% dentro de los pacientes con CU que desarrollaron fistulas,
mientras que fue de 3,7% en el resto de enfermos. Tras la realizaciéon de un analisis
multivariable, en el que se introdujeron la edad, el sexo, la localizaciéon y el alelo
DRB1*01:03 como variables independientes, se confirmo la asociacion de este alelo con
la aparicion de fistulas (P<0,001; OR=8,037). Ademas, la frecuencia del alelo DRB1*01:03
fue mayor en relacidn con otras variables como evolucion continua, artritis periférica o
MED, por lo que también se observdo un aumento de necesidad de tratamiento
inmunosupresor con respecto al resto de los pacientes con CU, aunque no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas tras la correccion de Bonferroni
en este caso.

Por otro lado, en pacientes con EC, el alelo DRB1*01:03 se asocié con localizacién
coldnica (Tabla 17): la frecuencia del alelo en enfermos con afectacion exclusivamente
coldnica fue de 7,2% y en pacientes con afectacion ileal o ileocolica fue de 2,2%. Al
realizar el andlisis multivariable, con edad, sexo y patrén evolutivo como variables
independientes, se confirmé la asociacion de HLA-DRB1*01:03 con la afectacion del
colon (P=0,003; OR=3,772). En este caso no se observo relacién entre el alelo y la
aparicion de complicaciones digestivas o el tratamiento.

El alelo DRB1*01:03 se encuentra en LD con HLA-DQB1*05:01 (Tabla
suplementaria 13). El haplotipo DRB1*01:03/DQB1*05:01 se asoci6 con mayor riesgo de
desarollar CU (Pc<0,001; OR=4,704) y EC (Pc=0,036; OR=3.044), sin embargo ni HLA-
DQB1*05:01 por separado ni los haplotipos que forma con otros HLA-DRB1 se
relacionaron con la EII. En pacientes con CU, este alelo se asocié ademas con la aparicion
de complicaciones digestivas, como fistulas (Pc=0,005; OR=3,731), y con la necesidad de
cirugia (Pc=0,020; OR=2,265). Tras la realizacién del analisis multivariable, incluyendo
sexo, edad, localizacién y DRB1*01:03 y DQB1*05:01 como covariables, ambos alelos
continuaron estando asociados con la aparicion de fistulas (Porsi01:05=0,006 y
Pogsi+0s0:=0,015).  Por otro lado, mientras que la frecuencia del haplotipo
DRB1*01:03/DQB1*05:01 fue mayor en pacientes con fistulas (11,5% vs. 4%), no se
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observo un aumento de la frecuencia en el resto de haplotipos de los que forma parte
DQB1*05:01 en estos pacientes. La asociacion de este alelo con la necesidad de cirugia
fue secundaria a la presencia de complicaciones digestivas (P=0,179 tras la regresion
logistica).

4.2.2 Asociacion de HLA-C*12:02 y HLA-DRB1%*15:02 con la CU

En nuestra poblacion, el alelo HLA-C*12:02 se asocié con un mayor riesgo de
desarrollar CU (Tabla 18); la frecuencia de este alelo en pacientes fue significativamente
mayor que en la poblaciéon control (4,5% vs. 1,8%), y, segun la OR, el riesgo de
desarrollar la enfermedad es mas del doble en presencia de C*12:02. La frecuencia de
HLA-B*52:01 fue también mayor en pacientes que en controles, sin embargo no se
apreciaron diferencias tras la correccion estadistica. Ambos alelos se encuentran en
estrecho LD (r2=0,738 en poblacién control), y la frecuencia del haplotipo formado por
ambos fue el doble en pacientes con CU que en controles (Tabla suplementaria 11),
aunque la asociacion de este haplotipo con un mayor riesgo de desarrollar la
enfermedad no pudo demostrarse estadisticamente (Pc>0,05).

Tabla 18. Comparacion de las frecuencias de los alelos HLA-B*52:01, HLA-C*12:02, HLA-DRB1%*15:02
y HLA-DQB1*06:01 entre pacientes con Colitis Ulcerosa (CU) y poblaciéon control

Control Cu
1 V)
Alelo n (%) n (%) P Pc Odds ratio (1C95%)
HLA-B*52:01 19 (1,5) 21(3,1) 0,018 NS
HLA-C*12:02 23(1,8) 30 (4,5) 0,001 0,016 2,538 (1,462-4,405)
HLA-DRB1*15:02 16 (1,3) 41 (5,7) <0,001 <0,001 3,246 (1,736-6,067)
HLA-DQB1*06:01 14 (1,1) 24 (3,5) <0,001 <0,001 3,287 (1,689-6,398)

Se realiza test de x2, o test exacto de Fisher cuando fue necesario, y se considera que existen diferencias significativas
cuando P<0,05. Pc=P tras la correccién de Bonferroni; IC=Intervalo de Confianza; NS=No significativo

Los alelos DRB1*15:02 y DQB1*06:01 también se asociaron con la CU en nuestra
poblacién (Tabla 18), ya que en ambos casos las frecuencias alélicas en pacientes
practicamente triplicaron a las encontradas en controles. Estos alelos se encuentran en
LD (r?=0,874 en controles) y el haplotipo DRB1*15:02/DQB1*06:01 también se asoci6
con mayor riesgo de CU en nuestro estudio [1,1% vs. 3,4%; Pc=0,025; OR
(IC95%)=3,133 (1,592-6,165)]. No se han encontrado en nuestra poblaciéon otros
haplotipos con frecuencia superior al 1% de los que formen parte estos alelos; al realizar
un analisis multivariable incluyendo ambos alelos como covariables, la asociacion de
DRB1*15:02 continu6 (P=0,004) mientras que la de DQB1*06:01 no (P>0,05).

Ya que en este estudio no se han construido haplotipos completos que incluyan
todos los genes HLA, para determinar si la asociaciéon de C*12:02 o DRB1*15:02 se debe
al LD existente entre ambos, se realizd una nueva regresion logistica introduciendo
ambos alelos como covariables y la CU como variable dependiente: tras este analisis
multivariable se confirmé la asociacion independiente de ambos alelos con la
enfermedad.
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4.2.3 Otros alelos relacionados con la CU o con su fenotipo

En poblacién control, la frecuencia del alelo DRB1*03:01 fue casi del 12%
mientras que en pacientes no lleg6 al 7% (Tabla 19). Tras el analisis estadistico, la OR
indicé el papel protector de este alelo frente a la CU en nuestra poblacion. El alelo HLA-
DQB1*02:01 también result6 ser protector frente a la enfermedad en nuestro estudio
(Pc=0,026; OR=0,598); ambos alelos se encuentran en LD practicamente completo tanto
en poblacién control como en pacientes con CU (r2=0,955 y r2=0,957, respectivamente)
y, como cabria esperar, el haplotipo DRB1*03:01/DQB1*02:01 era protector frente a la
CU en nuestra poblacion [6,9% vs. 11,4%; Pc=0,048; OR (IC95%)=0,575 (0,406-0,815)].
Tras la realizacién del analisis multivariable incluyendo ambos alelos como variables
independientes, se demostr6 el papel protector de DRB1*03:01 (P=0,002) pero
DQB1*02:01 fue eliminado de la ecuacion (P>0,05).

Tabla 19. Otros alelos relacionados con Colitis Ulcerosa (CU)

Control Cu ,
0,
Alelo n (%) n (%) Pc 0dds ratio (1C95%)

DRB1*03:01 147 (11,6) 50 (6,9) 0,044  0,581(0,414-0,817)
DRB1*11:01 86 (6,8) 74 (10,2) 0,044 1,659 (1,196-2,300)
DQB1*02:01 149 (11,7) 50 (7,4) 0,026 0,598 (0,428-0,836)

Se realiza test de x2, o test exacto de Fisher cuando fue necesario, y se considera que existen diferencias significativas
cuando P<0,05. Pc=P tras la correccién de Bonferroni; IC=Intervalo de Confianza; NS=No significativo

El alelo DRB1*11:01 también se asocio6 con la CU en nuestra poblaciéon (Tabla 19).
La frecuencia de este alelo en controles sanos fue de 6,8% mientras que en pacientes
alcanz6 el 10,2%, y, tal y como indica el valor de OR, la asociacién de este alelo con un
mayor riesgo de desarrollar CU fue mas débil que en los casos anteriores. El haplotipo
HLA-DRB1*11:01/DQB1*03:01 también se asoci6 con un mayor riesgo de desarrollar CU
[Pc=0,025; OR (IC95%)=1,725 (1,239-2,403)]; ni DQB1*03:01, alelo en LD con
DRB1*11:01, ni los haplotipos que forma con otros alelos HLA-DRB1, se asociaron con la
CU en nuestra poblacidn.

4.2.4 Otros alelos relacionados con la EC o con su fenotipo

Ademas de la asociacion de DRB1*01:03, se han relacionado otros alelos con la EC
en nuestra poblacion (Tabla 20). La frecuencia del alelo HLA-A*29:02 fue
significativamente mayor en pacientes que en controles (9,5% vs. 5,7%), mientras que el
alelo HLA-A*29:01 fue mucho menos frecuente en pacientes (tan s6lo presente en uno de
ellos) y resulté ser protector frente a la enfermedad. Dentro de los genes de HLA de clase
[, también se describié la asociaciéon de B*49:01 con mayor riesgo de desarrollar EC en
nuestra poblacion, ya que su frecuencia fue mas del doble en pacientes que en controles.
B*49:01 se encuentra en LD con C*07:01 y con MICA*A6 (Tabla suplementaria 11 y Tabla
suplementaria 12) y las frecuencias de los haplotipos que forma con cada uno de ellos
fueron mayores en pacientes que en controles, aunque en el caso de HLA-C las
diferencias desaparecieron tras la correccion (4,2% vs. 2,1%; P=0,009; Pc>0,050). El
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haplotipo B*49:01/MICA*A6 si que se asocié con mayor riesgo de EC [Pc=0,005; OR
(IC95%)=2,432 (1,501-3,942)] pero no asi los haplotipos formados por MICA*A6 y otros
alelos HLA-B con los que se encuentra en LD.

Tabla 20. Otros alelos relacionados con Enfermedad de Crohn (EC)

Control EC
1 V)
Alelo n (%) n (%) P Pc 0dds ratio (1C95%)
A*29:01 28 (2,2) 1(0,1) <0,001 0,003 0,061 (0,008-0,446)
A*29:02 73 (5,7) 70(9,5) <0,001 0,016 1,732(1,231-2,436)
B*49:01 33(2,6) 40 (5,4) 0,001 0,021 2,164 (1,352-3,463)

DRBI*01:01 103 (8,1) 33(42) 0,002 0,044 0,528 (0,353-0,790)
DRBI*07:01 209 (16,4) 162(20,8) 0,005 NS

Se realiza test de X2, o test exacto de Fisher cuando fue necesario, y se considera que existen diferencias significativas
cuando P<0,05. Pc=P tras la correccién de Bonferroni; IC=Intervalo de Confianza; NS=No significativo

Se describié el papel protector del alelo HLA-DRB1*01:01 frente a la EC en
nuestra poblacién, siendo la frecuencia de éste casi la mitad en pacientes que en
controles (4,2% vs. 8,1%). Al igual que DRB1*01:03, DRB1*01:01 también se encuentra
en estrecho LD con DQB1*05:01, y el haplotipo DRB1*01:01/DQB1*05:01 fue protector
frente a la enfermedad [Pc=0,024; OR (1C95%)=0,506 (0,333-0,769)]. Por otro lado, el
alelo DRB1*07:01 fue mas frecuente en pacientes que en controles (20,8% vs. 16,4%);
sin embargo, tras la correccién las diferencias estadisticas desaparecieron (P=0,005;
Pc>0,050).

Con respecto al fenotipo, se encontraron algunas relaciones en nuestra poblacién
de pacientes con EC que merece la pena destacar. El alelo HLA-A*11:01 fue protector
frente a la apariciéon de complicaciones digestivas, como fistulas o abscesos [Pc=0,032;
OR (IC95%)=0,347 (0,172-0,701)], lo que significa que pacientes portadores de dicho
alelo tienen menos probabilidad de sufrir este tipo de complicaciones. En relacién al tipo
de EC segun la localizacién de las lesiones, la frecuencia del alelo DRB1*07:01 fue mayor
en pacientes con EC ileal que en el resto (25,3% vs. 18,7%); sin embargo, las diferencias
no continuaron tras la correcciéon de Bonferroni (P=0,029; Pc>0,050).

El alelo DRB1*14:01 se asocio6 con la presencia de MED hepatobiliares en nuestra
poblacion, principalmente esteatosis, ya que su frecuencia fue mucho mayor en
pacientes con esta complicacién que en los que no la sufren [8,6% vs. 2,4%; Pc<0,001;
OR (IC95%)=3,848 (1,769-8,371)]. Por otro lado, el alelo DQB1*05:03 también se asocid
con la aparicion de MED hepatobiliares [11,2% vs. 2,7%; Pc<0,001; OR (IC95%)=4,518
(2,226-9,170)]. HLA-DRB1*14:01 y DQB1*05:03 estan en estrecho LD (Tabla
suplementaria 13) y el haplotipo formado por ambos fue mas frecuente en pacientes con
esteatosis (7,8% vs. 2,7%) aunque las diferencias no continuaron tras la correccion
(P=0,023; Pc>0,050). Al realizar una regresién logistica incluyendo ambos alelos junto
con edad, sexo y tratamiento con tiopurinas como variables independientes y la
aparicion de MED hepatobiliares como variable dependiente, se confirmo6 la asociacién
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de DQB1*05:03 (P<0,001; OR=4,643), asi como la del tratamiento con tiopurinas
(P<0,001; OR=2,310), pero no la de DRB1*14:01 (P>0,05).

4.3 MICAY LAEI

De acuerdo con el tamafio en pares de bases (pb) de los productos de la PCR, se
detectaron en total cinco alelos de MICA: MICA*A4 (179pb), MICA*A5 (182 pb),
MICA*A5.1 (183 pb), MICA*A6 (185 pb) y MICA*A9 (194 pb). Una vez mas se demostro el
EHW con respecto a los genotipos de MICA en la poblacién control (G2=14,700;
P=0,144). Los resultados obtenidos en el tipaje del polimorfismo en la regién TM de
MICA se muestran en la Tabla suplementaria 9 y la Tabla suplementaria 10. En las tres
poblaciones el alelo mas comun fue MICA*A6 (35,9% en CU, 35,6% en EC y 34,3% en
controles sanos).

4.3.1 Papel protector de MICA*A4 frente a la CU

MICA*A4 result6 ser protector frente a la colitis ulcerosa en nuestra poblacion: la
frecuencia del alelo fue significativamente menor en pacientes (10,6%) que en controles
(15,6%), sugiriendo la OR el papel protector del mismo (Tabla 21). Al analizar
genotipos, se observo que tan sélo dos pacientes portaban el genotipo homocigoto
MICA*A4/*A4 (0,6%) mientras que éste estaba presente en un 1,9% de los controles
sanos (Tabla suplementaria 9). A pesar de ser casi el doble la frecuencia del genotipo
homocigoto en controles, no se pudo demostrar la diferencia estadisticamente.

Tabla 21. Frecuencias de MICA*A4 y de los haplotipos HLA-B*18:01/MICA*A4 y HLA-
B*27:05/MICA*A4 en poblaciéon control y pacientes con Colitis Ulcerosa (CU)

Control CU

1 (V)
n (%) n (%) Pc Odds Ratio (1C95%)
MICA*A4 193 (156) 73(10,6) 0,015 0,643 (0,482-0,858)
HLA-B*18/MICA*A4  125(10,1) 37(57) 0,024 0,533 (0,364-0,779)
HLA-B*27/MICA*A4 30(2,4) 3(0,5) 0,046 0,185 (0,056-0,609)

Se realiza test de X2, o test exacto de Fisher cuando fue necesario, y se considera que existen diferencias significativas
cuando P<0,05. Pc=P tras la correccion de Bonferroni; IC=Intervalo de Confianza

MICA*A4 se encuentra en LD con HLA-B*18:01 y con HLA-B*27:05, siendo el
coeficiente de correlacion de HLA-B*18:01/MICA*A4 mas del triple que el de HLA-
B*27:05/MICA*A4 en poblacion de pacientes con CU (r?=0,512 y 12=0,050,
respectivamente), tal y como se puede consultar en la Tabla suplementaria 12. La
frecuencia de ambos alelos HLA-B fue menor en pacientes con CU que en controles,
aunque las diferencias desaparecieron tras la correccion estadistica (Tabla
suplementaria 3). Al analizar haplotipos y comparar las frecuencias entre poblacién de
enfermos y poblacién control, en ambos casos se observaron diferencias significativas
por lo que ambos haplotipos se consideraron protectores frente a la enfermedad (Tabla
21).
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Como ya se ha comentado al principio del capitulo de resultados (seccién 4), tan
s6lo 7 de nuestros pacientes con colitis ulcerosa han desarrollado cancer colorrectal. 5
de estos pacientes portaban MICA*A4, lo que conlleva un aumento de la frecuencia del
alelo en este subgrupo. Sin embargo, la posible asociacion de MICA*A4 con cancer de
colon no se evidencid estadisticamente en nuestro estudio.

4.3.2 Relacion de otros alelos de MICA y la EIl

A pesar de no existir diferencias estadisticamente significativas, la frecuencia de
MICA*A5.1 fue mayor en pacientes con CU que en controles (28,2% y 25,1%,
respectivamente), asi como la del genotipo homocigoto MICA*A5.1/*A5.1 (Tabla
suplementaria 9). Las frecuencias alélicas de MICA*A6 fueron bastante similares en la
poblacién control y la poblaciéon de pacientes con CU y no se apreciaron diferencias
significativas. No obstante, una vez realizado el andlisis de haplotipos HLA-B/MICA, se
observd que la frecuencia de HLA-B*52:01/MICA*A6 era significativamente mayor en
pacientes que en controles [3,2% vs. 1,1%; Pc=0,034; OR (IC95%)=2,896 (1,462-5,733)].
Dado que HLA-B*52:01 se encuentra a su vez en LD con C*12:02 y previamente habiamos
descrito la asociacién de este alelo con la CU, se realiz6 un andlisis multivariable
incluyendo los tres alelos en la ecuacion: la relacién entre B*52:01 y MICA*A6 con mayor
riesgo de desarrollar CU desaparecié (P>0,050), mientras que la de C*12:02 continu6
(P=0,001).

Tras la estratificacion de pacientes de acuerdo con el fenotipo, se encontraron
algunas diferencias. No se observo asociacion de MICA*A5.1 con la edad al diagnéstico en
pacientes con CU cuando se realizé el test de Kruskal-Wallis (P=0,398) pero al subdividir
los pacientes por grupos de edad y comparar la frecuencia de MICA*A5.1 entre ellos si
que se observaron diferencias: mientras que en el grupo 1 y 3 las frecuencias de
MICA*A5.1 feron de 31,8% y 33,9% respectivamente, en el grupo 2 fue solamente de
24,2% (Tabla 22). Algo parecido ocurri6 con el genotipo homocigoto MICA*A5.1/*A5.1,
para el que las frecuencias en el grupo 1, 2 y 3 fueron respectivamente 13,6%, 5,7%,
12,9%.
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Tabla 22. Algunas caracteristicas clinicas y su asociacién con MICA*A5.1 en pacientes con Colitis

Ulcerosa (CU)
MICA*A5.1 Otros alelos
i 0,
n (%) n (%) Pc 0Odds ratio (1C95%)
Edad al diagnoéstico
Grupo 1 + Grupo 3 98 (33,6) 194 (66,4) i
Grupo 2 94 (24,2) 294 (75,8) 0,035 1,580 (1,129-2,211)
Abscesos
Abscesos 15 (53,6) 13 (46,4) i
No abscesos 177 (27,1) 475 (72,9) 0,010 3,097 (1,445-6,638)
Fistulas
Fistulas 12 (42,9) 16 (57,1)
No fistulas 180 (27,6) 472 (72,4) NS

Se muestra la frecuencia de MICA*A5.1 y del resto de alelos MICA en cada subgrupo clinico. Se realiza test de x2, o test
exacto de Fisher cuando fue necesario, y se considera que existen diferencias significativas cuando P<0,05. Pc=P tras
la correccion de Bonferroni; IC=Intervalo de Confianza; NS=No significativo

La presencia del alelo MICA*A5.1 también se asocié en nuestra poblacion de
pacientes con CU con la apariciéon de abscesos (Tabla 22): el 7,8% de los pacientes
portadores de este alelo desarrollé abscesos en algin momento de la enfermedad,
mientras que esta complicacién s6lo aparerico en el 2,7% del resto de enfermos. La
frecuencia del alelo dentro del grupo de pacientes con abscesos fue superior al 50%,
indicando la OR que MICA*A5.1 es un factor de riesgo para desarrollar esta complicacion.
También se observo un aumento de la frecuencia en pacientes con fistulas, pero las
diferencias desaparecieron tras la correccion de Bonferroni.

4.4 NODZ2Y LAEI

Como ya se describié en la seccion de METODOLOGIA, se han estudiado tres
polimorfismos en el gen NODZ2: dos de ellos SNPs y otro una insercion. Previo al estudio
de asociacion, se comprobo que la poblacidon control se encontraba en EHW para los tres
polimorfismos (Tabla 23) y se realizé un estudio de desequilibrio de ligamiento (LD)
para cada par de loci, confirmandose el equilibrio en ambos casos.

Tabla 23. Estudio del equilibrio de Hardy-Weinberg para los tres polimorfismos de NOD2 en la
poblacién control

Polimorfismo X2 P
rs2066844 2,087 0,149
rs2066845 2,677 0,102
rs2066847 0,113 0,737

Se considera que la poblacién esta en equilibrio cuando P>0,05
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A lo largo del texto se hara referencia a estos polimorfismos en base a la
nomenclatura que se maneja en la bibliografia o segtin el cambio que se produce en la
proteina:

rs2066844: SNP8 o R702W
rs2066845: SNP12 o G908R
rs2066847: SNP13 0 1007insC

4.4.1 NOD2ylaCU

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los tres polimorfismos en poblacién
control y colitis ulcerosa se pueden consultar en la Tabla 24. Estas frecuencias fueron
bastante parecidas y, estadisticamente hablando, no se encontraron diferencias entre
ambas poblaciones, ya que en todos los casos el valor de P>0,05.

Tabla 24. Frecuencias alélicas y genotipicas de los tres polimorfismos estudiados para el gen NOD2
en poblacion control y Colitis Ulcerosa (CU)

. . . Control Ccu
Polimorfismo Alelo/Genotipo n (%) n (%)
SNP8 C 1096 (96,3) 639 (94,8)

T 42 (3,7) 35(5,2)
CC 529 (93,0) 303 (89,9)
TT + CT 40 (7,0) 34 (10,1)
SNP12 C 23 (2,0) 6 (0,9)
G 1125 (98,0) 668 (99,1)
GG 552 (96,2) 331 (98,2)
CC+CG 22 (3,8) 6(1,8)
SNP13 - 1149 (98,5) 663 (98,1)
C 17 (1,5) 13 (1,9)
-- 566 (97,1) 325 (96,2)
CC+-C 17 (2,9) 13 (3,8)

Tras la realizacion del test de X2, o test exacto de Fisher cuando fue necesario, no se encuentran diferencias
significativas entre ambas poblaciones (P>0,05)

Considerando todas las variantes de NODZ en conjunto, el 12,3% de los controles
presenté alguna de las variantes mutadas mientras que el 15,3% de los pacientes con CU
tenia NOD2 mutado (P=0,184).

4.4.2 NOD2ylaEC

4.4.2.1 NODZy riesgo de desarrollar EC

En el caso de la EC todas las variantes de NODZ estudiadas se asociaron con la
enfermedad. Como puede observarse en la Tabla 25, en todos los casos la frecuencia del
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alelo minoritario fue mas del doble en pacientes, con valores de P y OR muy
significativos. Fue especialmente llamativo el caso del polimorfismo rs206684 (SNP8),
para el que la frecuencia de pacientes portadores del alelo T (ya sea en heterocigosis u
homocigosis) alcanzé un 19,2%, casi tres veces mas que en controles. Para facilitar el
estudio estadistico, para los tres polimorfismos, se agruparon los genotipos
dependiendo de la presencia o ausencia del alelo mutado, segin el modelo genético
dominante. Considerando en conjunto las tres variantes, el 31% de los pacientes con EC
tenia NODZ mutado, mientras que esto tan sdlo se observo en un 12,3% de los controles
[P<0,001; OR (IC95%)=3,214 (2,326-4,404)]. Al comparar la frecuencia de mutacion en
NODZ entre pacientes con CU y EC se observo que ésta fue significativamente mayor en
pacientes con EC [15,3% vs. 31%, P<0,001; OR (IC95%)=3,214 (2,326-4,404)]; esta
diferencia también se pudo apreciar al analizar las tres variantes de NODZ por separado
(Tabla 25).

Tabla 25. Frecuencias del alelo menor y genotipos mutados para los tres polimorfismos estudiados
de NOD2 y comparacion estadistica entre poblacién control y pacientes con Enfermedad de Crohn

(EQ)
. Alelo/ Control EC Pvs. 0dds ratio (IC
Variante Genotipo n (%) n (%) Control 95%) Pvs.cU
SNP8 C 1096 (96,3) 653 (89,5)
T 42 (37) 77 (10,5) <0,001 3,077 (2,087-4,537) <0,001
cc 529 (93,00 295 (80,8)
T+ CT 40 (7.0) 70(192) <0001 3138(2075-4746) 0,001
SNP12  C 23 (2,0) 33 (4,5)
G 1125 (98,0) 697 (95,5) 0,002 2,316 (1,349-3,977) <0,001
GG 552(96,2)  333(91,2)
CC +CG 22(3,8) 32 (8,8) 0,002 2,411 (1,378-4,219) <0,001
SNP13 - 1149 (98,5 693 (96,0
C 17 ((1 5) ) 29 E4 O)) <0,001 2,828 (1,543-5,185) 0,022
- 566 (97,1) 332(92)
CC+-C 17 (2,9) 29 (8,0) <0,001 2,908 (1,574-5,373) 0,020

IC=Intervalo de Confianza

En poblacién control tan sé6lo se encontraron tres homocigotos para mutaciones

de NOD2 (dos para SNP8 y uno para SNP12) y un heterocigoto compuesto (dos
mutaciones en diferentes polimorfismos de NODZ2). En el caso de los pacientes con EC,
hubo hasta siete homocigotos para SNP8 y un homocigoto para SNP12. El ndmero de
heterocigotos compuestos fue de dieciséis: en nuestra poblacion no hubo ningin
paciente que portara tres alelos mutados de NODZ2. Al estudiar si la presencia de mas de
una mutaciéon en NODZ en forma de homocigoto o heterocigoto compuesto estaba
asociada con la EC vimos que tanto el valor de P (P<0,001) como la OR [OR
(IC95%)=10,443 (3,583-30,438)] indicaron una fuerte asociacidn.
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4.4.2.2 NODZy fenotipo de la EC

Tras el estudio caso-control se llevd a cabo la estratificacién de los pacientes
dependiendo del fenotipo para determinar si existia alguna asociacién con
polimorfismos de NODZ. En la Tabla 26 se resumen las principales asociaciones
encontradas entre polimorfismos de NODZ y el fenotipo de la enfermedad de Crohn. El
polimorfismo SNP8 se relacion6 con la edad al diagnoéstico, ya que al realizar el test de U
de Mann-Whitney el valor de P fue significativo (P=0,040). Mientras que en pacientes
portadores de la variante minoritaria SNP8-T la media y la mediana de la edad al
diagnostico fueron 28,9 y 25 afios respectivamente, en pacientes con el genotipo salvaje
era de 32,3 y 29 anos. Si tenemos en cuenta los grupos establecidos por la clasificacién
de Montreal, la presencia del alelo mutado se asoci6 con un diagnostico dentro del grupo
1 o del grupo 2 (antes de los 40 afios). La frecuencia de los genotipos minoritarios de
SNP13 también fue mayor en pacientes diagnosticados antes de los 40 afios (9,2% vs.
3,8%), aunque las diferencias no llegaron a ser significativas.

