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1.1 ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL:

DEFINICIONES Y CLASIFICACION.

El término “Enfermedad Inflamatoria Intestinal cronica” (EII), incluye una amplia

variedad de presentaciones y manifestaciones clinicas, cuya caracteristica principal es
la inflamacién cronica del tubo digestivo en diferentes localizaciones. Actualmente, el
concepto de EII engloba tres entidades: la enfermedad de Crohn (EC), la colitis ulcerosa
(CU) y la colitis indeterminada (CI). La cronicidad en el curso clinico de la EII consiste
en alternar periodos de inactividad o quiescencia que se identifican con las fases de
remision, con periodos de actividad clinica de diferente intensidad que se denominan
brotes o recidivas. No se conoce la etiologia de la EII; la teoria etiopatogénica mas
aceptada es que la disregulacion de la respuesta inmune del huésped frente a la flora
bacteriana residente y a otros antigenos intraluminales en sujetos susceptibles

genéticamente, juega un papel clave en la patogenia del dafio tisular en la EII (1).

1.1.1. DEFINICION Y CLASIFICACIONES DE COLITIS ULCEROSA.

La colitis ulcerosa se puede definir como un proceso inflamatorio ulcerativo agudo,
subagudo o cronico de la mucosa recto-colonica que se extiende de manera proximal y
continua desde recto hasta ciego, en diferente grado. La evolucion clinica es variable y
el pronostico impredecible (2).

La CU puede presentar tres formas clinicas evolutivas distintas (3):
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- Forma cronica intermitente: es la mas frecuente, se caracteriza por cursar con
brotes de actividad que alternan con periodos de remision mas o menos largos.

- Forma croénica continua: se caracteriza por mantener una actividad
inflamatoria continua durante periodos de tiempo superiores a seis meses, a
pesar del tratamiento médico.

- Forma aguda fulminante: es la menos frecuente; puede presentarse como
forma de inicio de la enfermedad o en el transcurso de las otras formas
evolutivas. Por lo general suele tratarse de una pancolitis y se presenta en forma
de una rectorragia masiva o con complicaciones tales como el Megacolon
Téxico y la perforacion colonica, obligando a una intervencion quirdrgica

precoz.

Clasificacion de la colitis ulcerosa en funcion de la extension anatomica (4):

- Proctitis: se reserva para aquellos pacientes con la enfermedad circunscrita al
recto, se ha sugerido que el proceso inflamatorio no debe superar los 15 cm.;
representa el 25-30% del global de la CU.

- Proctosigmoiditis: la inflamacion mucosa afecta desde el recto hasta el sigma.

- Colitis ulcerosa distal o colitis izquierda: la afectacion comprende recto,
sigma y colon descendente hasta el angulo esplénico; en ocasiones, las
proctosigmoiditis se agrupan en esta denominacion, pudiendo representar el 40-
45% de las CU.

- Colitis extensa: la afectacion rebasa el angulo esplénico, extendiéndose desde el
recto hasta el angulo hepatico, incluyendo el colon transverso.

- Pancolitis: afectacion de todo el colon, este grupo representa el 10-15% del

total.
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Clasificacion de Montreal de la colitis ulcerosa (5):

En el Congreso Mundial de Gastroenterologia de 2005, se presentd la primera

clasificacion oficial para esta enfermedad, que tiene en cuenta dos parametros,

extension y gravedad:

Extension:

E1: Proctitis ulcerosa: afeccion limitada al recto (el limite superior de la
inflamacion no supera la unién rectosigmoidea).

E2: Colitis izquierda (o colitis distal): afeccion limitada al colon izquierdo (el
limite superior de la inflamacién no supera el angulo esplénico).

E3: Colitis extensa (pancolitis): afeccion que se extiende mas alla del angulo

esplénico.

Gravedad:

S0: Colitis en remision (colitis silente): no hay sintomas de la enfermedad.

S1: Colitis leve: presencia de cuatro o menos deposiciones al dia con sangre, sin
fiebre, leucocitosis, taquicardia, anemia ni aumento de la VSG.

S2: Colitis moderada: criterios intermedios entre leve y grave, siempre con
signos de afeccion sistémica leve.

S3: Colitis grave: presencia de seis o mas deposiciones diarias con sangre,
fiebre, leucocitosis, taquicardia, anemia y aumento de la VSG, a menudo con

signos de afeccion (toxicidad) sistémica grave.
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1.1.2. DEFINICION Y CLASIFICACIONES DE LA ENFERMEDAD DE
CROHN.

La enfermedad de Crohn se puede definir como un proceso inflamatorio cronico que
puede afectar a cualquier region del tubo digestivo, desde la boca hasta el ano. La lesion
inflamatoria es caracteristicamente transmural, asimétrica y discontinua. La enfermedad
se caracteriza por un curso clinico prolongado y variable, por la diversidad de las
manifestaciones clinicas, por las complicaciones perianales y sistémicas y por una
marcada tendencia a la recurrencia tras la reseccion quirurgica (4).
En 1998, en el Congreso Mundial de Gastroenterologia celebrado en Viena, se
recomendo la utilizacion de esta clasificacion, realizada con la intencidon de subdividir a
los pacientes en grupos homogéneos, y que tiene en cuenta tres variables: edad al
diagnostico, localizacion y patron evolutivo (6).
En funcién de la edad al diagnoéstico (A) los pacientes se subdividen en:

- Al: menor de 40 afios

- A2:igual o mayor de 40 afos
Atendiendo a la maxima extension de la enfermedad, previo a cualquier reseccion
quirurgica, se distribuyen en:

- L1: Ileal (30%) enfermedad limitada al ileon terminal, entendiendo como tal el
tercio distal de intestino delgado, con o sin participacion de ciego en
continuidad.

- L2: Célica (25%) afectacion de cualquier localizacion entre recto y ciego sin
participacion del intestino delgado ni del tracto gastrointestinal superior.

- L3: Ileocolica (40%) afecta al ileon terminal, con o sin participacion de ciego, y

a cualquier localizacion del colon entre ascendente y recto.
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- L4: Gastrointestinal alta (5%). Cualquier localizacion proximal al ileon distal

independientemente de que exista o no afectacion del ileon terminal o del colon

En funcién del patron evolutivo (fenotipo), se proponen tres patrones evolutivos:
- B1: No estenosante no fistulizante, antes denominado inflamatorio.
- B2: Estenosante u obstructivo; se caracteriza por la disminucién del calibre de la
luz intestinal sin evidencia de fistulas y en ausencia de actividad inflamatoria.
- B3: Fistulizante; se asocia con el desarrollo de fistulas intraabdominales o

perianales, masas inflamatorias y/o abscesos en el curso de la enfermedad.

En el Congreso Mundial de Gastroenterologia celebrado en Montreal en 2005 se ha
propuesto una nueva clasificacion para la EC (5); los criterios principales que se han
escogido son la edad de comienzo del cuadro, la localizacion, el patron clinico
(inflamatorio, estenosante o fistulizante) predominante y la presencia o no de

enfermedad perianal.

Edad al diagnéstico (A):
- Al: 16 afos 0 menos
- A2: 17-40 aios
- A3: mas de 40 afios

Localizacion (L):

- L1: ileon terminal L1+L4 (ileon terminal+tracto digestivo alto)
- L2:colon L2+L4 (colon + tracto digestivo alto)
- L3: ileocolica L3+L4 (ileocdlica + tracto digestivo alto)

- L4: tracto digestivo alto
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Patron clinico (B):
- B1: no estenosante, no fistulizante o inflamatorio
- B2: estenosante

- B3: fistulizante

La forma perianal se ha considerado un modificador de cualquiera de los subtipos:
- Blp: inflamatorio con afectacion perianal asociada
- B2p: estenosante con afectacion perianal asociada

- B3p: fistulizante con afectacion perianal asociada

Esta clasificacion es una version modificada de la clasificacion de Viena, las diferencias
sustanciales son: la inclusion del grupo Al, separando los pacientes con inicio antes de
los 16 afos, y del modificador del tracto digestivo superior (L4) a las demads
localizaciones, y la no clasificacion de la forma perianal en las penetrantes, sino que se

ha considerado un modificador de cualquiera de los subtipos.

1.1.3. COLITIS INDETERMINADA.

La colitis indeterminada es una enfermedad intestinal cronica que afecta exclusivamente
al colon tras excluir la colitis infecciosa y otras causas de colitis. Las lesiones
endoscopicas observadas no permiten decidir si se trata de una EC o una CU y en el
estudio histolégico existe una desestructuracion de la arquitectura de las criptas e
inflamacion aguda y cronica que no permite diferenciar entre EC y CU (5).

El tratamiento médico utilizado en la EC y CU es eficaz en la CI, pero su curso clinico

es peor, fundamentalmente cuando se hace referencia al tratamiento quirurgico.
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1.2. EPIDEMIOLOGIA.

1.2.1. INCIDENCIA Y PREVALENCIA.

La incidencia y prevalencia de la EIl varian notablemente dependiendo de Ia
localizacion geografica, traduciendo probablemente la influencia de distintos factores
ambientales y genéticos en su etiopatogenia (7).

Tradicionalmente se informaba de un gradiente norte-sur con la mayor incidencia en los
paises escandinavos (8), seguidos por Reino Unido (9) y Norteamérica (10). Sin
embargo, el estudio europeo cooperativo (11), aunque confirma una mayor incidencia
en los paises del norte, muestra unas diferencias escasas, apuntando que las EII
constituyen un problema muy frecuente en los paises del sur de Europa.

Parece que la incidencia de la CU se mantiene estable durante las ultimas décadas, en
contraste con el aumento importante de la incidencia de la EC, con estabilizacion a
partir de los afios 80, aunque en estudios poblacionales epidemioldgicos recientes, las
tasas de incidencia contintlan aumentando, sobre todo en la EC (12).

Las diferencias en los valores de incidencia descritas en la CU son debidas en parte a la
diferencia en los criterios diagnosticos usados y fundamentalmente a la inclusion (13,
14) o no (15) de la proctitis ulcerosa; globalmente, las tasas de incidencia actual de la
CU en los paises occidentales se estiman entre 5-18 pacientes por 100.000 habitantes y
aflo, habiéndose igualado practicamente las diferencias existentes entre el norte y sur de
Europa.

La incidencia en la enfermedad de Crohn en casi todos los estudios es menor que la
descrita para la colitis ulcerosa, estimandose en los paises occidentales 3.9-7 personas
por 100.000 habitantes/afio, mostrando un incremento en los paises escandinavos a

finales de los afios 80 (8), para estabilizarse a partir de los 90. En Espafia parece que con
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cierto retraso, se estd produciendo el mismo fenémeno, sugiriendo Brullet y
colaboradores una correlacion clara de la incidencia de la EC con el desarrollo
economico de la zona geografica (16).

En los ultimos estudios prospectivos realizados en Espafia, se muestra un aumento de la
incidencia de CU de 7.2/100.000 habitantes y afio y de 3.9/100.000 habitantes para la
EC en Aragon (17) (afios 1992-1995); en el estudio de Gijon de Saro Gismera (18)
(estudio prospectivo y poblacional realizado en los anos 1994-1997), la incidencia para
la CU es de 9.63/100.000 habitantes/afio y 6.08/100.000 habitantes/afio para la EC.

Se estima que la prevalencia es aproximadamente 10-14 veces la incidencia de CU y
10-20 veces la incidencia de EC. Los datos aportados por varios estudios realizados en
Europa, presentan unos rangos de prevalencia entre 8.3 a 214 casos por 100.000
habitantes para la EC y de 21.4 a 243 casos para la CU. Estos rangos de prevalencia son
similares a los observados en Norteamérica (19).

El estudio de Saro Gismera (18) comunica una prevalencia para la CU de 121.8 casos
por 100.000 habitantes (12 veces superior a la incidencia en esa region) y de 116.5 para
la EC. En otro estudio epidemiologico descriptivo multicéntrico realizado en Asturias
con un disefio mixto (retrospectivo-prospectivo), la prevalencia referida a 1997 para la
EIl es de 205.21, siendo de 109.96 para la CU, 87.45 para la EC y 7.79 para la colitis

indeterminada (20).

1.2.2. EDAD.

Es tipica la distribucién bimodal de la edad al diagndstico en la EII, con un pico de
incidencia en la segunda (EC) o tercera década de la vida (CU) seguida de un segundo
pico, habitualmente menor, en la sexta o séptima década. En los estudios mas recientes

y especialmente en la enfermedad de Crohn se observa una distribucion unimodal con
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un pico de incidencia en la segunda o tercera década seguido de una disminucion
gradual de la incidencia (19).

Aproximadamente un 10-15% de los casos se diagnostican antes de la mayoria de edad.

1.2.3. SEXO.

En el estudio europeo (11) y en el Brullet (16) se ha descrito una mayor incidencia en
varones, aunque otros estudios no lo confirman; en general la EC parece un poco mas

frecuente en mujeres (17,18).

1.2.4. DIFERENCIAS ETNICAS Y RACIALES.

Existen importantes diferencias étnicas tanto en la incidencia y la prevalencia de la EII
con el porcentaje mas alto de incidencia en las personas de raza blanca y el menor en los
asiaticos.

En un estudio reciente (21) sobre las diferencias entre las etnias de poblacion
americana, se observo un predominio de la EC en los afroamericanos y los americanos
blancos, mientras que en los americanos mexicanos predominaba la CU.

Estudios realizados en poblaciones emigrantes sugieren que esas diferencias raciales
estan mas relacionadas con el estilo de vida y las influencias ambientales que con
verdaderas diferencias genéticas (22).

Diversos estudios han demostrado que existe un riesgo de EIl 3-4 veces mayor en
poblacion judia inmigrante en relacién con la poblacién nativa (23). En Israel la
prevalencia de EII entre judios nacidos en Europa o América es superior a la que
presentan los nacidos en Asia o Africa, pero inferior a la que presentan sus homologos

que aun residen en Europa o América (19).
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1.3. ANATOMIA PATOLOGICA

1.3.1 COLITIS ULCEROSA.

En la CU los cambios histologicos estan confinados predominantemente a la mucosa.
En la CU activa la mucosa muestra un infiltrado difuso de linfocitos y células
plasmaticas junto con capilares congestivos. Los neutréfilos polimorfonucleares estan
también presentes en el epitelio y la luz de las criptas, dando lugar a la criptitis y
abscesos cripticos. El estallido de las criptas produce rotura de la mucosa que
posteriormente se ulcera. Las criptas que no se rompen muestran deplecion de células
caliciformes, distorsion y ramificacion. La infiltracion por eosindfilos puede ser
marcada en algunos casos.

Cuando la enfermedad estd inactiva la infiltracion por las células inflamatorias
disminuye, se resuelven los abscesos cripticos y se recupera la poblacion de células
caliciformes. Sin embargo, la arquitectura de las criptas permanece distorsionada (24,

25).

1.3.2. ENFERMEDAD DE CROHN.

El hallazgo mas caracteristico, pero no patognomoénico de la EC es la presencia de
granulomas, que estan presentes entre un 50 y 70% de los casos. El segundo hallazgo
microscopico en importancia en la EC es la presencia de fisuras, éstas son profundas
grietas que se extienden desde una superficie ulcerada hasta la submucosa y a menudo
hasta la muscular e incluso la serosa. El infiltrado inflamatorio en la EC es tipicamente
transmural. La submucosa estd engrosada y fibrotica, observandose a este nivel
agregados de linfocitos diseminados que también se extienden a la capa muscular y

superficie serosa. Ademés de estos hallazgos caracteristicos, existe un infiltrado
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inflamatorio crénico inespecifico. Las criptas no estan distorsionadas y aunque hay
deplecion de células caliciformes en su epitelio, ésta no es tan marcada como en la CU

(24, 25).

1.4 CLINICA

1.4.1. MANIFESTACIONES DIGESTIVAS.

1.4.1.1. DIARREA.

Es la manifestacion clinica mas frecuente de la EII; es importante valorar la duracion,
volumen, existencia o no de sindrome rectal, productos patologicos con las heces,
antecedentes epidemiologicos, practicas sexuales y la presencia de dolor abdominal,
fiebre y/o pérdida de peso.

Una duracion de la diarrea superior a dos o tres semanas, o la existencia de brotes
previos, son datos de gran ayuda ya que hacen improbables la mayoria de las causas de
diarrea aguda. A veces en la EC la diarrea puede ser poco importante durante meses o
afios o incluso no ser reconocida como tal por el enfermo.

El volumen de las deposiciones puede ayudar a establecer la localizacion y extension de
la enfermedad. Una diarrea poco voluminosa puede indicar enfermedad coldnica, el
mecanismo fundamental es la exudacion a través de una mucosa inflamada y suele
acompaiarse de moco, sangre o pus. Por el contrario, una diarrea voluminosa indica que
la afectacion se localiza en intestino delgado o colon proximal; los mecanismos a este

nivel son multiples, y al citado se afiaden la hipersecrecion intestinal, la alteracion de la
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reabsorcion de agua y electrolitos, mala absorcion de sales biliares, diarrea por
sobrecrecimiento bacteriano y mas raramente esteatorrea por afectacion yeyuno-ileal
extensa o por reseccion intestinal amplia (26).

La presencia de productos patoldgicos en las heces, especialmente sangre, es un dato
valioso para diferenciar la colitis ulcerosa de la enfermedad de Crohn. La rectorragia
aboga a favor de la colitis ulcerosa, e incluso, si la enfermedad esta lo suficientemente
activa, su ausencia permite poner en duda el diagnostico. En la colitis de Crohn la
hemorragia macroscépica se observa en menos de la mitad de los casos, pero en el 1-2%
de los pacientes la hemorragia puede ser masiva, sobre todo en aquellos que tienen

ulceraciones amplias y profundas (27).

1.4.1.2. DOLOR ABDOMINAL.

Es un sintoma frecuente y relativamente inespecifico; es mucho mas frecuente en los
pacientes con EC que en los de CU. La EC en su forma clasica de ileitis aguda cursa
con un cuadro de dolor en FID indistinguible de la apendicitis aguda; lo habitual son
episodios recurrentes de dolor cdlico leve en FID o suprapubico junto a diarrea. El dolor
es un sintoma predominante en el denominado patron obstructivo en el que adquiere un
caracter suboclusivo ya sea por edema de la pared y el espasmo de la musculatura en los
estadios iniciales o, de forma mads tipica, por la cicatrizacion progresiva y

estrechamiento fibroestendtico que aparece con los afios de evolucion de la enfermedad.