Como también puede observarse en la Tabla 26, se describié la relaciéon entre
NODZ y la localizacién de la enfermedad: tanto el alelo SNP8-T como SNP13-insC se
asociaron con una EC ileal, es decir, los pacientes con alguno de los dos alelos mutados
evolucionaron con una localizacion preferentemente ileal o ileocdlica de las lesiones.
Sélo el 10% de los pacientes portadores de SNP8-T y el 3,4% de los pacientes que
portaba SNP13-insC evolucion6 hacia una EC coldnica. Tan so6lo se detectaron 6
pacientes heterocigotos compuestos para SNP8 y SNP13 y en todos los casos se trat6 de
pacientes con EC ileal, pero un niimero tan reducido de pacientes nos hizo imposible
estudiar si el efecto de ambos genes es acumulativo. A pesar de que la frecuencia del
SNP12-C fue menor en pacientes con localizaciéon colénica, no se pudieron demostrar
diferencias significativas. La presencia del alelo SNP13-insC se relacioné con un aumento
de la necesidad de reseccién intestinal en nuestros pacientes con EC; sin embargo tras la
realizacion del analisis multivariable, incluyendo la localizacién como covariable, esta
asociacion desaparecié mientras que la localizacion ileal continu6 estando asociada
(P=0,021).
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Tabla 26. Relaciones encontradas entre las variantes de NOD2 y el fenotipo en Enfermedad de Crohn (EC).

SNP8 SNP12 SNP13 NOD2++
TT + CT P OR (IC95%) CC + CG P OR (IC95%) CC+-C P OR (IC95%) o P OR (IC95%)
%* 0% 0p* %o
Edad
<40 21,3 0,047 2,422 (1,106- 8,7 NS 9,2 NS 33,2 NS
>40 11,4 5,303) 8,9 3,8 22,8
Localizacion
Colon 9,2 0,013 2,748 (1,203- 5.3 NS 1,4 0,038° 7,617 (1,019- 15,8 0,001 2,861 (1,477-
Ileal + Ileocdlica 21,8 6,277) 9,7 9,7 56,951) 34,9 5,543)
Patréon
Inflamatorio 18,0 NS 6,4 NS 4,9 0,025 2,477 (1,096- 27,2 NS
5,600)
Fistulizante 17,8 NS 13,8 0,028 2,243 (1,077- 10,1 34,5 NS
4,675)
Estenosante 24,6 NS 7,2 ND 12,0 35,7 NS
Reseccion
intestinal
Si 23,5 NS 8,4 NS 12,6 0,025 2,349 (1,094- 37,2 NS
No 17,1 8,9 5,8 5,045) 28,0
MED
hepatobiliares
Si 27,6 0,035 1,870 (1,037- 13,2 NS 10,5 NS 38,2 NS
No 17,0 3,371) 7,6 7,4 29,2
Esteatosis
Si 28,3 NS 19,6 0,006 3,130 (1,347- 13,0 NS 45,7 0,022 2,064 (1,102-
No 17,9 7,2 7,273) 7,3 28,9 3,867)

OR=0dds ratio; IC=Intervalo de Confianza; NS=No significativo

*El porcentaje se refiere a la frecuencia de genotipo en cada subgrupo clinico. En todos los casos un valor de P<0,05 indica diferencias entre subgrupos de pacientes.

**NOD2*=Presencia de mutacion en cualquiera de los 3 polimorfismos de NOD2

®Se aplica la correccién de Yates.
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En cuanto al patréon de la enfermedad, el alelo SNP12-C se asoci6 con un patrén
fistulizante; el 42,8% de los pacientes portadores de esta variante evolucioné con este
patrén, mientras que tan so6lo el 28% del resto de los pacientes se comport6 de esta
manera. Como es l6gico, la presencia del alelo también se asocié con la aparicion de
fistulas: el 62,5% de los pacientes con el genotipo mutado desarrollé fistulas, mientras
que en pacientes con el genotipo salvaje la apariciéon de fistulas no llegdé al 40%
[P=0,011; OR (IC95%)=2,570 (1,216-5,434)]. La presencia de SNP13-insC se asocid en
nuestra poblaciéon de enfermos con un patrén de la enfermedad no inflamatorio; sin
embargo, tras la realizacion del analisis multivariable incluyendo la localizacion ileal
como covariable desaparecieron las diferencias significativas (P=0,055). Por el
contrario, la asociaciéon de SNP12-C con patrén fistulizante si que continué tras la
regresion logistica.

En pacientes portadores del alelo SNP8-T se observé un aumento de la aparicién
de MED hepatobiliares con respecto a los homocigotos SNP8-CC (30% vs. 18,6%). Se
observd un aumento de los casos tanto de esteatosis como de colelitiasis, sin asociarse
por separado a ninguna de ellas. Por otro lado, la presencia del alelo SNP12-C aumentd
las probabilidades de desarrollar esteatosis, ya que su incidencia en estos pacientes fue
del 28% mientras que sdlo un 11% de pacientes con genotipo salvaje desarroll6
esteatosis. Analizando el fenotipo en relacién a la presencia o ausencia de cualquiera de
las tres variantes mutadas (Tabla 26), se observé que la presencia de al menos una de
ellas se asocié con una EC ileal, ya que tan s6lo en un 10% de los pacientes con alguna
mutacién se restringen las lesiones al colon. Por ultimo, al igual que con dos de los
polimorfismos estudiados por separado, la presencia de mutacién en NODZ se asoci6 con
problemas hepatobiliares, concretamente esteatosis.

Aunque no se pudieran demostrar estadisticamente, se observaron una serie de
diferencias fenotipicas entre los pacientes con EC con mas de una mutacion en NODZ y
los que portaban una o ninguna. En estos pacientes la edad al diagnostico era mas
temprana, ya que tan s6lo uno de los pacientes con dos mutaciones en NODZ se
diagnosticé con mdas de cuarenta afios, presentaron afectacion preferentemente del ileon
(EC ileal o ileocolica) y un patrén clinico no inflamatorio (estenosante o fistulizante). En
el caso de las MED hepatobiliares si que vimos diferencias estadisticamente destacables:
de los 23 pacientes, 11 presentaron este tipo de complicacion [P=0,002; OR
(IC95%)=3,991 (1,686-9,445)]. En resumen, los pacientes portadores de dos variantes
minoritarias de NODZ2, ya sean homocigotos o heterocigotos compuestos,
preferentemente evolucionaron con un patrén clinico no inflamatorio (fistulizante o
estenosante pero con mas frecuencia fistulizante), localizacién ileal o ileocdlica,
sufrieron con mas frecuencia MED hepatobiliares y, por lo general, mas complicaciones
digestivas.

4.5 TLRsY LAEIl

En este estudio se han incluido dieciséis SNPs en genes de los TLRs, seleccionados
en base a lo consultado en la bibliografia y en la base de datos de SNPs disponible en la
pagina web del NCBI. En total se eligieron dos SNPs en los genes TLRZ2, TLR3, TLR4,
TLR5, TLR6 y TLR10 y un SNP en los genes TLR1, TLR7, TLR8, TLR9 (Tabla 5). En primer
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lugar, se comprob6 la existencia de EHW en la poblacién control para todos los
polimorfismos, como se puede consultar en la Tabla 27.

Tabla 27. Estudio del equilibrio de Hardy-Weinberg para los polimorfismos en los genes de los
TLRs en la poblacién control

Gen rs X? P
TLR1 rs5743611 1,886 0,170
TLR2 rs5743704 3,177 0,075

rs5743708 0,048 0,827
TLR3 rs3775291 0,136 0,712
rs5743305 0,309 0,578
TLR4 rs4986790 0,895 0,344
rs4986791 1,065 0,302
TLR5 rs5744174 0,966 0,326
rs2072493 3,677 0,056
TLR6 rs5743795 0,102 0,749
rs5743810 0,040 0,841
TLR7 rs179008 0,138 0,710
TLR8 rs3764880 3,815 0,051
TLR9 rs352140 3,666 0,056
TLR10 rs4129009 0,041 0,840
rs11096955 0,740 0,390

Se considera que la poblacién esta en equilibrio cuando P>0,05

Una vez comprabado el equilibrio se analizé la posible relacion de cada
polimorfismo por separado con la susceptibilidad a padecer CU y EC y con el fenotipo de
cada una de las enfermedades. El estudio se llevd a cabo siguiendo el modelo genético
dominante o el modelo genético recesivo, segin el caso. Como ya se comentd en la
introduccién (apartado 1.4.3.2), los TLRs se pueden dividir en 5 familias en base a la
homologia de su secuencia: la familia del TLRZ (que incluye TLR1, TLR2, TLR6 y TLR10),
la del TLRY (que incluye TLR7, TLR8y TLR9) y TLR3, TLR4 y TLR5 que se consideran por
separado. A continuacion se relatan los hallazgos en nuestra poblacién; para facilitar la
lectura y la comprension de este trabajo, se han agrupado los resultados obtenidos por
familias de TLRs.

4.5.1 TLR1, TLR2,TLR6y TLR10 en la EIl

En la Tabla 28 se resumen las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs
estudiados en los genes TLR1, TLR2, TLR6 y TLR10, todos ellos pertenecientes a la
familia del TLRZ, en poblacion control y en las dos poblaciones de pacientes.
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Tabla 28. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en los genes TLR1, TLR2, TLR6 y
TLR10 en poblacién control y ambas poblaciones de pacientes

. Control CU EC
Gen rs Alelo/Genotipo n (%) n (%) n (%)
TLR1 5743611 C 85 (6,7) 26 (3,8)2 24 (3,2)¢
G 1187 (93,3) 652 (96,2) 718 (96,8)
GG 556 (87,4) 313 (92,3) 347 (93,5)
CC+CG 80 (12,6) 26 (7,7)b 24 (6,5)d
TLR2 5743704 A 40 (3,1) 23 (3,4) 30 (4,1)
C 1232 (96,9) 655 (96,6) 708 (95,9)
cc 597 (93,9) 316 (93,2) 340 (92,1)
AA + AC 39 (6,1) 23 (6,8) 29 (7,9)
5743708 A 11 (0,9) 8(1,2) 8(1,1)
G 1261 (99,1) 672 (98,8) 734 (98,9)
GG 625 (98,3) 332 (97,6) 363 (97,8)
AA + AG 11 (1,7) 8(2,4) 8(2,2)
TLR6 5743795 A 409 (32,2) 197 (29,1) 229 (30,9)
G 863 (67,8) 481 (70,9) 511 (69,1)
GG 291 (45,8) 167 (49,3) 174 (47,0)
AA + AG 345 (54,2) 172 (50,7) 196 (53,0)
5743810 C 845 (67,0) 460 (68,5) 500 (67,8)
T 417 (33,0) 212 (31,5) 238 (32,2)
cc 284 (45,0) 155 (46,1) 169 (45,8)
TT + CT 354 (55,0) 181 (53,9) 200 (54,2)
TLR10 4129009 A 874 (71,2) 502 (73,8) 542 (73,8)
G 354 (28,8) 178 (26,2) 192 (26,2)
AA 310 (50,5) 188 (55,3) 206 (56,1)
GG + AG 304 (49,5) 152 (44,7) 161 (43,9)
11096955 A 657 (53,1) 359 (53,7) 402 (54,8)
C 581 (46,9) 309 (46,3) 332 (45,2)
AA 169 (27,3) 101 (30,2) 113 (30,8)
CC+AC 450 (72,7) 233 (69,8) 254 (69,3)

rs=Reference SNP Number; TLR=Toll-like Receptor; CU=Colitis ulcerosa; EC=Enfermedad de Crohn
aCvs. G, CU vs. Control: P=0,010; OR (1C95%)=0,557 (0,355-0,873)

bCC+CG vs, TT, CU vs, Control: P=0,019; OR(IC95%)=0,577 (0,363-0,918)

€Cvs, G, EC vs, Control: P=0,001; OR (1C95%)=0,467 (0,294-0,741)

dCC+CG vs, GG, EC vs, Control: P=0,002, OR (1C95%)=0,481 (0,299-0,773)

Tras la realizacion del analisis estadistico tan so6lo se observaron diferencias en
relacion al TLR1 rs5743611, cuyo alelo minoritario (rs5743611-C) result6 ser protector
frente a la enfermedad inflamatoria intestinal. La frecuencia del alelo en poblacién
control (6,7%) fue significativamente mayor que en pacientes con CU (3,8%) y que en
pacientes con EC (3,2%), indicando la OR que el alelo confiere una menor
susceptibilidad a desarrollar ambas enfermedades. A nivel de genotipos también se
detectaron estas diferencias; en este caso, debido a la baja frecuencia del alelo en los
pacientes, ni en el caso de la CU ni en el caso de la EC hubo ningtn portador del genotipo
homocigoto rs5743611-CC mientras que la frecuencia del genotipo heterocigoto
rs5743611-CG fue significativamente mayor en controles sanos que en pacientes. Con
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respecto al fenotipo, el alelo TLR1 rs5743611-C, se asocio con la aparicién de cancer
colorrectal en nuestra poblacién de pacientes con CU (P=0,002). De los 7 pacientes con
cancer de colon en pacientes con CU, 4 portaban este alelo en heterocigosis, aumentando
la frecuencia del alelo hasta el 25% dentro del grupo de pacientes con cancer y
sugiriendo que éste contribuye a una mayor susceptibilidad a cancer colorrectal [OR
(IC95%)=14,045 (3,289-59,986)]. La presencia de este alelo se asoci6 también con la
aparicion de MED articulares en pacientes con CU [P=0,022; OR (1C95%)=2,868 (1,237-
6,653)]: el 38,5% de los pacientes portadores del alelo minoritario sufrié algun tipo de
MED articular, mientras que en el resto de pacientes la frecuencia de aparicion de este
tipo de complicacion fue de 17,9%. En pacientes con enfermedad de Crohn, el alelo TLR1
rs5743611-C se asocio con afectacion del TDS: un 12,5% de los pacientes portadores del
alelo menor presentaron afectaciéon del TDS, mientras que esto se observé sélo en un
2,3% de los pacientes con el genotipo rs5743611-GG [P=0,028; OR (I1C95%)=6,054
(1,496-24,504)].

No se ha descrito en nuestra poblaciéon ninguna relacién de los polimorfismos en
el gen TLR2 con un incremento de la susceptibilidad a la EII ni con su fenotipo. Por su
parte, se detectd cierta relacion entre el polimorfismo TLR6 rs5743810y la presencia de
complicaciones digestivas o la necesidad de cirugia en ambas poblaciones de enfermos.
El alelo minoritario TLR6 rs5743810-T se asoci6 dentro de los pacientes con CU con una
mayor tasa de colectomia: de los 19 pacientes con CU que se tuvieron que someter a este
tipo de intervenciodn, el 75% era portador del alelo [P=0,043; OR (IC95%)= 3,411 (1,108-
10,504)]. En pacientes con EC este alelo se asocia con la aparicién de complicaciones
digestivas, principalmente abscesos, ya que el 34,5% de los pacientes portadores de los
genotipos rs5743810-CT o rs5743810-TT han desarrollado abscesos mientras que solo
un 24,3% de los rs5743810-CC ha sufrido esta complicacion [P=0,032; OR
(IC95%)=1,644 (1,041-2,597)]. Al igual que en el caso de la CU, la tasa de reseccién
intestinal es significativamente mayor entre los pacientes portadores del alelo
minoritario TLR6 rs5743810-T que en los que portaron el genotipo salvaje [38,5% vs.
26%; P=0,011; OR (1C95%)=1,778 (1,138-2,779)].

Por ultimo, el polimorfismo en el TLR10 rs4129009 también se relaciona con el
fenotipo de la EII, pero en este caso tan sélo se aprecian diferencias entre pacientes con
el alelo menor (rs4129009-G) en homocigosis en comparacién con el resto, es decir, se
necesita doble dosis del alelo mutado para observar el efecto fenotipico. El genotipo
homocigoto TLR10 rs4129009-GG se asocio en nuestra poblacion de pacientes con EC
con la aparicién tardia de los sintomas ya que casi el 40% de los pacientes con este
genotipo se diagnosticaron con mas de 40 anos [38,7% vs.19,9%; P=0,015; OR
(IC95%)=2,536 (1,173-5,480)]. Ademas, el 38,7% de los pacientes portadores de este
genotipo curs6 con una EC colénica, mientras que en el resto de pacientes esta
localizacion se did en el 19% de los casos [P=0,010; OR (IC95%)=2,684 (1,240-5,811)].
Tras la realizacion de sendos andlisis multivariables, incluyendo como variables
independientes el SNP en el TLR10, sexo, edad/localizaciéon y patrén evolutivo, se
confirmo la relacion del genotipo TLR10 rs4129009-GG con diagndstico tardio y
localizacién colénica, y ademdas se demostré la relacién entre ambas: en pacientes
diagnosticados con mas de 40 afios era mas frecuente la localizacion coldnica de las
lesiones, ya que hasta el 31,6% evolucion6 con este tipo de localizacién mientras que
fuera del grupo 3 la frecuencia de esta localizacion no lleg6 al 20% (P=0,006).
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4.5.2 TLR3 enlaEIl

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los dos polimorfismos estudiados en el
gen TLR3 se muestran en la Tabla 29.

Tabla 29. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en el gen TLR3 en poblacion
control y en ambas poblaciones de pacientes

. Control CU EC
Gen rs Alelo/Genotipo n (%) n (%) n (%)

TLR3  rs3775291 A 369 (29,9) 208 (30,7) 231 (31,5)
G 867 (70,1) 470 (69,3) 503 (68,5)

GG 306 (49,5) 165 (48,7) 166 (45,2)

AA + AG 282 (50,5) 174 (51,3) 201 (54,8)

rs5743305 A 514 (41,4) 279 (41,2) 305 (41,3)

T 728 (58,6) 399 (58,8) 433 (58,7)

TT 210 (33,8) 120 (35,4) 124 (33,6)

AA + AT 411 (66,2) 219 (64,6) 245 (66,4)

rs=Reference SNP Number; TLR=Toll-like Receptor; CU=Colitis ulcerosa; EC=Enfermedad de Crohn

En este caso, aunque no se observaron diferencias entre poblacion control y
ninguna de las dos poblaciones de pacientes, hay que destacar la relacion del
polimorfismo rs5743305 con la presencia de MED oculares en nuestros pacientes con
EIl. Tanto en la CU como en la EC, la presencia del alelo rs5743305-A es protectora frente
a la aparicién de este tipo de complicaciones, principalmente uveitis. Dentro de los
pacientes con CU y el genotipo rs5743305-TT, el 6,7% desarrolla en algin momento de
su enfermedad uveitis, mientras que la frecuencia de esta complicacion dentro de los
pacientes portadores del alelo rs5743305-A es tan sélo de 1,4% [P=0,019; OR
(IC95%)=0,194 (0,051-0,747)]. Del mismo modo, en pacientes con EC la frecuencia del
alelo TLR3 rs5743305-A es menor entre los pacientes con MED oculares (16,7% vs.
41,9%; P=0,031; OR (1C95%)=0,277 (0,079-0,965); sin embargo, a pesar de que ningin
paciente con el genotipo rs5743305-AA desarrollara uveitis, las diferencias no se
pudieron demostrar estadisticamente a nivel genotipico (P=0,066).

4.5.3 TLR4 enkEIll

Las frecuencias de los alelos minoritarios en los polimorfismos rs4986790 y
rs4986791 del TLR4 son mayores en pacientes con CU o EC que en controles, tal y como
se muestra en la Tabla 30, aunque en ningin caso las diferencias llegan a ser
estadisticamente significativas. Las frecuencias de los alelos menores en ambos
polimorfismos son muy similares, y al observar los datos brutos se puede comprobar
que la cosegregacion de ambos alelos es practicamente perfecta, es decir, la presencia de
mutacion en uno de los SNP va acompafiada en la mayoria de los casos por mutacion en
el otro SNP. Asf, por ejemplo la cosegregacion alcanza el 89% en CU, el 83% en controles
y el 87% en EC. Para cuantificar este desequilibrio, se realizé un estudio de LD entre los
dos polimorfismos, obteniendo en poblacion control un valor absoluto de D’ de 0,955 y
de r2 de 0,836; en ambas poblaciones de enfermos se obtienen resultados similares.
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Tabla 30. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en el gen TLR4 en poblacion
control y ambas poblaciones de pacientes

. Control CU EC
Gen rs Alelo/Genotipo n (%) n (%) n (%)
TLR4 4986790 A 1226 (96,4) 643 (94,6) 711 (95,8)
G 46 (3,6) 37 (5,4) 31 (4,2)
AA 590 (92,8) 304 (89,4) 341 (91,9)
GG + AG 46 (7,2) 36 (10,6) 30 (8,1)
4986791 C 1222 (96,1) 641 (94,3) 709 (95,6)
T 50 (3,9) 39 (5,7) 33 (4,4)
CC 586 (92,1) 301 (88,5) 338 (91,1)
TT + CT 50 (7,9) 39 (11,5) 33 (8,9)

rs= Reference SNP Number; TLR=Toll-like Receptor; CU=Colitis ulcerosa; EC=Enfermedad de Crohn

Tras la estratificacion de pacientes segliin la presencia de mutacién en el gen
NODZ2, se encontraron ciertas diferencias en pacientes con EC, en relaciéon a la
susceptibilidad y el fenotipo de la enfermedad. En la Tabla 31 se muestran las
frecuencias genotipicas en los pacientes con EC después de ser estratificados segun la
presencia de mutacion en NODZ: la frecuencia de rs4986790-G fue significativamente
mayor en pacientes portadores de alguna de las variantes minoritarias de NODZ. Estas
diferencias se observaron al comparar pacientes con y sin mutaciéon en NODZ2 y pacientes
con mutacion en NODZ frente a poblacidn control. Esto sugiere que existe una relacion
epistatica entre ambos genes en nuestra poblacién de pacientes con EC, ya que la
distribucién de los alelos de TLR4 con respecto a NODZ no es tal y como se esperaria si
solo interviniera el azar. En la Tabla 31 sélo se muestran los resultados referentes a
TLR4 rs4986790, pero los hallados para TLR4 rs4986791 fueron muy similares, debido al
estrecho LD existente entre ambos; por este motivo, a lo largo del trabajo, siempre que
no se especifique lo contrario, los resultados obtenidos para uno de ellos podran ser
extrapolados al otro, o, igualmente, se podra hacer referencia a la presencia de los alelos
minoritarios utilizando TLR4+. Ni en poblacion control ni en pacientes con CU se
observaron diferencias significativas en las frecuencias alélicas del TLR4 entre mutantes
para NODZ y no mutantes.

134



RESULTADOS

Tabla 31. Comparacion de las frecuencias genotipicas de los polimorfismos en TLR4 entre
pacientes con EC estratificados segtn las variantes de NOD2

. . TLR4 rs4986790 TLR4 rs4986790
Grupos de pacientes segin
las variantes de NOD2 AG+GG 44 P
n (%) n (%)
NOD2+* NOD2+ 15 (13,0) 100 (87,0) .
NOD2- 15 (5,9) 241 (94,1) 0,019
SNP8 CG+GG 8 (11,4) 62 (88,6)
cc 22 (7,5) 273 (92,5) 0,277
SNP12 CC+CG 2 (6,3) 30 (93,8)
GG 28 (8,4) 305 (91,6) 1,000
SNP13 -/insC 8 (27,6) 21 (72,4) .
-/- 22 (6,6) 310 (93,4) 0,001

*Presencia o ausencia de al menos uno de los alelos mutados de las variantes de NOD2

AAA vs. AG+GG, NOD2+ vs. NOD2-: OR (CI195%)=2,410 (1,135-5,116)
AA vs. AG+GG, NOD2+ vs. Control: OR (CI95%)=1,924 (1,034-3,577)

bAA vs. AG+G, SNP13-/insC vs. -/-: OR (C195%)=5,368 (2,135-13,497)
AA vs. AG+GG, SNP13-/insC vs. Control: OR (CI95%)=4,886 (2,051-11,637)

Al estratificar los pacientes dependiendo de la presencia de cada una de las
variantes de NODZ por separado, se pudo observar que la frecuencia de mutacion en
TLR4 tan sélo era significativamente mayor en el caso de SNP13-insC, y que la OR cuando
comparamos este subgrupo de pacientes con poblaciéon control aumentaba
considerablemente con respecto a lo observado sdlo con mutacion en SNP13-insC (Tabla
31). En pacientes portadores de la variante SNP8-T, la presencia de mutaciéon en TLR4
también resulté ser mayor que en pacientes con el genotipo salvaje; sin embargo, en este
caso las diferencias no llegaron a ser significativas. No se observaron diferencias en la
distribucién alélica de los polimorfismos de TLR4 entre pacientes portadores de SNP12-
Cy los de genotipo salvaje.