En la colitis ulcerosa el dolor suele ser mas sordo y se localiza generalmente en
hipogastrio o fosas iliacas. Cuando el segmento afectado es el colon izquierdo, las

alteraciones de la motilidad originan el denominado “estrefiimiento del colon derecho”,



27

que puede ser la causa de dolores abdominales colicos. Un dato a tener en cuenta es la
aparicion de dolor en pacientes con colitis ulcerosa de larga evolucion que puede indicar
el desarrollo de una neoplasia estenosante de colon.

La aparicion de dolor intenso en el curso de un brote agudo, moderado o grave
(especialmente de pancolitis ulcerosa) sugiere la aparicion de complicaciones como la
figuracion o perforacion del colon; en los pacientes que toman corticoides a dosis altas,

puede faltar el dolor atin en presencia de complicaciones.

1.4.1.3. TENESMO RECTAL Y URGENCIA DEFECATORIA.

El tenesmo lo describen los pacientes como una sensacion de que el recto estd ocupado
y sienten presion que les produce un deseo de defecar pero que no se alivia tras el
intento de defecar.

La urgencia defecatoria es el sintoma que mas problemas suele producir, puesto que en
muchas ocasiones la necesidad de defecar les lleva a presentar incontinencia rectal;

estos dos sintomas se presentan sobre todo en la colitis ulcerosa (26).

1.4.1.4. FIEBRE.

Generalmente es una manifestacion secundaria al proceso inflamatorio, y no suele ser
muy alta. La presencia de picos febriles altos, precedidos de escalofrios, traduce en la
mayoria de las ocasiones una complicacion séptica o una perforacion. Al igual que el

dolor, puede faltar en pacientes que reciben dosis altas de corticoides.
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1.4.1.5. PERDIDA DE PESO.

La pérdida de peso es mas frecuente en la enfermedad de Crohn y por lo comun es del
10 al 20% del peso, siendo secundaria a la anorexia y diarrea. Si la pérdida de peso es

injustificable debe hacer pensar en una neoplasia.

1.4.1.6. ENFERMEDAD PERIANAL.

La enfermedad perianal (EPA) incluye las anomalias anorrectales (fisura, fistula o
absceso, los repliegues cutdneos y la maceracion perianal) presentes en los pacientes
con enfermedad de Crohn de cualquier otra localizacion o cuando los hallazgos
anorrectales son compatibles con dicha enfermedad pero sin evidencia objetiva de la
misma a nivel intestinal.

Aproximadamente un 9% de pacientes debutan con patologia anal o perianal e incluso
¢ésta puede preceder al inicio de los sintomas intestinales en varios afios. La mayoria de
los pacientes con EC presentan alguna anomalia que suele ser asintomatica hasta en el
70% de los casos (28).

La incidencia varia enormemente oscilando segun las series publicadas entre el 20 y el
80% (29). La incidencia varia en funcién de la localizacion, cuando la EC afecta al
intestino delgado, entre el 22 y el 71% presentan afectacion perianal, mientras que estas
cifras se incrementan cuando hay afectacion colonica oscilando entre el 47 y el 92%

La EPA incluye tres tipos de lesiones: primarias, secundarias y concomitantes o
casuales. Las lesiones primarias (fisuras anales, ulceras cavitadas, colgajos cutidneos
edematosos) derivan del proceso patolégico primario encontrado a nivel intestinal
reflejando la actividad general de la propia EC. Las lesiones secundarias (fistulas

simples o complejas, estenosis anal, absceso perianal, colgajos cutdneos) son
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complicaciones mecanicas o infecciosas de las lesiones primarias mas que una
manifestaciéon directa de la EC. Las lesiones concomitantes, no relacionadas
directamente con la EC, hacen referencia a cualquiera de las lesiones anteriores u otras
caracteristicas de esa zona, que pueden preceder a la aparicion de la enfermedad con
independencia de la misma (28).

En la clasificacion de Montreal, se considera a la EPA como una situacion clinica con
entidad propia, al presentar cursos evolutivos en ocasiones independientes del curso

evolutivo que sigue la luminal.

1.4.1.7. FISTULAS.

La aparicion de fistulas externas en un paciente en el que se sospecha una enfermedad
inflamatoria intestinal es un dato casi patognomonico de enfermedad de Crohn.

En muchos pacientes con EC, la evolucion de la enfermedad va a estar determinada por
la presencia de trayectos fistulosos que se producen como consecuencia de la
profundizacion de la inflamacion transmural, por lo que las fistulas no se van a limitar
solo a la region perianal, sino que pueden aparecer en otras localizaciones formando
trayectos enteroentéricos, enterovesicales y enterocutaneos. Las fistulas pueden

complicarse con abscesos, o en una frecuencia muy baja, con perforacion libre (30).

1.4.2. MANIFESTACIONES EXTRAINTESTINALES.

La EIl cursa con manifestaciones extraintestinales en diversos Organos; en series
amplias se ha observado que estan presentes hasta en un 25-35% de los pacientes con

EC y su frecuencia va aumentando a medida que lo hace el seguimiento; muchas de
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ellas no pueden considerarse como manifestaciones extraintestinales de dicha
enfermedad, sino mas bien asociaciones casuales. En orden de frecuencia, las
principales manifestaciones extraintestinales son las osteoarticulares, dermatologicas,

hepatobiliares y oftalmicas.

1.42.1. MANIFESTACIONES OSTEOARTICULARES

La afectacion articular es la manifestacion extraintestinal mas frecuente de la EIL
Existen tres patrones de artritis en pacientes con EII: artritis periférica, espondilitis
anquilosante y sacroileitis.

La artritis periférica aparece en un 15-20% de los pacientes. Se asocia a eritema

nodoso y uveitis al menos en la mitad de los casos. Cursa con dolor a menudo subito y
presencia de derrame y otros signos inflamatorios. No se asocia a la presencia de HLA-
B27. Se describen dos tipos de artritis periférica en la EII:

- Tipo 1: pauciarticular, asimétrica, de grandes articulaciones y que se relaciona
claramente con la actividad de la enfermedad de base; comprende 2/3 de los
casos de artritis y no es invalidante mas que de manera aguda. El tratamiento es
el mismo de la EIl y responde de forma paralela.

- Tipo 2: poliarticular, asimétrica de pequefias articulaciones y de curso
independiente; afecta 1/3 de los pacientes con artritis y puede ser invalidante o
de curso cronico, apareciendo destruccion articular. A veces es necesario asociar

tratamiento especifico con AINEs (31-33).
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La espondilitis anquilosante es mas frecuente en la EC con afectacion colonica que en

la CU, predomina ligeramente en los varones, suele asociarse a antigeno HLA-B27 y es
de carécter deformante. Su tratamiento se basa en el control del dolor y rehabilitacion

para preservar la funcion articular.

La sacroileitis suele ser hallazgo radioldgico o gammagrafico, presentando sintomas

solo un 3% de los pacientes. Ambas se caracterizan por los sintomas y la evolucion es

independiente de la actividad de la EII.

Enfermedad metabdlica dsea: la osteopenia es un hecho comun en la EII, con una

prevalencia en algunas series del 30%; puede manifestarse, bien de forma aislada o en
combinacion, como osteoporosis u osteomalacia.

La osteoporosis es una enfermedad sistémica caracterizada por disminucién de la masa
Osea y deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo, con el consiguiente incremento
de la fragilidad 6sea y mayor riesgo de fractura. Los corticoides constituyen un factor de
riesgo independiente para el desarrollo de osteoporosis y se ha demostrado que en
pacientes con EII que han recibido una dosis acumulativa mayor de 5 gramos a lo largo
de su vida, tienen una densidad mineral 6sea disminuida con un aumento del riesgo de
fracturas.

El mejor tratamiento de la enfermedad metabdlica dsea radica en su prevencion, ya que
no existe ningun método efectivo y seguro que restaure el hueso osteoporotico a su
estado normal (31-33).

La osteonecrosis o necrosis aséptica es una complicacion grave e irreversible de los

corticoides y se diagnostica en un 4% de los pacientes con EIl (34). Afecta
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principalmente a las caderas, rodillas y hombros y se manifiesta por dolor e impotencia

funcional, teniendo que recurrir a procedimientos quirurgicos para su tratamiento.

1.4.2.2. MANIFESTACIONES DERMATOLOGICAS

Las lesiones cutdneas mas caracteristicas son el eritema nodoso, el pioderma
gangrenoso y las lesiones de la mucosa oral.

El eritema nodoso se presenta cerca de un 15% en los pacientes con EC y en menor
proporcion en la CU. Se presenta como nddulos subcutaneos rojos, calientes y
dolorosos en la region pretibial de extremidades inferiores. Suele afectar a pacientes de
corta evolucion, aparece en los brotes y tiene una gran relacién con la presencia de
artropatia periférica. La lesion histoldégica predominante consiste en una vasculitis
septal con infiltrado linfohistiocitario. En la mayoria de los casos responde rapidamente
al tratamiento de la EII, generalmente mejora con el reposo, los salicilatos u otros
AINEs (31, 32).

El pioderma gangrenoso es una enfermedad ulcerativa crénica de la piel que
representa una de las complicaciones cutaneas mas graves de la EIl. Se manifiesta como
pustulas o nédulos dolorosos que aumentan de tamafio formando ulceras relativamente
indoloras con necrosis importante de sus bordes, que son violaceos, siendo su base
necrotica. Histologicamente se caracteriza por la lesion del endotelio, con necrosis
fibroide de los vasos sanguineos y marcada infiltracion de neutréfilos o linfocitos.

Es mas tipico de la CU y se presenta en pacientes jovenes, siendo necesario descartar la
presencia de CU en los pacientes con pioderma. Actualmente se estan utilizando

terapias bioldgicas en el tratamiento (35, 36).
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Las lesiones mas frecuentes que afectan a la mucosa oral son la estomatitis aftosa, mas
caracteristica de la enfermedad de Crohn, y la pioestomatitis vegetante que se asocia a

la colitis ulcerosa; ambas en relacion con la actividad de la EII.

1.4.2.3. MANIFESTACIONES HEPATOBILIARES

La colangitis esclerosante primaria (CEP) es la complicacion mas caracteristica que
se asocia a la EIl. Aproximadamente el 75% de los pacientes con CEP tienen EII,
alrededor del 85% tienen CU y un 13% tienen EC. Entre un 2.5 y 7.5% de los pacientes
con CU desarrollan CEP. En la EC esta complicacion solo ocurre cuando existe
afectacion de colon. El 70% de los pacientes con CEP tienen en suero anticuerpos
anticitoplasma de los neutrofilos perinucleares (p-ANCA) (38). La CEP es una
enfermedad con marcado caracter preneoplésico y la incidencia de colangiocarcinoma
en estos pacientes es 30 veces superior a la poblacion general (39).

La esteatosis hepatica probablemente estd relacionada con la malnutricion
proteicocalorica y el tratamiento esteroideo; la esteatosis generalmente es de tipo
macrovesicular. También se ha observado hepatitis cronica activa en las biopsias de
pacientes con EII, sin que esta alteracion guarde relacion con infecciones por virus
hepatotropos o colangitis. La incidencia de cirrosis hepatica estd incrementada en
pacientes con EII; la mayoria de los casos son secundarios a colangitis esclerosante y

muestran las caracteristicas de una cirrosis biliar secundaria (37).
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1.4.2.4. MANIFESTACIONES OCULARES.

Aproximadamente en un 10% de los pacientes con EIl encontramos lesiones
oftalmolodgicas; son mas frecuentes en las localizaciones ileocolénicas y se relacionan
con la actividad de la enfermedad, coexistiendo en muchos casos con afectacion
articular y dermatologica (31).

La uveitis es una de las manifestaciones mas frecuentes y potencialmente mas grave; se
caracteriza por la aparicién de dolor ocular, hiperemia, vision borrosa y fotofobia; en
caso de ser diagnosticada debe ser tratada, ya que puede evolucionar hacia glaucoma,
cataratas, desprendimiento de retina y ceguera. El tratamiento consiste en la
administracion de colirios midriaticos, antiinflamatorios no esteroideos y corticoides
topicos en los casos leves y sistémicos e inmunosupresores en los graves (31).

La epiescleritis es un proceso frecuente (2-4%) y benigno caracterizado por edema
escleral, hiperemia y en ocasiones dolor ocular; no existe alteracion de la vision y cede

espontaneamente o con corticoides topicos sin secuelas.

1.4.2.5. COMPLICACIONES TROMBOEMBOLICAS.

La EIl presenta un estado de hipercoagulabilidad adquirido, que se agrava en
situaciones en que la actividad inflamatoria es muy intensa. La base fisiopatologica es la
alteracion de multiples parametros de la hemostasia, entre los que destacan la
trombocitosis y el aumento de algunos factores de la coagulacion (I, V 'y VIII) y de la
agregacion plaquetaria y un descenso de la antitrombina III. Algunos de estos cambios
son debidos a la presencia de un estado inflamatorio, y revierten con el tratamiento,

mientras que otros persisten a pesar del control de la enfermedad de base.
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Las complicaciones tromboembdlicas son la tercera causa de muerte en la CU, por
detras de las complicaciones propias de la enfermedad y el adenocarcinoma de colon
(32).

Otras manifestaciones extraintestinales asociadas con la EII son: colelitiasis,
nefrolitiasis, amiloidosis, anemia hemolitica autoinmune, manifestaciones pulmonares,

pancreaticas, cardiacas, neurologicas y tiroideas.

1.5. DIAGNOSTICO

1.5.1. RADIOLOGIA SIMPLE Y BARITADA

Los estudios baritados, transito intestinal y enema opaco, son exploraciones clésicas en
el estudio de los pacientes con EII. Sin embargo, la Rx simple de abdomen es muy util
para orientar sobre la extension de la afectacion colonica fundamentalmente, y es la
técnica de diagnostico del megacolon toxico, por tanto, debe preceder siempre a la
realizacion de otros estudios baritados; también puede poner de manifiesto la existencia
de dilataciones de intestino delgado secundarias a estenosis o signos de perforacion

intestinal (40, 41).

En los estudios baritados, los signos precoces de la CU son granularidad, espiculaciones
en el borde coldnico, seguidos de las tulceras en boton de camisa, desaparicion de las

haustras y signo del doble contorno. En estadios mas avanzados las ulceraciones se van
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haciendo mas prominentes, dejando islotes de mucosa que alternan con tejido de

granulacion y que dan la imagen de pseudopélipos.

En la EC el signo mas precoz son las ulceras aftoides, que posteriormente se
transforman en ulceras longitudinales y transversales, que cuando confluyen entre si
dejan islotes de mucosa normal sobresaliente, dando lugar al patréon en empedrado.

Cuando la EII se encuentra en estadios avanzados es dificil establecer el diagnostico
diferencial entre CU y EC con localizacion exclusivamente coldnica. Sin embargo,
existen cuatro rasgos que son tipicos de la EC y no de la CU: asimetria, discontinuidad,
profundidad y localizacion. En la EC el proceso inflamatorio afecta mas al borde
mesentérico, produciendo retraccion en esta zona y formacion de pseudodiverticulos en
el borde antimesentérico. Es caracteristico de la EC la afectacion discontinua,
alternando zonas indemnes con otras francamente patoldgicas, y la afectacion mas
marcada del colon derecho, mientras que en la CU la afectacion es continua desde el
recto, que casi invariablemente estd afectado. Cuando el intestino delgado se afecta en
la EC, ademas de observar los signos descritos anteriormente, suele existir un
componente de estenosis marcado, dando lugar al signo de la cuerda de Cantor. La
afectacion del mesenterio produce separacion de las asas; también podemos observar

ulceras profundas perpendiculares a la luz y la presencia de fistulas (40-41).

1.5.2. ECOGRAFIA.

El patron ecografico del colon normal consiste en cinco capas de diferente
ecogenicidad, cuya correspondencia con la estructura histolégica de la pared célica ha

sido posteriormente demostrada.



37

En los pacientes afectos de una CU activa se produce un marcado engrosamiento global
de la capa mucosa, siendo moderado el engrosamiento global de la pared intestinal y
hallandose conservada la estructura en cinco capas de la misma.

En la EC activa se produce un mayor engrosamiento de la pared, a expensas de todas
sus capas, disminuyendo o llegando a desaparecer la definicion entre ellas
(“borramiento de capas™). En estos pacientes se ha descrito como tipico el “signo de la
diana”, observado al estudiar el intestino en un corte transversal.

La ecografia doppler puede detectar hiperemia intestinal que es un signo de enfermedad
activa en el intestino inflamado (42). No obstante, en los casos en los que existe una
importante actividad inflamatoria, la distincion entre colitis ulcerosa y enfermedad de
Crohn mediante ecografia puede ser dificil.

En la EC la ecografia ademas de valorar la extension y localizacion de la enfermedad,
es util para detectar complicaciones como los abscesos intraabdominales, areas de
estenosis con dilatacion de las asas proximales asi como trayectos fistulosos. En estos
pacientes ademads la ecografia endoanal es junto con la RNM, la mejor técnica para la
tipificacion de la enfermedad perianal, y permite evaluar y clasificar los abscesos y

trayectos fistulosos asi como valorar la integridad del esfinter.

1.5.3. TOMOGRAFIA AXIAL COMPUTERIZADA. (TAC)

Debido a la resolucion espacial y de contraste, y al escaso tiempo de exploracion, la TC
se ha convertido en una herramienta diagnodstica imprescindible en la evaluacion de los
pacientes con EII, debiendo estudiarse cuidadosamente los siguientes puntos (43):
Afectacion intestinal:

- Grosor y homogeneidad de la pared
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- Mesenterio, retroperitoneo, atenuacién y homogeneidad de la grasa del omento
- Tamafo de los ganglios linfaticos
- Abscesos, fistulas, colecciones extraluminales de contraste
- Masas mesentéricas y periviscerales
Afectacion extraintestinal:
- Dimensiones del espacio presacro
- Anomalias hepaticas: colangitis esclerosante, esteatosis
- Hidronefrosis, litiasis renal o biliar

- Sacroileitis, osificacion de los ligamentos paravertebrales

1.5.4. RESONANCIA MAGNETICA.

Es la técnica que delimita con mayor nitidez los planos grasos y musculares en la
evaluacion de las complicaciones sépticas de la enfermedad de Crohn perianal; presenta
ventajas respecto a la TC: ausencia de radiacidon ionizante, el uso de contraste mas
seguro (gadolinio), realza mejor las estructuras y tiene posibilidad de obtener imagenes

cortadas en el plano sagital (43).