En relacién al fenotipo, los alelos rs4986790-G y rs4986791-T se asociaron en
nuestros pacientes con EC con un patrén estenosante, tal y como puede verse en la Tabla
32. El 36,7% de los pacientes portadores de los alelos minoritarios de TLR4 (TLR4+)
evolucion6 con un patrén estenosante, mientras que solo el 17,3% de los pacientes
TLR4- presenté este patrén clinico. Segun el valor de OR, la presencia de los alelos
minoritarios de estos dos polimorfismos en TLR4 son factores de riesgo para la
evolucion con un patrén estenosante.
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Tabla 32. Relacion entre el patron clinico y la localizaciéon con TLR4 en pacientes con Enfermedad
de Crohn (EC) estratificados segiin la mutacién en NOD2

Variable Pacientes con EC NOD2+ NOD2-
n=371 n=115 n=256

TLR4+ TLR4- TLR4+ TLR4- TLR4+ TLR4-
Patrén evolutivo

Inflamatorio 11 (36,7) 180 (52,8) 3(20,0) 49 (49,0) 8(53,3) 131 (54,4)

Estenosante 11(36,7)2 59 (17,3) 7 (46,7)b 18 (18,0) 4 (26,7) 41 (17,0)

Fistulizante  8(26,7) 102 (29,9) 5 (33,3) 33(33,0) 3 (20,0) 69 (28,6)
Localizacién

lleal 16(53,3) 138(40,5) 12(80,0)c 37 (37,0) 4 (26,7) 101 (41,9)

Ileocédlica 9 (30,0) 132 (38,7) 2 (13,0) 52 (52,0) 7 (46,7) 80 (33,2)

Colénica  5(16,7) 71 (20,8) 1(6,7) 11 (11,0) 4 (26,7) 60 (24,9)

aTLR4+ vs. Control, Estenosante vs. demas patrones: P=0,013; OR (1C95%)=2,391 (1,175-4,865)
bTLR4+/NOD2+ vs. demas haplotipos, Estenosante vs. demas patrones: P=0,005; OR(1C95%)=4,097 (1,433-11,711)
¢TLR4+/NOD2+ vs. demas haplotipos, EC ileal vs. demas localizaciones: P=0,002; OR=6,028 (1,671-21,742)

*Se compara con la poblacién control

Dado que en nuestra poblacién se ha demostrado la relacién epistatica entre los
genes NOD2 y TLR4, se realiz6 una regresion logistica para comprobar la asociacion de
TLR4 con el patrén evolutivo, estableciendo como covariables TLR4+, NODZ+, la
localizacion, la edad y el sexo. Tras el analisis multivariable se demostro la asociacion de
la EC ileal (P<0,001), el grupo 3 de edad (P<0,001) y de TLR4+ (P=0,010) con el patrén
clinico estenosante, pero no de NODZ. Sin embargo, aunque la asociaciéon de TLR4
pareciera independiente de NODZ, al analizar el patron clinico de los pacientes teniendo
en cuenta ambos genes, se observa que la probabilidad de evolucionar con patrén
estenosante dentro de los pacientes con TLR4+ aumenta significativamente cuando
también hay mutacién en NODZ (Tabla 32): el riesgo de evolucionar con un patrén
estenosante es mayor si ambos genes estan mutados que si sdlo lo esta TLR4, tal y como
indican los valores de OR. Dentro del grupo de pacientes con TLR4+/NODZ-, la
frecuencia del patrén estenosante también es mayor, aunque no haya diferencias
estadisticamente significativas cuando lo comparamos con el resto. En nuestro estudio
no se ha descrito asociacién de TLR4 con la localizacién de las lesiones, sin embargo tras
la estratificacion de pacientes segin la presencia de mutacién en NODZ2, se puede
observar que el hecho de tener TLR4 mutado incrementa el riesgo de evolucionar con EC
ileal en pacientes portadores de variantes minoritarias de NODZ2 (Tabla 32).

Por ultimo, también se asocié la presencia de TLR4+ con la perforacion intestinal
en pacientes con EC. El 14,7% de los pacientes que portan un alelo minoritario ha
sufrido esta complicacion en algin momento de su enfermedad, mientras que sé6lo el 5%
del resto de pacientes lo ha hecho [P=0,036; OR (I1C95%)=3,372 (1,157-9,823)]. Se siguio
observando esta asociacion tras la realizacién del analisis multivariable (P=0,034) vy,
aunque en pacientes con TLR4+y NODZ2+ se contabilizaron mas casos de perforaciéon que
en el resto de grupos, no llegaron a apreciarse diferencias estratificando segin mutacion
en NOD2.
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4.5.4 TLR5 enlaEIl

Las frecuencias alélicas y genotipicas de los dos polimorfismos estudiados en el
gen TLR5 pueden consultarse en la Tabla 33. No se encontraron diferencias
significativas entre las tres poblaciones a estudio.

Tabla 33. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en el gen TLR5 en poblacion
control y ambas poblaciones de pacientes

. Control CU EC

Gen rs Alelo/Genotipo n (%) n (%) n (%)
TLR5S 5744174 C 478 (37,6) 251 (36,9) 295 (39,8)
T 794 (62,4) 429 (63,1) 447 (60,2)
TT 242 (38,1) 135 (39,7) 132 (35,6)
CC+CT 394 (61,9) 205 (60,3) 239 (64,4)
2072493 A 1038 (82,2) 575 (84,6) 630 (84,9)
G 225(17,8) 105 (15,4) 112 (15,1)
AA 420 (66,4) 240 (70,6) 267 (72,0)
GG + AG 212 (33,6) 100 (29,4) 104 (28,0)

rs=Reference SNP Number; TLR=Toll-like Receptor; CU=Colitis ulcerosa; EC=Enfermedad de Crohn

Con respecto al fenotipo, la Unica relaciéon encontrada en nuestra poblacion es la
de rs5744174 con la aparicion de manifestaciones extradigestivas en pacientes con EC. El
73,1% de los pacientes portadores del alelo rs5744174-C desarroll6 este tipo de
complicaciones [P=0,003; OR (IC95%)=1,954 (1,252-3,052)], alcanzando la frecuencia
del alelo 43,9% dentro de este grupo mientras que en pacientes sin MED fue de 36,7%.
Esta asociacion se sigue observando tras la realizacion del analisis multivariable.

4.5.5 TLR7,TLR8y TLR9Y en la EIl

Las frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo TLR9 rs352140 se
muestran en la Tabla 34. En esta misma tabla se muestran las frecuencias genotipicas de
los polimorfismos en el TLR7 y en el TLR8, esta vez en hombres y mujeres por separado
ya que ambos genes se sitllan en el cromosoma X. No se encontraron diferencias en
ninguno de los tres polimorfismos al comparar la poblacion control con cada una de las
poblaciones de pacientes por separado. En el caso del polimorfismo rs352140 del TLR9,
a pesar de que en la dbSNP se especifique que el alelo ancestral es rs352140-C, en las
tres poblaciones de nuestro estudio el alelo mas frecuente fue rs352140-T.
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Tabla 34. Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en los genes TLR7, TLR8 y TLR9
en poblacion control y ambas poblaciones de pacientes

. Control CU EC
Gen rs Alelo/Genotipo n (%) n (%) n (%)
TLR7* rs179008* 3 A0 199 (77,4) 154 (82,8) 166 (83)
TO 58(22,6) 32(17,2) 34 (17)
? AA 232 (64,1) 96 (63,2) 110 (65,5)
TT + AT 130 (35,9) 56 (36,8) 58 (34,6)
TLR8* rs3764880 3 A0 182 (70,3) 136 (72,7) 134 (67,7)
GO 77 (29,7) 51(27,3) 64 (32,3)
? AA 186 (51,4) 88 (57,9) 79 (46,7)
GG + AG 176 (48,4) 64 (42,1) 90 (53,3)
TLR9  rs352140 C 574 (46.3) 324 (47.8) 354 (47.8)
T 666 (53.7) 354 (52.2) 386 (52.2)
CC 121 (19.5) 82 (24.2) 75(20.3)
TT + CT 499 (80,5) 257 (75,8) 295 (79.7)

rs=Reference SNP Number; TLR=Toll-like Receptor; CU=Colitis ulcerosa; EC=Enfermedad de Crohn

*Este gen se sitlia en el cromosoma X por lo que se muestran las frecuencias genotipicas en hombres y mujeres por
separado

Tras la estradificacion de los pacientes en funcion del sexo se encontraron
algunas diferencias con respecto al TLR9 que merece la pena destacar. No hay
diferencias en las frecuencias alélicas de este SNP entre hombres y mujeres dentro de la
poblacion control, ya que las frecuencias alélicas son muy similares (la frecuencia del
alelo rs352140-T es de 53,3% y 54% en hombres y mujeres, respectivamente). Al
analizar la poblacion de pacientes con EC en funcidn al sexo se observé que, tal y como
puede observarse en la Tabla 35, la frecuencia del alelo rs352140-T es significativamente
menor en enfermas con EC que en hombres, observandose estas diferencias también al
comparar mujeres con EC con poblacién control. En el caso de los genotipos solo se
observan diferencias en cuanto al genotipo homocigoto mutante TT, que, como cabria
esperar, es significativamente menor en mujeres que en hombres, y también con
respecto a la poblacion control.
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Tabla 35. Frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo TLR9 rs352140 en poblacion control
y en pacientes con enfermedad de Crohn tras la estratificacién por sexo

Enfermeda de Crohn

. Control
Alelo/Genotipo n (%) . (3‘%) . (%/0) P 3vso
574 (46,3) 177 (43,8) 177 (52,7)
T 666 (53,7) 227 (56,2) 159 (47,3)3 0,016
cc 121 (19,5) 35 (17,3) 40 (23,8) NS
CT 332 (53,5) 107 (53,0) 97 (57,7) NS
TT 167 (27,0) 60 (29,7) 31 (18,5)P 0,012

Se realiza el test de x? para comparar frecuencias alélicas y genotipicas entre hombres y mujeres dentro de la
poblacién de enfermos con EC y de cada grupo por separado con la poblacién control. Se considera que hay
diferencias significativas cuando P<0,05.

aCvs. T, EC? vs. Control: P=0,038; OR (1C95%)=0,774 (0,608-0,986)

bTT ys. CT+CC, ECS vs. Control: P=0,025; OR (IC95%)=0,614 (0,400-0,942)

Ninguno de estos tres polimorfismos se relacion6 con el fenotipo de la colitis
ulcerosa en nuestra poblacion, pero si que se describieron algunas asociaciones con
determinadas caracteristicas clinicas en pacientes con enfermedad de Crohn. El
polimorfismo TLR9 rs352140 se relacioné con la apariciéon de complicaciones digestivas
en pacientes con EC. El 52,2% de los pacientes portadores del alelo rs352140-T sufrio6
este tipo de complicaciones en algin momento de la enfermedad, mientras que en el
resto de pacientes la frecuencia fue de 38,7% [P=0,036; OR (1C95%)=1,732 (1,032-
2,908)]. Tras la realizacién de una regresion logistica para confirmar este resultado,
incluyendo sexo, localizacién, patrén evolutivo y rs352140 como covariables, se
confirmo la asociacién del sexo masculino (P=0,001; OR=1,704) y del patron fistulizante
o estenosante (P<0,001; OR=5,512) con la apariciéon de complicaciones digestivas, pero
el polimorfismo rs352140 fue eliminado de la ecuacion (P=0,174).

A pesar de que, dentro de los pacientes con EC, en mujeres no se encontré
ninguna asociacion, en hombres se observo que el genotipo TLR7 rs179008-T0 influia en
la localizacién de la enfermedad. El 61,7% de los pacientes portadores de este genotipo
evolucion6 con localizacion ileocédlica de la enfermedad, mientras que esta localizacion
se observo en el 36% de los de los portadores del genotipo rs179008-A0 [P=0,006; OR
(IC95%)=2,854 (1,334-6,107)]. Al analizar la asociacién del polimorfismo TLR8
rs3764880 con el fenotipo en enfermedad de Crohn se obtuvieron algunos resultados
interesantes. En mujeres con EC, el alelo minoritario rs3764880-G de este SNP se asoci6
con la aparicion de abscesos, la presencia de MED oculares y complicaciones
tromboembdlicas (Tabla 36). Mas del 60% de las mujeres portadoras de rs3764880-GG
han tenido que ser intervenidas en alguna ocasion, en muchos de los casos debido a la
complicacién de abscesos (presentes en el 50% de las pacientes). La presencia de MED
también fue mas frecuente en estas mujeres que en el resto, ya que casi el 80%
desarrollé alguna complicacion de este tipo, concretamente se observaron diferencias
significativas al analizar la incidencia de MED oculares, principalmente uveitis, y
complicaciones tromboembdlicas; sin embargo, los subgrupos clinicos formados tras la
estratificacion de los pacientes por sexo y fenotipo hace que disminuya la potencia
estadistica y los limites superior e inferior del intervalo de confianza estén alejados.
Aunque en pacientes varones rs3764880-G0 se observé un aumento de los casos de CTE
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(un 94% vs. 2,2% en rs3764880-A0) no se llegaron a detectar diferencias

estadisticamente significativas.

Tabla 36. Asociacion del polimorfismo TLR8 rs3764880 con fenotipo en mujeres con Enfermedad

de Crohn (EC)
GG AA + AG
, o/ V%
n(%) n(%) P Odds Ratio (1C95%)
Abscesos
Si  9(209) 34 (79,1) 0,019t 3,441 (1,266-9,352)
No 9(71) 117 (92,9)
MED oculares
Si 3(50,0) 3 (50,0) 0,017t 9,867 (1,828-53,266)
No 15(9,2) 148 (90,8)
CTE
Si 7(63,6) 4(36,4) <0,001 23,386 (5,926-92,289)
No 11(7,0) 147 (93,0)

*Tras comparacion entre subgrupos clinicos

tSe calcula el test exacto de Fisher

[C=Intervalo de Confianza; MED=Manifestaciones extradigestivas; CTE=Complicaciones tromboembdlicas.

La asociacion del polimorfismo TLR8 rs3764880 tan s6lo se observa cuando hay
doble dosis del alelo mutado G, es decir, en el caso del homocigoto mutante GG: esto
podria explicar que en pacientes varones no se hayan encontrado diferencias

significativas.
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DISCUSION

En este trabajo se ha incluido el estudio de HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DRB1,
HLA-DQB1 y MICA, situados en la regiéon MHC, y algunos polimorfismos en los
genes de los TLRs y NODZ2. Como se ha comentado previamente en la introduccién
(apartado 1.2.3), los polimorfismos incluidos en este trabajo ya han sido objeto de
estudio por otros investigadores en relacion con multiples enfermedades
autoinmunes, entre ellas la EII. Sin embargo, la reproducibilidad de los resultados
obtenidos no siempre es la deseable, llegando a conclusiones diferentes o, en
algunos casos, incluso contradictorias. Uno de los principales motivos que puede
explicar estas supuestas incongruencias es sin duda la heterogeneidad entre
poblaciones, como se pone de manifiesto en los estudios llevados a cabo por Jostins
y su equipo en 2012 (123) y Lui et al en 2015 (124). En el primer estudio,
realizado en poblaciéon europea, se identificaron 163 loci que intervenian en la
susceptibilidad a EII. En el segundo, en el que se incluy6 poblacion asiatica, se
demostré que la mayoria de regiones de susceptibilidad eran comunes pero que
existian nuevos genes de susceptibilidad asi como la ausencia de asociaciéon de
otros genes (como NODZ o IL23R). Estas diferencias también se pueden constatar
en otros GWAS realizados en poblacién asiatica (367, 368). Ademas de las
diferencias étnicas, a la hora de comparar los hallazgos de diferentes estudios
entre si es importante tener en cuenta otra serie de factores que pueden contribuir
a la divergencia de los resultados, como por ejemplo la metodologia empleada por
cada autor (ya sea experimental o de analisis de datos), el tamafio muestral de la
poblacioén, la heterogeneidad genética y la penetrancia incompleta, la dificultad a
veces de establecer un diagnostico diferencial entre la CU y la EC o la utilizacién de
criterios clasificatorios diferentes (369). Por todos estos motivos, lejos de ser
redundantes, siguen siendo necesarios mas estudios de asociaciéon genética en
diferentes poblaciones para intentar comprender la patogénesis de la enfermedad,
poder establecer marcadores genéticos para facilitar el diagnéstico precoz o
determinar relaciones entre genotipo y fenotipo que contribuyan al desarrollo de
una terapia cada vez mas personalizada al paciente en cada poblacidn.

5.1 DESCRIPCION DE LA COHORTE

En nuestra poblacion de pacientes, la proporcion de hombres es mayor en
ambas enfermedades, contribuyendo el sexo masculino a una mayor
susceptibilidad a padecer EIl. Segun los resultados obtenidos por Saro et al (370) y
Garrido et al (371) en poblaciones del norte y del sur de Espafia respectivamente,
la proporcién de hombres y mujeres para cada una de las enfermedades es similar,
es decir, el sexo no se relaciond con la susceptibilidad a la EII en ninguno de estos
dos estudios. En otros trabajos, principalmente llevados a cabo en poblaciones con
alta prevalencia de EII, se ha descrito una mayor incidencia de CU en hombres y de
EC en mujeres, mientras que en zonas de baja prevalencia parece no haber
diferencias o haber mas casos de hombres que de mujeres dentro de la poblacién
con EC(372-375). Estas discrepancias no permiten determinar cudl es la relacién
entre el sexo y la EII.

Existe una gran dispersion en la edad a la que se diagnosticaron nuestros
pacientes con EIl, ya que hay tanto casos pediatricos como casos diagnosticados a
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edad muy avanzada. Debido a esta gran dispersion, se decidi6 elegir la mediana en
lugar de la media como medida de la centralidad de la distribucién: la mediana en
el caso de la CU fue de 34 afios y de la EC de 28 afios. Tal y como esta descrito en la
bibliografia (374, 376, 377), en nuestra poblaciéon la edad de comienzo de la EC fue
mas temprana y se describieron mas casos pediatricos que en el caso de la CU
(89% y 6,5% de pacientes diagnosticados antes de los 17 afios de EC y CU,
respectivamente). En nuestro estudio detectamos diferencias entre hombres y
mujeres en la edad a la que fueron diagnosticados: la edad de comienzo de la CU es
menor en mujeres mientras que en la EC los hombres son diagnosticados a edades
mas tempranas. Tal y como se puede consultar en la revisiéon realizada por
Molodecky et al (7), no existe un patron claro que relacione la edad de comienzo de
los sintomas con el sexo en los trabajos publicados hasta ahora. Con respecto a la
evolucion de la enfermedad, el 20,9% de los pacientes con CU y el 22,1% de los
pacientes con EC evolucionaron de forma continua, con un periodo de tiempo entre
brotes inferior a 6 meses. En este caso también se han observado diferencias entre
poblaciones, ya que en el estudio llevado a cabo por Munkholm et al en 1995 (378),
el porcentaje de pacientes con EC y evolucién crénica continua fue bastante menor,
oscilando entre el 10 y el 15%.

Todos nuestros pacientes con CU tenian afectado el recto, y ésta resulto ser
la Unica region afectada en el 18,2% de los enfermos. Sin embargo, en el 42,4% de
los pacientes la enfermedad se extendia por todo el colon y el 39,4% se catalogd
dentro de colitis distal o colitis izquierda. Esta clasificaciéon se hizo en base al
ultimo informe clinico, independientemente de cudl fuera la categoria en el
momento del diagnoéstico. Como se comenté en el apartado 3.1, todos los pacientes
incluidos en nuestro estudio fueron diagnosticados y seguidos por el Servicio de
Digestivo de nuestro hospital como minimo un afo antes de su inclusiéon en el
estudio. Aun asi, la comparacion con otros trabajos es complicada porque la CU no
se trata de una entidad estatica, sino que va evolucionando a lo largo del curso de
la enfermedad. Por regla general todos los pacientes comienzan con afectacion del
recto, pero tras 20 afios de evolucién aproximadamente el 50% de ellos es
catalogado dentro de pancolitis (374).

Dentro de los pacientes con enfermedad de Crohn, la localizacién mas
frecuente fue la EC ileal (40,2%), seguida de EC ileocoélica (36,4%) y de EC colénica
(19,4%). Tan solo el 4% de los enfermos tuvo afectacion del TDS. En este caso
también hay que tener en cuenta el cardcter dindmico de la enfermedad; aun asi
estos resultados son muy similares a los publicados por Saro et al en una cohorte
asturiana (370). En otras poblaciones la frecuencia de una EC exclusivamente
colénica es mayor, rondando el 30% (28). Con respecto al patron clinico, la
mayoria de pacientes evolucion6 con un patrén inflamatorio (51,5%), el 29,6% con
un patrdn fistulizante y el 18,9% con un patron estenosante. Tal y como se
establece en la clasificacion de Montreal, los pacientes con Epa (19,4% en nuestro
estudio) no se incluyeron dentro del grupo de pacientes con patrén fistulizante;
precisamente por este motivo, es importante tener en cuenta los criterios
clasificatorios del investigador a la hora de comparar estudios entre si, ya que las
proporciones pueden variar considerablemente. Nuestros resultados son bastante
parecidos a los publicados previamente en la bibliografia (28), aunque en algunas
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poblaciones se ha descrito un porcentaje de pacientes con Epa considerablemente
mayor (374).

Coincidiendo en lo publicado en la bibliografia (11, 89, 374), la enfermedad
de Crohn es mas grave que la colitis ulcerosa en nuestra poblacion, con una mayor
aparicion de complicaciones digestivas, mayor tasa de intervenciéon quirdrgica y
aumento de la necesidad de tratamiento inmunosupresor y/o terapia biolégica. En
el caso de los pacientes con CU, la pancolitis se asoci6 con la presencia de
complicaciones digestivas, ya que éstas fueron mucho mas frecuentes que en
pacientes con colitis distal o proctitis. Por su parte, en todos los enfermos con EC,
independientemente de la localizacidn, la frecuencia de estas complicaciones fue
similar, a excepcidn del caso de la Epa: mas del 30% de pacientes con EC colénica
sufrié enfermedad perianal mientras que ésta solo se demostr6 en el 16% de los
pacientes con EC ileal o ileocdlica. Esta asociacion ya se habia descrito previamente
en la bibliografia, como en el estudio de Kanaan et al (379).

La apariciéon de MED fue también mas frecuente en EC que en CU: un 33,2%
de pacientes con CU desarroll6 MED, siendo las mas frecuentes las MED
articulares, seguidas de las hepatobiliares. Por su parte, casi la mitad de los
pacientes con enfermedad de Crohn sufri6 algun tipo de MED. Las mas frecuentes
fueron las hepatobiliares, articulares, dermatolégicas, oculares y complicaciones
tromboembdlicas, en ese orden de importancia. La proporciéon de pacientes que
desarrolla MED en nuestra poblacién, asi como el hecho de que sea mayor en
pacientes con EC que con CU, es similar a la descrita por otros autores (380, 381).
Sin embargo, se han descrito diferencias en la aparicion de MED dependiendo del
area geografica (381). En nuestra poblaciéon de pacientes la presencia de MED
hepatobiliares no se relacion6 con el tratamiento con tiopurinas, si bien en el caso
de la EC las diferencias entre pacientes que recibieron este tratamiento y los que
no estuvieron al borde de la significacidn.

5.2 HLAYLAEI

La relacién de la regién HLA con la EIl ha sido estudiada por multiples
autores, habiéndose publicado mas de 150 trabajos de asociacion hasta la fecha
(192). El ligamiento de esta regiéon del genoma con la CU y la EC ha sido
recientemente demostrado una vez mas por lo estudios de asociacién del genoma
completo (101, 114, 116, 118). En el estudio a gran escala llevado a cabo por
Jostins et al en 2012, la seflal de asociacién mas fuerte para la CU se situd en el
rs6927022, entre HLA-DQB1 y HLA-DRB1, y para la EC en la region de HLA-I (123),
lo que demuestra la importancia de los genes HLA en la EIl. Por regla general, la
asociacién de HLA con la CU es mas fuerte que con la EC, tal y como demuestran los
estudios realizados en ambas enfermedades.

Ademas de en CPAs profesionales, como células dendriticas, macréfagos o
células B, las moléculas HLA-I y HLA-II se pueden expresar en las CEI y sus niveles
de expresion aumentan en condiciones inflamatorias, como por ejemplo en el caso
de la EIl. Las CEI también expresan moléculas coestimuladoras y presentan
péptidos antigénicos a las células T. Tanto CPAs profesionales como CEls
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intervienen en el balance entre la tolerancia frente a la microbiota y el comienzo de
una respuesta inmunitaria efectora (382). Dado que en la patogénesis de la EII
interviene una respuesta inmunitaria adaptativa inadecuada frente a la flora
comensal, es l6gico pensar que las moléculas HLA intervengan en la inflamacién
intestinal, ya que la presentacién de antigenos a células T CD4+ y CD8+ es la
primera sefial necesaria para la sinapsis inmunolégica. Como ya se comento en la
introduccién, el polimorfismo de las moléculas HLA se concentra sobre todo en los
dominios que conforman el surco de unién al péptido, por lo que diferentes
moléculas de HLA podrian unir diferentes péptidos o con diferente afinidad. En la
EIl se ha observado la presencia de linfocitos T autorreactivos, que reconocen
antigenos propios y que responden frente a ellos como si de antigenos extrafios se
tratase (89). Esto puede ser debido en parte al fendmeno conocido como
“mimetismo molecular” (o molecular mimicry, en inglés), por el cual un linfocito T
especifico para un epitopo concreto puede responder frente a otro
molecularmente muy parecido, estableciéndose asi algo parecido a una reaccién
cruzada. En la generacidn de linfocitos T autorreactivos y el mimetismo molecular
en el intestino pueden desempefiar un papel muy importante las moléculas de HLA
(383). Ademas, la asociacion de determinados alelos HLA con una localizacion
anatomica concreta de las lesiones puede estar relacionada con la diferente
composicion de la microflora en esas localizaciones.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo son una prueba mas de la
implicacion de los genes HLA en la Ell, asi como de su utilidad en la practica clinica
con respecto al diagnéstico y al seguimiento del paciente gracias a su relacién con
el fenotipo. A continuacion se discuten los resultados obtenidos en nuestro estudio
y su comparacion con lo previamente descrito por otros autores.

5.2.1 Relacion de HLA-DRB1*01:03 y HLA-DQB1*05:01 con la EII

El alelo HLA-DRB1*01:03 se asocié con un mayor riesgo de desarrollar CU y
EC en nuestra poblacién. La frecuencia de este alelo fue muy baja en controles
sanos (1%) mientras que alcanz6 el 4,1% en pacientes con CU y 3,3% en pacientes
con EC. Teniendo en cuenta los valores de OR en ambos casos, la asociacion de
DRB1*01:03 con CU es la mas fuerte dentro de las descritas en este trabajo
(OR=4,846), y la segunda mas fuerte, después de NODZ, en el caso de la EC
(OR=3,510). El haplotipo DRB1*01:03/DQB1*05:01 se asoci6 en nuestra poblacion
con mayor riesgo de desarrollar tanto CU como EC; sin embargo, en ambos casos se
confirm6 que la asociaciéon de DRB1*01:03 no era secundaria al LD existente con
DQB1*05:01 ya que éste ultimo se encuentra también en LD con otros alelos HLA-
DRB1 (como por ejemplo DRB1*01:01) que no se asociaron con ninguna de las dos
enfermedades. Dentro de los trabajos publicados que han estudiado la relacion
entre los genes HLA y la ElI, probablemente la asociaciéon de DRB1*01:03 con la CU
sea una de las mas consolidadas, ya que se ha descrito en poblaciones muy
diferentes (83, 97, 98, 194-196, 198, 199). La relacion de este alelo con la EC
también ha sido altatamente replicada en otras poblaciones caucasicas (195, 196,
199). En el reciente estudio llevado a cabo por Goyette y su equipo (100), en el que
se incluyeron mas de 32000 pacientes con EIl y mas de 34000 controles sanos, se
demostré que la presencia de HLA-DRB1*01:03 es un factor de riesgo para el
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desarrollo de CU y de EC por separado, por lo que puede considerarse un alelo
asociado con EII.