1.5.5. GAMMAGRAFIA

Aunque varios estudios han demostrado que la gammagrafia con leucocitos marcados
con 99m-Tc-HMPAO puede ser util para el diagnostico inicial de la colitis ulcerosa y su
diagnostico diferencial con enfermedad de Crohn, en la practica clinica su principal
contribucion a la valoracion de los pacientes con EII es el estudio de manera no invasiva

de la extension y la actividad de la enfermedad (44,45).
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En la enfermedad de Crohn es especialmente util para distinguir estenosis fibroticas

establecidas, donde no se objetiva captacion, de las estenosis inflamatorias.

1.5.6. ENDOSCOPIA

La endoscopia es un método diagndstico de una alta sensibilidad, por lo que es de gran
utilidad diagnodstica en los pacientes con EII. Esta técnica no so6lo permite visualizar
directamente las lesiones sino que permite obtener material para estudio
histopatologico.

La colonoscopia es la exploracion mas utilizada, ya que permite el estudio de la
totalidad del colon, el recto, y en ocasiones el ileon terminal. La endoscopia oral
también estd indicada para el estudio de la afectacion esofagogastroduodenal en los
pacientes con EC. Ademas, la colangiopancreatografia endoscopica retrograda es la
técnica de eleccion para el diagndstico de colangitis esclerosante primaria (46).

En la ultima década se ha incorporado al arsenal endoscopico la ultrasonografia
endoscopica o ecoendoscopia, que permite, mediante la incorporacion de un transductor
ecografico en el extremo del endoscopio, obtener imagenes ecograficas de la pared del
tubo gastrointestinal y de las estructuras anatdmicas vecinas.

Las manifestaciones endoscopicas de la colitis ulcerosa son la granularidad de la
mucosa, edema, friabilidad, sangrado y eritema mucoso, exudado mucopurulento,
ulceraciones de distinta morfologia y pseudopolipos. En la EC la lesion mas
precozmente observada es la ulcera aftoide; en estadios mas avanzados se aprecian
ulceras profundas con bordes bien delimitados (Ulceras en sacabocados), ulceras
longitudinales y transversales, cuya presencia da lugar al aspecto “en empedrado”

propio de la EC. En la CU el recto esta afectado practicamente en todos los casos,
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aunque si se ha utilizado tratamiento topico recientemente, puede mostrar un aspecto
macroscopico normal. Las lesiones presentan una distribucién difusa, continua y
simétrica. En cambio, es caracteristico en la EC la afectacion segmentaria y asimétrica.
Cuando la enfermedad esta poco evolucionada es muy tipico de la EC que las tulceras
aparezcan rodeadas de areas de mucosa microscopicamente normal, mientras que en la
CU las erosiones y ulceraciones asientan sobre una mucosa difusamente inflamada (44-
49).

Ademas de la incitacion como técnica diagnoéstica, la endoscopia ofrece la posibilidad
de realizar dilatacion de estenosis, tanto intestinales como de las vias biliares, y técnicas
de hemostasia. También es la técnica de eleccion para el seguimiento de los pacientes

con riesgo elevado de padecer carcinoma colorrectal.

1.6 TRATAMIENTO

La EII cursa con periodos de actividad de intensidad y gravedad variables y con
periodos de inactividad o quiescencia, por este motivo el tratamiento viene determinado
por la gravedad de las manifestaciones clinicas y su extension anatémica.

Los principales objetivos del tratamiento médico son el obtener la mayor eficacia
(induccion de la remision, prevencion de la recidiva, mejora de la calidad de vida y
obtencidn de la curaciéon mucosa) con el minimo riesgo.

El tratamiento farmacologico actual de la EIl comprende la utilizacion de tratamiento
antiinflamatorio (aminosalicilatos y corticoides), e inmunomoduladores (convencionales

y nuevas terapias bioldgicas).
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1.6.1. SALICILATOS.

Los salicilatos son farmacos con efecto antiinflamatorio que, si bien pueden actuar
inhibiendo la actividad ciclooxigenasa y lipooxigenasa, con lo que disminuyen la
sintesis de prostaglandinas E y F, de tromboxano A2 y de leucotrienio B4, su principal
efecto es inhibir la produccion de radicales libres de oxigeno y participar en su
depuracion; también pueden tener un efecto inmunosupresor, ya que inhiben al factor
nuclear kappa B (NF-kB) y la produccion de interleucina 1 (IL-1) y de factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) (50, 51). Aunque su mecanismo de accidon exacto se
desconoce, parece ser que su eficacia terapéutica, tanto cuando se administra por via
oral como tdpica, se debe a su efecto antiinflamatorio topico sobre la mucosa intestinal
mas que a un efecto sistémico.

La mesalazina o mesalamina es un aminosalicilato analogo del acido acetilsalicilico,
que ha sido la base del tratamiento de la CU y de la EC. El 5-ASA es la molécula
funcionalmente activa de la sulfasalazina mientras que la sulfapiridina es la molécula
transportadora del 5-ASA hacia el tracto gastrointestinal distal y es responsable de sus
efectos secundarios.

En general, la seleccion de los diferentes preparados de 5-ASA se debe de basar en la
localizacion de la enfermedad; para pacientes con enfermedad de localizacion distal en
colon, el tratamiento topico es el de eleccion (nivel de evidencia 1b, grado de
recomendacion A). En las formas de colitis extensas se utilizan los preparados orales
conjugados de 5-ASA (nivel de evidencia la, grado de recomendacion A). El
tratamiento combinado, oral y tdpico, es el de eleccion para el manejo de los pacientes

con colitis izquierda (nivel de evidencia 1b, grado de recomendacion A).
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Los preparados orales de 5-ASA de liberacion sostenida o pH-dependiente permiten
obtener concentraciones adecuadas en intestino delgado, especialmente en el ileon y
colon derecho, estando indicados en los brotes leves de EC de esa localizacion a dosis
elevadas (nivel de evidenciala, grado de recomendaciéon A). La mesalazina puede ser
eficaz en el mantenimiento de la remision en los pacientes con CU (nivel de evidencia
1b, grado de recomendacion A) pero es cuestionable en los pacientes con EC (nivel de

evidencia 1b, grado de recomendacion D) (52).

1.6.2. CORTICOIDES

Los corticoides son los farmacos mas eficaces en el tratamiento de los brotes moderados
o graves de EII, asi como en los brotes leves o moderados que no han remitido con los
salicilatos a dosis plenas. Su utilidad esta condicionada por una serie de limitaciones:
- no son eficaces en todos los pacientes (53, 54)
- aunque pueden hacer desaparecer los sintomas, la persistencia de las lesiones
intestinales condiciona la aparicion de posteriores recidivas o complicaciones
(54), y
- al ejercer su efecto en todo el organismo, ocasionan la aparicion de numerosos
efectos secundarios (55)
El mecanismo de accion de los glucocorticoides depende de la afinidad por su receptor
especifico presente en el interior de casi todas las células del organismo. Tienen un
efecto antiinflamatorio, promovido por la inhibicion de la liberacion del &cido
araquidonico de la membrana celular y la produccion de eicosanoides, y un efecto
inmunomodulador, secundario a la activacion y migracion del factor de transcripcion

NF-«B hacia el nticleo, disminuyendo la sintesis de IL-1 y de IL-2 (55). Otra funcién
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importante de los corticoides es la reduccion de la funcion fagocitica y de quimiotaxis
de los neutréfilos y, clinicamente, han demostrado mejorar la diarrea de estos pacientes
a través de la absorcion de sodio y agua.

El 20-30% de los pacientes con CU o EC activas son corticorresistentes; el mecanismo
que explica esta situacion clinica se ha relacionado recientemente con la presencia de un
mayor numero de receptores de corticoides, asi como una mayor acumulacion de
isoformas B de estos receptores (56).

Las principales indicaciones de los corticoides sistémicos son la inducciéon de la
remision (brotes moderado y grave) en pacientes con enfermedad de Crohn (nivel de
evidencia 1b, grado de recomendacion A) (57) y colitis ulcerosa (nivel de evidencia 2b,
grado de recomendacion B) (58). Los corticoides orales estan indicados en los brotes
leves o moderados.

Ni los corticoides orales clasicos ni la budesonida han demostrado eficacia en el
mantenimiento de la remision ni en la CU ni en la EC (nivel de evidencia 1b, grado de
recomendacion A). Estos farmacos tienen numerosos efectos secundarios (hipertension,
diabetes, hipercolesterolemia, sindrome de Cushing iatrégeno, estrias, hirsutismo,
psicosis, glaucoma, leucocitosis, osteoporosis y necrosis de cadera, por lo que se
desaconseja su utilizacién como terapia de mantenimiento. En los nifios, el tratamiento

continuado con corticoides provoca retraso del crecimiento y de la maduracion sexual.

1.6.3. INMUNOMODULADORES

El 20-30% de los pacientes con EC son refractarios al tratamiento con esteroides, otro
20-30% desarrollan corticodependencia, y en conjunto, alrededor del 70% de los

pacientes con EC recidivan durante el primer afio (346); la incidencia de
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corticodependencia en los pacientes con CU se desconoce, pero se cree que puede ser
similar al 20-30% de los pacientes con EC, por esto, en estos pacientes la primera

opcion terapéutica es la utilizacion de farmacos inmunomoduladores (IMM) (59).

1.6.3.1. AZATIOPRINA Y 6-MERCAPTOPURINA

Actualmente, los fairmacos IMM mas utilizados son la azatioprina (AZA) y la 6-
mercaptopurina (6-MP), que son analogos de las purinas e inhiben la biosintesis de
nucleodtidos y por lo tanto inhiben la produccion de proteinas, ARN y ADN; esto se
traduce en una disminucion de la proliferacion de los linfocitos B y T y la respuesta
inmune primaria, asi como en la funcion de los linfocitos y células “natural killer”.
Recientemente se ha descrito que el efecto real en la EII dependeria de la inhibicion de
la coestimulacion de los linfocitos, a través de un efecto sobre la proteina intracelular
RACI (60); este efecto puede ser el responable del retraso en el inicio del efecto de
estos agentes en la practica clinica.

Las indicaciones principales de la AZA y 6-MP son la induccién de la remision y
prevencion de la recidiva en los pacientes con EII, tanto CU como EC,
corticodependiente y corticorefractaria (nivel de evidencia 1b, grado de recomendacion
A; nivel de evidencia 2b, grado de recomendacion B) (61). Otras indicaciones aceptadas
son la prevencion de la recurrencia postcirugia en los pacientes con EC, en pacientes
con EC fistulizante, especialmente en las fistulas de localizacion perianal, en la
prevencion del retraso de crecimiento en los nifios con enfermedad activa y en la
reservoritis cronica refractaria al tratamiento antibiotico y/o esteroideo (nivel de

evidencia 2b, grado de recomendacion B) (62, 63).
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La eficacia clinica de los inmunomoduladores tiopurinicos esta limitada por la aparicion
de efectos adversos hasta en un 15-30% de los pacientes, que pueden dividirse en
idiosincraticos o alérgicos y dependientes de la dosis; entre los alérgicos se ha descrito
la aparicion de nauseas y vomitos, rash, pancreatitis (2-5% que obliga a la retirada del
farmaco), artralgias o fiebre, y son independientes de la dosis administrada (64). El
efecto secundario dependiente de dosis més importante es la mielosupresion, aunque la
hepatotoxicidad se ha descrito tanto como un efecto secundario alérgico o como
dependiente de la dosis.

Aungque la incidencia de linfomas es mayor en los pacientes trasplantados renales que en
los pacientes con artritis reumatoide y EII tratados con AZA, estudios recientes no han
podido demostrar un aumento significativo del riesgo relativo de desarrollar linfomas en
los pacientes con EII tratados con derivados tiopurinicos respecto a la poblaciéon normal
(65). Por otra parte, en la actualidad esta bien establecida la seguridad de uso de la AZA
durante la gestacion sin que se produzca un aumento significativo de malformaciones
fetales, abortos, partos prematuros, etc., estando incluidas dentro del grado C de

recomendaciones de la FDA.

1.6.3.2. METOTREXATO

El MTX inhibe la sintesis de DNA a través de su accion antagonista sobre el acido
folico, reduce la produccion de IL-1 e IL-6 e induce la apoptosis en subpoblaciones
seleccionadas de células T (66).

Esté indicado en la induccion de la remision y prevencion de la recidiva en los pacientes

con EC activa, especialmente en los no respondedores a tiopurinicos o que presentan
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intoleranciai a los mismos (nivel de evidencia 1a, grado de recomendacion A; nivel de
evidencia 1b, grado de recomendacion A) (67).

El principal efecto secundario es la toxicidad hepatica con desarrollo de fibrosis y
cirrosis hepatica, descrito en los pacientes con artritis reumatoide y psoriasis y
relacionado con la dosis acumulativa total superior a 1.5 gramos, actuando como
factores facilitadores el alcoholismo, la obesidad, la diabetes y la edad avanzada. Esta

contraindicado en el embarazo y en los pacientes con hepatopatia subyacente.

1.6.3.3. CICLOSPORINA (CyA)

La CyA es un polipéptido ciclico de 11 aminoacidos producido a partir del hongo
Beauveria nlyea. Es un agente lipofilico con fuertes propiedades hidrofobicas cuya
absorcion es variable. La CyA actia inhibiendo las citoquinas proinflamatorias,
especialmente la IL-2 y el IFN-y. En el interior de las células forma un complejo con la
ciclofilina, un receptor proteico situado en los linfocitos T y este complejo, CyA-
ciclofilina, se une a la calcineurina; las actividades enzimaticas de la calcineurina son
inhibidas tras esta interaccion fisica bloqueandose los factores de transcripcion
proinflamatorios; por lo tanto, por esta via la CyA inhibe a una amplia variedad de
citoquinas proinflamatorias (IL-2, IFN-y, TNF-a, factor estimulador de la colonia de
macrofagos y la IL-4) (68).

La CyA es eficaz en la induccion de la remision en los pacientes con CU
corticorrefractaria (nivel de evidencia 1a, grado de recomendacion A) (69), sin embargo
carece de eficacia en la prevencion de la recidiva en estos pacientes, pudiendo ser

utilizada como puente a la azatioprina en los inicialmente respondedores a la CyA.
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Carece de eficacia en la induccion de la remisién en pacientes con EC refractaria a
esteroides (nivel de evidencia 1a, grado de recomendacién D).

Los efectos secundarios mas frecuentes son nefrotoxicidad, HTA, hipertricosis,
hiperplasia gingival, nduseas; menos frecuentes son las convulsiones (favorecidas por la
hipomagnesemia e hipocolesterolemia), alteraciones hematologicas, anafilaxia e

infecciones oportunistas (70).

1.6.3.4. TACROLIMUS

Es un antibidtico macrdlido producido por el Streptomyces tsukubaensis con potentes
propiedades inmunomoduladoras, utilizado para la prevencion del rechazo del trasplante
renal, hepatico y de otros 6rganos so6lidos. Posee una actividad similar a la ciclosporina,
ya que inhibe la IL-2, y tal vez tiene menos efectos secundarios. Se administra via oral y
riene una absorcion mas uniforme que la ciclosporina.

No hay ensayos clinicos controlados con tacrolimus en el tratamiento de la CU; los
ensayos abiertos sugieren sugieren que el tacrolimus puede ser eficaz en el tratamiento
de pacientes con CU corticodependientes o corticorresistentes (nivel de evidencia 3,
grado de recomendacion C) (71). De la misma forma, en cuanto a la eficacia para el
tratamiento de la EC luminal, puede ser una opcion terapéutica en la EC activa
corticodependiente o corticorresistente, facilitando la respuesta clinica, pero no la
remision (nivel de evidencia 3, grado de recomendacion C) (72).

El tacrélimus es eficaz en inducir la remisidon en pacientes con EC perianal, pero no

para el mantenimiento.
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Los efectos secundarios mas frecuentes son la nefrotoxicidad, la hipertension arterial, la
neurotoxicidad, hiperpotasemia, molestias  gastrointestinales, mielosupresion,

hiperglucemia transitoria y la diabetes.

1.6.3.5. MICOFENOLATO MOFETIL

El MMF es un profarmaco que inhibe de forma selectiva la proliferacion y funcion de
los linfocitos B y T, incluyendo la formacién de anticuerpos, la adhesion y migracion
celular mediante la inhibicion de las moléculas de adhesion y la liberacion de citocinas
proinflamatorias (IFNy y TNFa), mientras que regula la liberacion de IL-10 (73).

En un estudio abierto que incluye 4 pacientes con EC con fistulas, el MMF indujo la
remision en los 4 (nivel de evidencia 3, grado de recomendacion C), por tanto, en los
pacientes con EC parece adecuado reservar el MMF para los no respondedores, o que
no toleran AZA/6-MP y/o metotrexato (74).

En los pacientes con CU activa, parece eficaz en inducir la remision, asociado a
prednisolona (nivel de evidencia 2b, grado de recomendacion B), sin embargo, es mas
discutible para el mantenimiento de la remision (75).

Los efectos secundarios mas frecuentes son dosis dependientes e incluyen diarrea y

vomitos, que puede ser un problema para los pacientes con EII.

1.6.4. AGENTES BIOLOGICOS

Las terapias bioldgicas incluyen una serie de sustancias bioldgicas naturales, tales como
productos derivados de la sangre o microorganismos muertos, atenuados o vivos

(probidticos), péptidos recombinantes o proteinas (hormonas del crecimiento,
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eritropoyetina), anticuerpos monoclonales contra sustancias inflamatorias (TNF, a 4
integrinas...) y acidos nucleicos (oligonucledtidos antisentido).

Actualmente disponemos de varios agentes biologicos que antagonizan directamente el
TNF-a y se han utilizado ampliamente para el tratamietno de diferentes afecciones
reumatoldgicas, como la artritis reumatoide, la psoriasis y artritis psoridsica y la
espondilitis anquilosante: Infliximab, adalimumab, certolizumab pegol y etanercept,
aunque solo el infliximab y el adalimumab son eficaces en la EII.

El Infliximab es un anticuerpo monoclonal antiTNFa de clase IgG1 quimérico, el 25%
de la molécula es murino y el 75% restante es una molécula humana IgG1 (76). El
Adalimumab es un anticuerpo monoclonal antiTNFa IgG1 estructuralmente identico a
los anticuerpos humanos, lo que reduce la posibilidad de desarrollar respuesta inmune
(77).

Los anticuerpos anti-TNF-a actian uniéndose tanto a la forma soluble como
transmembrana del TNF-a, inhibiendo su efecto proinflamatorio inmediato y la
produccion de otros mediadores proinflamatorios. Como consecuencia del bloqueo del
TNF-o se produce wuna disminucion de otras citocinas proinflamatorias,
fundamentalmente IL-6, asi como la migracion de los leucocitos dentro del intestino
(78). Junto con la reduccion de citocinas proinflamatorias se produce una “up-
regulation” de las moléculas de adhesion endoteliales que reducen la migracion de
células inflamatorias a las areas de inflamacion y disminuye la produccion del factor
estimulador de las colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF) en las células T de
la mucosa intestinal, que puede inducir la apoptosis de las mismas (78).

El infliximab es eficaz en la induccion de la remision en la EC luminal activa de patron
inflamatorio en pacientes con enfermedad grave corticorrefractaria y en la EC

corticodependiente ante fracaso o contrindicacion de tratameitno inmunosupresor (nivel
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de evidencia 1b, grado de recomendacion A) (79). Tambien es eficaz en el
mantenimiento de la remision a largo plazo en los pacientes con EC luminal activa que
responden a la pauta de induccion, adminsitrado cada 8 semanas (nivel de evidencia 1b,
grado de recomendacion A) (79). Induce la remision y previene la recidiva en pacientes
con EC fistulizante, con fistulas perianales o enterocutaneas (nivel de evidencia 1b,
grado de recomendacion A) (80).

El infliximab induce la remision en pacientes con CU activa, corticodependientes o
corticorresistentes, facilita la curacion mucosa y previene la recidiva (nivel de evidencia
1b, grado de recomendacion A) (81).

El adalimumab es eficaz en la inducion de la remision en pacientes con EC luminal
activa (nivel de evidencia 1b, grado de recomendacion A) (82), asi como en pacientes
con EC que han perdido la respuesta al Infliximab o han sido intolerantes a éste (nivel
de evidencia 1b, grado de recomendacién A; nivel de evidencia 2b, grado de
recomendacion B) (83).

Los efectos secundarios del infliximab estan en relacién con reacciones alérgicas
durante la infusion (cefalea, nduseas, rash cutaneo y urticaria), también disnea y dolor
toracico; se ha sugerido que estas reacciones podrian estar en relacion con la formacion
de anticuerpos anti-infliximab (ATI); las complicaciones infecciosas son relativamente
frecuentes, pero la mayoria son banales; alrededor del 7% tiene infeciones graves (84).
Tambien se han descrito anticuerpos anti-adalimumab (HAHA), asi como
complicaciones infecciosas, pero el riesgo mas importante para tener una complicacion

infecciosa grave es el uso concomitante con corticoides (85).
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1.6.5. AFERESIS

Existen todavia datos insuficientes en cuanto a su eficacia real en el tratameitno de la
CU; su principal virtud reside en un perfil de seguridad dificilmente mejorable, con una
incidencia de muy escasos fectos adversos atribuible a la técnica, lo que la convierte en
una alternativa terapéutica muy atractiva para pacientes pedidtricos o pacientesw
intolerantes a multiples farmacos. Un consenso espafiol establecio la
corticodependencia y el fracaso o intolerancia al tratamietno convencional
(especialmente relacionado a esteroides e inmunosupresores), como sus principales

indicaciones en la CU (86).
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1.7. FISIOPATOLOGIA DE LA EII

La EII es una patologia de etiologia desconocida. El modelo méas aceptado postula que
factores ambientales inciden sobre individuos con predisposicion genética para poner en

marcha una respuesta inmune descontrolada que origina el desarrollo de la enfermedad.
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Fig. 1. Fisiopatologia de la EII
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1.7.1. FACTORES AMBIENTALES.

1.7.1.1. DIETA

Se ha intentado implicar diversos tipos de alimentacion en la patogenia de la
enfermedad. Varios estudios describen una menor incidencia de lactancia materna (87,
88) y un menor consumo de fibra, frutas, verduras y zumos de frutas en pacientes con
EIl (89, 90). También se ha descrito especialmente en la enfermedad de Crohn un
mayor consumo de azlcares y de productos con altas cantidades de carbohidratos
refinados, asi como de grasas hidrogenadas como la margarina (89, 91-95).

A pesar de que muchos alimentos y componentes alimenticios han sido barajados como
factores etioldgicos, todavia no hay datos definitivos que apoyen a la dieta como causa
de estas enfermedades. Sin embargo estan surgiendo evidencias de que la terapia

nutricional es efectiva en el tratamiento especialmente de la enfermedad de Crohn (96).

1.7.1.2. FACTORES MICROBIANOS

En el transcurso de los afios, una larga lista de agentes microbianos ha sido implicada en
la patogenia tanto de la EC como de la CU. En ella se incluyen bacterias,
mycobacterias, hongos, virus y la flora intestinal normal. La existencia de un aumento
de la reactividad antibacteriana en pacientes con EII se sabe desde hace décadas, pero
solo recientemente se ha interpretado como un reflejo de la exposicion cronica del
sistema inmune del enfermo a los antigenos bacterianos, como consecuencia de la

inflamacidn intestinal.
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La teoria de un antigeno especifico como causante de la enfermedad no ha sido
demostrada nunca aunque se ha tratado de implicar a distintos microorganismos.
Durante cierto tiempo, se consider6 la posibilidad de que M. paratuberculosis fuera el
agente etioldgico especifico de la EC, pero los estudios inmunoldgicos y el fracaso de
ensayos clinicos con agentes antituberculosos sitia esta posibilidad como bastante
remota. Diversos virus, como el virus del sarampion, han sido también propuestos como
posibles candidatos a causar EC, pero todavia carecemos de una evidencia soélida de su
implicacion patogénica (97, 98).

En un estudio reciente, utilizando cultivos convencionales y nuevas técnicas de biologia
molecular, se ha investigado la flora asociada a la mucosa en biopsias de 305 pacientes
con EII y en 40 controles sin que se encontraran diferencias en las diferentes especies
aisladas (99).

Actualmente, el posible papel de los agentes microbianos en la patogenia de la EII se
centra en la flora intestinal normal. En condiciones normales, existe una interaccion
fisioldgica reciproca entre la flora entérica normal y el sistema inmune de la mucosa.
Durante una de las infecciones intestinales habituales, como la salmonelosis, se produce
una interaccion patoldgica entre una flora intestinal anormal y un sistema inmune de la
mucosa normal que responde de manera adecuada mediante un proceso inflamatorio
autolimitado. En la EII sin embargo, nos encontrariamos con una situacion en la que
una flora intestinal normal produce una respuesta inmune mucosa anormal en el
huésped, lo cual conduciria a un proceso patoldgico que se expresa como una
inflamacion cronica del tracto gastrointestinal.

Ademas, no todos los componentes de la flora intestinal son necesariamente patdégenos
en la EIl. Una clase de microorganismos denominados de forma colectiva como

probidticos mejoran en vez de inducir inflamacion (100).
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Diversas lineas de evidencia apuntan a ese papel central de la flora intestinal normal en
la patogenia de la EII, en especial de la EC. Estas son:

Las lesiones tienen lugar predominantemente en areas del intestino con la mayor

cantidad de bacterias (101)

- El efecto beneficioso de la derivacion del flujo fecal sobre la inflamacion
mucosa (102)

- El desarrollo de una inflamacién dependiente de bacterias en la reservoritis y la
EC (103)

- El beneficio terapéutico de los antibidticos y probidticos en la reservoritis y la
EC (104, 105)

- La pérdida de tolerancia a la flora bacteriana intestinal antéloga en los pacientes
con EII

- En modelos animales manipulados genéticamente es necesaria la existencia de

una flora bacteriana entérica normal para el desarrollo de enfermedad (106).

Enfermedad de Crohn Colitis ulcerosa
Mycobacterium paratuberculosis Escherichia coli
Mycobacterium kansasii Diplostreptococcus
Paramyxovirus Fusobacterium necrophorum
Listeria monocytogenes Shigella

Chlamydia Helicobacter hepaticus

RNA reovirus RNA virus

Pseudomonas maltopgilia

TABLA 1. Patogenos implicados en la etiologia de la EIT (107)
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1.7.1.3. TABACO

El factor de riesgo ambiental mejor caracterizado en la enfermedad inflamatoria
intestinal es el consumo de tabaco y en particular cigarrillos; su efecto parece
relacionado con la nicotina. Uno de los datos que mas llama la atencion es que su
influencia es diferente en la EC, donde es factor de riesgo, y en la CU, en la que tiene
un papel protector; este aspecto es una evidencia mas de que se trata de dos
enfermedades diferentes con diferencias anatomofisiologicas significativas (108).

Hasta el momento no se han podido descubrir los mecanismos precisos causantes del
efecto del tabaco sobre la EII, aunque se sabe que los fumadores tienen alteraciones
tanto de la inmunidad celular como en la humoral y producen mayor cantidad de
radicales libres (109). El efecto protector en la CU se relaciona con un efecto
restaurador de los valores de glucoproteinas del moco del colon que facilita los procesos
de reparacion y ayuda a mantener la integridad de la mucosa; sin embargo, en la EC el

tabaco actuaria potenciando procesos isquémicos focales (110).

1.7.1.3.1. Tabaco y colitis ulcerosa.

Practicamente existe unanimidad entre los estudios realizados en considerar que el
tabaco tiene efecto protector frente al desarrollo de CU y ademas se asocia a un curso
mas benigno de la enfermedad, tanto desde el punto de vista subjetivo de los pacientes
como desde la valoracion objetiva de las complicaciones de la CU, la menor necesidad
de tratamientos agresivos (esteroides, inmunosupresores), de ingresos hospitalarios y de
cirugia (111, 112); el dejar de fumar puede desencadenar un primer brote de CU

mientras que el consumo de tabaco protege frente a la CU activa y ayuda a mantener la
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remision. Lindberg encontrd un riesgo relativo a tener CU de 1 en los no fumadores, de
0.6 en los fumadores y de 2.5 en los ex-fumadores, alcanzando un riesgo relativo de 4.4
en los pacientes ex-fumadores de mas de 11 cigarrillos/dia (113)

Un aspecto interesante es la relacion entre el momento en que el paciente deja de fumar
y el desarrollo de colitis; Motley et al. En un estudio con 138 pacientes, encontraron que
107 (69.5%) desarrollaron colitis después de haber dejado de fumar, con un pico
maximo en el primer afio y un 52% en los primeros tres afos tras dejar de fumar (114).
En los nifios expuestos al humo del tabaco (fumadores pasivos), parece haber un efecto
de proteccion frente a la CU (115), sin embargo, los estudios terapéuticos con nicotina

oral o en parches, no han aportado los resultados beneficiosos esperados.

1.7.1.3.2. Tabaco y enfermedad de Crohn.

El consumo de tabaco en la EC es un factor de riesgo para padecer la enfermedad y
ademads influye en su curso clinico determinando un peor prondstico, ya que encuentra
un mayor riesgo en la recurrencia clinica (precisan dosis mayores de esteroides e
inmunosupresores, mas fistulas y mas abscesos) (116), endoscopica y quirurgica de los
enfermos fumadores, especialmente las mujeres.

El primer meta-analisis que demostrd la asociacion entre el tabaco y la EC fue realizado
por Calkins et al. En 1989, dejando patente que fumar incrementaba por 2 el riesgo de
padecer EC, siendo algo menor en los ex-fumadores, y ademads, en este colectivo
disminuia a medida que el periodo de abstinencia del tabaco aumentaba (117). En 1995
Reif et al. realizaron un estudio multicéntrico de casos-controles en 261 pacientes
israelies con EC (Azhkenazi y Sefardi) y no obtuvieron la esperada relacion entre el

consumo de tabaco y EC; esto nos hace reflexionar sobre la heterogeneidad de la EC y
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que la predisposicion genética (mas clara en la comunidad judia) a padecer EC esta por
encima de factores ambientales (118).

Otro aspecto importante es que el tabaco podria determinar el tipo de EII (fumadores-
EC, no fumadores-CU) incluso dentro de la misma familia. Lee et al. estudian a 67
familias, cada una con tres o mas familiares de primer grado con EII, y observaron un
importante grado de concordancia en el tipo de EIl (EC o CU), pero no mayor que la
esperada para la edad de diagnoéstico, localizacion, tipo de enfermedad o afectacion
transmural de la EC, pero si se observo una asociacion significativa entre fumar y EC y

no fumar y CU que se mantenia incluso en las familias con las dos enfermedades (119).

1.7.1.4. APENDICECTOMIA.

La fuerte asociacién inversa entre la apendicectomia y colitis ulcerosa ha sido
demostrada por varios estudios y su meta-analisis; los datos preliminares de estudios
realizados en modelos animales muestran una reduccion en el desarrollo de colitis
experimental después de realizar apendicectomia a edad temprana. Las alteraciones en
la respuesta inmune de la mucosa que conducen al desarrollo de apendicitis o bien
resultantes de la apendicectomia podrian afectar de manera negativa el mecanismo
patogénico de la colitis ulcerosa (120).

En la enfermedad de Crohn se ha encontrado una asociacién positiva con la
apendicectomia (121-123). Algunos autores piensan que las apendicectomias previas en
esta enfermedad, probablemente se debian a un falso diagnostico de una apendicitis en
un EC no diagnosticada (124); sin embargo, estudios recientes encuentran un

incremento en el riesgo a desarrollar enfermedad de Crohn en pacientes sometidos a
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apendicectomia. Esta asociacion se mantiene de manera constante hasta veinte afos

después de la apendicectomia, lo que sugiere mecanismos bioldgicos subyacentes (125).

1.7.1.5. AINES.

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) actGan bloqueando la via de la
ciclooxigenasa del metabolismo del 4cido araquidénico, por lo que interfieren en la
formacion de prostaglandinas y tromboxanos.

Se desconoce cual es el mecanismo de accion por el que los AINE interfieren en la
evolucion de la EII, aunque se les ha atribuido diversos efectos como inflamacion de la
mucosa intestinal, provocar cuadros de obstruccion intestinal, perforacion y hemorragia.
La lesion de la mucosa intestinal puede ser secundaria a la reduccion de prostaglandinas
enddgenas provocadas por la inhibicion de la ciclooxigenasa por el consumo de AINE.
Otro posible mecanismo lesivo de los AINE consiste en la disminucién de moléculas
transportadoras de alta energia, como el ATP, y en el aumento de la permeabilidad
intestinal, con lo que facilitan la captacion de macromoléculas lesivas que desencadenan
una respuesta inmunologica y reacciones inflamatorias locales en la mucosa del
intestino (126).

Con los datos de que disponemos hasta el momento podemos decir que los AINE
suponen un factor de empeoramiento de la EIl, pudiendo desencadenar brotes en los
pacientes en fase de remision y aumentar la gravedad de los enfermos con actividad
clinica. Por otra parte, los AINE son capaces de provocar entre sus efectos secundarios
un cuadro intestinal que imita a la EII, fundamentalmente a la EC tanto en sus

manifestaciones clinicas como histologicas (127).



60

1.7.1.6. ANTICONCEPTIVOS ORALES.

El uso de los anticonceptivos orales (ACO) es mas controvertido. En el estudio de
Timmer y col (128) se demuestra que el uso de anticonceptivos orales se asocia con un
incremento del riesgo de recidiva en los pacientes con EC, sin embargo, el estudio de
Cosnes (129) concluye que no tienen efecto en el grado de actividad de la EC, y en el
meta-analisis de Godet (130), que analiza 15 estudios, concluye que el uso de
anticonceptivos se asocia con un muy discreto riesgo de desarrollar tanto EC como CU.
Las conclusiones de este meta-analisis fueron confirmadas en un estudio de casos-
controles realizado en Italia (88), donde observan un mayor riesgo de padecer EC en las
mujeres que habian consumido anticonceptivos orales durante al menos un mes.

En un estudio realizado en Aragén (131) se ha observado que fumar, la historia familiar
previa y el uso de anticonceptivos orales parecian ser factores de riesgo para desarrollar
EC. En el estudio caso-control aleatorizado de Boyko et al. (132) que empareja a los
casos por edades, evaltan los efectos del uso de ACO en CU y el riesgo en la EC. Las
mujeres que utilizan ACO los meses antes del brote de la enfermedad presentan un
riesgo aumentado para ambas enfermedades; las que lo habian tomado durante mas de
seis afios tenian el riesgo mas alto de padecer EC, sin que el tiempo de duracion se
asocie con un aumento de riesgo para CU. El riesgo para CU tiende a ser mas alto entre
las consumidoras de estrogenos a dosis altas, mientras que el riesgo para la EC fue
independiente de la dosis de estrogenos.

Podemos decir por tanto, que la asociacion entre la toma de ACO y la EII es débil y en
caso de existir seria con la EC y no con la CU; ademas, se pone en duda que los ACO

influyan en la evolucién de la enfermedad y en el nimero de recaidas (133).
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1.7.2. FACTORES INMUNOLOGICOS

La mucosa del intestino representa el area mas amplia de contacto con antigenos
externos del organismo, derivados de la flora microbiana intestinal e introducidos con la
dieta. Esta estimulacién antigénica masiva da lugar a una infiltracion extensa de la
mucosa intestinal por células mononucleadas que desarrollan un estado de inflamacion
fisiologica. Esta infiltracion inmunologica controlada esta dirigida de forma precisa y es
capaz de discriminar entre los antigenos inofensivos y los dafiinos. Para cumplir esta
tarea la mucosa del intestino ha desarrollado un sistema inmune de la mucosa altamente
organizado, que constituye el tejido linfoide asociado al intestino (TLAI). El1 TLAI se
compone por un elevado niimero de células mieloides y linfoides dispersas a lo largo de
la mucosa intestinal o agrupadas en forma de los foliculos linfoides (FL) en el colon y
las placas de Peyer (PP) en el intestino delgado.