Aunque la deteccidon de este alelo podria utilizarse en la practica clinica para
ayudar al diagnostico diferencial entre la EIl y otras patologias, al ser la frecuencia
de este alelo tan baja en la poblaciéon (menos del 2% en poblacién europea (383),
su utilidad clinica podria estar mas relacionada con el fenotipo. En nuestra
poblacion de pacientes con CU, el alelo DRB1*01:03 se asoci6 con la presencia de
fistulas y, aunque no hubiera diferencias estadisticamente significativas, la
frecuencia del alelo también fue mayor dentro del grupo de pacientes que han
necesitado cirugia o que cursaron con evolucién crénica continua. Por otro lado, el
alelo DQB1*05:01, con el que se encuentra en LD, también se relaciondé con la
presencia de fistulas y la necesidad de colectomia; aunque estadisticamente no se
haya podido demostrar cudl de los dos alelos estaba asociado realmente con la
presencia de complicaciones digestivas, y por lo tanto con la necesidad de cirugia,
el hecho de que el haplotipo DRB1*01:03/DQB1*05:01 estuviera relacionado con
este fenotipo, y no otros haplotipos de los que forma parte DQB1*05:01, hizo
pensar que es realmente DRB1*01:03 el responsable. Ademas, acorde con nuestros
resultados, la relacion de DRB1*01:03 con una CU complicada y mayor necesidad
de intervencidon quirdrgica ha sido descrita en la bibliografia (98, 194, 197). Por
otro lado, el alelo DRB1*01:03 se ha relacionado con pancolitis (84, 194, 197, 201),
artritis periférica (384) o la aparicién de MEDs en general (201, 202) en otras
poblaciones. En nuestro estudio, no se ha asociado el alelo con la localizacion de la
enfermedad pero si que se ha observado un aumento de su frecuencia entre
aquellos pacientes que han sufrido manifestaciones articulares en algin momento
de la enfermedad, aunque las diferencias desaparecieron tras la correccion de
Bonferroni. En resumen, en nuestra poblacion de pacientes con CU el alelo
DRB1*01:03 se relaciona con la aparicion de complicaciones, tanto digestivas como
extradigestivas, brotes frecuentes y la necesidad de cirugia; el hecho de que tan
s6lo en el caso de la apariciéon de fistulas se observara significaciéon estadistica,
puede ser debido a la disminucidn de la potencia estadistica por la baja frecuencia
del alelo incluso en pacientes.

Con respecto a la EC, se ha descrito en la bibliografia la asociacion de HLA-
DRB1*01:03 con una localizacién exclusivamente coldnica de las lesiones (88, 99,
196), con la aparicion de Epa (211) o con el comienzo tardio de la enfermedad
(88). En nuestra poblacién, la frecuencia de este alelo fue mas de tres veces
superior en pacientes con EC coldnica que con EC ileal o ileocélica, indicando la OR
que el riesgo de evolucionar con afectaciéon exclusivamente colonica es mucho
mayor en presencia del alelo. El hecho de que este alelo se asocie con la CU y con
localizacion colénica de la EC, hace pensar que pueda desempefiar un papel
importante en la evolucién de la enfermedad en el colon. El alelo DRB1*01:03 se
diferencia de otros alelos HLA-DRB1 por el cambio LLEQR por ILEDE en los
codones 67-71 del ex6n 2. Estos residuos se situan en el surco donde se une el
péptido antigénico y pueden estar implicados en la unién de péptidos relacionados
con la enfermedad (195). El hecho de que DRB1*01:03 se asocie con CU y con EC
colénica sugiere firmemente que este alelo esté implicado en la respuesta
inmunitaria frente a la flora comensal en el colon (100). A diferencia de lo
encontrado en el caso de la CU, no se ha asociado con la aparicién de
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complicaciones digestivas o la necesidad de cirugia. Tampoco se ha descrito en
nuestra poblacidn la relaciéon entre DRB1*01:03 y la edad al diagnostico.

5.2.2 Asociacion de HLA-C*12:02 y HLA-DRB1*15:02 con la CU

En nuestra poblacién, se observé una fuerte asociacion del alelo
DRB1*15:02 con la colitis ulcerosa. La frecuencia de este alelo en pacientes fue mas
de cuatro veces superior que en controles, y, segtin el valor de OR, después de la
asociacion de DRB1*01:03, es la relacion mas fuerte descrita con la CU en nuestro
estudio. La asociacién de DRB1*15:02 con la CU ya ha sido descrita en otras
cohortes con origen étnico diferente, lo que sugiere que se trate de una variante
que confiere susceptibilidad a CU real (98, 195, 197, 203-207), y son muchos los
estudios que han confirmado la asociacion de HLA-DR2 con la CU, antigeno que se
corresponde con DRB1*15 y DRB1*16 por serologia (206, 385, 386). En nuestra
poblacién, DRB1*15:02 y DQB1*06:01 estan en LD, y el haplotipo que forman
ambos se asocié con mayor riesgo de padecer CU. Ninguno de los dos alelos forma
parte de otro haplotipo con una frecuencia superior al 1%, por lo que mediante el
analisis de haplotipos no pudimos determinar si la asociaciéon se debia a HLA-
DRB1*15:02, a HLA-DQB1*06:01 o a ambos. Sin embargo, tras la realizacion de un
andlisis multivariable incluyendo los dos alelos como variables independientes, la
relaciéon de DQB1*06:01 con la CU desaparecid, sugiriendo que es realmente
DRB1*15:02 el alelo de susceptibilidad. En el estudio realizado por Goyette y su
equipo (100) también describieron la relacién entre DRB1*15:02 y la CU; no
obstante, se afirm6 que ésta era secundaria al LD con otros alelos HLA, mientras
que el alelo DRB1*15:01 si que parecia estar asociado con mayor riesgo de
desarrollar CU segin estos autores. Por el contrario, en nuestro estudio, la
frecuencia de DRB1*15:01 fue muy similar en pacientes y en controles (10,2% y
9,5%, respectivamente). En cuanto a la estructura molecular de la proteina que
codifican ambos alelos, la tnica diferencia entre HLA-DRB1*15:01 y DRB1*15:02 es
la presencia en el residuo 86 de una valina o una glicina respectivamente; este
residuo interviene en la estabilidad del dimero af3 e influye en la seleccion del
péptido antigénico. Otros alelos asociados con CU, como DRB1*01:03, también
tienen una glicina en la posicion 86 de la cadena 3 (195). Segin Futami et al, (203)
la presencia de 86-Gly aumenta la susceptibilidad a padecer CU, por lo que se
explicarian las asociaciones de DRB1*15:02 y DRB1*01:03 con mayor riesgo de
padecer CU descritas en este trabajo. En relacion al fenotipo de la CU, Masuda et al
(210) describieron asociacion de DRB1*15:02 con la gravedad de la enfermedad,
reflejada en localizaciéon pancolénica o la falta de respuesta al tratamiento. Por el
contrario, también se ha asociado este alelo con menor necesidad de colectomia
(207). En nuestro caso no se ha relacionado ningin rasgo fenotipico con la
presencia del alelo.

HLA-DRB1%*15:02 y HLA-DQB1*06:01 forman parte del haplotipo extendido
B*52:01/C*12:02/DRB1*15:02/DQB1*06:01, que se ha asociado con mayor riesgo
de padecer CU en poblacién japonesa (387, 388). A pesar de las notables
diferencias entre poblacion caucasica y asiatica en cuanto a la frecuencia de estos
alelos (205, 387), en nuestro estudio se han obtenido resultados bastante
parecidos. Ademas de la asociaciéon ya mencionada de DRB1*15:02 y DQB1*06:01
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con la CU, C*12:02 es también un alelo de susceptibilidad. La frecuencia de B*52:01
fue el doble en pacientes que en controles, pero la significacién estadistica
desaparecio tras la correccion de Bonferroni. C*12:02 y B*52:01 estan en LD, pero
el hecho de que no se haya podido demostrar estadisticamente la asociacion de
B*52:01 con la CU y que el haplotipo formado por ambos tampoco estuviera
asociado con la enfermedad, hace pensar que el alelo de susceptibilidad sea
C*12:02; sin embargo, al tratarse de alelos con frecuencias bajas en la poblacién
control seria necesario aumentar el tamafio muestral para confirmar esta
hipétesis. Son muchos los autores que han descrito la asociacién de B*52:01 y/o de
C*12:02 con colitis ulcerosa en diferentes poblaciones (98, 206, 258, 389-391). En
el estudio de Goyette et al (100), afirmaron que la asociacion de DRB1*15:02 con la
CU era, en parte, secundaria a la de HLA-C*12:02. Sin embargo, en nuestra
poblacion la asociacién de DRB1*15:02 con la CU resultd ser independiente de
HLA-B y HLA-C, ya que la significacidn estadistica continu6 tras la realizacién de la
regresion logistica con el resto de alelos que conforman el haplotipo de riesgo
descrito como covariables.

5.2.3 Otros alelos relacionados con la CU o con su fenotipo

HLA-DRB1%*11:01 es otro alelo de riesgo para el desarrollo de la CU en
nuestra poblacion, ya que la frecuencia de éste fue 1,5 veces mayor en pacientes
que en controles. Dentro de las asociaciones que se han descrito en nuestra
cohorte con mayor riesgo de desarrollar CU, la de DRB1*11:01 es la mas débil, de
acuerdo con los valores de OR (OR=1,7); sin embargo, en el estudio llevado a cabo
por Rioux y su equipo resultd ser la asociacion mas fuerte con la CU dentro de la
region MHC (OR=4,6) (180). En otros trabajos, ademas de la relacién de
DRB1*11:01, se describié la asociacion de DRB1*12:01, alelo incluido también
dentro de la especificidad HLA-DR5 (83, 100). En nuestro estudio este alelo no se
ha asociado con CU, aunque al ser la frecuencia tan baja en controles y pacientes
(1% y 1,1% respectivamente) es muy dificil poder encontrar diferencias.

Nuestro grupo de investigacion describié en 2007 la relacién de DRB1*03
con un menor riesgo de desarrollar CU (217). En el presente estudio no sélo se
confirman estos resultados sino que se incluye ademas el tipaje HLA de cuatro
digitos, en lugar de dos, y el estudio de LD con otros alelos HLA. La frecuencia del
alelo DRB1*03:01 fue menor en pacientes con CU que en poblacién control, y tras el
andlisis estadistico se confirmé el papel protector del mismo. DQB1*02:01, alelo
con el que se encuentra en LD, también resulté ser protector frente a la
enfermedad en nuestra poblacion, asi como el haplotipo que forman los dos alelos;
sin embargo, tras la realizacién de la regresién logistica incluyendo DRB1*03:01 y
DQB1*02:01 como variables independientes, tan s6lo DRB1*03:01 continta siendo
protector frente a la enfermedad. El papel protector de DRB1*03:01 (o HLA-DR3),
asi como el de DQB1*02:01 secundario al LD existente, también ha sido descrito
por otros autores (100, 198, 209, 392, 393). En otros estudios, sin embargo, no se
ha encontrado proteccion de DRB1*03:01, como por ejemplo en el metanadlisis
llevado a cabo por Stokkers y su equipo en 1999 (97) o el trabajo de Ahmad et al
en 2003 (98). La relacion de proteccién entre el alelo DRB1*04:01 y la CU
probablemente sea una de las mds replicadas en la bibliografia, ya que se ha
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descrito en cohortes muy diferentes (82, 98, 100, 386). En nuestro estudio, la
frecuencia de DRB1*04:01 es menor en pacientes que en controles (1,5% y 2,8%,
respectivamente) aunque las diferencias desaparecieron tras la correcciéon. Los
resultados aparentemente contradictorios de un estudio a otro en cuanto al papel
de DRB1*03:01 y DRB1*04:01, podrian estar relacionados con el origen étnico de
las cohortes o deberse a diferencias ambientales y, por tanto, en la composicion de
la microbiota.

A pesar de la de sobra demostrada asociacion de HLA-B*27 con espondilitis
anquilosante (185), en nuestro estudio no se ha podido demostrar esta relacién
estadisticamente, debido probablemente a la baja frecuencia del alelo el pacientes
y la consiguiente disminucion de la potencia estadistica. Tampoco se ha descrito en
nuestra poblaciéon la asociacion de B*27 con uveitis, como previamente
describieron Orchard y su equipo (202).

5.2.4 Otros alelos relacionados con la EC o con su fenotipo

Ademas de DRB1*01:03, en nuestro estudio se han encontrado otros alelos
que aumentan la susceptibilidad a EC o relacionados con determinadas
caracteristicas clinicas. Ademas, también se ha descrito la presencia de alelos
protectores frente a la misma.

La frecuencia del alelo HLA-DRB1*01:01 fue practicamente la mitad en
pacientes que en controles, y se ha descrito su papel protector frente a la EC en
nuestra poblacion. El haplotipo que forma con HLA-DQB1*05:01, alelo con el que se
encuentra en LD, también es protector frente a EC. Este alelo HLA-DQB1 esta en LD
con DRB1*01:03, como se ha comentado en el Apartado 5.2.1; el hecho de que dos
de los alelos asociados con DQB1*05:01 muestren efectos opuestos sobre el riesgo
de desarrollar EC, demuestra que el papel de este alelo HLA-DQB1 sea secundario
al de HLA-DRBI1. El papel protector de DRB1*01:01 se ha publicado en otros
trabajos (100). En otras poblaciones también se ha descrito el papel protector de
DRB1*03 (100, 212, 213), y su relacion con la presencia de MED y localizacién
colénica (394), sin embargo en nuestro caso no se encontraron diferencias en
comparacién con la poblacién control ni entre subgrupos clinicos. Por otro lado, se
ha demostrado el papel protector de DRB1*15:01 frente a EC en poblaciones muy
diferentes, como la japonesa (216), la europea (208) o en el metanalisis realizado
por Stokkers y su equipo en 1999 (papel protector de HLA-DR2) (97). En nuestra
poblacion de pacientes se observé una disminuciéon de la frecuencia de HLA-
DRB1*15:01 en pacientes con EC con respecto a controles (5,9% vs. 9,5%), sin
llegar a ser estas diferencias significativas. Ahmad y colaboradores (211) ademas
de describir el papel protector de DRB1*15:01 frente a EC, lo asocian con la
presencia de Epa. No se ha encontrado relacién del alelo con esta complicacion en
nuestro estudio.

Probablemente una de las asociaciones con la EC mas replicadas en la
bibliografia sea la de DRB1*07:01 (88, 99, 100, 211). Ademas de con un mayor
riesgo de desarrollar la enfermedad, este alelo se ha relacionado con EC ileal (88,
99, 209, 211), o con un comienzo temprano de la enfermedad (213). En nuestra
poblacién también se observé un aumento de la frecuencia de este alelo en
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pacientes con EC (20,8% vs. 16,4%), especialmente dentro de aquellos que tienen
afectado el ileon, aunque las diferencias desaparecieron tras la correccién
estadistica. No observamos relacion con la edad al diagnéstico ni ninguna otra
caracteristica fenotipica en este caso. Los alelos DRB1*04:01 (97, 100, 205) y
DRB1*13:02 (97, 100, 205, 208, 209, 214, 215) también se han asociado con la EC
en otras cohortes. En nuestra poblacion de enfermos con EC, por el contrario, no se
observaron diferencias en cuanto al alelo DRB1*04:01 entre pacientes y controles;
sin embargo si que se detect6 un aumento de la frecuencia del alelo DRB1*13:02,
aunque no se consiguié demostrar la asociacién estadisticamente.

Si bien la mayoria de asociaciones descritas de los genes HLA se refieren a
HLA-II, los genes de HLA-I también se han relacionado con EC. Por ejemplo,
B*52:01 y B*57:01 se han asociado con EC en el estudio multicéntrico llevado a
cabo por Goyette y su equipo (100). En nuestro caso, la frecuencia de ambos alelos
fue superior en pacientes con EC que en controles, pero en ninguno de los dos
casos se demostraron diferencias estadisticamente significativas tras la correccién
de Bonferroni. Tampoco hemos descrito asociacién HLA-B*52 con EC colénica, tal y
como se describié en poblacidn japonesa (395). Los alelos HLA-A*29:02 y HLA-
B*49:01 se han asociado con la EC en nuestra poblacién. La frecuencia del alelo
A*29:02 lleg6 a 9,5% en pacientes mientras que no alcanzo6 el 6% en controles; por
el contrario, el alelo A*29:01 fue significativamente mas frecuente en poblacién
sana que en enfermos (2,2% y 0,1%, respectivamente), ya que sélo un paciente con
EC portaba este alelo. De estos resultados se podria interpretar que el alelo
A*29:02 esta asociado con la enfermedad en nuestra poblacién, y que los
resultados obtenidos en A*29:01 son consecuencia del aumento de frecuencia del
otro alelo, o que A*29:01 es protector frente a la enfermedad. Con los datos de
nuestro estudio no se puede llegar a ninguna conclusion y seria necesario realizar
nuevos trabajos ampliando el tamafio muestral o incluyendo otras cohortes. Por
otro lado, la frecuencia del alelo HLA-B*49:01 fue un poco mas del doble en
pacientes con EC que en controles, indicando el analisis estadistico que se trata de
un alelo que confiere susceptibilidad a la enfermedad en nuestra poblacién. Para
confirmar esta asociacién y descartar que fuera debida a los alelos con los que se
encuentra en LD (C*07:01 y MICA*A6) se realizo el andlisis de haplotipos. Ni
C*07:01 ni MICA*A6 se asociaron con EC por separado y, a pesar de que el
haplotipo B*49:01/MICA*A6 resulté ser un haplotipo de riesgo frente a EC, ningiin
otro haplotipo del que forma parte MICA*A6 se asoci6 con la enfermedad, por lo
que efectivamente se confirma la asociacién de B*49:01 con la EC en nuestra
poblacién. No hemos encontrado en la bibliografia que la relacion de A*29:02 y de
B*49:01 con la EC se haya descrito en otras cohortes (83, 100, 208, 391), por lo que
éstos podrian ser alelos de susceptibilidad a la EC en nuestra regién. Seria
interesante ampliar el estudio aumentando el nimero de pacientes e incluir
analisis paralelos en otras cohortes mediterraneas para confirmar estos
resultados.

En nuestro estudio también hemos encontrado cierta relacion de HLA con el
fenotipo de la EC que merece la pena ser comentada. El alelo HLA-A*11:01 resulto
ser protector frente a la apariciéon de complicaciones digestivas, como fistulas o
abscesos, en nuestra poblacion de pacientes con EC. Esta relacién no se ha
observado en nuestros pacientes con CU ni en otras cohortes, segiin lo consultado
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en la bibliografia. Por otro lado, los alelos DRB1*14:01 y DQB1*05:03 estan
relacionados con una mayor incidencia de MED hepatobiliares, concretamente
esteatosis. Ambos alelos se encuentran en estrecho LD, por lo que en un principio
no se pudo determinar si el efecto sobre el fenotipo se debia a uno o a otro. Tras la
realizacion de un andlisis multivariable incluyendo los dos alelos y otras posibles
variables de confusidn, como el tratamiento con tiopurinas, la edad o el sexo, se
confirm6 la asociacién de DQB1*05:03 con la presencia de MED hepatobiliares,
pero no la de DRB1*14:01. Otros autores han sugerido el papel de la inmunidad
adaptativa, y mas concretamente de las moléculas de HLA-DQBI1, en el desarrollo
de la esteatosis, o higado graso no alcohélico (396). En un estudio en poblacién
turca se relacioné directamente la presencia de la molécula HLA-DQ5 con un
mayor riesgo de desarrollar esteatosis no alcohdlica (397); este resultado apoyaria
nuestra teoria de que sea el alelo DQB1*05:03 el que esta asociado con la aparicion
de MED hepatobiliares en nuestros pacientes con EC. Seria necesario realizar
nuevos estudios con un mayor tamafio muestral y con nuevas variables que
permitan monitorizar bien a los pacientes con MED hepatobiliares para confirmar
este resultado, asi como con pacientes con esteatosis no relacionada con la EII. De
confirmarse este resultado, el tipaje HLA podria ser util en la practica clinica para
vigilar la aparicion de esta complicacién en pacientes portadores de HLA-
DQB1*05:03, especialmente en aquellos que tengan pautado un tratamiento con
tiopurinas.

5.3 MICAY LAEII

Como parte de este trabajo se ha incluido el estudio de polimorfismos en el
segmento TM de MICA. Dado que el mantenimiento de la integridad del epitelio es
una de las condiciones indispensables para la homeostasis intestinal, el estudio de
una molécula implicada en la sefializacién del dano nos ha parecido muy
interesante. Como ya se ha comentado, la expresion de MICA es practicamente
indetectable en el epitelio intestinal en condiciones normales, pero aumenta en
situaciones de estrés, tales como dafio celular, shock térmico, infeccién, dafio en el
ADN o malignizacién celular (224). El reconocimiento de MICA a través de su
receptor NKG2D, presente en células NK y LT citotoxicos, favorece la actividad
citolitica y la eliminacion de células dafiadas, contribuyendo asi a la renovacién
celular y el mantenimiento de la integridad del epitelio. Por este motivo, una
disfuncién en la expresion de MICA o en la unién a su receptor implicaria
alteracion en el control del dano del epitelio en el intestino y podria estar
implicada en la patogénesis de la enfermedad asi como en sus manifestaciones
clinicas. En estudios previos, se ha demostrado la alteracién de la expresién de
MICA en el intestino de pacientes con EIl. Mientras que en la CU se ha observado
un defecto en la expresion de MICA y otras moléculas de MHC no clasicas (257), en
la EC incluso se han llegado a observar niveles mas elevados del transcrito
primario y de la proteina (256). También se han realizado multiples estudios
genéticos de asociacion con susceptibilidad a padecer EIl y en relacion con el
fenotipo de la enfermedad en diferentes poblaciones. Los resultados obtenidos en
estos trabajos a veces difieren de una poblacion a otra y no existe un patrén claro
de asociacion. Por tanto, un estudio en una cohorte diferente estd mas que
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justificado. A continuaciéon se discuten los resultados obtenidos en nuestra
poblacion.

5.3.1 Papel protector de MICA*A4 frente a la CU

En nuestra poblacion de enfermos, el alelo MICA*A4 es protector frente a la
colitis ulcerosa. MICA*A4 se encuentra en LD con HLA-B*18:01 y HLA-B*27:05; la
frecuencia de estos dos alelos fue menor en pacientes que en controles, aunque las
diferencias no eran significativas. Sin embargo, los haplotipos que forman estos
alelos HLA-B con MICA*A4 son protectores frente a la enfermedad. El hecho de que
disminuyan las frecuencias de ambos alelos HLA-B y de ambos haplotipos parece
indicar que el papel protector lo desempefie MICA*A4 y no los alelos HLA-B con los
que se encuentra en LD. La OR en el caso de los haplotipos B*18:01/MICA*A4 y
B*27:05/MICA*A4 es menor que teniendo sélo en cuenta a MICA*A4, y este
descenso es especialmente llamativo en el caso de B*27, lo que podria sugerir que
el efecto protector de MICA*A4 es mayor cuando cosegrega con HLA-B*27:05. A
pesar de que en otros estudios también se ha observado una menor frecuencia del
alelo MICA*A4 en pacientes con CU, como es el caso del llevado a cabo por Ding y su
equipo en poblacidn china (222), no se habia descrito hasta el momento en la
bibliografia el papel protector de este alelo frente a la enfermedad; nuestro estudio
es, por tanto, el primer trabajo en el que esta relacidon ha sido descrita y abre las
puertas para futuras investigaciones.

Una explicacién de por qué la variante MICA*A4 desempefia un papel
protector frente a la CU podria ser la relacién con su receptor NKG2D. Los
polimorfismos en el segmento TM no condicionan la afinidad de la union de MICA
con su receptor, pero si que se ha descrito un SNP que produce un cambio de
aminoacido en la posicion 129 de la proteina que esta directamente relacionado
con la afinidad. La presencia de metionina en la posicion 129 de MICA (MICA-
129met) da lugar a una unién de alta afinidad, mientras que con la presencia de
valina (MICA-129v%") la uni6n es de baja afinidad (231). El polimorfismo 129met/val
estd en LD con el microsatélite en el dominio TM. Asi, los alelos MICA*A4 y
MICA*A9 estan en LD con MICA-129met, MICA*A5 y MICA*A5.1 con MICA-129va
mientras que MICA*A6 segrega de forma independiente. Una unién débil entre
MICA y su receptor conlleva una activaciéon/coestimulacion menos eficiente de NK
y linfocitos T y la inclinacion del balance Th1/Th2 hacia Th2 (398); en la colitis
ulcerosa, la respuesta predominante es Th2, por lo que es légico pensar que haya
asociacién con alelos de MICA que codifiquen para proteina que se una a NKG2D
con baja afinidad, como por ejemplo la asociacion de MICA*A5.1 (en LD con MICA-
129val) y MICA-129v4! en poblaciéon china (222, 257, 399). Por tanto, tiene sentido
que un alelo que codifica para proteina que se une con alta afinidad, como
MICA*A4, sea protector frente a la enfermedad. Sin embargo, en otros estudios en
poblacién espanola (murciana) se ha encontrado asociaciéon con el alelo de alta
afinidad MICA-129™et con la CU. Segun estos autores, el genotipo MICA-Val/Met!2?
es protector frente a la enfermedad, ya que es mas frecuente en controles que en
enfermos. En este estudio el tamafio muestral es muy reducido (59 pacientes con
EC y 29 con CU) por lo que los resultados obtenidos hay que interpretarlos con
cautela (225).
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En nuestra poblacion de enfermos tan s6lo hay 8 pacientes que han
desarrollado cancer colorrectal. En este grupo, las frecuencias del alelo MICA*A4 y
del haplotipo MICA*A4/MICA*A9 fueron mayores que en el resto de enfermos. Al
tratarse de una subpoblacién tan pequefia las diferencias desaparecieron tras la
correccion de Bonferroni pero llama la atencion la asociacién de alelos que se
encuentran en LD con MICA-129met (condiciona unién de alta afinidad con NKG2D).
A pesar de que a priori es l6gico pensar que la unién de baja afinidad entre MICA y
NKG2D es la que deberia estar asociada con malignizacion y escape tumoral (398,
400), en otros estudios de asociacién con cancer colorrectal se obtuvieron
resultados similares a los nuestros (401). Tanto en el estudio de Kopp et al, como
en el nuestro, los tamafios muestrales deberian ser mayores para poder
determinar exactamente si esta asociacion es cierta o no.

5.3.2 Relacion de otros alelos MICA y 1a EIl

En nuestro estudio, el alelo mas frecuente resulté ser MICA*A6, tanto en
pacientes como en controles. Este resultado también se observa en otros estudios
en poblacion granadina (248, 253, 254), mientras que en otras poblaciones el mas
frecuente es MICA*A5.1 (259, 402). El grupo de Sugimura (206, 258) describe la
asociacién del haplotipo B*52/HLA-DR2/MICA*A6 con susceptibilidad a padecer
CU. Estos autores encuentran LD de MICA*A6 con B*52, B*44 y B*51 (al igual que
en nuestro caso) y con DR2. Al analizar OR estratificadas y la asociaciéon de
haplotipos con CU, observaron que el haplotipo B*52/MICA*A6 y el haplotipo
DR2/MICA*A6 estaban asociados con la enfermedad pero que otros haplotipos con
MICA*A6 no lo estaban, por lo que concluyeron que la asociacién con MICA*A6 se
debia al LD existente con otros alelos HLA-B y HLA-DR. En nuestra poblacion, se ha
descrito la asociacion del haplotipo HLA-B*52:01/MICA*A6 con mayor riesgo de
padecer CU; sin embargo, el hecho de que no se encuentren diferencias entre
poblaciones en otros haplotipos de los que forma parte MICA*A6, y que B*52:01 se
encuentre a su vez en LD con C*12:02, hace pensar que la relacién observada sea
realmente secundaria a la asociacién de C*12:02 con la CU. Para confirmar estos
resultados, se realizé un analisis multivariable incluyendo a los tres alelos en la
ecuacion y efectivamente se confirmé la asociacién de HLA-C*12:02.