En condiciones fisioldgicas, los antigenos de la luz intestinal son constantemente
valorados por células presentadoras de antigenos (CPA) especializadas, representadas
por las células dendriticas. Estas células reciben los antigenos procedentes de las células
M (células epiteliales especializadas), a través de un proceso de transcitosis y los
presentan asociados al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) a las células T
que, en condiciones normales, generan una respuesta de tolerancia hacia estos
antigenos. Este sistema de presentacion de antigenos es altamente eficaz para
discriminar entre antigenos nocivos o inofensivos. La tolerancia inmunologica puede
dar lugar, en caso de una infeccion por patdogenos, a una respuesta inmune
confeccionada adecuadamente para proteger al huésped de potenciales dafios letales.

En la EII, la compleja cascada de eventos que dan lugar a la tolerancia esta danada y

acaba generando una respuesta inmune anormal hacia antigenos normalmente tolerados.
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La integridad de la barrera epitelial representa un factor importante que puede contribuir
de forma potencial al inicio o mantenimiento de un proceso inflamatorio (134).

El sistema inmune se puede dividir en dos ramas: inmunidad innata e inmunidad
adquirida. La inmunidad innata representa una forma de inmunidad antigua conservada
por la evolucion, que actia reconociendo patrones moleculares conservados asociados a
patogenos (PAMP) y a través de ellos, las células especializadas (células dendriticas,
macrofagos, células epiteliales) proporcionan una primera linea de defensa contra los
patogenos invasores. La inmunidad adaptativa proporciona una respuesta inmune mas

especifica e intensa contra los patogenos invasores (134).

1.7.2.1. DEFECTOS EN LA BARRERA INTESTINAL.

En condiciones normales la luz intestinal contiene una cantidad extraordinaria de
especies bacterianas, la mayoria implicadas en procesos necesarios para la absorcion de
nutrientes por el huésped. Sin embargo, los antigenos potencialmente capaces de
provocar una respuesta inmune, bien introducidos con la dieta o procedentes de alguna
especie de patogenos que normalmente existen en el intestino sin causar enfermedad
clinicamente evidente, se mantienen aislados del sistema inmune de la mucosa a través
de una barrera eficaz que impide que dichos antigenos entren en contacto con las células
inmunologicas reactivas (135).

Entre los elementos que constituyen esta barrera altamente dindmica tenemos la capa
epitelial intestinal continua, el moco superficial producido por células especializadas
(células Globex) intercaladas entre las células epiteliales, el flujo fecal mantenido por
un peristaltismo activo y la secrecion de factores protectores del huésped; una alteracion

en cualquiera de estos elementos puede participar en la patogenia de la EIL. (134).
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1.7.2.2. RESPUESTA INMUNE INNATA.

Hasta hace pocos afios el foco de interés principal habia sido la respuesta inmune
adaptativa y los mediadores del dafio tisular. Sin embargo, estudios mas recientes
apoyan la idea de que si bien el papel de la inmunidad adaptativa es fundamental en la
amplificacion y cronificacion del fendémeno inflamatorio, lo que pone en marcha todo el
mecanismo podria tener mas que ver con una disfuncioén de la respuesta inmune innata
(136).

Charles Janeway Jr. fue el primero en formular la idea de que la respuesta inmune
innata depende de la existencia de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs)
capaces de detectar motivos microbianos denominados patrones moleculares asociados
a patogenos (PAMPs) (137).

Miembros de dos familias de PRRs, los receptores Toll-like (TLR) (138), como TLR2 y
TLR4, y las proteinas con dominio de unién a nucle6tidos-.oligomerizacion (NODs)
(139, 140), sobre todo NOD2, han demostrado ser especialmente importantes en la
homeostasis de la mucosa y la flora comensal intestinal (141, 142). Estas proteinas se
expresan de forma constitutiva o inducida a lo largo del tracto gastrointestinal por
multiples tipos celulares (células epiteliales; macrofagos y dendriticas de la lamina
propia; y miofibroblastos, células endoteliales y adipocitos de la submucosa) y parecen
existir interacciones reciprocas en sus vias de sefalizacion (143, 144), si bien existen
datos contradictorios (145, 146). Estas moléculas actuan mediante la induccion de la
secrecion de determinadas citoquinas y quemoquinas y vias efectoras antimicrobianas
(revisado por Cario (142) y Mueller y Podolsky (141)). Asi, cuando inciden factores
desencadenantes ambientales y/o genéticos, se produciria una disfunciéon de estos

receptores y el desarrollo de la enfermedad.
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Fig. 2. Mecanismo de respuesta a microorganismos: las células utilizan dos sistemas
para responder a microorganismos, los receptores intracelulares NOD2 y los TLR que
estan en la superficie celular y que sirven para reconocer productos bacterianos; ambos
transmiten sefiales que activan el factor de transcripcion NFxB, inicidndose diversos

mecanismos que protegen al organismo de los patdgenos que se han detectado.

pemm
e H
P
- r Expresidon de genss

proirflamatarios

f — R T [citoguinas,

o s quemoquinas, ete...]
Sitio de union xB
{ Nucleo

Fig. 3. Respuesta inmune intestinal normal



65

Por otro lado, la sefalizacion mediante TLR y NOD, particularmente en células
dendriticas, parece controlar el tipo de respuesta inmune adaptativa subsiguiente (146,
147), por lo que podrian intervenir en el disbalance Th1/Th2 que se ha observado en la
EIL

Un dato clave a favor de la importancia de la respuesta innata en la patogénesis de la EII
viene dado por la identificacion de una importante asociacion de mutaciones en
CARD15 (gen que codifica NOD?2), con la susceptibilidad y forma de presentacion de la
EC (ver mas adelante). Se ha observado una produccion disminuida de defensinas, una
familia de proteinas bactericidas producidas fundamentalmente por la célula de Paneth
del epitelio, en pacientes de Crohn portadores de estas mutaciones asi como en ratones
deficientes para CARD15 (146). Estos hallazgos estarian en linea con una hipotesis
anteriormente planteada de que la EC podria tratarse de una inmunodeficiencia (148).
Asimismo se han comunicado asociaciones de polimorfismos en TLR asociados a EII,

si bien estas no son tan consistentes como la anteriormente mencionada.

1.7.2.3. RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA.

Numerosas evidencias sostienen la idea de que la respuesta inmune adaptativa y mas
concretamente, las células T juegan un papel importante en el desarrollo de la EIl. En
modelos experimentales se ha demostrado que el proceso inflamatorio puede estar
condicionado por un exceso de funciéon T efectora o por una deficiente funcion T
reguladora (100).

Existe un consenso razonable en cuanto a que la mucosa de pacientes con EC

establecida estd dominada por linfocitos CD4+ con fenotipo Thl, caracterizados por la
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produccion de IFN-y e IL-2 (112). La IL-12 y la IL-18 parecen las citoquinas
principalmente responsables de la polarizacion a Thl, si bien la IL-21 puede ser
también importante (revisado por Gordon et al. (150)). Por el contrario, en la CU, la
mucosa estaria dominada por linfocitos CD4+ con fenotipo Th2, si bien algo atipico,
caracterizado por la produccion de TGF-p e IL-5, pero no IL-4 (149). Investigaciones
mas recientes apuntan a la IL-13 secretadas por células NK T no clasicas como posible
responsable del dafo epitelial en la CU (151).

Recientemente se ha descrito una tercera poblacion de linfocitos T cooperadores
(Helper) denominada TH17 (porque produce entre otras citoquinas IL-17 (en sus
isoformas IL-17A e IL17F) que interviene tanto en la homeostasis intestinal y en el
control de infecciones bacterianas y fungicas como en la inmunopatologia de la
enfermedad inflamatoria intestinal (152) promoviendo a través de la IL17 : a) La
migracion , expansion y funcion de los polimorfos nucleares neutrofilos b) La
maduracion de las células dendriticas, la estimulacion de las células T durante su primer
contacto antigénico c) La produccion de mediadores inflamatorios como la IL-1, IL-6,
IL-8, TNF, GM-CSF, NOS2, prostanglandina E2, metaloproteasas y quimiocinas por
parte de diferentes tipos celulares como los fibroblastos, las células endoteliales, los
macrofagos y las propias células epiteliales de la mucosa intestinal (153). Los linfocitos
TH17 a su vez son capaces de producir otras citoquinas como la IL-16, IL-21, IL-26 y
la quimiocinas CCL20 que son también proinflamatorias. En determinadas
circunstancias los linfocitos TH17 pueden producir citoquinas antiinflamatorias como
la IL-10 y la IL-22. La diferenciacion a linfocitos TH17 esta condicionada por la IL-23
en presencia de 11-6 y TGF-f (154).

En cuanto a un posible déficit de mecanismos reguladores, se ha apuntado que la

inflamacion mucosa puede ser resultado de una pérdida de la tolerancia de células T a la
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microflora, o de la disfuncion de alguno de los compartimentos de células T reguladoras
(CD4+CD25+, Trl, CD8 supresoras) que se han visto podrian participar en la
homeostasis de la mucosa (100, 155-158).

Por otro lado, la apoptosis de las células T de la lamina propia parece ser critica en la
modulacion de la respuesta inmune mucosa y en la eliminacion de los clones reactivos,
por lo que defectos de apoptosis pueden ser claves para la acumulacion inapropiada de
células T y la perpetuacion de la inflamacion cronica de la mucosa en la EII (159, 160).
De hecho, el mecanismo por el cual el infliximab, la sulfasalazina y la azatioprina
ejercen su accion beneficiosa consiste, en gran parte, en la inducciéon de muerte de
células T activadas de la lamina propia (159). Sin embargo, dos estudios recientes
ponen de manifiesto que existen diferencias importantes en la deficiente regulacion de
la apoptosis en la CU y la EC y que es el factor patogénico mas importante en ésta (161,
162).

Se ha propuesto un esquema inmunopatogénico donde juega un papel central la IL-23.
En condiciones basales existe un equilibrio entre las células Treg y las poblaciones TH1
y TH17. Las células Treg FOXP3+ a través de la produccion de TGF- e IL10
mantienen bajo control a las subpoblaciones TH1 y TH17. Los linfocitos TH17 bajo la
accion de dosis moderadas de IL-23 producen niveles homeostaticos de 1L-17 e 1L.-22
que promueven la regeneracion epitelial y estabilizan a las células epiteliales
intestinales que producen mucinas y péptidos antimicrobianos (163). (Fig 4). Cuando
por causa desconocida se produce un dafio tisular en la barrera intestinal y aumenta su
permeabilidad para gérmenes de la flora saprofita, se estimula la produccion de IL-23
por las células dendriticas proximas al epitelio. El aumento en la concentracion de 1L-23
en la l[dmina propia intestinal condiciona el bloqueo de las células Treg que condiciona

la expansion de la subpoblacion linfocitaria THI con producciéon de INF-y y de la
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subpoblacion TH17. La subpoblaciéon TH17 también es expandida directamente por la
accion de la IL-23 e inducida a producir mayor porcentaje de citoquinas
proinflamatorias que alteran de forma considerable la reparacion de las células
epiteliales intestinales con lo que se perpetua el proceso (164) (Fig 5). En este contexto
es de gran interés el dato reciente de que determinados polimorfismos del receptor para

la IL-23 (IL-23R) se asocian a la enfermedad de EC y ala CU.
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1.7.2.4. MEDIADORES DEL DANO INTESTINAL.

La activacion de las células centrales del sistema inmune se acompana de la producciéon
de una amplia variedad de mediadores no-especificos del dafo y cicatrizacion de la
mucosa. Estos incluyen una amplia diversidad de citoquinas y factores de crecimiento,
asi como leucotrienos y prostaglandinas y 6xido nitrico (97).

Otros factores posteriormente identificados con un importante papel en el dafio tisular y
la cicatrizacion en el intestino son las metaloproteinasas de la matriz (MMPs),
endopeptidasas neutras, las cuales pueden degradar todos los componentes de la matriz
extracelular. Varios componentes de esta familia (MMP-1, -13, -2, -9, -3, -10, -7 y -12)
se han visto sobreexpresadas en tejidos de EII por diversas técnicas (150, 165).
Investigaciones mas recientes en estas vias finales de dafio o lesion tisular, estdn
identificando otros mediadores y vias de sefializacién que podrian resultar valiosas
dianas terapéuticas en EII (150). De ellas destaca, PAR-1 (receptor activado por
proteinasa-1) que aumenta la permeabilidad intestinal e induce citoquinas Thl,
expresion de COX-2 y sintesis de PGE2 y se encuentra sobreexpresado en colon de
pacientes de EII; de acuerdo con estos datos, antagonistas de PAR-1 disminuyen la

inflamacion en diversos modelos experimentales de colitis (166).
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1.7.3. FACTORES GENETICOS.

1.7.3.1 EPIDEMIOLOGIA GENETICA DE LA EII

Los datos epidemiologicos sugieren varias lineas de evidencia a favor de la contribucion
de factores genéticos a la fisiopatologia de la EII. Estos datos incluyen las diferencias
étnicas y raciales en la prevalencia de la enfermedad, la agregacion familiar y los
estudios con gemelos y por asociacion con otros sindromes genéticos reconocidos
(sindrome de Hermansky-Pudlak, glucogenosis tipo 1b, sindrome de Turner, Wiskott-

Aldrich) (167).

1.7.3.1.1. Estudios étnicos y raciales.

Los estudios epidemioldgicos muestran que la incidencia y la prevalencia de estas
enfermedades varian dependiendo de la localizacion geografica y en funcion de factores
étnicos y raciales, con un incremento en la incidencia de la enfermedad de Crohn en las
ultimas tres décadas al menos en los paises occidentales.

Entre los grupos étnicos, los judios de los Estados Unidos tienen el mayor riesgo de
desarrollar EIl comparado con los no judios caucasicos, con una incidencia 2-4 veces
superior y una prevalencia 2-9 veces mayor. El incremento del riesgo de EII en los
judios askenazis se ha comprobado en diferentes periodos de tiempo, asi como en
diferentes areas geograficas, lo que podria sugerir que los factores genéticos
desempefian un papel mas importante en el riesgo a desarrollar EII en la poblacion

judia.
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1.7.3.1.2. Estudios familiares.

En estudios poblacionales aproximadamente un 5-10% de los pacientes con EII
presentan una historia familiar positiva, indicando que el mayor factor de riesgo para
desarrollar EII es el hecho de tener un familiar afecto con la enfermedad (168); el riesgo
es alrededor del 10% para familiares de primer grado (169). Es interesante que si uno de
los padres padece la EC, hay un riesgo mayor de tener una hija con EII (12.6%) en
comparacion con el 7.9% de tener un hijo con EII (170); ello apunta a que un factor de
predisposicion puede encontrarse en el cromosoma X, como se ha comunicado en
estudios con técnicas de rastreo del genoma humano (171)

El riesgo relativo estimado mediante estudios de cohorte y casos-control es de 10 para
los parientes de un paciente con colitis ulcerosa y de 14 para los parientes de un
paciente con enfermedad de Crohn.

Se ha descrito que hasta el 75% de las familias con afectacion multiple son
concordantes para el tipo de enfermedad mientras que el 25% son mixtas (un miembro

con EC y otro con CU) (167).

1.7.3.1.3. Estudios con gemelos.

La tasa de concordancia para enfermedad de Crohn es del 42 al 58% en gemelos
monocigotos, mientras que entre gemelos dicigotos no difieren significativamente a las
observadas entre otros hermanos. En la colitis ulcerosa las tasas de concordancia se han
establecido entre 6-17% para gemelos monocigotos y un 0-5% para los gemelos

dicigotos. La concordancia es significativamente inferior al 100% entre gemelos
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monocigotos lo que indica una penetrancia reducida para el genotipo de EII, ademas de

factores no genéticos como por ejemplo factores ambientales (167).

1.7.3.1.4. Diferencias entre estudios esporadicos y familiares.

Probablemente la observacion mas consistente en varios estudios es la menor edad al
debut de la enfermedad en los casos familiares comparado con los esporadicos.

Para la EC la edad media al diagnéstico de los casos familiares es de aproximadamente
22 afios, comparado con 27 afos en los casos esporadicos. De forma similar en
pacientes con colitis ulcerosa la edad al diagnostico en los casos familiares y
esporadicos fue de 23.3 y 28.6 afos respectivamente (167, 172).

Otro hallazgo interesante cuando se comparan los casos esporadicos y familiares es la
relativa preponderancia del sexo femenino entre los casos familiares. La relacion
femenino/masculino fue de entre 1.23 y 1.68/1 en los casos familiares de EC y de 1.3 a

1.1.5/1 enla CU (119, 167, 173).

1.7.3.2. IDENTIFICACION DE FACTORES GENETICOS.

La identificacion de regiones cromosdmicas y genes de susceptibilidad asociados a EII
ha supuesto la confirmacion definitiva de la existencia de un importante componente
genético en estos procesos. Sin embargo, se ha hecho evidente que la EIl no sigue
patrones de herencia mendelianos, sino que se ajusta a un modelo genético complejo
segun el cual interaccionan muchos factores de riesgo genético, cada uno con una

contribucion individual modesta (174). No existe una variante genética necesaria ni
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suficiente para que se desarrolle la enfermedad. Ademas, ocurre que factores de
susceptibilidad en diferentes genes pueden dar lugar a una misma enfermedad en
diferentes individuos, lo que se conoce como heterogeneidad genética (167).

Con la intencidon de reducir esta heterogeneidad, se intenta estudiar poblaciones
homogéneas (judios askenazis, finlandeses...) o se investigan subgrupos con
caracteristicas étnicas o geograficas comunes.

Dos sistematicas de trabajo complementarias se han empleado en la busqueda de genes
implicados en la susceptibilidad a EII: el clonado posicional, basado en estudios de
ligamiento, y la evaluacién de genes candidatos, basado en estudios de asociacion
(estudios de casos y controles) (175). Sin embargo, en los ltimos afos la estrategia que
estd resultando maés exitosa en la identificacion de genes de riesgo en la EII son los

estudios de rastreo sistematicos del genoma (genome wide scan studies -GWAS).

1.7.3.2.1. Clonado posicional.

En este tipo de estudios se trabaja sin hipotesis previa de los genes que podrian
intervenir y se rastrea la totalidad del genoma. Se basa en andlisis estadisticos, tales
como el andlisis de ligamiento en familias con mas de un miembro afecto. En una
primera fase se evallia el parecido entre miembros afectos, para un gran niimero de
marcadores altamente polimorficos (microsatélites) diseminados de forma uniforme a lo
largo del genoma (genome wide scan). Si se detecta un “exceso de parecido”, la region
donde se localiza el o los marcadores es estudiada con mayor profundidad. Para aceptar
que una region se encuentra asociada a enfermedad, el nivel de significacién ha de ser
muy alto o el hallazgo ha de reproducirse en posteriores estudios de replicacion

dirigidos a explorar marcadores de esa regién en otros grupos de familias. Al no
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sustentarse en una hipdtesis previa, este método es capaz de detectar genes de
susceptibilidad a priori no sospechados e incluso encontrar genes desconocidos. Ha sido
muy util para identificar genes en enfermedades con patrones de herencia mendelianos.
Su principal inconveniente es la falta de potencia a causa del gran nimero de

marcadores genéticos que se evaluan.

1.7.3.2.2. Evaluacion de genes candidatos: estudios de asociacion.

Por genes candidatos se entiende aquellos que intervienen en alguna de las vias
fisiopatologicas de la enfermedad o de enfermedades relacionadas o que se han
demostrado importantes en modelos experimentales. Son genes candidatos de especial
interés aquellos que, ademds, mapean dentro o proximos a regiones que contienen loci
de susceptibilidad identificados por los estudios de ligamiento. Su posible implicacion
en la enfermedad se analiza mediante estudios de asociacion, generalmente del tipo
casos-control, donde se comparan las frecuencias alélicas en pacientes afectos de la
enfermedad con las obtenidas en un conjunto de controles. Muchos autores consideran
que los estudios de asociacidon constituyen el mejor método para identificar variantes
genéticas en relacion a enfermedades complejas (176), ya que su potencia para detectar
factores con una contribuciéon modesta al desarrollo de la enfermedad es superior a los

estudios de ligamiento (177).

1.7.3.2.3. Identificacion de genes candidatos mediante rastreos sistematicos del
genoma (GWAS).
Ademas de la estrategia basada en estudios de asociacion, una de las aproximaciones

comunmente utilizadas en el estudio de las bases genéticas de enfermedades complejas
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es la realizacion de rastreos sistematicos del genoma (genome-wide association studies,
GWADS). En este tipo de estrategia se analizan un denso niimero de variantes genéticas
(desde 500.000 hasta 1 millén) consistentes en el cambio de un nucledtido (SNPs)
distribuidos a lo largo de todo el genoma humano con el objeto de observar si existen
diferencias entre pacientes con una enfermedad determinada y controles sanos (178,
179). La aparicion de diferencias estadisticamente significativas entre pacientes y
controles indica que la region del genoma donde se encuentra el SNP contiene un
marcador genético asociado con la enfermedad en cuestion. El desarrollo de esta
tecnologia ha sido posible gracias a la gran evolucion que han experimentado las
técnicas de genotipado que ha permitido la aparicion de lo que hoy conocemos como
“técnicas de genotipado a gran escala” (180, 181). Por otra parte también ha sido
fundamental el avance en la caracterizacion de la variabilidad genética humana (se han
localizado e identificado alrededor de 15 millones SNPs en el genoma humano

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) y en el conocimiento de la organizacion del

genoma humano en bloques de desequilbrio de ligamiento (LD) (grupos de SNPs que se
heredan juntos con una probabilidad mucho mayor de la que lo haria por azar,

www.hapmap.org ) (182, 183). Ademas de analizar al mismo tiempo un elevadisimo

numero de genes, otra de las ventajas de los GWAS es la de partir de una “hipdtesis
libre”, es decir, se analizan un elevado numero de genes sin considerar a priori su
funcion o localizacion lo cual evita el sesgo de seleccion del gen y permite identificar
nuevas vias implicadas en la patogénesis de la enfermedad que con otro tipo de
estrategias pasarian desapercibidas (179). Asi, los GWAS se han convertido en una
herramienta muy poderosa para la identificacion de regiones de susceptibilidad
asociadas con enfermedades complejas. Un evidente reflejo de ello es el amplio numero

de trabajos de este tipo que se han publicado recientemente y que han dado como fruto
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la caracterizacién de numerosas regiones cromosomicas asociadas con la enfermedad
inflamatoria intestinal, y otras enfermedades autoinmunes, aportando datos muy

novedosos al conocimiento del componente genético de estas patologias (184, 185).

1.7.3.3. LOCI DE SUSCEPTIBILIDAD A EII.

Desde el estudio de Hugot et al, publicado en 1996 (186), datos de ligamiento de unos
10 rastreos gendmicos realizados por grupos independientes junto con muchos otros
estudios de replicacion (referenciados en Newman y Siminovitch (187) han delineado al

menos nueve loci de susceptibilidad a EIl (IBD1-IBD9) (Tabla 3).

Locus de Posicion en el | Gen Enfermedad a la
Susceptibilidad | Cromosoma Que se asocia
IBD1 16q12 CARDI15 EC

IBD2 12q14 Desconocido | CU

IBD3 6p Desconocido | EII

IBD4 14q11-ql12 Desconocido | EC

IBD5 5q31-33 SLC22A4/A5 | EC

IBD6 19p13 Desconocido | EIl

IBD7 1p36 Desconocido | EIl

IBD8 16p12 Desconocido | EC

IBD9 3p26 Desconocido | EII

inflamatoria intestinal.

TABLA 3. Localizacion de los distintos loci de susceptibilidad para la enfermedad
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Algunos de ellos se relacionan con EII, mientras que otros son especificos del fenotipo
EC o CU. Siete de estos loci, los localizados en los cromosomas 1 (IBD7), 5 (IBDS), 6
(IBD3), 12 (IBD2), 14 (IBD4), 16 (IBD1) y 19 (IBD6) se consideran importantes por su
alta significacion estadistica o su replicacion en varios estudios. Cada una de estas
regiones cromosomicas son extensas y contienen potencialmente varios centenares de

genes candidatos (167):

IBD1: localizado en la region pericentromérica del cromosoma 16 (16ql12), fue
identificado por primera vez por Hugot en 1996 como un locus de susceptibilidad para
enfermedad de Crohn y este hallazgo ha sido posteriormente replicado en numerosos
estudios (186,188-191). La evidencia definitiva de ligamiento de IBD1 se establecid en
un amplio estudio internacional que incluyd 613 familias (192), y la evidencia de
ligamiento se encuentra sustancialmente justificada por la asociacién de variantes del
gen CARDI15/NOD2 con la EC. Sin embargo, conviene reseiar que al menos dos
grupos independientes, uno italiano (193, 194) y otro britanico (195), han encontrado
ligamiento de este locus también con colitis ulcerosa. Ademds, un estudio de
polimorfismo de microsatélites de esta region ha reportado la asociaciéon de

determinados haplotipos con EC y también con CU (196).

IBD2: se localiza en el cromosoma 12 (12q14). La evidencia de ligamiento es mayor en
colitis ulcerosa. Varios genes posibles candidatos cerca del locus IBD2 han sido
investigados con resultados negativos o poco concluyentes, incluyendo la familia de las
integrinas B*7 (197), la proteina de resistencia natural asociada a macrofagos (198) y el

gen STAT6 (199-201).
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IBD3: localizado en el cromosoma 6p comprende el complejo mayor de
histocompatibilidad y otras muchas moléculas inmunologicamente importantes. Ha sido
implicado de manera consistente en varios estudios de ligamiento tanto con enfermedad
de Crohn como con colitis ulcerosa (191, 201, 203). La contribucion relativa estimada
mediante estudios epidemiologicos y de ligamiento de la regiéon HLA al riesgo genético
total es del 64% al 100% en colitis ulcerosa y del 10% al 33% en enfermedad de Crohn
(204-206). Mientras que los datos con respecto a la asociacion de IBD con alelos HLA
especificos son complejos y a menudo discordantes entre diferentes estudios, existe un
consenso de que los alelos relevantes parecen diferir entre grupos étnicos e influencia
mas significativamente la expresion fenotipica que la susceptibilidad (207).

Polimorfismos en otros genes del MHC, tales como TNF e IKBL han sido implicados

en IBD (208, 209) pero su papel en la enfermedad es incierto.

IBDS5: Varios estudios de rastreo identificaron un locus ligado a enfermedad de Crohn
en el cromosoma 5, region 5q31 (203, 210), se trata de un segmento de 250 kb definido
por un haplotipo basado en 11 polimorfismos dispersos a lo largo del mismo (211). La
asociacion de EC con este haplotipo de riesgo 5q31 se ha replicado en otras poblaciones
caucasicas peo no en poblacion japonesa (195, 212-215). Esta region contiene un
nimero importante de citoquinas inmunorreguladoras que pueden ser importantes genes
candidatos en la fisiopatologia de la EC: interleuquinas 3, 4, 5 y 14, asi como otros
genes potencialmente candidatos como el CSF-2 y el IRF-1.

Muy recientemente se han identificado dos variantes dentro de los genes SLC22A4 y
SLC22A5 que componen un haplotipo bialélico altamente asociado con EC (216). Estos

genes mapean en el centro de la region 5q31 y codifican los transportadores de
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membrana OCTNI1 y OCTN2, respectivamente, que median el transporte bidireccional
de carnitina y cationes organicos. El haplotipo formado por estos polimorfismos,
aunque acontece con mayor frecuencia en el haplotipo de riesgo 5q31 antes
mencionado, parece ser independiente del mismo y se postulan como variantes
causantes de enfermedad (216). Por otro lado, los polimorfismos de SLC22A4/AS5
interaccionan con variantes de CARDI15 produciendo un incremento del riesgo de

padecer EC (217).
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Fig. 6. Areas de ligamiento a enfermedad inflamatoria intestinal (218)
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1.7.3.4. OTROS LOCI DE SUSCEPTIBILIDAD A EIl Y GENES

CANDIDATOS.

Mediante técnicas de clonado posicional, Stoll et al han demostrado recientemente una
asociacion a EII con variantes del gen DLGS5 (Drosophila Discs Large Homolog 5)
(219) que asienta en la region 10q22-23 y codifica una proteina estructural que
interviene en el mantenimiento de la integridad epitelial. Este hallazgo se ha replicado
en otro estudio posterior (220) y estd en consonancia con los datos que muestran que la
permeabilidad intestinal estd alterada en la EIl (221) y que dicha alteracion esta
determinada por factores genéticos (222, 223).

Otro gen de interés es el MDR-1 (multidrug resistance 1) que codifica la P-glicoproteina
1, una proteina transmembrana involucrada en el transporte de drogas a través de las
membranas plasmaticas y en resistencia a agentes quimioterapicos. Se ha identificado
por conocerse que ratones deficientes en MDR-1 desarrollan colitis (224) y asentar en
una zona de susceptibilidad (7q22) identificada recientemente mediante un meta-
analisis de 10 rastreos gendémicos independientes (225). Dos polimorfismos se han
encontrado asociados a CU en al menos dos estudios independientes (226, 227), y uno
de ellos también se ha visto asociado a EC y EII (228); sin embargo, también se han
comunicado analisis contradictorios (229-231).

El locus IBD6 (19p) también contiene genes implicados actualmente en EIIl. Asi por
ejemplo, el gen que codifica ICAM-1, una integrina con participacion importante en la
adhesion y trafico de células del sistema inmunitario contiene varios polimorfismos
asociados con CU y EC (232). Otros genes candidatos en esta region son el factor 3 del

complemento, el receptor tromboxano A2 y la hidroxilasa del leucotrieno B4 (167).



81

Se ha observado una region de ligamiento en el cromosoma 1p (IBD7) con EII (188,
233). Las familias que mostraron ligamiento a esta region también mostraron un mayor
ligamiento a IBD1, lo que sugiere posibles interacciones gen-gen entre estos dos loci.
Aun no se han identificado genes asociados en esta region, si bien algunos autores
proponen al gen de la caspasa 9 y genes de la familia del receptor de TNF que mapean
en esta region (188).

Otros genes candidatos de especial interés en EII son los TLR. Se ha comunicado una
asociacion de un polimorfismo del promotor de TLR9 con EC (234) y otros estudios
muestran un incremento de la susceptibilidad a EC, CU y EII asociado con variantes en
el gen que codifica TLR4 (235-239).

También se ha descrito que el gen NFKBI1, que mapea dentro de un intervalo de
ligamiento a EII en 4q, posee un polimorfismo de delecciéon en region promotora que
merma la activacion transcripcional y se ha asociado con CU (240); sin embargo, dicha
asociacion no ha podido ser replicada en un estudio muy reciente en poblacion espafiola

(241).

1.7.3.5. LOCI DE SUSCEPTIBILIDAD IDENTIFICADOS MEDIANTE

GWAS.

Los estudios de rastreo sistematico del genoma (GWAS) han supuesto un dramatico
avance en el conocimiento de las bases genéticas de la enfermedad inflamatoria
intestinal. Hasta 30 nuevos genes implicados en la susceptibilidad a la EIl se han
identificado de forma consistente en los ultimos tres afos, abriendo de esta forma una
nueva era en la investigacion de la enfermedad (242).

Debido a que la contribucion genética a la enfermedad de Crohn es mas importante que

en la colitis ulcerosa, los primeros GWAS se realizaron en la EC, lo cual permitio la
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identificacion de 10 nuevos factores genéticos de riesgo, al mismo tiempo que confirmé
asociaciones previamente descritas mediante otras estrategias como la del gen NOD2.
Uno de los primeros genes que se identificd fue el gen del receptor de la interleuquina
23 (IL23R) (243). Diferentes variantes genéticas del gen IL23R se observaron asociadas
a la EC de forma significativa en este primer GWAS en la enfermedad de Chron. Estos
hallazgos han sido confirmados en diferentes poblaciones, incluida la espafola (244),
lo cual refuerza el papel del gen del IL23R como uno de lo factores genéticos de riesgo
mas solidos en la EC. Otro gen asociado a la EC en los GWAS ha sido el gen de la
interleuquina 12B (IL12B), sefialando la importancia de la respuesta innata en la EC, ya
que tanto la IL12 como la IL23 son moléculas de gran relevancia en el proceso
inflamatorio e inmune que subyace en las enfermedades autoinmunes como la EC (242,
246).

Junto con el gen del IL23R, otros dos genes que se ha comprobado juegan un papel
capital en la genética de la EC son los genes ATG16L1 y IRGM. La asociacion del gen
ATG16L1 (autophagy-related 16-like 1) con la EC fue inicialmente identificada por
Hampe et al (247) y confirmada en diferentes estudios posteriores (248). En la
poblacion espaiola se ha confirmado recientemente la asociacion del gen ATG16L1 con
la EC y reportado que se encuentra asociado también con la colitis ulcerosa en un meta-
analisis (Palomino-Morales R, Genes and Immunity 2009 —in press-). La proteina
ATGI16L1 se expresa abundantemente en células epiteliales intestinales, asi como en
linfocitos y macrofagos y juega un papel relevante en un proceso bioldgico denominado
autofagia, que es un mecanismo por el cual las células encapsulan microorganismos y
restos celulares citosolicos para posteriormente ser fusionados por los lisosomas que
degradan el contenido de estas vacuolas. La autofagia es reconocida como un proceso

de gran importancia en la respuesta inmune innata. Se sugiere que el gen ATG16L1
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influencia la susceptibilidad a la enfermedad de Crohn mediante una alteracion de la
autofagia para eliminar en las células del sistema inmune innato intestinal.

La relevancia de la autofagia en la patogénesis de la EC se ha visto reforzada con la
identificacion de la asociacion de otro gen implicado en la autofagia como es el gen
IRGM (immunity-related guanosine triphosphatase) en la susceptibilidad a la
enfermedad de Crohn (249). Al igual que en el caso del gen ATG16L1 esta asociacion
ha sido observado en diferentes estudios independientes y en diversas poblaciones
incluida la espafiola (242, 248, Palomino-Morales R, Genes and Immunity 2009 —in
press-).

La asociacion entre la enfermedad de Crohn y NOD2, junto con la de los genes
implicados en autofagia, ATG16L1 y IRGM, refuerza la hipotesis del importante papel
que juegan los defectos en la respuesta inmune innata en el desarrollo de la EC.

Sefialar que aunque los estudios genéticos en la colitis ulcerosa se encuentran menos
avanzados, se ha observado que los genes IL23R e IL12B también se encuentran
asociados a la CU (242), asi como aunque en menor medida los genes ATG16L1 y
IRGM e incluso algunos autores proponen que también NOD2, algo no formalmente
demostrado aun. Recientemente se han publicado GWAS especificos en CU,
observando la asociacion con el gen de la interleukina 10 (IL10) y el gen ARPC2 (actin-
related protein2/3 complex subunit 2) (250).

Otros diferentes genes se han asociado tanto a la EC como a la UC que necesitan ser
validados y confirmados en estudios posteriores. Indicar que las asociaciones de estos
genes sefialados con la enfermedad son modestas y que se hace necesario estudiar no
solo la interaccion de estos genes entre si, sino quizd mas importante identificar las
variantes causales dentro de estos genes que sean las responsables ultimas del riesgo

genético a la enfermedad, para lo cual se hacen necesario realizar tanto estudios de
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mapeo fino, re-secuenciacion como analisis funcionales de las variantes genéticas

implicadas en la asociacion a la enfermedad.

1.8. GENES ABORDADOS EN EL PRESENTE ESTUDIO.

1.8.1. CARD15/NOD2.

En 2001 dos estudios independientes comunicaron la identificacion del gen
CARDI15/NOD2 como el responsable del ligamiento con el locus IBD1. Hugot et al
mediante un estudio de clonado posicional en poblacion europea y Ogura en poblacion
norteamericana y mediante el estudio de un gen candidato en la zona IBDI,
comunicaron que tres variantes del gen CARDI5/NOD2 confieren susceptibilidad a

padecer enfermedad de Crohn pero no a colitis ulcerosa (251, 252).