Otros autores han encontrado asociacion del alelo MICA*A5.1 con la colitis
ulcerosa (199, 222, 223, 257). En nuestro estudio la frecuencia de este alelo en
comparacién con poblacién control es ligeramente superior en pacientes con CU y
practicamente igual en pacientes con EC, pero no se encuentran diferencias
significativas ni a nivel alélico ni genotipico. Sin embargo, en pacientes con CU si
que encontramos relacion entre el alelo MICA*A5.1 y la edad al diagndstico: los
pacientes con este alelo fueron diagnosticados mas frecuentemente antes de los 17
o después de los 40 afios. Sugimura et al (258) describieron en poblacion japonesa
asociaciéon de MICA*A6 con un comienzo temprano, siendo la mediana de edad de
diagnostico mas de 10 afios menor en homocigotos para MICA*A6. En nuestro caso
no se observan diferencias al analizar media y mediana de edad al diagnostico
entre pacientes homocigotos para MICA*A6 pero tampoco para MICA*A5.1. Por
otro lado, MICA*A5.1 también se asocia en nuestra poblacion de pacientes con CU
con la apariciéon de abscesos: mas del 85% de los pacientes con abscesos fue
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portador del alelo, ya sea en homocigosis o heterocigosis. La frecuencia del alelo
también estaba aumentada entre los pacientes que han desarrollado fistulas, pero
las diferencias no continuaron tras la correccion. La aparicion de abscesos no es
una complicaciéon especialmente comun entre los pacientes con CU; en nuestro
caso, tan so6lo un 4,1% (14 pacientes) desarrolld6 abscesos a lo largo de la
enfermedad, por lo que el resultado debe ser interpretado con cuidado.

En el alelo MICA*A5.1 se produce un cambio en el marco de lectura que
tiene como consecuencia la apariciéon de un codén stop prematuro en el dominio
transmembrana, lo que va a determinar ciertas diferencias con el resto de
moléculas MICA. En primer lugar, MICA*A5.1 es una proteina truncada que carece
de tallo citoplasmatico y, por lo tanto, de secuencia sefal. En un principio se pensé
que se trataba de una forma soluble que seria secretada por la célula (403), aunque
posteriormente se demostr6 que MICA*A5.1 puede encontrarse en la célula como
proteina de membrana anclada a través de glucofosfatidilinositol o bien como
proteina soluble en compartimentos intracelulares (251). En segundo lugar,
gracias a la realizacion de estudios inmunohistoquimicos, se demostré que la
localizacion subcelular de MICA*A5.1 es aberrante, ya que, en lugar de ser
basolateral como el resto de moléculas MICA, es apical. La localizacién basolateral
de MICA tiene sentido ya que es ahi donde los enterocitos contactan de forma mas
estrecha con células NK y LIEs. La presencia de MICA*A5.1 podria suponer una
deficiencia funcional de MICA en cuanto a su papel en la inmunovigilancia frente a
la aparicion de tumores/malignizaciones epiteliales (241, 244). En tercer lugar,
MICA*A5.1 no es liberada de la célula como resultado de la accién de proteasas
(proceso conocido como shedding), sino que es liberada como molécula completa
formando parte de la membrana de exosomas (250, 404). Ademas, MICA*A5.1 es
liberada en forma de proteina multimérica, en vez de MICA soluble monomérica,
por lo que es mas potente que otras moléculas MICA a la hora de regular
negativamente a su receptor NKG2D (251, 405). Por ultimo, MICA*A5.1 se
encuentra en LD con la presencia de valina en la posiciéon 129 (MICA-129v4!), por lo
que se trata de una molécula que se une al receptor con baja afinidad (231). Todas
estas caracteristicas de MICA*A5.1 juntas podrian afectar a la respuesta
inmunitaria en la mucosa intestinal y al didlogo con la flora comensal en pacientes
portadores de MICA*A5.1; 1a presencia de este alelo podria favorecer la expansion
bacteriana en una mucosa dafiada y, por tanto, la formacién de abscesos. Ademas,
se ha visto que la composicion de la microbiota es diferente dependiendo de la
edad (60), por lo que la asociacion de este alelo con la edad al diagnéstico también
podria ser secundaria a la respuesta frente antigenos bacterianos en el lumen
intestinal.

En nuestro caso no se ha observado ninguna asociacion de MICA con la
localizacion de la enfermedad. Sin embargo, en otro estudio en poblacién del norte
de Espafia, se asocio el alelo MICA*A5 con riesgo de padecer pancolitis y el alelo
MICA*A5.1 con colitis distal (260). Ademas, en poblacién china, asociaron MICA*A6
con pancolitis (258). Esta supuesta incongruencia de los resultados pueden
deberse a: 1) diferencias étnicas y/o poblacionales, ya que aunque en el caso de
Fdez-Morera et al también sea poblacion espafiola es sabido que hay muchas
diferencias en el acervo genético entre el norte y el sur de Espafia; 2) el trabajo de
Fdez-Morera es previo a la clasificacion de Montreal, por lo que utiliza criterios
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clasificatorios de la EIl diferentes; 3) el tamafio muestral en los estudios de
Sugimura y de Fdez-Morera es mucho menor que el nuestro.

Otros autores no han encontrado ninguna asociacion de MICA con
susceptibilidad a padecer EII, ni CU ni EC (198, 225, 255, 259, 260). Los estudios
que relacionan EC con MICA son muy escasos y en muy pocas ocasiones se ha
conseguido describir asociacion con la enfermedad. Un ejemplo es el caso de
Kamoun y colaboradores, que describen un papel protector de MICA*A5.1 en EC y
asocian MICA*A6 con una EC activa (261). En nuestra poblaciéon no se observa
ninguna diferencia en cuanto a frecuencias alélicas o genotipicas de MICA-STR
entre pacientes y controles, ni tampoco asociacién con el fenotipo de la
enfermedad. El hecho de que haya tan pocos estudios con resultados que
relacionen MICA y la EC en comparacion con los resultados obtenidos para la CU,
puede deberse a las diferencias de expresién de MICA observadas entre ambas
enfermedades (257) o del papel que pueda desempefiar en el conjunto de la
enfermedad. Por los hallazgos obtenidos hasta la fecha, y en relaciéon con los
ultimos GWAS realizados para EIl, muchos genes asociados con la EC estan
relacionados con el didlogo entre sistema inmunitario y especies bacterianas
(reconocimiento antigénico, actividad antimicrobiana, presentaciéon de antigenos)
mientras que en la CU hay mas genes relacionados con la alteracion de la barrera
epitelial, indicando que la ruptura de la tolerancia tiene origenes diferentes en las
dos enfermedades (406). En este contexto, se explica la relacién de MICA como
molécula importante en el mantenimiento de la salud del epitelio en mayor medida
con la CU que con la EC.

5.4 NOD2Y LAEI

Desde que se describi6 la relacién entre NODZ2 y la EIl, muchos trabajos se
han centrado en investigar el papel que desempeia este receptor en el intestino. El
reconocimiento de su ligando, el MDP, no solo interviene en la defensa frente a
microorganismos, sino que también es crucial en el didlogo con la microbiota y en
el mantenimiento del equilibrio entre flora comensal y patégena. NOD2, ademas, es
clave en procesos como la autofagia, la integridad de la barrera epitelial o la
regulacion de la inmunidad innata y adaptativa (150). A pesar de que hay muchos
trabajos publicados en la bibliografia que estudian la relacion de NODZ2 con la EI],
hemos decidido incluir este gen en nuestro estudio por varios motivos. En primer
lugar, en los resultados publicados hasta la fecha existen diferencias entre
poblaciones con respecto al riesgo que confiere cada variante frente a la
enfermedad asi como diferente relacién con el fenotipo. En segundo lugar, dada la
demostrada importancia de NODZ2 en la patogénesis de la Ell, es interesante
estudiar la posible relacién con otros genes implicados en la inflamacién de la
mucosa intestinal. Por tanto, consideramos que el estudio de NODZ2 es fundamental
en nuestro trabajo y que, sin duda, completa y enriquece el resto de resultados
obtenidos. A continuacién se comentan los resultados obtenidos en pacientes con
CU y con EC en nuestra poblacion.
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5.4.1 NODZylaCU

En nuestra poblacion de pacientes con colitis ulcerosa no se ha relacionado
ninguna de las tres variantes de NODZ2 con la susceptibilidad a la enfermedad ni
con el fenotipo de la misma. Sin embargo, al comparar las dos poblaciones de
pacientes entre si, se encontré6 una frecuencia de la mutaciébn en NODZ2
significativamente menor en pacientes con CU que en pacientes con EC (15,3% vs.
31%). A pesar de que en la mayoria de trabajos tampoco se haya relacionado NOD2
con la CU, en algunos estudios si que han encontrado asociaciéon con la
enfermedad: Gazouli et al describieron la asociacion de SNP8 y SNP12 (280)
mientras que Andriulli y su equipo lo hicieron con SNP13 (279).

5.4.2 NODZ2ylaEC

5.4.2.1 NODZy riesgo de desarrollar EC

Tras la descripcién por primera vez de la asociacion del gen NODZ con la
enfermedad de Crohn en 2001, multiples estudios han replicado este resultado en
diferentes cohortes. En poblacion europea, por ejemplo, entre un 30 y un 50% de
los pacientes con EC portan alguna de las variantes minoritarias del gen (296). Sin
embargo, se ha demostrado una falta de homogeneidad entre cohortes, ya que en
algunas poblaciones, principalmente asiaticas, no se ha conseguido demostrar la
asociacién de NODZ con la enfermedad (298-300, 407). En el presente estudio, mas
del 30% de los pacientes con EC present6 alguna mutacion en NODZ, indicando la
OR que el riesgo de sufrir la enfermedad con NODZ mutado es 3 veces mayor que si
no existe mutacién. Muchos de los estudios de asociaciéon realizados se pueden
consultar en el metanalisis que llevado a cabo por Adler y colaboradores en el afio
2011 (96).

Las tres variantes de NODZ se asociaron por separado con la EC en nuestro
estudio. La diferencia mas destacable la encontramos al analizar SNP8, donde la
frecuencia de los genotipos mutados en pacientes fue casi el triple que en
poblacion sana (19,2% en ECy 7% en controles). Las frecuencias de las otras dos
variantes en pacientes con EC y controles fueron 8,8% y 3,8% (SNP12)y 8% y
2,9% (SNP13) respectivamente. En la mayoria de estudios que relacionan NOD2
con EC también se han asociado estas tres variantes con susceptibilidad a padecer
la enfermedad, aunque la frecuencia de las mismas pueda variar ligeramente(211);
sin embargo en algunos trabajos no se ha conseguido describir la asociacién para
todas las variantes, como es el caso de Rigoli et al en una cohorte italiana, Braat et
al en poblacién holandesa, Gearry et al en poblaciéon neozelandesa (asociacién con
SNP8 y SNP13) (292, 294, 296) o el de Arnott et al en poblacion escocesa
(asociacion con SNP12 y SNP13) (288). En nuestro estudio la presencia de SNP8-T
incrementa el riesgo de desarrollar la enfermedad mas que las otras dos variantes,
tal y como reflejan los valores de OR en cada caso (ORsnvrs=3,14), mientras que en
los trabajos de otros autores la variante que se asocia con mas fuerza es SNP13
(ORsnp13=6,5) (211). La asociacion de SNP8-T con la susceptibilidad a padecer EC es
la mas fuerte descrita en nuestro estudio. Se han encontrado diferencias en
multiples estudios en cuanto al riesgo de padecer la enfermedad y al fenotipo
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cuando hay mas de una mutacién de NODZ, ya sea en homocigosis o heterocigosis
(95, 96, 408, 409): por regla general, no existen diferencias entre homocigotos
para un polimorfismo o heterocigotos compuestos para SNP8, SNP12 o SNP13, lo
que sugiere que el efecto funcional de las tres mutaciones es comparable (408). En
nuestro estudio, la dosis mutacional tiene efecto en la asociacion con la
enfermedad, ya que la presencia de al menos dos mutaciones en el gen, ya sea en
heterocigotos compuestos u homocigotos, eleva la OR hasta 10. Segin otros
autores, el riesgo de desarrollar EC portando al menos dos mutaciones en NODZ es
aun mayor: 17 veces superior segiin un metanadlisis realizado por Economou et al
en 2005 (95) o de 20 a 40 veces mayor segin Bonen & Cho (410).

SNP12 y SNP13 se sitian en la region LRR, mientras que SNP8 lo hace en el
domino NBD; a pesar de que durante mucho tiempo se ha asumido que el ligando
se unia a la region LRR sin que interviniera el resto de la proteina, hoy sabemos
que el dominio NBD es fundamental para que NOD2 reconozca el MDP. A pesar de
que la mayoria de estudios funcionales se han llevado a cabo para la variante
SNP13, se ha demostrado defecto funcional de NOD2 con las tres variantes
principales (91), por lo que todas ellas codifican para una proteina con un defecto
en la activacion de NFkB, entre otros (410). NOD2 desempefia un papel muy
importante en la homeostasis intestinal, ya que gracias a su funcién como PRR y su
expresion en diferentes tipos celulares en la mucosa sirve como mediador en el
didlogo entre flora comensal, inmunidad innata e inmunidad adaptativa. Una de las
funciones mas importantes de NOD2 en el intestino, por tanto, al margen de la
defensa frente a patégenos, es la protectora, ya que su estado de activacién ténico
y continuo contribuye a la regulacién de otras vias de sefializacién intracelulares y
finalmente a la tolerancia frente a la flora comensal. En presencia de una variante
hipofuncional de NOD2, como las incluidas en este estudio, se ven alterados
muchos procesos en la mucosa intestinal que contribuyen a la ruptura del
equilibrio entre flora comensal y sistema inmunitario. Un fallo en el
reconocimiento del PG por parte de NOD2 conlleva una alteraciéon en la
sefializacidn a través del receptor. La activacién de NOD2 recordemos que induce
una respuesta Th2, que contrarresta en medida alguna la respuesta Thl que
induce la sefializacion a través de los TLRs al reconocer a la flora comensal; el fallo
en NOD2 produce por tanto un aumento de la respuesta Thl en la mucosa
intestinal, tal y como se observa en pacientes con EC (91). Por otro lado, debido al
defecto en cuanto a la localizaciéon dentro de la célula de NOD2 en presencia de
determinadas mutaciones, también se ve alterado el proceso de autofagia, clave,
entre otros, para la respuesta inmunitaria (149, 272). La mutaciéon en NODZ
también va a afectar al reclutamiento de células de la inmunidad innata y a la
diferenciacién Th17, ya que también regula la produccion de IL-23 (91).

5.4.2.2 NODZy fenotipo de la EC

En relacion al fenotipo, los metanalisis llevados a cabo por Economou et al
en 2005 (95) y Adler et al en 2011 (96), asi como el estudio multicéntrico con mas
de 1000 pacientes con EC elaborado por Cleynen y su equipo en 2012 (305),
reflejan una tendencia fenotipica bastante bien definida en pacientes portadores
de variantes minoritarias de NODZ.

158



DISCUSION

En nuestra poblacién, se ha observado la asociacién de la mutacion en
NODZ2, asi como de las variantes SNP8-T y SNP13-insC por separado, con una EC
ileal, ya sea con afectacion exclusivamente del ileon o ileon y colon. Jung y
colaboradores (409) ya describieron en su estudio la asociacion de SNP8 y SNP13,
pero no de SNP12, con EC ileal. Ademas, hay publicados otros muchos trabajos que
relacionan NODZ con la afectaciéon del ileon (211, 285, 291, 294, 304, 411-413). En
la mayoria de estos estudios, la presencia de dos mutaciones en NODZ aumenta el
riesgo de padecer EC ileal; por ejemplo, en poblacién alemana se describi6 la
asociacién del genotipo homocigoto mutante para SNP13 con EC ileal, estenosante
y de comienzo temprano (413). En nuestro caso, la presencia de homocigotos
mutantes para cada una de las variantes es tan reducida que no se pudo llegar a
resultados concluyentes; sin embargo, ninguno de los pacientes con dos
mutaciones en NODZ2 evoluciona con localizacion exclusivamente coldnica, aunque
debido al pequefio tamafio muestral del subgrupo no se ha podido demostrar
estadisticamente esta asociacion. La expresion de NOD2 en el epitelio intestinal es
especialmente importante en las células de Paneth (268), y la presencia de
variantes hipofuncionales del receptor se ha relacionado con un mal
funcionamiento de estas células, tanto a nivel de diferenciacion como en la
produccion y liberacién de productos antimicrobianos al lumen intestinal (132). El
hecho de que en nuestro caso, y en otros muchos, se haya encontrado asociacién de
NOD2Z con EC ileal y no con EC coldnica o colitis ulcerosa podria estar relacionado
con que la localizacion de las células de Paneth es ileal y no coldnica.

Al relacionar la presencia/ausencia de mutacion en NODZ con el
comportamiento de la enfermedad, se observé que dentro de los pacientes con
NODZ mutado era mas frecuente un patrén no inflamatorio, ya que se encontré una
proporcién mayor de casos de EC fistulizante y EC estenosante que en pacientes
sin mutacion. Sin embargo, hasta analizar las variantes por separado no se
demostraron diferencias estadisticamente significativas. En nuestra poblacién, la
Unica diferencia significativa es la asociacion de SNP12-C con un patrén
fistulizante, ya que, aunque SNP13-insC se asocie en principio con un patrén no
inflamatorio, tras la realizacion del andalisis multivariable, con la localizacion ileal
como covariable, esta asociaciéon desaparece. Es decir, SNP12-C se asocia con
patron fistulizante, mientras que SNP13-insC se asocia en realidad con una EC ileal,
que a su vez esta asociada con patrén no inflamatorio. La asociacion de NOD2 con
el comportamiento de la enfermedad es controvertida, ya que mientras que
algunos autores han asociado la presencia de mutaciones puntuales en NODZ2 con
estenosis en el ileon (211, 285, 291, 408, 413, 414), con un patrén fistulizante
(294) o con un patrén no inflamatorio (305, 409), otros no encontraron asociacion
(408, 415, 416). Por otro lado, también se ha descrito la asociacién de SNP12-C con
un patrdn fistulizante, tal y como ocurre en nuestro caso (288, 417). En el
metanalisis realizado por Adler y colaboradores, en el que se incluyeron 49
trabajos con un total de mas de 8893 pacientes con EC, se observo que la presencia
de al menos una mutaciéon en NODZ esta asociada con la EC complicada pero con
un valor predictivo bajo (96). Sin embargo, la presencia de dos mutaciones en el
gen si que parece estar claramente asociada con una enfermedad complicada, ya
que que cuando hay dos mutaciones en el gen la probabilidad de desarrollar una
EC complicada es bastante alta. En nuestro caso en pacientes con dos mutaciones
en NODZ el patrén es preferentemente no inflamatorio aunque no se haya podido
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demostrar estadisticamente. El hecho de que se encuentren resultados
aparentemente dispares en cuanto a la asociacién de NODZ con el comportamiento
de la enfermedad puede deberse a diferencias poblacionales, pero también a
interferencia con otras variables, tal y como también describieron Cleynen et al al
introducir la localizacidn ileal como covariable (418).

En nuestra poblacion de pacientes con EC, el alelo SNP8-T se asocia con un
diagnostico temprano de la enfermedad, siendo la mediana de la edad al
diagndstico 4 afios menor en pacientes portadores del alelo minoritario. Nuestros
pacientes con SNP8-T son diagnosticados preferentemente antes de los 40 afios, es
decir dentro del grupo 1 o 2 segln la clasificacion de Montreal. Otros trabajos
también han relacionado SNP8 (293, 304) o la presencia de al menos una mutaciéon
en NOD2, independientemente de cual, con un comienzo temprano de la
enfermedad (211, 285, 288, 291, 413). Esta asociacién parece ser dependiente de
la dosis mutacional de NODZ2, siendo mas fuerte en pacientes portadores de mas de
una mutacion en el gen (294, 304); en nuestro caso, la edad al diagnostico en
pacientes dobles mutantes es menor que en el resto pero, una vez mas, no se
obtienen diferencias significativas probablemente debido al reducido tamafio de
este subgrupo.

En resumen, la presencia de mutacion en NODZ esta relacionada con
multiples alteraciones a nivel de la mucosa intestinal que van a contribuir a la
ruptura de la homeostasis y a desencadenar la enfermedad. Parece ser que la
mutacién en este gen no causa la enfermedad, sino que ante la disboisis presente
intestino, el fallo en la sefializaciéon a través de NOD2 favorece una respuesta
inadecuada, contribuye a la ruptura de la tolerancia e induce una respuesta
inflamatoria como mecanismo compensatorio. La incorporacion del genotipado del
gen NODZ como una de las pruebas a realizar dentro del diagndstico diferencial de
un paciente, no sélo puede ayudar al clinico a decantarse por un diagndstico de EC
sino que podria ayudar a predecir el comportamiento de la enfermedad y asi
adecuar la monitorizaciéon del enfermo. A pesar de que la presencia de una
mutacién en el gen NOD2 no implique necesariamente el desarrollo de la EC, la
caracterizacidon del gen en los familiares del paciente, al menos en los de primer
grado, podria facilitar el diagnéstico temprano de la enfermedad.

5.5 TLRsYLAEII

Los TLRs, son claves en el didlogo entre flora comensal y células de la
mucosa intestinal, pertenecientes al sistema inmunitario y células no inmunitarias,
sirviendo como nexo de unién entre ambiente, inmunidad innata e inmunidad
adaptativa. La activacion basal de los TLRs tras el reconocimiento de ligandos
procedentes de la flora comensal favorece la liberacion de una serie de factores
que contribuyen al mantenimiento de la integridad de la mucosa, reparacién del
dafio y, en definitiva, a la homeostasis intestinal (151, 326). La presencia de flora
intestinal, asi como su reconocimiento por parte de TLRs, es fundamental para el
desarrollo de la ElI, como se demostro, por ejemplo, en modelos murinos de colitis
en los que no se desarrollaba la EIl espontanea en ratones knockout para Myd88,
que codifica para una molécula clave en la sefializacién de los TLRs (419). Por otro
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lado, se ha demostrado que la desregulacion de la sefial a través de los TLRs
favorece la inflamacién crénica que caracteriza a la EII (331, 344), por lo que
algunos autores han investigado de qué manera los TLRs pueden contribuir a los
mecanismos patogénicos que desencadenan y perpetian la enfermedad (151).
Actualmente todavia no se conoce con exactitud qué TLRs estan relacionados con
el desarrollo de la CU y/o de la EC y en qué medida. El hecho de que en los GWAS
realizados hasta el momento en EII no se haya encontrado sefial de asociacién en
los TLRs no hace menos interesante el estudio de como variantes de estos genes
pueden contribuir a la susceptibilidad a padecer la enfermedad o al fenotipo de la
misma (123).

En este trabajo se llevd a cabo en primer lugar un estudio de asociacion
caso-control de una serie de SNPs situados en los genes que codifican para los
TLRs; la seleccién de los polimorfismos se llevé a cabo tal y como se explica en el
apartado de Metodologia (Apartado 3.4.2). Posteriormente se estratificaron los
pacientes en base a una serie de caracteristicas fenotipicas y se compararon de
nuevo las frecuencias alélicas y genotipicas entre los subgrupos clinicos formados.
En el caso de la enfermedad de Crohn, los pacientes también fueron estratificados
en base a las variantes de NODZ2. Los resultados obtenidos al respecto se discuten a
continuacion.

5.5.1 TLR1, TLR2, TLR6 y TLR10 en la EII

Como ya se coment6 en la introduccion (Apartado 1.4.3.2), los TLRs se han
agrupado en diferentes familias en base a su homologia. Dentro de la familia del
TLRZ se engloban TLR1, TLR2, TLR6 y TLR10, debido a la similitud de su secuencia
de aminodcidos. A continuacion se discuten los resultados obtenidos para cada uno
de ellos por separado.

5511 TLR2

Los dos polimorfismos estudiados en el gen del TLRZ en este trabajo
producen un cambio en el marco de lectura, y, por tanto, un cambio de aminoacido:
R753Q (rs5743708) y P631H (rs5743708), y se sitdan en el dominio TIR y el tallo
citoplasmatico de TLR2, respectivamente (420, 421). Hay estudios que describen
la asociacion de determinadas variantes de TLRZ con shock séptico estafilocdcico,
tuberculosis o fiebre reumatica aguda (328, 422). En ausencia de enfermedad, los
niveles de expresion de TLR2 son muy bajos en la mucosa intestinal,
contribuyendo asi a la tolerancia frente a la flora comensal. Sin embargo, se ha
demostrado un aumento considerable de expresion en macréfagos y células
dendriticas de la lamina propia en la mucosa inflamada de pacientes con EII (334).
La senal a través de TLR2 contribuye a la tolerancia frente a la flora comensal, la
defensa frente a patégenos y el mantenimiento de la homeostasis intestinal, pero,
segun los resultados obtenidos por Boulard y su equipo (423), este receptor no es
indispensable para el desarrollo de la EIl. No se ha descrito la asociacion de los
SNPs en TLRZ que hemos incluido en nuestro trabajo con un mayor riesgo de
desarrollar ElI, tal y como se recoge en el metanalisis realizado por Cheng et al en
2015 (339). A pesar de esto, incluimos el estudio de polimorfismos de TLRZ en
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nuestro trabajo, con el fin de replicar estos resultados y analizar posibles
asociaciones con el fenotipo. Nuestros resultados concuerdan con lo previamente
publicado y apoyan la idea de que TLR2 no se relaciona con la patogénesis de la
Ell, ya que tampoco hemos encontrado relaciéon entre este gen y la enfermedad.
Pierik y su equipo (346) describieron la asociacion de TLR2-753Q con pancolitis
en pacientes con CU. En ningun otro estudio, y tampoco en el nuestro, se ha
replicado esta relacion.

5512 TLR1

El hecho de que, en principio, TLRZ no esté relacionado con EIl, no resta
importancia al estudio de TLRI o TLR6 (419). El polimorfismo que hemos
estudiado en el gen del TLR1 (rs5743611) conlleva la sustitucion de una arginina
por una treonina en la posicion 80 de la proteina (R80T), situado dentro de la
LRR2 (319). No se ha descrito en la bibliografia la relacién de esta variante con el
riesgo de desarrollar EII (295, 346, 424); sin embargo si que se ha asociado con
localizaciéon pancolénica en pacientes con CU (346). En nuestra poblaciéon de
enfermos, tanto en el caso de la CU como en el de la EC, se observo el papel
protector del polimorfismo TLRI1 rs5743611 frente a la enfermedad: en ambos
casos la frecuencia del alelo rs5743611-C y del genotipo heterocigoto mutante
rs5743611-CG es significativamente menor en pacientes que en controles, no
existiendo ningin homocigoto mutante rs5743611-CC en ninguno de los dos
grupos de pacientes. En nuestro caso, la presencia del alelo mutado no condiciona
la localizacion de las lesiones en la CU, ni tampoco en el caso de la EC, ya que la
frecuencia del alelo en los diferentes subgrupos clinicos es muy similar.