1.8.1.1. LOCALIZACION Y ESTRUCTURA.

El gen CARDI5/NOD2 se encuentra ubicado en la region pericentromérica del
cromosoma 16 (16ql2) y contiene 12 exones codificantes. Por su alta homologia
respecto a un gen ya descrito, denominado NOD1, se denomin6 en un principio NOD2,
pero posteriormente el gen fue re-denominado CARDIS5 por el comité de nomenclatura
HUGO, reservandole el término NOD2 para la proteina correspondiente. Comparte
similitudes con el gen R de las plantas, que media la resistencia frente a patégenos

bacterianos (253,254).
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Fig. 7. Estructura del NOD2

Este gen codifica para una proteina citoplasmatica de 1040 aminoacidos que se expresa
fundamentalmente en fagocitos incluyendo monocitos, macrofagos, células dendriticas
y polimorfonucleares (253). Posteriormente se comprobo su expresion a un bajo nivel
basal en células epiteliales que se incrementa cuando la célula es sometida a estimulos
inflamatorios (255-257). También se ha comprobado su expresion en las células de
Paneth (258, 259). Estas son células especializadas que forman parte del sistema
defensivo y se localizan en la base de las criptas de Lieberkuhn en el intestino delgado,
fundamentalmente a nivel de ileon; segregan defensinas y otros péptidos
antimicrobianos en respuesta a la existencia de bacterias (260-262). Se ha sugerido que
las células de Paneth desempenan un papel en el desarrollo de EC, aunque todavia no se
dispone de claras evidencias de su implicacion en la fisiopatologia de la enfermedad.
NOD2 pertenece a la superfamilia NOD1/CED4/APAF1 reguladores de la apoptosis
celular, y la estructura basica se divide en tres regiones:
- La region aminoterminal tiene dos dominios de reclutamiento y activacion de
caspasas (CARD); constituyen los dominios efectores, median interacciones
proteina-proteina y estan involucrados en la apoptosis celular y la activacion de

NF-KB.
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- Laregidén central tiene una estructura de unién de nucleotidos (NBD), encargada
de la auto-oligomerizacion de la proteina.

- La region carboxiterminal tiene diez secuencias repetidas ricas en leucina
(LRR), similares a los recptores Toll-like, que podria funcionar como un sensor

intracelular de determinados microorganismos y productos bacterianos

1.8.1.2. FUNCION DE LA PROTEINA.

La proteina NOD2 puede inducir apoptosis (254, 263) y activar NF-KB (264). Ambos
procesos se inician respectivamente, mediante una interaccion CARD-CARD con la
caspasa-9 (involucrada en apoptosis) y sefiales intracelulares mediadas por la
serina/tionina kinasa Rip2 (también denominada RICK o CARDIAK) (254, 265, 266).

Estas sefiales de transduccion estan precedidas por la interaccion del dominio LRR de
NOD2 con determinados componentes bacterianos. Inicialmente se considerd que eran
los lipopolisacaridos (253), pero estudios posteriores han demostrado que son los
peptidoglicanos bacterianos los componentes con los cuales interactia de forma
selectiva el dominio LRR (267). La activacion de NF-KB estimula genes de citoquinas
y genes que codifican para moléculas de adhesion celular y moléculas procoagulantes.

En la actualidad NOD2 se considera como un receptor intracelular del sistema inmune
innato. De esta manera NOD?2 constituiria una réplica intracitoplasmatica de los Toll-

Like Receptors (TLRs) que se localizan al otro lado de la membrana celular (268).
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1.8.1.3. POLIMORFISMOS DE CARDI15.

Se ha demostrado que CARDI15 es un gen altamente polimorfico. Asi, Lesage et al
identificaron hasta 67 variaciones de secuencia, 9 de las cuales presentan una frecuencia
alélica mayor al 5% en pacientes con enfermedad de Crohn. Tres de ellos son

considerados factores independientes asociados a la enfermedad de Crohn (269).

R702W

Este polimorfismo de un nucleétido simple (SNP) consiste en un cambio de citosina por
timina en el nucleotido 14272 que da lugar a un cambio de arginina por triptofano en el
aminoacido 702 (exo6n 4). También se puede encontrar en la literatura con la anotacion

C14772T y SNPS.

G908R
Este SNP consiste en un cambio de guanina por citosina en la posicion 25368, la cual da
lugar a un cambio de glicina por arginina en el aminodcido 908 (ex6n 8). Otras

denominaciones que recibe esta variante son G25386C y SNP12.

L1007fsinsC

A diferencia de las anteriores esta mutacion es del tipo frameshift (cambio en el marco
de lectura) y consiste en la insercion de un nucleoétido de citosina en la posicion 32629
(ex6n 11) dando lugar a un codon de terminacion (codon stop) tras la leucina codificada

en la posicion 1007. Como consecuencia la proteina sintetizada carece de los 33
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aminoacidos terminales. También se puede encontrar frecuentemente en la literatura con

la denominacion de SNP13 o, mas raramente como 32629insC.

Estos tres polimorfismos son independientes unos de otros, de tal forma que no
aparecen juntos en un mismo haplotipo (cromosoma). Sin embargo, todos ellos estan
asociados con el alelo serina de un SNP prolina/serina en el aminoacido 268 (P268S,
SNP5), el cual estd ampliamente representado en la poblacion general. Esto sugiere la
existencia de un haplotipo ancestral definido por el alelo 268S, sobre el cual habrian
acontecido las mutaciones causantes de enfermedad, produciendo la diversificacion del
mismo (270).

Las frecuencias alélicas de las distintas mutaciones varian en funcion de la poblacion
estudiada. Todos los estudios a excepcion de los realizados en la poblacion asiatica
(japoneses (271), coreana (272) y china (273)), encuentran una fuerte asociacion de
1007fs con EC (270). Sin embargo, no ocurre lo mismo con las otras variaciones que en
algunos estudios no alcanzan significacion estadistica como factores independientes de
susceptibilidad. Asimismo, existen estudios discordantes en cuanto al posible papel de
las mutaciones de CARDI5 en la forma de presentacion de la EC en diferentes

poblaciones (274).

1.8.1.4. CARD15 EN OTRAS ENFERMEDADES

Se ha analizado en relacion a otros procesos de base autoinmune. En un estudio inicial
se asocio a artritis psoridsica (275) y se proclamd como gen autoinmune pleiotropico,

pero este hallazgo no se ha reproducido en otros estudios (276-280).
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Recientemente se ha relacionado con atopia y con el sindrome azul (Blau sindrome)
(281-283).

Se han estudiado otros procesos: granulomatosis de Wegener (284), artritis reumatoide
(285), enfermedad de Behcet (286) y susceptibilidad a tuberculosis pulmonar (287), no

encontrando relacion con CARDI1S5.

1.8.1.5. MECANISMO PATOGENICO

Como ya se ha comentado, CARD15 se expresa habitualmente en monocitos de sangre
periférica y en las células de Paneth, actuando como un sensor intracelular de motivos
bacterianos. Su ligando es el muramil dipéptido (MDP), estructura contenida en los
peptidoglicanos y generada tras su digestion en los lisosomas.
Usando células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de individuos homocigotos
para la mutacion L1007fs Nuiiez y col demostraron que los individuos homocigotos
tienen una activacion de NFkB y una expresion de IL-1p disminuidas en respuesta a
MDP pero no a LPS. Por el contrario PBMC de sujetos heterocigotos actian de una
manera muy similar a los que no presenta mutacion en lo que respecta a activacion de
NFkB y expresion de IL-1 (288).
Chamaillard et al. (290) han demostrado que las variantes de CARDI5 pueden ser
clasificadas en funcion de su capacidad de activar NFkB de forma basal y en respuesta a
los peptidoglicanos.
Dos estudios recientes nos han ayudado a esclarecer el papel de NOD2 y su funcion
anormal en situaciones de enfermedad:

- Kobayashi et al. (146) han desarrollado ratones deficientes en el gen CARDI15

(NOD2 -/-). Los macréfagos obtenidos de la médula 6sea de estos ratones no
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responden a MDP pero responden con normalidad a otros ligandos de los
receptores Toll-like (TLR). MDP y los ligandos de TLR dan lugar a una
produccion sinérgica de IL-6 e IL-12 en macréfagos wild-type, pero no en los
NOD?2 -/-.Los ratones deficientes en NOD2 presentan un incremento en la
diseminacion de listeria monocytogenes cuando se administra via oral, pero no
ocurre lo mismo cuando es administrada via sistémica, lo que sugiere que la
principal funcién inmune innata de NOD2 reside en el intestino, y no en la
periferia. Esto podria explicarse por el hecho de que las célula de Paneth Nod2 -
/- tienen una expresion muy reducida de criptidinas (alpha-defensinas).

- Maeda et al. (145) han desarrollado ratones knock-in portadores de una
mutacion analoga a L1007fs en humanos. En contra de la ausencia de respuesta
que se aprecia en ratones CARDI1S5 -/-, los animales homocigotos para la
mutacion de CARDI15 desarrollan una activacion incrementada de NFkB en
respuesta a MDP y una expresion también incrementada de multiples genes
regulados por NFkB incluyendo IL-6, IL-1f y Cox-2.

Estos datos plantean la posibilidad de que las mutaciones de CARDI1S5 constituyan una

ganancia de funcion.
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Se podria plantear un modelo en el cual la expresion de CARDI15 por las células de
Paneth, células dendriticas de la mucosa, y macréfagos de la lamina propia ayudaria en
el reconocimiento de patdgenos intracelulares, desencadenando una respuesta
antimicrobiana consistente en secrecion de criptidina y citoquinas como IL-6, IL-1P e
IL-12. Las células dendriticas en el ileon normalmente reconocen a las bacterias
luminales que son transportadas hasta la lamina propia, resultando en una expresion
constitutiva de IL-23. En los pacientes con EC portadores de la mutacion, el
reconocimiento erroneo de las bacterias podria resultar en una pérdida de la capacidad
de erradicarlas de forma adecuada y una sobreexpresion de IL-23 y otras citoquinas Th1

que podria conducir a una inflamacion crénica.

1.8.2. COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

(HLA/MHC)

1.8.2.1. HLA/MHC-Conceptos generales

Las moléculas HLA constituyen un elemento clave en el desarrollo de la respuesta
inmune especifica. Las siglas derivan de “human leukocyte antigen” y son
glicoproteinas presentes en la superficie de la membrana de las células, codificadas por
un complejo de genes diferentes localizados en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3)
(290) extendiéndose en una region amplia que recibe el nombre de “Complejo Mayor de

Histocompatibilidad” (MHC).
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En el MHC humano se diferencian tres regiones denominadas clase I, clase 1l y clase
I11. La region de clase I es la mas telomérica, con un tamafio de 1900 kb y codifica para
los antigenos clasicos HLA-A, HLA-B y HLA-C, y para los no clasicos HLA-E, HLA-F
y HLA-G y otros. La region de clase II se localiza en la parte mas centromérica del
complejo, cuenta con un tamafo de 900 kb y codifica para las moléculas HLA-D (DR,
DP y DQ) ademas de para las proteinas transportadoras de péptidos TAP1 y TAP2, y de
los proteosomas LMP (LMP1 y LMP2) (291, 292). La regién de clase III se encuentra
entre las dos anteriores, tiene unas dimensiones de 1000 kb y en ella se han identificado
36 genes diferentes que codifican, entre otros, para distintos elementos del
complemento, C2 y C4 (C4A y C4B) y el factor Bf del complemento (293, 294); los

genes A y B del factor de necrosis tumoral (TNF) y genes de las proteinas de choque

térmico (hsp70) (295).
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El conjunto de genes HLA clase I y clase II se caracterizan por tres propiedades
importantes:
- El polimorfismo, es decir, la existencia de un gran nimero de alelos para cada
uno de estos genes.
- La codominancia o expresion de dos alelos de un mismo gen.

- Launioén de los genes en el brazo corto del cromosoma 6.

1.8.2.2. Las moléculas de HLA clase 1

1.8.2.2.1 Estructura

Las moléculas de clase I son heterodimeros glucoproteicos de la membrana plasmatica
de las células nucleadas del organismo (296). Estan constituidas por dos cadenas, una
pesada o o (44 Kd), asociada de forma no covalente a una cadena ligera o (12 Kd)

codificada fuera del MHC, en concreto en el cromosoma 15 (15g21) (297, 298).

La cadena pesada a presenta una porcion extracelular, otra transmembrana y una ultima
intracitoplasmatica. La porcion extracelular tiene tres dominios (al, a2 y a3),
constituidos por 90 aminoacidos cada uno, siendo los dos primeros los de mayor
polimorfismo. La region transmembrana posee 25 aminoéacidos apolares y la

intracitoplasmatica otros 30 aminodacidos.
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Fig. 11 Estructura molecular HLA-clase I
La cadena ligera B llamada también P2-microglobulina, esta constituida por 99
aminoacidos y un solo dominio. No presenta polimorfismo alguno dentro de la misma

especie. Su localizacidn es extracelular, intimamente asociada a la cadena pesada (299,

300).

Las moléculas de clase I presentan una conformacion caracterizada por la existencia de
un surco o hendidura en su extremo aminoterminal, formado por la interaccién espacial
entre los dominios al y a2. Esta hendidura es de vital importancia, ya que va a albergar
a los fragmentos de los antigenos proteicos procesados (301), y es de esta manera como

el sistema inmune reconoce a los antigenos.
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1.8.2.2.2. Organizacion genética

La region de clase I contiene los tres loci clasicos, HLA-A, -B y —C, cada uno de los
cuales codifica para una cadena a diferente de las moléculas de clase I. Todos los genes
presentan una organizacién similar. Comprenden 8 exones separados por sus
correspondientes intrones. El primer exon codifica para el péptido lider y el segundo,
tercero y cuarto para los dominios al, a2 y a3 de la cadena pesada. La region
transmembrana es codificada por el quinto exon y la regidn intracitoplasmatica por los
exones 6, 7y 8 (302, 303). El gen de la B2-microglobulina contiene cuatro exones, el
primero codifica para el péptido lider y los tres siguientes para la molécula completa

(304).

1.8.2.2.3. Polimorfismo de la cadena a

Todas las moléculas clasicas HLA de clase I (HLA-A, -B y —C) presentan un grado de
polimorfismo en cada uno de los tres loci, entendiendo por polimorfismo las distintas
variaciones en secuencia que pueden presentar un gen dentro de la poblacion. Este
polimorfismo obedece a cambios de la secuencia en los exones 2 y 3, lo que se va a
traducir en variaciones en la secuencia de aminoacidos en los dominios al y a2 de la

cadena pesada (305-307).
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Fig 12. El mayor porcentaje de variabilidad de las moléculas HLA de clase I se localiza

en los dominios al y a2

1.8.2.3. Las moléculas HLA de clase 11

1.8.2.3.1. Estructura

Bésicamente su estructura recuerda a la de las moléculas de clase 1. Son también
glicoproteinas de membrana heterodiméricas, que resultan de la asociaciéon no
covalente de dos cadenas llamadas a y B, codificadas las dos dentro de la region HLA-D
(ver figura). Ambas cadenas presentan la porcion extracelular, transmembrana e
intracitoplasmatica. En ambos casos la porcion extracelular estd constituida por dos
dominios denominados al-02 y BI1-B2. En la parte transmembrana existen unos 40

aminoacidos apolares y la region intracitoplasmatica posee aminoacidos apolares (308).
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Desde el punto de vista cristalografico y tridimensional, la asociacion de las dos
cadenas forma también un surco en el extremo aminoterminal de la molécula de clase II,
de configuracion mas abierta que la anterior, pero con la misma funcion, que es albergar
pequenos péptidos antigénicos. El surco se forma entre los dominios al y f1 (301, 309,

310).

Hendidura de unién de péptide

Fig. 13 Estructura molecular HLA-clase II

1.8.2.3.2. Organizacion genética

Es mucho més compleja que la de clase I, ya que cada uno de los tres loci (DR, DP y
DQ) contiene dos genes, A y B, que codifican para las cadenas a y B respectivamente.
Ademas, la subregion DR puede contener genes adicionales responsables de la

subdivision de los genes DR en cuatro grupos DR1, DR8, DR52 y DR53 (311, 312).
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Fig 14. Estructura y distribucion génica de la region de HLA

Los genes A y B de los tres loci presentan una estructura similar. Los genes A poseen
cinco exones que codifican para el péptido lider, domino al, dominio 02, region
transmembrana y porcion intracitoplasmatica. Los genes B poseen seis exones, a

excepcion de DQB que contiene cinco (308).

1.8.2.3.3. Polimorfismo de las moléculas HLA clase I1

A diferencia de las moléculas de clase I, las de clase II presentan polimorfismo en sus
cadenas, la a y la B. De las dos cadenas, la mas polimorfica para los tres loci es la 8, y

dentro de ésta, la region Bl de la molécula, codificada por el exén I1.
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B1

1.8.2.4. Funcion de las moléculas HLA clase I y II

El descubrimiento de los antigenos HLA se debi6 a los estudios realizados en rechazos
de trasplantes de oOrganos, sin embargo, ha sido mas recientemente cuando se han

logrado dilucidar su papel en la fisiologia normal del sistema inmune.

Las principales células del sistema inmune especifico son los linfocitos T CD4+, T
CD8+ y linfocitos B. Estas células se caracterizan porque contienen en sus membranas
celulares receptores especificos para el antigeno, llamados receptor de células T (TCR)

y receptor de células B (BCR). La formacion de estos receptores se realiza mediante un
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proceso de recombinacion somatica multigénica al azar, durante la ontogenia de los
elementos del sistema inmune especifico, en sus correspondientes organos linfoides

primarios y antes de entrar en contacto con el antigeno (313, 314).

Los linfocitos T no van a identificar al antigeno a través de su receptor especifico en su
forma nativa, sino procesado en pequefios fragmentos peptidicos de un tamano de 8 a 24
aminoacidos y asociados a las moléculas del MHC de clase [ y de clase II (301, 315).
Las células T CD8+ reconocen al antigeno en el contexto de las moléculas de clase I
(316), mientras que las T CD4+ lo hacen asociadas a las moléculas de clase II (317). A

este proceso se le reconoce con el nombre de restriccion por MHC.

Fig 16. Union de los péptidos a las moléculas HLA de clase I (ay ¢) y de clase II (b y ¢)
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Las moléculas del MHC son glicoproteinas de membrana, por lo que su sintesis tiene
lugar en los ribosomas adosados a las membranas del reticulo endoplasmico rugoso
(RER) y siguen la ruta exocitica de la célula, esto es, son transportadas al aparato de
Golgi, donde experimentan glicosilaciones y de alli se desprenden en vacuolas que
seran exocitadas al medio formando parte de la membrana plasmatica. Es
simultdineamente a este transito cuando tiene lugar el procesamiento y carga del
antigeno en el surco o hendidura que forma la estructura de las moléculas de clase I y

clase II.