Por otro lado, en nuestro estudio hemos descrito la asociacion de la variante
TLR1-R80T con una mayor incidencia de cancer colorrectal y de MED articulares
en el caso de CU y con la afectaciéon del TDS en el caso de la EC. De los 7 pacientes
con CU que desarrollaron cancer colorrectal, 4 portaban el alelo TLR1 rs5743611-C,
indicando la OR que dentro del grupo de pacientes el hecho de portar el genotipo
mutado aumenta hasta 14 veces el riesgo de desarrollar cancer. Sin embargo, el
subgrupo de pacientes con cancer es tan reducido que, aunque la OR sea muy
elevada, los limites superior e inferior del IC estan muy alejados y la potencia
estadistica disminuye. A pesar de que hay ciertas evidencias de la relacién entre la
composicion de la microbiota (66) y el cancer de colon y de la implicacién de los
TLRs en el desarrollo de este tipo de neoplasia (425), no esta claro el papel que
desempenan. Por otro lado, cerca del 40% de los pacientes portadores del genotipo
rs5743611-CG ha desarrollado MED articulares a lo largo de su enfermedad,
mientras que en los homocigotos rs5743611-GG la frecuencia de aparicién de estas
complicaciones es mucho menor. En pacientes con EC, el polimorfismo TLRI
rs5743611 se asocia con la afectacion del TDS: hasta el 12,3% de los pacientes
portadores del alelo minoritario presenté afectacion del TDS, mientras que en el
resto de pacientes esto se observo so6lo en el 2,3%. Dentro de nuestro grupo de
pacientes, solamente 11 tienen afectado el TDS, por lo que con un tamafio muestral
tan pequefio la potencia estadistica disminuye considerablemente y obliga a
interpretar los resultados con cautela.
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No se ha descrito hasta la fecha qué implicacién pudiera tener la presencia
de este polimorfismo en la patogénesis de la EIl. La variante TLR1-80T se ha
asociado con una disminucién de la produccién de citoquinas proinflamatorias,
como IL-1fB, IL-6 o IL-8 (426), lo que podria estar relacionado con el papel
protector que desempefia este polimorfismo frente a la EIl en nuestra poblacion.
En cuanto a los resultados obtenidos con el fenotipo de la EC y de la CU es dificil
sacar conclusiones, ya que los subgrupos clinicos que se forman tras la
estratificacion de pacientes son de un tamafio muy reducido y la potencia
estadistica disminuye considerablemente. Son necesarias mas investigaciones para
esclarecer qué papel desempefia este TLR en la patogénesis y el fenotipo de la EII.

5513 TLR6

Hay pocos estudios sobre cémo los polimorfismos del TLR6 afectan a la
funcién de la proteina. Variantes de este gen se han relacionado con mayor
susceptibilidad a aspergilosis invasiva tras trasplante de médula dsea y asma (421,
422). A pesar de no haberse descrito la asociaciéon de polimorfismos en TLR6 con
Ell, parece que este receptor si que interviene en la inflamacién que ocurre en el
intestino, ya que se ha observado un aumento de su expresion en el colon
inflamado (427), aunque los resultados en cuanto a qué papel desempefia son algo
contradictorios: mientras que un grupo de investigadores afirma que la
estimulacion del TLR2/TLR6 conduce a la formacion de células dendriticas
tolerogénicas, células Treg y disminuye la respuesta Th1y Th17 (428), otro equipo
afirma que TLR6 contribuye al inicio de la respuesta Th17 e interviene en la
inflamacién intestinal tras la unién de su ligando en modelos de colitis con ratones
tlr67/- (429). En nuestro caso tampoco hemos encontrado un mayor riesgo de CU o
de EC en portadores de estos polimorfismos (rs5743795 situado en region
intrénica y S249P o rs5743810 en la LRR9) (319). Sin embargo, la variante S249P
se ha relacionado con necesidad de colectomia en nuestra poblacion de pacientes
con CU: el 8,3% de los pacientes portadores del alelo rs5743810-T se ha tenido que
someter a colectomia mientras que s6lo un 2,6% de los homocigotos rs5743810-CC
lo ha necesitado. Al comprobar si este alelo se asocia con la presencia de
complicaciones digestivas, tales como fistulas o abscesos, no se observaron
diferencias significativas, si bien el porcentaje de pacientes con CU que sufren estas
complicaciones es muy pequeio (al menos en comparacién con la EC) y la potencia
estadistica disminuye. Pierik et al (346) asociaron negativamente el polimorfismo
TLR6-5249P con proctitis en pacientes con CU; en nuestro estudio no se encontro la
relacion entre TLR6 y la localizacién de las lesiones en pacientes con CU.

Dentro de los pacientes con EC, el SNP TLR6 rs5743810 si que se ha
asociado con la presencia de complicaciones digestivas, principalmente abscesos,
ya que el 34,5% de los pacientes portadores de genotipos rs5743810-CT o
rs5743810-TT han desarrollado abscesos mientras que sélo un 24,3% de los
pacientes portadores de rs5743810-CC lo ha hecho. Esta asociacion con la apariciéon
de complicaciones digestivas se relaciona con el aumento de casos de reseccién
intestinal observado entre los pacientes portadores del alelo minoritario. El hecho
de que en ambos grupos de pacientes la variante TLR6-249P se relacione con la
necesidad de cirugia y/o la presencia de complicaciones digestivas, sugiere que
este receptor esté implicado en la gravedad de la EIl, probablemente debido al
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papel que TLR6 desempefia en la induccién de la respuesta inmunitaria en la
mucosa intestinal. Sin duda mas estudios son necesarios para determinar de qué
manera TLR6 esta implicado en la patogénesis de la EIl o como se relaciona con el
fenotipo de la EC y de la CU.

5514 TLR10

El TLR10 es el tnico TLR humano para el que no se conoce su ligando
todavia. El gen TLR10 se sitia en el cromosoma 4 junto con TLR1 y TLR6, con los
que comparte gran homologia (422). La gran similitud entre la secuencia de
aminodacidos de TLR10 con TLR1 y TLR6 hace pensar que su funcion bioldgica es
similar (421). TLR10 se expresa en la membrana plasmdatica formando un
homodimero, heterodimero con TLR2 o, probablemente, heterodimero con TLR1 o
TLR6 (430). En un trabajo previo en nuestra poblacidn, se relacion6 un haplotipo
de cuatro polimorfismos del TLR10 con mayor riesgo de desarrollar EC (348). En
nuestro estudio se incluyeron dos SNPs diferentes, que suponen un cambio en el
marco de lectura: 1775V (rs4129009) situado en el dominio TIR y I369L en el
dominio extracelular (rs11096955). El1 SNP TLR10 rs4129009 se asocia en nuestro
estudio con EC coloénica y con diagndstico tardio de la enfermedad. En este caso en
concreto, el efecto sobre el fenotipo tan sélo se observa en presencia de dos copias
del alelo mutado, ya que las diferencias estadisticamente significativas se observan
con el genotipo homocigoto para el alelo minoritario rs4129009-G, pero no con el
genotipo heterocigoto. Casi el 40% de los pacientes portadores del genotipo
rs4129009-GG fueron diagnosticados dentro del grupo 3 segun la clasificacion de
Montreal (con mas de 40 afios) y evolucionaron con localizaciéon colénica de las
lesiones. En nuestros pacientes con EC la localizacién colénica es mas frecuente
entre aquellos que han sido diagnosticados con mas de 40 afios, por lo que las
variables “localizacién” y “edad al diagndstico” estan relacionadas. Tras la
realizacion de la regresion logistica se confirmo la asociacion de TLR10 rs4129009
con ambas variables; sin embargo, al estar éstas relacionadas entre si es dificil
determinar si realmente TLR10 se asocia con ambas o existe una relaciéon
secundaria que no hemos sido capaces de demostrar estadisticamente. En el
estudio de Abad y su equipo (348), el aumento de susceptibilidad a desarrollar EC
se producia cuando el haplotipo de riesgo se encontraba en homocigosis: tanto el
estudio de Abad et al como el nuestro sugieren que TLR10 se relaciona con EII pero
que su efecto sblo se observa cuando ambos alelos estan mutados.

Recientes estudios sugieren que el TLR10 es el uUnico receptor de esta
familia con una funcion antiinflamatoria o inhibidora. Al contrario que el resto de
TLRs, la estimulaciéon de TLR10 no conduce a la producciéon de citoquinas
proinflamatorias, como IL-1 o IL-6. Este efecto inhibidor podria deberse a la
modulacién de la sefial de otros TLRs al formar heterodimero con ellos, a la
competencia por el ligando con TLRs estimuladores o a través de una sefal
inhibitoria directa (430). Esa funcion antiinflamatoria del TLR10 explicaria por
qué una alteracién de su funcién podria estar relacionada con el riesgo de padecer
Ell, tal y como afirman Abad y su equipo (348), o con su fenotipo, como hemos
encontrado en nuestro trabajo.
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5.5.2 TLR3 enla Ell

TLR3 se situa en la membrana de endosomas y tras la unioén de su ligando
(ARNds) dimeriza y recluta a la proteina adaptadora, que en este caso es TRIF en
lugar de MyD88. La via de sefializacion termina en la produccion de IFN-y y otras
citoquinas proinflamatorias (431). TLR3 se expresa de forma constitutiva en las
CEI de la mucosa intestinal en ausencia de enfermedad; no se han observado
diferencias en la expresion de TLR3 en pacientes con CU mientras que en pacientes
con EC se han descrito unos niveles de expresion mas bajos que en poblacién
control (327). En este trabajo se ha incluido un polimorfismo situado en la region
promotora (rs5743305) y otro en la LRR15 del ectodominio de TLR3 (L412F o
rs3775291) (432, 433). Acorde con los resultados publicados, no se ha encontrado
asociacién de ninguno de estos SNPs con un mayor riesgo de desarrollar EIIL

Sin embargo, si que se ha encontrado relacién con el fenotipo: en ambos
grupos de pacientes se observé una menor frecuencia del alelo mutado TLR3
rs5743305-A en enfermos que desarrollaron MED oculares, sugiriendo el papel
protector de este polimorfismo frente a este tipo de complicaciones. En el caso de
la CU, las diferencias en cuanto a la frecuencia en este polimorfismo se observaron
tanto a nivel alélico como genotipico. Ademas, aunque no llegé a observarse
significacién estadistica, habia menos casos de MED oculares entre los pacientes
portadores de TLR3-412F. En pacientes con EC s6lo se observo la proteccion frente
a MED oculares de TLR3 rs5743305-A a nivel alélico. La relacion entre TLR3 y las
alteraciones oculares ya ha sido descrita en otros trabajos, tanto en modelos
animales como en pacientes con diversas patologias (434, 435). Varios estudios
afirman el papel activo que desempefia TLR3 en la inflamacion ocular a través de la
liberacion de citoquinas y la regulacion de la expresion de moléculas de adhesién
en células vasculares y epiteliales del ojo (436-438). Las dos variantes incluidas en
nuestro estudio estdn relacionadas con una sefializacién alterada del receptor:
TLR3-412F se asocia con una sefializacion disminuida, probablemente en relaciéon
con un defecto en la glicosilacién del residuo 413 (asparagina), que es clave para el
reconocimiento del ligando (432, 439), mientras que la localizacién cercana a
regiones reguladoras de rs5743305 podrian modular la actividad promotora de
TLR3 (433). El hecho de que en nuestro estudio hayamos descrito el papel
protector de la variante rs5743305-A frente a MED oculares en ambas
enfermedades, apoya la teoria de que TLR3 interviene en el desarrollo de uveitis y
otras alteraciones oculares. El nimero de pacientes de nuestro estudio que
desarrolla MED oculares es muy bajo, por lo que la potencia estadistica disminuye
y seria recomendable aumentar la poblacién para poder confirmar este resultado.

5.5.3 TLR4 en la EII

La relacién entre TLR4 y la EIl probablemente sea una de las mas
estudiadas dentro de la familia de TLRs. Este receptor practicamente no se detecta
en el epitelio intestinal en ausencia de enfermedad (327), sin embargo, sus niveles
aumentan considerablemente en la mucosa de pacientes con EII (151). Este hecho,
unido a los resultados obtenidos en modelos animales de colitis en ratones tir4/-
(331), centra la atencion en el papel que puede desempefiar TLR4 en la
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patogénesis de la enfermedad. En nuestro estudio se han incluido las dos variantes
mas comunes de TLR4, rs4986790 (D299G) y 1rs4986791 (T399I); ambos
polimorfismos se encuentran en estrecho LD en nuestra poblacion, como ya habia
sido descrito previamente por otros autores (344, 440, 441). No se ha observado
asociacion con la enfermedad en ninguno de los casos, aunque la frecuencia de
ambos alelos mutados sea ligeramente superior en pacientes con CU y EC que en
controles. Desde que se describi6 por primera vez la asociacién de D299G con EC
(442), se han llevado a cabo muiltiples estudios en diferentes poblaciones tratando
de determinar la relaciéon entre TLR4 y la EII, con resultados variados. En algunos
casos se ha descrito la asociacién de TLR4+ tanto con EC como con CU, como por
ejemplo en el estudio llevado a cabo por Franchimont et al en poblacién belga
(443): en ese trabajo la frecuencia de rs4986790-G es bastante mayor que en
nuestro caso tanto en pacientes con CU, EC o controles (10%, 11% y 5%,
respectivamente). También se ha descrito asociacién de la mutacién en TLR4 con
EC (280, 292, 304, 340, 341, 344, 346, 441) o CU (444, 445) por separado o, como
es nuestro caso, con ninguna de las dos (288, 296, 299, 342, 424, 446-449).

Los dos polimorfismos estudiados en el TLR4 (D299G y T399]) se sitdan en
los motivos LRR a través de los cuales se reconoce al ligando (264). Las
implicaciones estructurales en TLR4 fueron estudiadas tras la cristalizacion de la
molécula junto con el correceptor MD2 y el ligando LPS (450) ID PBD= 4G8A).
Como puede apreciarse en la Figura 24, las dos mutaciones no se sitian en
regiones que interacciones directamente con LPS o MD2 y la estructura de TLR4
practicamente no varia en presencia o ausencia de mutacién. Sin embargo, la
sustitucion de D299 por 299G induce un ligero cambio estructural en la regién
LRR10-12, que produce una alteracion en las propiedades de la molécula, como la
unién al ligando asi como la eficiencia del plegamiento, expresién en superficie o
estabilidad de la proteina. El impacto de T399], situada en LRR15, en la proteina es
menor, aunque la introduccién de mas residuos hidrofébicos en presencia de
mutacién podria influir en la eficiencia del plegamiento de la proteina, expresion
en superficie y estabilidad de TLR4 (450). Por lo tanto, aunque estas variantes no
afecten directamente a la unién del ligando, si que estadn relacionadas con una
menor respuesta frente al LPS.
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Figura 24. Esquema de la estructura obtenida por cristalografia de rayos X del
TLR4. En la parte inferior de la imagen se muestra el receptor TLR4 formando un
homodimero y la molécula correceptora MD2 tras la unién del LPS (representado en
naranja). En la parte superior izquierda de la imagen se muestra ampliada la zona donde
se encuentra el polimorfismo D299G: se suporponen la estructura del receptor con D299
(gris) y con G299 (azul). En la parte superior derecha se muestra ampliada la zona donde
se encuentra el polimorfismo T399I: en este caso el receptor con la variante mutada 1399
se representa en verde. Figura modificada a partir Ohto et al, 2012 (450).

La variante TLR4-299G se ha asociado con baja respuesta al LPS inhalado en
humanos (440) por lo que cabria esperar que la presencia de esta variante
previniera una respuesta frente a bacterias Gram (-); sin embargo, TLR4-299G se
asocia con hipersensibilidad frente a Escherichia y otras bacterias Gram (-) de la
flora comensal y patégenas, causando una inflamacién no deseada en el intestino
(264). Estos polimorfismos también se han asociado con mayor susceptibilidad
frente a diversas infecciones como sepsis por Gram (-), paludismo, virus
respiratorio sincitial o aspergilosis, asi como con resistencia frente a Legionella
pneumophila o a una menor mortalidad debido a paludismo cerebral por
Plasmodium falciparum (422, 451). Otros autores, sin embargo, han puesto en
entredicho que estas variantes realmente afectaran a la respuesta al LPS: Erridge y
su equipo (452) afirmaron que en monocitos portadores de la mutaciéon en TLR4
en heterocigosis no se observaba una respuesta de citoquinas alterada a bacterias
Gram (-). La sefalizacion a través de TLR4 no sdlo finaliza en la produccién de
citoquinas tras la activaciéon de NFkB, sino que también se activan otras vias, como
la de IRF a través de las proteinas STAT, por lo que las variantes D299G y T399I
podrian afectar a otro nivel (344). En ratones knockout o con deficiencia en TLR4
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se ha observado una mayor gravedad en el modelo de colitis inducida por DSS
(Dextran Sulfate Sodium) y predisposicion a la infecciéon por bacterias Gram (-)
(331, 453). Por otro lado, TLR4 no sdélo interviene en el reconocimiento de
bacterias patégenas y la defensa frente a ellas, sino que es muy importante en
funciones no meramente inmunolégicas, como el mantenimiento de la integridad
de la barrera intestinal o la reparacion del tejido tras el dafio tisular. La deficiencia
en TLR4, por tanto, contribuye al mantenimiento de la inflamacién en la mucosa de
pacientes, ya que la alteracion de la permeabilidad del epitelio facilita la entrada de
bacterias procedentes del lumen (326).

En nuestro grupo de pacientes con EC detectamos una relacién epistatica
entre TLR4 y NODZ2, ya que tras estratificar los pacientes segun la presencia o
ausencia de mutaciéon en NODZ si que se observan diferencias en cuanto a la
asociaciéon de TLR4 con la EC: dentro de los pacientes con NODZ mutado la
frecuencia de los genotipos mutantes de TLR4 es del 13% mientras que tan sélo un
5,9% de los pacientes con NODZ salvaje portan algun alelo mutado. No existen
diferencias en cuanto a la frecuencia de la mutaciéon del TLR4 entre pacientes con
NODZ salvaje y controles. El haplotipo NOD2+/TLR4+ se asocia con la enfermedad,
ya que cuando se compara la frecuencia de éste en pacientes y en controles las
diferencias son significativas; sin embargo, la OR no es superior que si
consideramos la presencia de mutacion en NODZ solamente (ORyopz=3,214; OR
NoD2+/TLR4» =1,924). Al estudiar las tres variantes de NODZ por separado y
estratificar los pacientes con EC segun la presencia de mutaciéon en cada una de
ellas, se puede observar que uUnicamente en el caso de SNP13 (1007insC) se
encuentran diferencias significativas: la frecuencia de mutacién en TLR4 dentro de
los pacientes portadores de la variante mutante SNP13-insC es de 27,6% mientras
que en pacientes sin ésta es de 6,6%. En este caso, en presencia de SNP13-insC y
TLR4+ si que se observa un aumento de la OR considerable cuando comparamos
con poblacién control, en relacion a los resultados obtenidos cuando sélo se tiene
en cuenta SNP13-insC (ORswpi3-insc/TLra+=4,886). Es decir, el haplotipo SNP13-
insC/TLR4+ confiere mas riesgo de desarrollar EC que la sola presencia de
mutacién en SNP13-insC, por lo que la mutaciéon en TLR4 es un factor de riesgo
adicional en pacientes portadores de mutaciéon en NODZ. La mutacion en cada uno
de los genes en nuestros pacientes no se distribuye de forma independiente tal y
como cabria esperar Unicamente debido al azar, por lo que existe una relacién
epistatica entre TLR4 y NODZ en nuestra poblacion de pacientes con EC que no se
observa ni en CU ni en controles sanos.

Dado que tanto TLR4 como NOD2 son receptores que desempefian un papel
importante en la patogeneis de la Ell, otros autores también han estudiado la
relacién genética entre ambos. En algunos estudios no se han encontrado
diferencias en la frecuencia de mutacién en TLR4 dependiendo de la mutacién en
NOD2 (304, 330, 342, 346, 443) mientras que en otros si que obtuvieron
resultados parecidos a los nuestros. Gazouli y colaboradores (280) también
observaron una frecuencia mayor de TLR4+ en pacientes con NODZ2+, sin embargo
no encontraron asociacion estadistica del haplotipo con la enfermedad. Por otro
lado, también en poblacion italiana, Guagnozzi y su equipo (454) describieron una
asociacion entre TLR4 y NODZ similar a la nuestra: TLR4 se asocia con EC en
pacientes con NOD2 mutado, e incrementa el riesgo de desarrollar la enfermedad.
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Las evidencias aportadas hasta ahora sugieren que NOD2 y TLR4 estan
estrechamente relacionados, existiendo una regulaciéon cruzada de ambas vias de
sefializacidn; sin embargo, el papel que desempefia NOD2 en la producciéon de
citoquinas tras la estimulacién de TLR4 no se conoce del todo todavia (91). A pesar
de que exista cierto sinergismo entre las vias de sefializaciéon de NOD2 y de TLRs,
potenciandose la respuesta Th1 de estos ultimos, se ha demostrado una respuesta
frente al LPS alterada en pacientes portadores de mutaciones en NOD2 (269, 410).
En la investigacion llevada a cabo por Kim y su equipo en 2015 (325), se describe
la relacién entre NOD2 y TLR4, y como la presencia de variantes hipofuncionales
de NODZ afectaba a la respuesta frente al LPS. Segun los resultados obtenidos, las
variantes de NODZ, especialmente la variante SNP13, presentan una ganancia de
funcién en cuanto a la inhibicién de la produccién de IL-12 en respuesta a la
estimulacion del TLR4 con LPS; es decir actian como “dominantes negativos”. Esta
alteracion en la funcion del TLR4 en presencia de mutacién en NOD2 explicaria los
resultados de nuestro estudio: cuando ambas mutaciones estan presentes, la via de
sefializacion a través de TLR4 se ve seriamente alterada y, por lo tanto, todos los
mecanismos en los que interviene este receptor para el mantenimiento de la
homeostasis intestinal se ven comprometidos. De esta manera, cuando coexisten
mutacién en TLR4 y NODZ, especialmente SNP13-insC, el riesgo de desarrollar la
enfermedad aumenta.

En relacion al fenotipo, en nuestro estudio se observé asociacion de ambos
polimorfismos en el TLR4 con una enfermedad complicada, concretamente con un
patrén evolutivo estenosante, ya que cerca del 40% de los pacientes que portaba
alguno de los alelos minoritarios en TLR4 evoluciond con este tipo de patron,
mientras que en pacientes con el genotipo salvaje la proporcién de pacientes con
este fenotipo no llega al 20%. En otros estudios se ha relacionado este gen con el
patron clinico de la enfermedad, como la asociaciéon con patrén estenosante en
poblacién alemana (330) o con patrén fistulizante en poblaciéon holandesa (292),
aunque en ambos casos utilizan la clasificaciéon de Viena en lugar de la de Montreal
y hay que interpretar los resultados con cautela. Hume et al (341), por el contrario,
afirmaron que las variantes TLR4-299G y TLR4-399I1 eran protectoras frente al
patron estenosante en pacientes con EC en poblacion australiana. La relaciéon
encontrada en nuestra poblacién entre mutaciéon en TLR4 y patron estenosante es
independiente de NODZ2, hecho que se confirma tras la realizacién de un analisis
multivariable incluyendo las variantes de NODZ como variables independientes.
Este resultado es esperable teniendo en cuenta que la mutacién en NODZ2 no se
asocia con este tipo de patrén en nuestra poblacion. Sin embargo, dada la relacién
descrita entre NOD2 y TLR4 en nuestra poblacién se decidi6 estratificar a los
pacientes segin la mutaciébn o no en estos dos genes y su relaciéon con
comportamiento de la EC. Pudimos observar que en aquellos pacientes con el
genotipo NODZ2+/TLR4+ o NODZ2-/TLR4+ la proporcion de pacientes que
evolucionaban con patrén estenosante era superior que en el resto de pacientes
(46,7% y 26,7% respectivamente); sin embargo, al realizar el analisis estadistico el
patrén estenosante tan sélo fue significativamente mas frecuente en pacientes
portadores de mutaciones en ambos genes (NOD2+/TLR4+) y la OR portando este
haplotipo es superior que si tan sélo se tiene en cuenta la mutaciéon en TLR4 (4,097
vs. 2,391). Podria decirse que TLR4+ esta asociado con patron estenosante y que
esta asociacion es mas fuerte en pacientes con mutacién también en NODZ2. En un
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estudio llevado a cabo por Brand y su equipo, el 34,5% de los pacientes con
mutacién en TLR4 evoluciond con este tipo de patrén mientras que tan soélo el
17,1% de los pacientes con el genotipo salvaje lo hizo (330); estos resultados son
muy similares a los obtenidos en nuestro estudio (36,7% vs. 17,3%). Sin embargo,
Brand y su equipo no encontraron diferencias en la frecuencia de TLR4+ entre
pacientes con NOD2+y NODZ2-; por otro lado describieron asociacion del haplotipo
NOD2-/TLR4+ con patrén estenosante y cierta tendencia del haplotipo
NODZ2+/TLR4- hacia patron fistulizante. Como ya hemos comentado, NOD2-/TLR4+
también es mas frecuente en pacientes con patrén estenosante que en pacientes
sin mutacion en TLR4, aunque las diferencias no son estadisticamente
significativas y la asociacién mas fuerte en nuestro estudio es cuando ambos genes
estdn mutados. En cuanto a la asociaciéon con patrén fistulizante, en nuestro
estudio no encontramos asociacion del haplotipo con este tipo de patron; sin
embargo, si que hemos descrito asociacion de SNP12-C con patrén fistulizante,
precisamente la Uinica variante que no se asocia con mutaciéon en TLR4. A la hora de
comparar resultados con respecto al patron fistulizante hay que tener precaucion,
ya que Brand y colaboradores emplean la clasificacién de Viena y nosotros la de
Montreal, en la que la presencia de fistulas anales no se engloban dentro del patrén
fistulizante.

Ademas, TLR4+ también se ha relacionado en nuestra poblacién de
pacientes con perforacién intestinal, ya que la frecuencia de aparicién de esta
complicacién es casi tres veces superior en pacientes portadores de alguno de los
alelos minoritarios (rs4986790-G y rs4986791-T). En este caso, la asociacién
resulté ser independiente de NODZ, ya que no se pudo demostrar estadisticamente
que en pacientes con mutaciéon en ambos genes la probabilidad de perforaciéon en
el intestino fuera mayor.

En el metanalisis realizado por Browning y su equipo (447) no se detect6
asociacion de TLR4 con el fenotipo de la EC; sin embargo, Oostenbrug et al (342) y
Hume et al (341) asociaron estos polimorfismos en TLR4 con localizacién colénica
de las lesiones en pacientes con EC. Por el contrario, en nuestra poblaciéon, TLR4 no
se asocia con la localizacion, aunque en pacientes con EC ileal la frecuencia de
TLR4+ es algo superior que en el resto. Teniendo en cuenta la mutaciéon en NODZ2, y
analizando conjuntamente estos genes, nuevamente volvemos a encontrar
diferencias destacables. En pacientes portadores de mutacién en ambos genes
(NOD2+/TLR4+) la evolucién hacia EC ileal fue significativamente mas frecuente
que en el resto, ya que hasta el 80% de estos pacientes podria englobarse dentro
de esta localizacién. NOD2, como se ha comentado previamente, se asocié con EC
ileal en nuestra poblacion (OR=3,838), y la presencia de mutaciéon también en TLR4
aumenta el riesgo de afectacion del ileon (OR=6,028). Como se ha comentado
previamente, la relacion de NODZ2 con EC ileal podria ser debida a la funcién que
desempefia este receptor en las células de Paneth presentes en el ileon. Aunque no
se ha demostrado la expresién de TLR4 en este tipo celular (341), nuestros
resultados parecen indicar que una respuesta alterada al LPS predispone a la
afectacidn del ileon en pacientes con EC. Lakatos y colaboradores (455) también
identificaron TLR4 como factor de riesgo adicional para EC ileal en poblacién
centroeuropea.
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5.5.4 TLR5 en la EIlI

En suero de pacientes con EII se ha observado hiperreactividad frente a la
flagelina, principal ligando del TLR5, por lo que este antigeno se ha considerado
epitopo dominante en la enfermedad (151, 263). La deficiencia de TLR5 se ha
relacionado con una respuesta defectuosa frente a la flagelina, una disminuciéon de
la produccion de anticuerpos anti-flagelina y la desestabilizacion del microbioma
(456). Se ha descrito una variante funcional de TLR5 en la que el cambio de un solo
nucleétido provoca la apariciéon de un codén stop prematuro (Arg392STOP); la
respuesta frente a flagelina de este receptor mutado se reduce hasta un 75% y
actila como dominante negativo con respecto a la proteina normal. Esta variante se
ha asociado con mayor susceptibilidad a infeccién por Legionella pneumophila pero
no se relaciona con riesgo de infeccién por otras bacterias flageladas como
Salmonella (151, 328, 422). La variante TLR5-392STOP se ha asociado en algunas
poblaciones con proteccion frente a enfermedades inflamatorias no infecciosas,
como LES (328) o EC, debido probablemente a la disminucion de la produccién de
citoquinas proinflamatorias y de anticuerpos anti-flagelina en presencia de esta
variante (151, 328, 351).

En este estudio se han incluido dos variantes hipofuncionales diferentes a
TLR5-Arg392STOP con el fin de comprobar si éstas estan relacionadas con el
riesgo o con el fenotipo de la EIl. Los dos SNPs de TLR5 incluidos en este estudio
producen un cambio de amindacido en el dominio extracelular de la proteina:
rs2072493 (N592S) y rs5744174 (F616L). A pesar que no interferir directamente
en la unién de la flagelina, en ambos casos se ha observado una disminucién en la
produccién de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas en respuesta al ligando
con estas variantes, probablemente por la alteracion en la dimerizacion del
receptor (457). En la bibliografia hay pocas evidencias de asociacién de estas
variantes de TLR5 con EII: se ha descrito una débil asociacion de TLR5-616L pero
no de TLR5-592S con la EC en varias poblaciones (350, 458), y de TLR5-592S con
la CU en una cohorte asiatica (459). Acorde con la mayoria de trabajos, en nuestro
estudio no se ha encontrado asociaciéon de ninguno de los dos polimorfismos con la
EIl. No obstante, en nuestro estudio hemos encontrado relacién entre la presencia
de estas variantes de TLR5 y el fenotipo de la EC.

En pacientes con EC, el polimorfismo TLR5 rs5744174 se asocia con la
aparicion de MED, ya que el 73% de pacientes con EC de nuestro estudio
portadores del alelo rs5744174-C sufri6 alguna de estas manifestaciones en algin
momento de la enfermedad. En este grupo de pacientes se observaron mas casos
de MED articulares, MED dermatologicas, MED hepatobiliares y CTE, pero no de
MED oculares; sin embargo, las diferencias tan so6lo fueron estadisticamente
significativas al considerar todas las MED en conjunto. Esta asociacién se confirmd
tras la realizacion de un andlisis multivariable. La informacién disponible en la
bibliografia con respecto a la relaciéon de TLR5 con el fenotipo de la EIl es muy
escasa, por lo que es complicado contrastar nuestros resultados con los obtenidos
en otras poblaciones. Por qué la respuesta disminuida frente a la flagelina en
presencia de la variante TLR5-616L puede afectar al fenotipo de la EII, como la
aparicion de MED en la EC, no esta claro; para confirmar estos resultados seria
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conveniente el aumento del tamafio muestral, la replicaciéon en otras cohortes asi
como estudios funcionales de este receptor.

5.5.5 TLR7 y TLR8y TLR9 en la EIl

TLR7 y TLR8 pertenecen, junto con TLR9, a la misma subfamilia dentro de
los TLRs. La identidad de los genes de estos dos receptores es del 42,3%, mientras
que la homologia de su secuencia de aminoacidos es de 72,7% (308). Estos tres
receptores reconocen acidos nucleicos y se encuentran de forma mayoritaria en la
membrana de endosomas.

5.5.5.1 TLR7yTLR8

TLR7 y TLR8 reconocen ARN de cadena sencilla (ARNss) ademas de otros
compuestos sintéticos, tras cuya unién se activan una serie de cascadas de
sefializacion que conducen a la produccién y liberacion de citoquinas
proinflamatorias e IFN de tipo I (a través de las vias de NFkB, IRF3 e IRF7
principalmente). Ambos receptores se sitian en la membrana de endosomas de
diferentes tipos celulares: TLR7 sobre todo en células dendriticas plasmocitoides y
células B y TLR8 en células dendriticas mieloides, monocitos, macréfagos y
neutrofilos (460). Los genes que codifican para estos receptores se sitdan en el
cromosoma X, por lo que para el estudio de asociacion, tanto con enfermedad como
con el fenotipo de la misma, es necesario hacerlo en hombres y mujeres por
separado, tanto en pacientes como en poblacion control. Ambos genes se han
relacionado en otros estudios con enfermedades viricas, como la infecciéon por VIH
o la hepatitis causada por virus C (VHC) (422), y con otras enfermedades como la
enfermedad celiaca (461) o LES (462); sin embargo, a pesar de que estos genes se
sitian flanqueando la regiéon de susceptibilidad a EIl Xq21-22.3 (463) y que hay
una mayor incidencia de la enfermedad en presencia de alteraciones
cromosOomicas en el cromosoma X (352, 464), apenas hay evidencias en la
bibliografia de asociacién con mayor susceptibilidad a padecer EII. La relacién de
TLR7 con la EII se intenté demostrar en modelos murinos de colitis inducida por
DSS: tras la administracion de un agonista sintético de este receptor (imiquimod)
se observo un aumento de la produccion de IFN de tipo I por parte de las células
dendriticas plasmocitoides ademas de la liberacion de productos antimicrobianos
por las CEI, las células de Paneth y las propias células dendriticas. Tras la
administracion de imiquimod, la inflamaciéon en estos ratones se reducia en
comparaciéon con los sujetos control, lo que sugiere el papel del TLR7 y el IFN de
tipo I no sélo en la defensa frente a virus patégenos sino también en la regulacién
de la respuesta inmunitaria en la mucosa intestinal (465). En la mucosa de
pacientes con EC predomina una respuesta inmunitaria Th1, con altos niveles de
IFN de tipo I entre otras citoquinas; es probable que la estimulaciéon de TLR7
presente en las células dendriticas plasmocitoides, que son las principales
productoras de IFN, sea uno de los mecanismos que intervienen en la patogénesis
de la EC.

En este trabajo se ha elegido un SNP en TLR7 (rs179008) y otro en TLR8
(rs3764880) en base a la frecuencia del alelo menor. No se ha descrito asociacion
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de ninguno de estos dos polimorfismos con mayor riesgo de desarrollar EII. El
polimorfismo TLR7 rs179008 (Q11L) se sitiia en la secuencia seial de TLR7; la
modificacion de un aminodacido en esta region podria conllevar una alteracion en
el procesamiento postrancripcional o en la concentracion, localizacién y, en
definitiva, funcionalidad de la proteina (466). En un estudio llevado a cabo por Oh
y su equipo (467), que consistié en estimulacion de células mononucleadas de
sangre periférica (PBMC) con imiquimod, se observé una disminuciéon de
produccion de IFN en portadores de la variante mutada TLR7-11L, mientras que
Clifford y colaboradores observaron menor producciéon de TNF-a en portadores de
la variante salvaje (468). En nuestra poblacion, el alelo minoritario de este
polimorfismo (rs179008-T) se asocido con localizacidon ileocolica en varones,
mientras que en mujeres no se apreciaron diferencias. Cerca del 62% de los
varones con el genotipo rs179008-T0 sufrié afectacion de colon e ileon mientras
que solo el 36% de los rs179008-A0 evolucion6 con este tipo de localizacion. Mas
investigaciones son necesarias para determinar de qué manera la presencia de una
variante hipofuncional de TLR7 en cuanto a la producciéon de IFN de tipo I puede
afectar a la localizacion de las lesiones en EC. El hecho de que la asociacién con el
fenotipo solo se observe en varones y no en mujeres, puede estar relacionado con
la produccion diferencial de IFN observada dependiendo del sexo (469). Sin
embargo, la razén mas probable es que se trate de una cuestion meramente
estadistica, ya que cabria esperar que si una caracteristica clinica se asocia en
varones con la presencia del alelo mutado, en mujeres homocigotas mutantes se
observara el mismo resultado al carecer de una copia del alelo normal; en este caso
ni agrupando los genotipos mutados ni considerando por separado unicamente las
homocigotas para el alelo rs179008-T se observé asociacion de este SNP con la
localizacion de la enfermedad. El numero de pacientes homocigotas para el alelo
rs179008-T en nuestra poblaciéon es muy reducido, por lo que seria necesario
aumentar el tamafo muestral para comprobar realmente el comportamiento de
este polimorfismo con respecto al fenotipo de la enfermedad. No se ha descrito
asociacién de TLR7 Q11L con la localizacién de las lesiones en EC en la bibliografia.

En el polimorfismo estudiado en el gen TLR8 (rs3764880) se produce un
cambio de nucleétido en el coddn de inicio y se sustituye una metionina por una
valina en el primer aminoacido de la proteina (M1V). Dado que el coddn de inicio
para la transcripcién del ARNm siempre es una metionina, en la proteina mutada
se retrasa el inicio hasta el cuarto codon (metionina en la posicién 4), dando lugar
a una proteina truncada con tres amin6acidos menos en la secuencia sefial. No esta
claro qué implicaciéon tiene esto en la funcionalidad de la proteina, pero en
presencia de la variante TLR8-1V se ha demostrado una menor capacidad de
activacion de NFkB en respuesta al ligando y una alteracién en el perfil de
citoquinas producido (por ejemplo, una disminucién de la producciéon de IL-10 y
un aumento de TNF-a) (467). Hay muchos menos estudios para TLR8 que para
otros TLRs, debido sobre todo a que este receptor no es funcional en ratén.
Estudios in vitro afirman que la estimulacion de TLR8 induce la produccion de
citoquinas proinflamatorias, IFN de tipo I e inhibe la supresion de las células T
reguladoras, aunque por otro lado también es capaz de inducir citoquinas
antiinflamatorias como IL-10 en PBMC (321). Saruta y colaboradores (352),
describieron un haplotipo de SNPs en TLR8 protector frente a EC y CU tanto en
hombres como en mujeres y otro haplotipo, mucho menos frecuente, asociado con
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EC en mujeres, indicando la posibilidad de que TLR8 participara activamente en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal. A pesar de no haber encontrado
asociacion de TLR8-1V con mayor riesgo de padecer EIl, si que hemos encontrado
relacion con el fenotipo de la EC. En mujeres con EC, el alelo rs3764880-G en
homocigosis se asociéo con la aparicion de abscesos y MED oculares. Estos
resultados no se observaron al considerar el conjunto de mujeres portadoras del
alelo rs3764880-G (rs3764880-AG y rs3764880-GG) ni en heterocigotas por
separado. Estas asociaciones no se han encontrado en la bibliografia consultada.
Por otro lado, la presencia en homocigosis del alelo rs3764880-G también se ha
asociado en nuestra poblacién de enfermas con complicaciones tromboembdlicas
(CTE). La aparicién de este tipo de complicaciones asociada a EII se ha intentado
relacionar, ademas de con otros factores, con la alteracién de la permeabilidad de
la barrera epitelial en el intestino: una de las hipodstesis barajada afirma que la
entrada de microorganismos a través de la mucosa intestinal permite la llegada de
antigenos a la sangre, y su reconocimiento a través de TLRs expresados en
plaquetas, células endoteliales asi como TLRs solubles, puede contribuir a la
aparicion de tromboembolismos (470). Los estudios realizados hasta ahora se han
centrado en TLR2 y TLR4 por lo que, dados los resultados obtenidos en nuestro
trabajo, seria interesante investigar qué papel pudieran desempefiar otros TLRs,
como el TLR8, en este mecanismo. En varones el genotipo rs3764880-G0 no se
asocio con el fenotipo, sin embargo si que se observé cierta tendencia, como por
ejemplo el aumento de casos de CTE dentro de este grupo de pacientes.

De los resultados obtenidos en nuestro trabajo con respecto a la asociacién
de TLR8 con el fenotipo de la EC se puede interpretar que en el caso del TLR8
rs3764880 es necesaria la ausencia del alelo normal para que se expresen los
rasgos fenotipicos y que el hecho de que no se observen diferencias en varones G0
se deba a un pequefio tamafio muestral; también podria ser que no bastara con la
presencia de un alelo mutado o la ausencia del alelo normal sino que para que se
produjera el efecto fenotipico fuera necesaria la doble dosis del alelo mutado.
Nuevamente seria necesario aumentar el tamafio muestral para conseguir llegar a
una conclusion.

5552 TLR9

TLR9 reconoce dinucledtidos CpG sin metilar en ADN de origen virico o
bacteriano (471). La expresion de este receptor en el intestino humano se ha
detectado en endosomas de células del sistema inmunitario, células de Paneth asi
como en superficie apical y basolateral de CEI de forma constitutiva. En las CEI de
la mucosa intestinal se ha encontrado una diferenciacién de la respuesta frente a
CpG ADN dependiendo de la polarizacion del receptor (326): mientras que la
activacion de TLR9 apical contribuye la homeostasis intestinal, por ejemplo
mediante la induccién de la liberacién de defensinas por parte de las células de
Paneth o el balance hacia una respuesta T reguladora (472-474), la activacién
basolateral induce la liberacion de citoquinas proinflamatorias (475, 476).
Ademas, se ha demostrado el papel de este receptor en la prevencién del dafio y la
reparacion de las lesiones en el intestino, contribuyendo al mantenimiento de la
integridad del epitelio (477). El papel de este receptor en el mantenimiento de la
homeostasis se demostr6é también en ratones tir97/ , en los que se observo una
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mayor gravedad de la colitis inducida tras la administracién de DSS (472, 477). De
todos estos estudios se puede concluir que TLR9 interviene tanto en la tolerancia
frente a la flora comensal como en la iniciacion y el mantenimiento de la
inflamacion.

Se ha descrito la asociacion de un polimorfismo en el promotor del TLR9 (-
1237C) con la EII (478) asi como su papel como factor de riesgo adicional en
pacientes con EC portadores de mutacion en NODZ (479), lo cual, junto con el
demostrado sinergismo entre las vias de sefnalizacion de ambos receptores (269),
es una prueba mas de la relacion existente entre diferentes PRRs en la mucosa
intestinal. En este trabajo, se decidi6 incluir un polimorfismo en el gen del TLR9
situado en el ex6n 2 (rs352140) que produce una mutacion silenciosa, ya que
independientemente del nucledtido que se encuentre en esa posicion (C o T), el
residuo 545 de la proteina contintia siendo una prolina (P545P). A pesar de que
seguin la dbSNP el alelo ancestral es Cy T es el alelo menor, la frecuencia de los
alelos en este SNP son muy similares y la frecuencia de T puede llegar a ser mayor
que la de C en algunas poblaciones (480), como es el caso de nuestro estudio. TLR9
rs352140 no se asocia en nuestra poblacion con mayor riesgo de sufrir ninguna de
las dos enfermedades en un primer andlisis, tal y como han publicado otros
autores previamente (448, 479). Por el contrario, TLR9-545P se ha asociado con
mayor riesgo de CU en poblacion japonesa (481) y de EII en poblacion brasilefia
(482).

Sin embargo, tras la estratificacion de pacientes dependiendo del sexo se
encontraron ciertas diferencias en nuestro trabajo que merece la pena destacar. En
la poblaciéon de pacientes con EC se ha observado una disminucién de la frecuencia
del alelo rs352140-T en mujeres, siendo el genotipo rs352140-TT
significativamente menor en enfermas cuando comparamos con poblacién control.
Por lo tanto, en nuestra poblacion la presencia del alelo rs352140-T es protectora
frente a la EC en mujeres, y estas diferencias s6lo se observan en homocigosis. Este
resultado también podria interpretarse justo al revés, y considerar que el alelo
rs352140-T se asocia con la EC en varones de nuestra poblaciéon. No se observa
relaciéon de este polimorfismo con mutacion en NODZ en nuestras poblaciones de
pacientes. Con respecto al fenotipo, en nuestro estudio se ha descrito asociacién
del TLRY rs352140 con la apariciéon de complicaciones digestivas en pacientes con
EC. Sin embargo, tras la realizacion del analisis multivariable, e introducir el sexo
como covariable, desaparece esta asociacion. Esto se puede explicar ya que
previamente se ha demostrado en nuestra poblacion que las complicaciones
digestivas son mas frecuentes es hombres que en mujeres y el alelo TLR9
rs352140-T es mas frecuente en hombres. La asociacién descrita entre
complicaciones digestivas y TLR9 es secundaria por tanto a su asociacion con el
sexo masculino.

Se desconoce de qué manera la presencia de una mutacion silenciosa, como
es el caso de este polimorfismo, puede estar implicada en la patogénesis de la EII,
ni como se puede explicar su asociacién con mayor riesgo de padecer la
enfermedad o con el fenotipo. Una posible explicacién podria ser el LD con otros
polimorfismos (480): TLR9 rs352140 se encuentra en LD con otro SNP situado en
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el intrén 1 (+1174A/G). En presencia de +1174G se ha observado una disminucién
de la expresion del gen (483). En pacientes portadores del alelo rs352140-T en
homocigosis (TLR9 rs352140-TT), por tanto, cabria esperar una menor expresion
de TLR9 en el intestino, lo cual contribuiria a la alteracién del equilibrio entre
repuesta reguladora y efectora, de la permeabilidad del epitelio y la ruptura de la
tolerancia frente a la flora comensal. Por qué rs352140-T es protector frente a EC
en mujeres o estd asociado a la enfermedad en varones podria explicarse por
asociaciones con otros genes, dada la base genética compleja de la enfermedad de
Crohn. Mas estudios son necesarios para determinar cudl es el papel que
desempeifia este polimorfismo en la patogénesis de la EII.
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Gracias a las investigaciones llevadas a cabo en este trabajo, se han llegado a

una serie de conclusiones que se detallan a continuacion:

4

El alelo HLA-DRB1*01:03 confiere susceptibilidad a ambas formas de
enfermedad inflamatoria intestinal y, ademas, se relaciona con la presencia
de complicaciones digestivas en pacientes con colitis ulcerosa y con una
enfermedad de Crohn colénica.

Los alelos HLA-C*12:02 y HLA-DRB1*15:02 se asocian con la colitis ulcerosa
contribuyendo de forma independiente al riesgo de desarrollar la
enfermedad. Se describe la asociacion de HLA-DRB1*11:01 con la colitis
ulcerosa y se confirma el papel protector del alelo HLA-DRB1*03:01 en
nuestra poblacion.

El alelo HLA-DRB1*01:01 es protector frente a la enfermedad de Crohn
mientras que los alelos HLA-A*29:02 y de HLA-B*49:01 se han identificado
como alelos de susceptibilidad a la misma por primera vez en nuestra
poblacion. Con respecto al fenotipo de la enfermedad de Crohn, el alelo
HLA-DQB1*05:03 se relaciona en nuestra poblacién con el desarrollo de
manifestaciones extradigestivas hepatobiliares, mientras que el alelo HLA-
A*11:01 es protector frente a la aparicion de complicaciones digestivas.

El alelo MICA*A4 es protector frente a la colitis ulcerosa y el alelo MICA*A5.1
se asocia con la aparicién de abscesos y con un diagnostico antes de los 17 o
después de los 40 en nuestra poblacion de pacientes con colitis ulcerosa.

Se confirma la asociacion de las tres variantes comunes de NOD2 con un
mayor riesgo de padecer enfermedad de Crohn. Existe una relacion entre la
dosis mutacional y el riesgo de padecer la enfermedad. Por otro lado, NOD2
se relaciona con el fenotipo de la enfermedad de Crohn en nuestra
poblacién, principalmente con una EC ileal de comienzo temprano, que
evoluciona con un patrén fistulizante o estenosante y a la que se asocia la
aparicion de MED, como por ejemplo esteatosis.

El alelo TLR1 rs5743611-C es protector frente a la enfermedad inflamatoria
intestinal en nuestra poblacién.

Los alelos TLR4 rs4986790-G y TLR4 rs4986791-T son un factor de riesgo
adicional frente a la enfermedad de Crohn en pacientes con variantes
mutadas de NODZ2. Ademds, TLR4 se relaciona con un patrén evolutivo
estenosante, siendo esta relacion mas fuerte en presencia de mutacion de
NODZ2. Por otro lado, el alelo TLR9 rs352140-T es protector frente a la
enfermedad de Crohn en mujeres de nuestra poblacion.

TLR6 rs5743810-T se asocia con una enfermedad inflamatoria intestinal
complicada mientras que TRL3 rs5743305-A es protector frente a la
aparicion de manifestaciones oculares

El alelo TLR5 rs5744174-C se asocia con la aparicién de manifestaciones
extradigestivas en pacientes con enfermedad de Crohn. En cuanto a la
localizacion, el genotipo homocigoto TLR10 rs4129009-GG se asocia con una
enfermedad de Crohn colénica, mientras que TLR7 rs179008 lo hace con
enfermedad de Crohn ileocélica en pacientes varones en nuestra poblacion.
Mujeres con enfermedad de Crohn y portadoras del alelo TLR8 rs376880-G
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desarrollan con mas frecuencia abscesos, uveitis y complicaciones
tromboembdlicas.
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ANEXO

8.1 GENES ASOCIADOS CON ENFERMEDAD INFLAMATORIA

INTESTINAL

Tabla suplementaria 1. Genes candidatos mas relevantes situados en loci de susceptibilidad
a padecer enfermedad inflamatoria intestinal

Genes que confieren
susceptibilidad a enfermedad
inflamatoria intestinal

TNFRSF18, TNFRSF4, TNFRSF9, IL23R, IL12RB2, RORC, UBQLN4, RIT1,
MSTO1, CD48, SLAMF1, ITLN1, CD244, F11R, USF1, FCGR2A, FCGRZB,
FCGR3A, FCGR3B, HSPA6, FCGR2A, Clorf53, IL24, PIGR, IL20, IL19,
MAPKAPK?2, IL10, FAIM3, ADCY3, FOSLZ2, BRE, RELA, FOSL1, REL,
C2orf74, KIAA1841, AHSA2, SPRED2, IL18RAP, IL1R2, IL18R1, IL1R1,
IL1RL1, IL1RL2, IFIH1, STAT1, STAT4, SLC11A1, CXCR1, CXCR2, PNKD,
ARPC2, SLC11A1, TMBIM1, GPR35, MSTIR, UCN2, GPX1, PFKFB4
IP6K2, BSN, MST1, IP6K1, USP4, IL8, CXCL1, PHACTRZ, CCR6, RPS6KAZ,
ZPBP, SMURF1, EPO, TRIB1, JAK2, NFIL3, TNFSF8, TNFSF15, CARDY,
PMPCA, SDCCAG3, INPP5E, IL2RA, IL15RA, MAP3K8, CREM, CISD1,
IPMK, TSPAN14, C10orf58, NKX2-3, LSP1, TNNI2, CNTF, CD6, CDS5,
PTGDR2, RPS6KA4, TRPT1, CCDC88B, FLRT1, RELA, FOSL1, CTSW,
SNX32, CXCR5, LOH12CR1, MUC19, IFNG, IL26, 1L22, IFNG, GPR183,
ZFP36L1, FOS, MLH3, GALC, GPR65, SMAD3, CRTC3, LITAF, SOCS],
RMI2, PRKCB, RABEP2, IL27, EIF3C, SULT1A1, SULT1AZ2, NUPR1, IRFS,
CCL13, CCL11, CCL2, IKZF3, ZPBP2, GSDMB, ORMDL3, GSDMA, STAT5B,
STAT3, STAT5A, TUBD1, RPS6KB1, SMAD7CXCL6, CXCL3, PF4, CXCL5,
CXCL2, PF4AV1, IL2, IL21, DAP, PTGER4, ERAP2, ERAP1, LNPEP, IL13,
CSF2, IRF1, IL4, IL5, IL3, SLC22A4, PDLIM4, SLC22A5, SPRY4, NDFIP1,
TNIP1, IRGM, ZNF300P1, IL12B, DOK3, TRAF3IP2, FYN, REV3L,
TNFAIP3, CD226, TYKZ, PPAN-P2RY11, ICAM1, CEBPG, NLRP7, NLRP2,
KIR2DL1, DNMT3B, MMP9, CD40, CEBPB, ZNF831, TNFRSF6B, LIME1,
SLC2A4RG, ZGPAT, ICOSLG, MAPK1, YDJC, UBEZL3, RIMBP3, CCDC116,
LIF, OSM, MTMR3, ATF4, TAB1

Genes que confieren
susceptibilidad a enfermedad de
Crohn

PTPN22, ADAM30, TNFSF18, FASLG, UCN, SP140, ATG16l1, TXK, TEC,
SLC10A4, IL31RA, IL6ST, CPEB4m HLA-C, PSORS1C1, CREBS, JAZF1,
RIPK2, LACC1, SPRED1, RASGRP1, NODZ2, LGALS9, NOS2, GPx4, DBP,
SPHKZ, IZUMO1, FUTZ, IFNGRZ, IFNARZ, IL10RB, IFNAR1, GART,
TMEM50B

Genes que confieren
susceptibilidad a colitis ulcerosa

TNFRSF14, MMEL1, RFTNZ, PLC1, PRKCD, ITIH4, NFKB1, MANBA,
SLCY9A3, HLA-DRB1, HLA-DQA1, HLA-DQB1, CARD11, GNA12, DLD,
IRF5, TNPO3, JRKL, MAML2, FAM55A, FAM55D, ITPKA, NDUFAF]1,
ITGAL, ZFP90, CALM3, PROCR, UQCC, CEP250, ADA, HNF4A

Tabla obtenida de la revisién de Limbergen et al, 2014 (90), basada en los resultados de Jostins et al en el

estudio de 2012 (123).
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8.2 TIPAJE HLAY MICA

8.2.1 Tipaje HLA-A

Tabla suplementaria 2. Comparacion de frecuencias alélicas de HLA-A entre pacientes con
Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC) y poblacién control

Alelo Control Ccu CU vs. Control EC EC vs. Control
n (%) n (%) Pc n (%) Pc
A*01:01 127 (10,0) 62(9,1) NS 72 (9,8) NS
A*02:01 312 (24,5) 172 (25,4) NS 153 (20,8) NS
A*02:05 14 (1,1) 11(1,6) NS 10 (1,4) NS
A*03:01 121 (9,5) 67 (9,9) NS 76 (10,4) NS
A*11:01 94 (7,4) 34 (5,0) NS 42 (5,7) NS
A*23:01 41 (3,2) 19 (2,8) NS 29 (4,0) NS
A*24:02 135 (10,6) 61 (9,0) NS 59 (8,0) NS
A*25:01 22 (1,7) 11 (1,6) NS 13(1,8) NS
A*26:01 45 (3,5) 34 (5,0) NS 29 (4,0) NS
A*29:01 28 (2,2) 4(0,6) NS 1(0,1) 0,0032
A*29:02 73 (5,7) 47 (6,9) NS 70 (9,5) 0,016b
A*30:01 32 (2,5) 20 (2,9) NS 20 (2,7) NS
A*30:02 42 (3,3) 9(2,8) NS 30 (4,1) NS
A*31:01 25(2,0) 13 (1,9) NS 8(1,1) NS
A*32:01 42 (3,3) 25(3,7) NS 22 (3,0) NS
A*33:01 29 (2,3) 20 (2,9) NS 22 (3,0) NS
A*68:01 35(2,8) 14 (2,1) NS 13(1,8) NS

Se realiza test de x2? y se considera que existen diferencias significativas cuando P<0,05. Se han eliminado los
alelos con frecuencias inferiores al 1% en poblacién control. Pc =P tras la correccién de Bonferroni para 17
comparaciones; NS=No significativo.

aOR (I1€95%)=0,061 (0,008-0,446)

b OR (1C95%)=1,732 (1,231-2,436)
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8.2.2 Tipaje HLA-B

Tabla suplementaria 3. Comparacion de frecuencias alélicas de HLA-B entre pacientes con
Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC) y poblacién control

Alelo Control CU CU vs. Control EC EC vs. Control
n (%) n (%) Pc n (%) Pc
B*07:02 117 (9,2) 73 (10,7) NS 43(5,9) NS
B*08:01 64 (5,0) 21(3,1) NS 42 (5,7) NS
B*13:02 19 (1,5) 21(3,1) NS 16 (2,2) NS
B*14:01 21(1,7) 19 (2,8) NS 15 (2,0) NS
B*14:02 46 (3,6) 37 (5,4) NS 38(5,2) NS
B*15:01 39 (3,1) 18 (2,6) NS 18 (2,5) NS
B*18:01 131 (10,3) 3(6,3) NS 53(7,2) NS
B*27:05 30 (2,4) 6 (0,9) NS 10 (1,4) NS
B*35:01 86 (6,8) 34 (5,0) NS 29 (4,0) NS
B*35:02 15 (1,2) 14 (2,1) NS 12 (1,6) NS
B*35:03 19 (1,5) 11 (1,6) NS 7 (1,0) NS
B*38:01 32 (2,5) 25 (3,7) NS 27 (3,7) NS
B*39:01 13 (1,0) 8(1,2) NS 18 (2,4) NS
B*40:01 21(1,7) 7 (1,0) NS 9(1,2) NS
B*44:02 70 (5,5) 32 (4,7) NS 44 (6,0) NS
B*44:03 123 (9,7) 55(8,1) NS 65 (8,9) NS
B49:01 33 (2,6) 26 (3,8) NS 40 (5,4) 0,0212
B*50:01 36 (2,8) 12 (1,8) NS 22 (3,0) NS
B*51:01 111 (8,7) 65 (9,6) NS 57 (7,8) NS
B*52:01 19 (1,5) 21(3,1) NS 21(2,8) NS
B*57:01 28(2,2) 23(3,4) NS 29 (4,0) NS

Se realiza test de X2 y se considera que existen diferencias significativas cuando P<0,05. Se han eliminado del
analisis los alelos con frecuencias inferiores al 1% en poblacién control. Pc=P tras la correccién de Bonferroni
para 21 comparaciones; NS=No significativo.

2 0R (IC95%)=2,164 (1,352-3,463)
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ANEXO

8.2.3 Tipaje HLA-C

Tabla suplementaria 4. Comparacion de frecuencias alélicas de HLA-C entre pacientes con
Colitis Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC) y poblacién control

Alelo Control CU CU vs. Control EC EC vs. Control
n (%) n (%) Pc n (%) Pc
C*01:02 41 (3,2) 13 (1,9) NS 16 (2,2) NS
C*02:02 62 (4,9) 24 (3,6) NS 36 (5,0) NS
C*03:03 30(2,4) 24 (3,6) NS 18 (2,5) NS
C*03:04 22(1,7) 9(1,3) NS 8(1,1) NS
C*04:01 183 (14,4) 77 (11,5) NS 74 (10,2) NS
C*05:01 142 (11,2) 58 (8,6) NS 76 (10,5) NS
C*06:02 102 (8) 64 (9,5) NS 74 (10,2) NS
C*07:01 158 (12,4) 73 (10,9) NS 99 (13,7) NS
C*07:02 131 (10,3) 69 (10,3) NS 49 (6,8) NS
C*08:02 66 (5,2) 56 (8,3) NS 49 (6,8) NS
C*12:02 23(1,8) 30 (4,5) 0,0162 19 (2,6) NS
C*12:03 76 (6) 45 (6,7) NS 57 (7,9) NS
C*14:02 19 (1,5) 10 (1,5) NS 18 (2,5) NS
C*15:02 47 (3,7) 24 (3,6) NS 23(3,2) NS
C*16:01 95 (7,5) 35(5,2) NS 60 (8,3) NS
C*16:02 19 (1,5) 9(1,3) NS 7 (1,0) NS

Se realiza test de x2 y se considera que existen diferencias significativas cuando P<0,05. Se han eliminado del
analisis los alelos con frecuencias inferiores al 1% en poblacién control. Pc=P tras la correccién de Bonferroni
para 16 comparaciones; NS=No significativo.

A QR (I1C95%)=2,538 (1,462-4,405)
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ANEXO

8.2.4 Tipaje HLA-DRB1

Tabla suplementaria 5. Comparacion de frecuencias alélicas de HLA-DRB1 entre pacientes

con Colitis Ulcerosa (CU) y poblacion control

Control

CU

Alelo n (%) n (%) P Pc Odds ratio (IC 95%)
DRB1*01:01 103 (8,1) 39 (5,4) 0,041
DRB1*01:02 41 (3,2) 27 (3,7) NS
DRB1*01:03 12 (1,0) 30 (4,1) <0,001 <0,001 4,846 (2,465-9,529)
DRB1*03:01 147 (11,6) 50 (6,9) 0,002 0,044 0,581 (0,414-0,817)
DRB1*04:01 36 (2,8) 11 (1,5) 0,035 0,770
DRB1*04:02 24 (1,9) 12 (1,7) NS
DRB1*04:03 37 (2,9) 21 (2,9) NS
DRB1*04:04 32 (2,5) 11 (1,5) NS
DRB1*04:05 15 (1,2) 17 (2,3) 0,048 1
DRB1*07:01 209 (16,4) 110 (15,2) NS
DRB1*08:01 28(2,2) 19 (2,6) NS
DRB1*11:01 86 (6,8) 74 (10,2) 0,002 0,044 1,659 (1,196-2,300)
DRB1*11:02 16 (1,3) 11 (1,5) NS
DRB1*11:04 39(3,1) 7 (1,0) 0,005 NS
DRB1*12:01 13 (1,0 8 (1,1) NS
DRB1*13:01 94 (7,4) 45 (6,2) NS
DRB1*13:02 49 (3,9) 23(3,2) NS
DRB1*13:03 21 (1,7) 10 (1,4) NS
DRB1*14:01 32 (2,5) 29 (4,0) NS
DRB1*15:01 121 (9,5) 74 (10,2) NS
DRB1*15:02 16 (1,3) 41 (5,7) <0,001 <0,001 3,246 (1,736-6,067)
DRB1*16:01 13 (1,0) 17 (2,3) 0,011 0,242

Se realiza test de x2 y se considera que existen diferencias significativas cuando P<0,05. Se han excluido los
alelos con frecuencias inferiores al 1% en poblacién control. Pc=P tras la correccién de Bonferroni para 22
comparaciones; IC=Intervalo de Confianza; NS=No significativo.
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Tabla suplementaria 6. Comparacion de frecuencias alélicas de HLA-DRB1 entre pacientes
con Enfermedad de Crohn (EC) y poblacion control

Control EC

Alelo n (%) n (%) P Pc Odds ratio (IC 95%)
DRB1*01:01 103 (8,1) 33(4,2) 0,002 0,044 0,528 (0,353-0,790)
DRB1*01:02 41 (3,2) 25(3,2) NS
DRB1*01:03 12 (0,9) 26 (3,3) <0,001 <0,001 3,510 (1,745-7,061)
DRB1*03:01 147 (11,6) 81 (10,4) NS
DRB1*04:01 36 (2,8) 12 (1,5) NS
DRB1*04:02 24(1,9) 26 (3,3) NS
DRB1*04:03 37 (2,9) 18 (2,3) NS
DRB1*04:04 32(2,5) 25(3,2) NS
DRB1*04:05 15 (1,2) 21(2,7) 0,012 NS
DRB1*07:01 209 (16,4) 162 (20,8) 0,005 NS
DRB1*08:01 28(2,2) 14 (1,8) NS
DRB1*11:01 86 (6,8) 63(8,1) NS
DRB1%*11:02 16 (1,3) 14 (1,8) NS
DRB1*11:04 39 (3,1) 9(1,2) 0,004 NS
DRB1%*12:01 13 (1) 8(1,0) NS
DRB1%*13:01 94 (7,4) 57 (7,3) NS
DRB1*13:02 49 (3,9) 16 (2,1) 0,024 NS
DRB1%*13:03 21(1,7) 10 (1,3) NS
DRB1*14:01 32(2,5) 27 (3,5) NS
DRB1*15:01 121 (9,5) 46 (5,9) 0,003 NS
DRB1%*15:02 16 (1,3) 22 (2,8) NS
DRB1*16:01 13 (1,0) 11 (1,4) NS

Se realiza test de x2 y se considera que existen diferencias significativas cuando P<0,05. Se han excluido los
alelos con frecuencias inferiores al 1% en poblacién control. Pc=P tras la correccién de Bonferroni para 22
comparaciones; [C=Intervalo de Confianza; NS=No significativo.
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ANEXO

8.2.5 Tipaje HLA-DQB1

Tabla suplementaria 7. Comparacion de frecuencias alélicas de HLA-DQB1 entre pacientes
con Colitis Ulcerosa (CU) y poblacion control

Control

Cu

Alelo n (%) n (%) P Pc Odds ratio (IC 95%)
DQB1*02:01 149 (11,7) 50 (7,4) 0,002 0,026 0,598 (0,428-0,836)
DQB1*02:02 176 (13,8) 91 (13,4) NS
DQB1*03:01 228 (17,9) 128 (18,8) NS
DQB1*03:02 117 (9,2) 53 (7,8) NS
DQB1*03:03 43 (3,4) 12 (1,8) 0,040 NS
DQB1*04:02 37 (2,9) 24 (3,5) NS
DQB1*05:01 188 (14,8) 106 (15,6) NS
DQB1*05:02 20(1,6) 23(3,4) 0,009 NS
DQB1*05:03 36 (2,8) 29 (4,3) NS
DQB1*06:01 14 (1,1) 24 (3,5) <0,001 <0,001 3,287 (1,689-6,398)
DQB1*06:02 116 (9,1) 69 (10,1) NS
DQB1*06:03 92 (7,2) 49 (7,2) NS
DQB1*06:04 36 (2,8) 16 (2,4) NS

Se realiza test de x2 y se considera que existen diferencias significativas cuando P<0,05. Se han excluido los
alelos con frecuencias inferiores al 1% en poblacién control. Pc=P tras la correccién de Bonferroni para 13

comparaciones; [C=Intervalo de Confianza; NS=No significativo.

Tabla suplementaria 8. Comparacion de frecuencias alélicas de HLA-DQB1 entre pacientes

con Enfermedad de Crohn (EC) y poblacion control

Control EC

Alelo n (%) n (%) P Pc
DQB1*02:01 149 (11,7) 78 (10,5) NS
DQB1*02:02 176 (13,8) 139 (18,7) 0,004 NS
DQB1*03:01 228 (17,9) 127 (17,1) NS
DQB1*03:02 117 (9,2) 77 (10,4) NS
DQB1*03:03 43 (3,4) 25 (3,4) NS
DQB1*04:02 37 (2,9) 21 (2,8) NS
DQB1*05:01 188 (14,8) 87 (11,7) NS
DQB1*05:02 20 (1,6) 18 (2,4) NS
DQB1*05:03 36 (2,8) 33 (4,4) NS
DQB1*06:01 14 (1,1) 17 (2,3) 0,036 NS
DQB1*06:02 116 (9,1) 44 (5,9) 0,011 NS
DQB1*06:03 92 (7,2) 53(7,1) NS
DQB1*06:04 36 (2,8) 16 (2,2) NS

Se realiza test de x2 y se considera que existen diferencias significativas cuando P<0,05. Se han excluido los
alelos con frecuencias inferiores al 1% en poblacién control. Pc=P tras la correccién de Bonferroni para 13

comparaciones; IC=Intervalo de Confianza; NS=No significativo.
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ANEXO

8.2.6 Tipaje de MICA

Tabla suplementaria 9. Frecuencias alélicas y genotipicas de MICA en poblacién control y en
pacientes con Colitis Ulcerosa (CU)

Alelo Control Ccu Genotipo Control Ccu
n (%) n (%) n (%) n (%)
MICA*A4 192 (15,6) 72 (10,6)2 A4/A4 12 (1,9) 2(0,6)
A4/A5 18 (2,9) 5(1,5)
A4/A5.1 58 (9,4) 21 (6,2)
A4/A6 67 (10,9) 29 (8,5)
A4/A9 26 (4,2) 14 (4,1)
MICA*AS5 140 (11,3) 67 (9,9) A5/A5 16 (2,6) 4(1,2)
A5/A5.1 22 (3,6) 18 (5,3)
A5/A6 43 (7,0) 25(7,4)
A5/A9 23 (3,7) 9(2,6)
MICA* A5.1 310 (25,1) 192 (28,2) A5.1/A5.1 41 (6,6) 30 (8,8)
A5.1/A6 107 (17,3) 64 (18,8)
A5.1/A9 41 (6,6) 29 (8,5)
MICA* A6 423 (34,3) 244 (35,9) A6/A6 77 (12,5) 45 (13,2)
A6/A9 52 (8,4) 36 (10,6)
MICA*A9 169 (13,7) 105 (15,4) A9/A9 14 (2,3) 9(2,6)

Se realiza test de x?2, o el Test exacto de Fisher cuando fue necesario, y se considera que existen diferencias
significativas cuando P<0,050.

a MICA*A4 vs. Resto de alelos, CU vs. Control: Pc=0,015, OR (IC 95%)=0,643 (0,482-0,858)
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Tabla suplementaria 10. Frecuencias alélicas y genotipicas de MICA en poblacién control y
pacientes con Enfermedad de Crohn (EC)

Alelo CONTROL EC Genotipo Control EC
n (%) n (%) n (%) n (%)
MICA*A4 192 (15,6) 89 (12,1) A4/A4 12 (1,9) 9 (2,5)
A4/A5 18 (2,9) 8(2,2)
A4/A5.1 58 (9,4) 17 (4,6)
A4/A6 67 (10,9) 26 (7,1)
A4/A9 26 (4,2) 20 (5,4)
MICA*A5 140 (11,3) 76 (10,4) A5/A5 16 (2,6) 5(1,4)
A5/A5.1 22 (3,6) 9(2,5)
A5/A6 43 (7,0) 36 (9,8)
A5/A9 23 (3,7) 13 (3,5)
MICA*A5.1 310 (25,1) 184 (25,1) A5.1/A5.1 41 (6,4) 33 (9,0)
A5.1/A6 107 (17,3) 64 (17,4)
A5.1/A9 41 (6,6) 28 (7,6)
MICA* A6 423 (34,3) 261 (35,6) A6/A6 77 (12,5) 41 (11,2)
A6/A9 52 (8,4) 52 (14,2)
MICA* A9 169 (13,7) 124 (16,9) A9/A9 14 (2,3) 6 (1,6)

Se realiza test de 2, o el Test exacto de Fisher cuando fue necesario, y se considera que existen diferencias
significativas cuando P<0,05.
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ANEXO

8.3 CONSTRUCCION
DESEQUILIBRIO DE LIGAMIENTO

8.3.1 HLA-B/HLA-C

DE

HAPLOTIPOS Y

ESTUDIO

DE

Tabla suplementaria 11. Haplotipos HLA-B/HLA-C estimados en controles sanos, Colitis
Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC)

Haplotipos

B*07:02/C*07:02
B*08:01/C*07:01
B*13:02/C*06:02
B*14:01/C*08:02
B*14:02/C*08:02
B*15:01/C*03:03
B*18:01/C*05:01
B*18:01/C*07:01
B*18:01/C*12:03
B*27:05/C*01:02
B*35:01/C*04:01
B*35:02/C*04:01
B*37:01/C*06:02
B*38:01/C*12:03
B*40:01/C*03:04
B*44:02/C*05:01
B*44:03/C*04:01
B*44:03/C*16:01
B*49:01/C*07:01
B*50:01/C*06:02
B*51:01/C*02:02
B*51:01/C*14:02
B*51:01/C*15:02
B*52:01/C*12:02
B*53:01/C*04:01
B*57:01/C*07:01
B*58:01/C*07:01

Control CU EC
FH D’/r2 FH D’/r2 FH D’/r2

0,091 0,990/0,866 0,085 0,806/0,629 0,049 0,826/0,606
0,046 0,911/0,310 0,026 0,840/0,187 0,048 0,830/0,261
0,015 1,000/0,174 0,028 0,895/0,250 0,020 0,930/0,172
0,017 1,000/0,307 0,025 0,885/0,256 0,019 0,929/0,257
0,033 0,908/0,566 0,046 0,849/0,457 0,038 0,718/0,402
0,020 0,828/0,524 0,018 0,654/0,318 0,015 0,601/0,341
0,055 0,476/0,207 0,029 0,415/0,124 0,037 0,432/0,127
0,022 0,094/0,007 0,015 0,139/0,011 0,009 -0,037/0

0,024 0,325/0,059 0,012 0,128/0,016 0,019 0,203/0,040
0,014 0,587/0,250 0,001 0,235/0,017 0,005 0,795/0,195
0,067 0,984/0,420 0,043 0,834/0,291 0,037 0,923/0,312
0,011 0,922/0,060 0,021 1,000/0,167 0,015 0,907/0,122
0,011 1,000/0,128 0,013 1,000/0,131 0,007 1,000/0,061
0,024 0,967/0,380 0,026 0,732/0,277 0,029 0,759/0,272
0,013 0,806/0,620 0,009 0,855/0,567 0,007 0,711/0,442
0,047 0,839/0,326 0,034 0,718/0,264 0,046 0,766/0,321
0,020 0,079/0,004 0,018 0,118/0,010 0,012 0,048/0,002
0,062 0,814/0,499 0,040 0,751/0,348 0,061 0,740/0,519
0,021 0,792/0,118 0,031 0,784/0,203 0,038 0,681/0,171
0,020 0,698/0,163 0,013 0,724/0,092 0,020 0,645/0,115
0,012 0,169/0,015 0,003 0,171/0,010 0,014 0,217/0,029
0,013 0,885/0,124 0,013 0,889/0,114 0,019 0,759/0,175
0,031 0,837/0,281 0,025 0,678/0,162 0,020 0,623/0,152
0,014 0,946/0,738 0,028 0,948/0,590 0,020 0,743/0,552
0,012 1,000/0,071 0,003 0,624/0,014 0,018 1,000/0,161
0,012 0,470/0,035 0,012 0,286/0,023 0,008 0,081/0,002
0,010 0,786/0,055 0,004 0,551/0,019 0,004 0,536/0,013

El calculo de haplotipos se ha realizado implementando el algoritmo EM. El calculo de D, D’ y r2 se ha realizado
estimando previamente la fase gamética mediante el algoritmo ELB. Se muestran unicamente los haplotipos
con una frecuencia mayor al 1% en poblacién control. FH=Frecuencia haplotipica; D’=D estandarizado; r?=

Coeficiente de correlacion.
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8.3.2 HLA-B/MICA

Tabla suplementaria 12. Haplotipos HLA-B/MICA estimados en controles sanos, Colitis
Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC)

Haplotipos

B*07:02/MICA*AS5.1
B*08:01/MICA*A5.1
B*13:02/MICA*AS5.1
B*14:01/MICA*A5
B*14:02/MICA*A6
B*15:01/MICA*A5
B*18:01/MICA*A4
B*27:05/MICA*A4
B*35:01/MICA*AS5
B*35:01/MICA*A6
B*35:01/MICA*A9
B*38:01/MICA*A9
B*40:01/MICA*AS5.1
B*40:02/MICA*A5
B*44:02/MICA*AS5.1
B*44:03/MICA*A6
B*49:01/MICA*A6
B*50:01/MICA*A6
B*51:01/MICA*A6
B*52:01/MICA*A6
B*53:01/MICA*A9
B*57:01/MICA*A9
B*58:01/MICA*A9

Control CU EC

FH D’/r2 FH D’/r2 D’/r2
0,078 0,824/0,206 0,101 0,924/0,261 0,056 0,938/0,163
0,042 0,847/0,111 0,029 0,934/0,071 0,056 0,968/0,170
0,012 0,719/0,024 0,029 0,934/0,071 0,019 0,833/0,046
0,011 0,605/0,047 0,022 -0,441/0,002 0,016 0,777/0,112
0,036 0,967/0,069 0,054 1,000/0,103 0,045 0,911/0,076
0,023 0,781/0,143 0,022 0,815/0,165 0,020 0,815/0,149
0,098 0,954/0,582 0,060 0,948/0,512 0,069 0,957/0,516
0,022 0,921/0,115 0,006 1,000/0,050 0,007 1,000/0,050
0,015 0,157/0,014 0,007 0,054/0,001* 0,003 -0,320/<0,001
0,010 -0,613/0,014 0,001 -0,918/0,025 0,001 -0,903/0,019
0,037 0,497/0,112 0,037 0,687/0,136 0,034 0,834/0,003
0,022 0,888/0,128 0,018 0,842/0,136 0,034 0,954/0,164
0,014 0,041/0,031 0,032 0,858/0,154 0,009 0,703/0,018
0,011 1000/0,09 0,001 -0,292/<0,001 0,011 0,777/<0,001
0,045 0,784/0,107 0,046 0,956/0,115 0,056 0,909/0,033
0,090 0,937/0,181 0,076 0,915/0,132 0,087 0,976/0,169
0,024 0,951/0,045 0,038 1,000/0,071 0,054 1,000/0,105
0,027 0,957/0,051 0,016 0,870/0,024 0,030 1,000/0,057
0,077 0,872/0,138 0,094 0,976/0,180 0,075 0,947/0,141
0,011 0,746/0,016 0,032 1,000/0,057 0,019 0,483/0,013
0,012 1000/0,078 0,004 1,000/0,024 0,016 0,828/0,065
0,019 0,954/0,119 0,029 0,846/0,137 0,034 0,834/0,141
0,013 1000/0,083 0,007 1,000/0,041 0,005 0,759/0,019

El calculo de haplotipos se ha realizado implementando el algoritmo EM. El calculo de D, D’ y r2 se ha realizado
estimando previamente la fase gamética mediante el algoritmo ELB. Se muestran unicamente los haplotipos
con una frecuencia mayor al 1% en poblacién control. FH=Frecuencia haplotipica; D’=D estandarizado; r?=
Coeficiente de correlacion.
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8.3.3 HLA-DRB1/HLA-DQB1

Tabla suplementaria 13. Haplotipos HLA-DRB1/HLA-DQB1 estimados en controles, Colitis
Ulcerosa (CU) y Enfermedad de Crohn (EC)

Haplotipos Control CU EC
FH D’/r2 FH D’/r2 FH D’/r2

DRB1*01:01/DQB1*05:01
DRB1*01:02/DQB1*05:01
DRB1*01:03/DQB1*05:01
DRB1*03:01/DQB1*02:01

0,080  0,989/0,497 0,056 1,000/0,321 0,044 1,000/0,350
0,032  1,000/0,192 0,040 1,000/0,224 0,032 1,000/0,252
0,010 1,000/0,055 0,043 0,961/0,231 0,028 0,858/0,185
0,114  0,985/0,955 0,071 1,000/0,957 0,098 0,956/0,888

DRBI*04:01/DQBI*03:01 415  0289/0,011 0010  0,726/0,031 0,009  0,497/0,020
DRB1%04:01/DQBI*03:02 016  0511/0,075 0,003%  0,156/0,004 0,007  0,349/0,017
DRBI*04:02/DQBI*03:02 4419  1,000/0,190 0018  1,000/0,213 0,031  0,954/0,262
DRB1%04:03/DQBI*03:02 053  0792/0,185 0,023  0,783/022 0,016  0,721/0,099
DRBI*04:04/DQBI*03:02 051  0794/0,160 0012  0,783/0,001 0,026  0,768/0,170
DRB1%04:05/DQBI*03:02 0152  1,000/0,118 0019  0,797/0,181 0,023  0,833/0,166
DRBI*04:07/DQBI*03:01 4416 1,000/0,073 0001  1,000/0,006 0,007  1,000/0,033
DRB1%07:01/DQBI*02:02 133  0993/0,806 0,132  0987/0,853 0,179  0,945/0,761
DRBI*07:01/DQBI*03:03 054  0638/0,072 0013  0,706/0,051 0,026  0,695/0,062
DRB1%08:01/DQBI*04:02 050  0926/0,645 0,028  1,000/0,786 0,018  0,926/0,567
DRB1*10:01/DQB1%05:01

0,020 1,000/0,116 0,013 1,000/0,073 0,007 1,000/0,051
0,066 0,972/0,313 0,106 0,983/0,501 0,078 0,941/0,384
0,011  0,848/0,042 0,016 1,000/0,071 0,015 0,741/0,051
0,028 0,906/0,119 0,009 0,824/0,03 0,010 0,849/0,038

DRB1*11:01/DQB1*03:01
DRB1*11:02/DQB1*03:01
DRB1*11:04/DQB1*03:01

DRBI*13:01/DQBI*06:03 067  0918/0,823 0059  0925/0,76 0,069  0,959/0,850
DRB1*13:02/DQBI*06:04 058  1000/0,727 0022  0935/0,602 0,015  0,727/0,495
DRBI*13:03/DQBI*03:01 4417  1,000/0,077 0013  1,000/0,058 0,013  1,000/0,066
DRB1*14:01/DQBI*05:03 053  0904/0,723 0,035  1,000/0,821 0,032  0,884/0,634
DRBI*15:01/DQBI*06:02 086  0943/0849 0,094  0919/0,805 0,051  0,876/0,750
DRB1*15:02/DQBI*06:01 011  1000/0,874 0034  00917/0,776 0,020  0,880/0,774
DRB1*16:01/DQB1*05:02

0,010 1,000/0,646 0,024 0,939/0,646 0,015 1,000/0,605

El calculo de haplotipos se ha realizado implementando el algoritmo EM. El calculo de D, D’ y r2 se ha realizado
estimando previamente la fase gamética mediante el algoritmo ELB. Se muestran unicamente los haplotipos
con una frecuencia mayor al 1% en poblacién control. FH=Frecuencia haplotipica; D’=D estandarizado; r?=
Coeficiente de correlacion.

¥ No estan en LD en esta poblacién (P>0,05)
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