1.8.2.5. Procesamiento del antigeno y ensamblaje a las moléculas HLA de clase 11

Tras la sintesis y asociacion de las cadenas o y B en el reticulo endoplasmico rugoso
(RER), el heterodimero se asocia rapidamente con un tercer polipéptido llamado cadena
invariante (li o CD74) (318). La cadena li tiene la funcion de evitar una carga prematura
del antigeno en la molécula de clase II (319).

Durante el transporte de las moléculas de clase II a la membrana plasmatica se produce
un empaquetamiento en vesiculas secretoras dentro del aparato de Golgi. Estas
vesiculas, en el trdnsito a la membrana, se van a fusionar con vacuolas digestivas
(fusion de endosoma y lisosomas) formadas tras los procesos de fagocitosis o
pinocitosis, y que son los contenedores de antigenos exdgenos (320). La bajada del pH
del endosoma provoca la liberacion de la cadena invariante y hace posible que las
moléculas de clase II puedan captar los péptidos derivados de la digestion intracelular
de los antigenos exdgenos. En este proceso de carga juegan un papel importante las
moléculas HLA-DM. Finalmente se produce la expresion de las moléculas del MHC de

clase II con el antigeno, en la superficie celular por fusion de las vacuolas con la
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membrana plasmatica donde seran reconocidas por los linfocitos T CD4+ (321). Como
podemos deducir, las moléculas de clase II son portadoras de antigenos exdgenos,

captados del medio por células presentadoras de antigeno (321).
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Fig 17. Procesamiento exdgeno de los péptidos antigénicos y su union a las moléculas

HLA de clase 11

1.8.2.6. Procesamiento del antigeno y ensamblaje a las moléculas HLA de clase I

La sintesis de la cadena pesada a y de la 2-microglobulina, asi como su ensamblaje
para formar una molécula de clase I, tienen lugar en el RER; ademas, en este
compartimento es donde se une al péptido antigénico (320)

En este caso los antigenos no son degradados en endosomas, sino en una estructura
proteica citoplasmatica denominada proteosoma (323). El proteosoma consiste en un
complejo multimérico de 16 a 20 proteinas de bajo peso molecular con actividad
proteolitica amplia. La estructura del complejo es cilindrica, formada por la asociacion
de 4 anillos proteicos (324), cada uno de los cuales posee seis o siete subunidades.
Algunas de las subunidades son codificadas por genes de clase II, en concreto LMP2 y

LMP7 (325, 326); estos genes son inducidos por IFN-y.
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Degradados los antigenos sus fragmentos deben pasar desde el citoplasma al RER para
ser cargados en las moléculas HLA clase I. En este proceso intervienen dos nuevos
elementos “la proteina de choque térmico” (heat shock protein-hsp), localizada en el
cromosoma 6 (327), y las proteinas transportadoras de péptidos antigénicos (TAP),
cuyos genes se localizan en la region de clase I1 del MHC. Las hsp tienen como funcion
conducir a los péptidos citosolicos hasta las proximidades del RER, donde seran
captados por las proteinas TAP que son las encargadas directas del transporte de los
péptidos del citoplasma al interior del RE (328). Los TAP son intermediarios
pertenecientes a la superfamilia ABC de transportadores (292), estan codificados por

genes localizados en la region de clase II del MHC, llamados TAP1 y TAP2 (329, 330).

Una vez en el RE se une al péptido antigénico al surco o hendidura formado por los
dominios al y a2 de la cadena pesada. Esta union se estabiliza con la asociacion no
covalente de la molécula de PB2-microglobulina. El complejo asi formado pasa a la

membrana plasmatica celular donde es reconocido por los linfocitos T CD8+.
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HLA de clase I
1.8.2.7. Reconocimiento del antigeno por los linfocitos T

Una vez cargado el péptido antigénico en las moléculas HLA de la célula portadora del
antigeno o célula presentadora de antigeno (CPA), es reconocido por los linfocitos T a
través del complejo del TCR. El complejo TCR estd constituido por dos elementos, el
TCR y CD3, que van a reconocer el péptido antigénico asociado a las moléculas del

MCH, y el transductor de la senal respectivamente.

El TCR es un heterodimero de membrana formado por la asociacion de dos cadenas, o y
B, unidas de forma covalente por puentes disulfuro (331); las dos cadenas presentan una

region  variable aminoterminal, una region constante, transmembrana e
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intracitoplasmatica. Existe una subpoblacion de linfocitos T que presentan un

heterodimero diferente formado por la asociacion de dos cadenas llamadas y y o (332).

Fig 19. Union del TCR con el complejo HLA de clase mas péptido (P1-P8)

En cualquier caso, ambos heterodimeros, o/f o /6, se encuentran asociados en la
membrana celular con otro complejo multimolecular denominado CD3, que consiste en
tres cadenas polipeptidicas diferentes denominadas vy, 6 y €. Ademas, el TCR se asocia a
dos cadenas polipeptidicas llamadas { (zeta) que forman un homodimero, que se
caracterizan por tener una region extracelular constante pequena intracelular bastante
desarrollada portadora de los llamados ITAM’s (immunoreceptor tyrosine-based

activation motif). Estas secuencias son sustratos y lugar de anclaje de numerosas
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tirosina-kinasas, las cuales son rapidamente activadas tras la union del ligando al TCR y
son, por tanto, las encargadas de iniciar la cascada intracelular de sefiales que conducen
a la proliferacion y diferenciacion de las células T del sistema inmune especifico en
células efectoras (333).

Ademas, los linfocitos T aff poseen una molécula de clase CD4 o CD8, que son los
marcadores fenotipicos de los linfocitos T cooperadores (T CD4+) y T citotoxicos (T
CD8+) respectivamente. Estas moléculas son adhesinas (334) que facilitan la
interaccion entre célula presentadora de antigeno-linfocito y dotan a los linfocitos
portadores de una u otra, de la capacidad de reconocer bien a las moléculas de clase I,
bien a las moléculas de clase II. El reconocimiento de una u otra clase es debido a que el
marcador CD4 interacciona solamente con el dominio B2 de las moléculas de clase II
(335) y no con las de clase I, mientras que el CDS8 lo hace con el dominio a3 de la
cadena pesada de la molécula de clase I (336). Por tanto, CD4 y CD8 van a reconocer la

porcién no polimorfica de las moléculas de clase I y II respectivamente.
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Fig 20. Unién del CD4 a las moléculas HLA de clase II (a y ¢) y del CDS8 a las

moléculas HLA de clase [ (by d)

La expresion de CD4 o CDS en la superficie de los linfocitos T maduros es mutuamente
excluyente, lo que permite identificar a las dos subpoblaciones de linfocitos T, desde el

punto de vista fenotipico.

La clase de moléculas HLA (I o II), va a conferir una funcién concreta a las células
portadoras. Las moléculas de clase II que alberguen péptidos antigénicos en su gruta,
confieren a las células que las portan un papel activador y regulador de los procesos

inmunologicos conducentes a la eliminacion del antigeno. Las moléculas de clase I que
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alberguen péptidos antigénicos, constituyen los marcadores celulares que indican a los

elementos efectores del sistema inmune, las dianas sobre las que tienen que actuar.

Esta diferencia funcional se va a traducir en una distribucion tisular diferente; las
moléculas HLA de clase II van a estar presentes, principalmente, en las llamadas
células presentadoras de antigeno profesionales (macrofagos, células B, células de
Langherans, células dendriticas), cuya funcion es capturar al antigeno exdgeno,
procesarlo y ofrecérselo a las células Th del sistema inmune, que lo reconoceran a

través de sus receptores especificos (337).

Las moléculas HLA de clase I estardan presentes en la mayoria de las células del
organismo, por lo que cualquier célula infectada por un patogeno intracelular (virus,
bacteria, protozoo) o cualquier alteracion molecular en las células que origine nuevos
productos celulares (tumor) serd detectada y eliminada por los linfocitos T citotoxicos,
al ser estos productos empaquetados en moléculas de clase I y expuestos en la superficie
celular. La presencia de moléculas HLA de clase I en las células es sefial de inhibicion

para las células NK.
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1.8.3. HLA/MHC y Enfermedad Inflamatoria Intestinal

Los alelos del complejo mayor de histocompatibilidad de tipo II (DR y DQ
principalmente) confieren diferente susceptibilidad a CD y CU (338, 339).
La principal problematica del estudio de HLA en los pacientes con EII se podria
resumir en las tres caracteristicas intrinsecas de las regiones HLA:
- el fuerte desequilibrio de ligamiento existente
- la alta densidad de polimorfismos, mas abundantes que en otras zonas del
genoma humano

- laalta concentracidon de genes en estas regiones

= TROMEE TELOMERO*
CLASE 1T CLASE III CLASE I
I 1] [ | |
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DOBIDREL THNFA MICE
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DR DAL A BATI MICABRCEA F
) BATS L MIC ;

Fig. 21. Localizacion de genes dentro de la region IBD3 en el cromosoma 6

Dentro de la region del HLA clase I se encuentran los genes MICA y en la de tipo I1I
los que codifican para BAT, MICB y TNFa, todos ellos involucrados en diversa medida
en la etiopatogenia de la EII.

Existen diversos marcadores dentro de la regiéon DR y DQ de clase II que determinan
diferencias en la susceptibilidad y/o evolucion de la enfermedad. Asimismo puede haber
efectos HLA privativos de ciertas poblaciones. La region del genoma que codifica para

el HLA de clase II se ha llamado también IBD3 por su relacion con esta enfermedad,
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puesto que seria responsable de entre un 10% y un 33% del riesgo en CD y de un 64%-
100% en CU (225).

- DR1 subtipo 0103 (DRB1%0103): es el que produce un mayor incremento del
riesgo, se relaciona con CU (205, 340-343) asi como con la localizacion
colonica en Crohn (344). En el caso de los enfermos de CU portadores de este
alelo, generalmente padecen enfermedad de tipo extenso o de mayor gravedad, y
frecuentemente presentan manifestaciones articulares (342, 343, 345), de hecho,
es un determinante compartido con espondiloartropatias (345, 346). En los
pacientes con EC de localizacion colonica que presentan este alelo, el desarrollo
de la enfermedad es mdas grave, siendo necesario el uso de Infliximab o la
colectomia; este alelo estd presente en el 32% de los pacientes con EC de colon;
se ha asociado con enfermedad perianal y fenotipo fistulizante (347, 348).

- DR2 (DRB1*01502/DRB1*1501): el alelo DRB1*01502 se relaciona con una
mayor susceptibilidad a padecer CU (338, 341, 3342, 349-353). El subtipo
DRB1*1501 aparece asociado negativamente a la enfermedad de Crohn, por lo
que parece que confiere proteccion en todos los grupos étnicos (347,352, 354).

- DR3: se asocia negativamente con el riesgo de padecer Crohn (347,355),
mientras que los alelos del haplotipo HLA-DR3*DQ2 determinan proteccion
especifica ante la CU distal (205).

- DR4 (DRB1%0401): se encuentra dentro de un haplotipo mdas extenso, el
DRBI1*0401 DQB1*0301 (339, 353, 355). Determina protecciéon a CU vy
susceptibilidad a CD, se ha postulado la existencia de un posible efecto
epistatico con NOD2.

-  DR7 (DRB1%0701): la presencia de este alelo se asocia a enfermos de Crohn

ileales e ileocolonicos sin mutaciones en la region NOD2 (347, 348,355).
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- DR13 (DRB1%1302-DRB3*0301-Cw0802): se encuentra  asociado

positivamente con un mayor riesgo de padecer CD (356).

Los alelos de HLA de clase II pueden proporcionar informacion acerca de la evolucion

de la enfermedad una vez que se ha realizado el diagndstico (357).
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2. OBJETIVOS
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El objetivo general del presente trabajo es la caracterizacion clinica, epidemioldgica y

genética de nuestra cohorte de pacientes de enfermedad inflamatoria intestinal.

Los objetivos especificos planteados en el trabajo de investigacion son los siguientes:

1.- Descripcion de las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes de

enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.

2.- Estudiar la influencia de las variantes del gen NOD?2 a la susceptibilidad a la

enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa.

3.- Investigar el papel de los genes HLA de clase II en el riesgo genético a enfermedad

de Crohn y la colitis ulcerosa.

4.- Analizar la relacion de las variantes del gen NOD2 con las caracteristicas clinicas de

la enfermedad de Crohn.



116



117

3. PACIENTES
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Entre enero de 2004 y febrero de 2005 se incluyeron 534 pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal, 272 con enfermedad de Crohn y 262 con colitis ulcerosa.

Para la inclusion en el estudio, el diagnostico de enfermedad de Crohn o de colitis
ulcerosa debia estar confirmado segun los datos clinicos, radiologicos y/o endoscépicos,
siguiendo los criterios de Lennard-Jones (358). Ademas, los pacientes tenian que tener
un estudio de extensién completo.

Tras informar a los pacientes del objetivo del estudio y previa obtencion de un
consentimiento informado, se obtuvieron 20 ml. de sangre para extracciéon de ADN.

Se realizé una revision sistematica de las historias clinicas, a través de las cuales se
recogieron los datos clinicos, radioldgicos y endoscopicos segun protocolo (ANEXO
pagina 135).

En funcion de la extension, los pacientes con colitis ulcerosa se clasificaron en los
siguientes grupos: proctitis, colitis izquierda y pancolitis. El patrén evolutivo se
determind siguiendo la clasificacion de Hendriksen (3): forma crénica intermitente,
forma cronica continua y fulminante.

Los pacientes con enfermedad de Crohn fueron distribuidos segun la clasificacion de

Montreal (5), en funcion de la edad al diagnostico (Al: menor o igual a 16 afios; A2:

entre 16 y 40 afios, A3: mayor de 40 afos), localizacion (L1 ileal o ileocecal; L2
colonica; L3 ileocoldnica; a estas tres localizaciones se puede sumar una modificacion
-L4 gastrointestinal alta- que indica la afeccion, afiadida a cualquiera de las tres

anteriores, de cualquier tramo proximal al ileon terminal) y patrén evolutivo (Bl

inflamatoria; B2 estenosante y B3 penetrante; a esta categoria puede sumarse una
modificacion (p) que indica que al patron predominante se le afiade la existencia de

enfermedad perianal).
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Como controles se emplearon a 450 individuos anonimos del centro de transfusiones
sanguineas, que fueron seleccionados bajo los criterios de edad y sexo para que

resultasen lo mas parecidos posibles a la poblacion de enfermos.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1.1. EXTRACCION DE DNA

La extraccion del DNA se llevo a cabo con el kit comercial (QIAmp DNA Mini Kit,
Qiagen, Inc. USA).

1.1) Material
- PBS - Proteinase K - Buffer AL (buffer de lisis) - Etanol 70%- Buffer de lavado
(AW1, AW2)- Buffer de elucion (AE)
1.2) Método

Se mezcla en tubo “ependorf” 20ul de proteinasa K (lisis), 200ul de sangre tratada con
EDTA y 200ul de buffer AL (buffer de lisis). Esta mezcla se incuba a 56° durante 10
min. Tras la incubacidn, se afiaden 200ul de etanol y se homogeniza. Posteriormente se
centrifuga a 8000rpm durante 1 min. El sobrenadante se vierte a una columna de silica-
gel y se centrifuga a 8000rpm durante 1min. Se desecha el tubo y se afiade a la columna
500 pl de buffer AW1. Se centrifuga de nuevo a 8000rpm durante 1 min. Se desecha de
nuevo el tubo y se pasa la columna a un nuevo tubo al que se afiade 500ul de buffer
AW2. Se centrifuga a 13000rpm durante 3 min. Los dos buffers de lavado utilizados,
AWI1 y AW2, aumentan la pureza del DNA extraido. Las condiciones de lavado
también aseguran la completa eliminacion de cualquier contaminante residual sin
afectar a la union del DNA. La columna se pasa a un ependorf y se afade 200 ul de
tampon de elucion.Se centrifuga a 8000rpm durante 1 min y el DNA obtenido se

almacena a 4°C.

4.1.2. CUANTIFICACION DE DNA.
Para la cuantificacion se utiliza un espectrofotometro ultravioleta a una longitud de

onda de 260nm. Se realiza una dilucion 1/20 y medimos la absorbancia o densidad
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optica (D.O) de la muestra. Conocemos que 1 D.O corresponde a 50 pg/ml. La
absorbancia a 260nm corresponde a DNA, mientras que la absorbancia a 280nm
corresponde a la concentracion de proteinas. La relacion de la D.O. a 260nm/ D.O. a
280nm es el indice de pureza de la muestra, aconsejandose que sea superior a 1.5;
mientras que la lectura inversa, 280/260 debe ser de 0.5.Se obtiene la concentracion de
DNA directamente en pug/pl, y lo hace multiplicando la lectura obtenida a 260nm por 50
(vya que una unidad de absorbancia a 260nm se corresponde con una solucion de DNA

de 50pg/ml) y por la dilucion.

4.2. POLIMORFISMOS DEL GEN CARI15

En la deteccion de las variantes polimorficas del gen CAR15 se utilizaron dos técnicas
basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) dependiendo de la variante a
analizar:

a. Variante 1007 finsC se analiz6 mediante PCR mas digestion con enzimas de
restriccion (RFLP). Los cebadores utilizados fueron los descritos por Van Hell (Am J
Med Gent 2002; 111:253-259), forward 5’-GGCAGAGCCTCCTGCAGGGC- 3’y
reverso 5’-CCTCAAAATT CTGCCATTCC-3". El producto amplificado de 152 pares
de bases se digiri6 con la enzima de restriccion Apa I que daba lugar a dos fragmentos
de 128 bp y 24 bp en el caso de individuos homocigotos para la deleccion y de tres
fragmentos: 152 bp, 128 bp y 24 bp en el caso de individuos heterocigotos. En los
individuos en los que no estaba presente la mutacion no se producia corte de la enzima

y aparecia un fragmento de 158 bp.
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b. Las variantes R702W (rs2066844) y G908R (rs2066845) se analizaron mediante
PCR a tiempo real con sondas Taqman. En esta técnica , la mezcla de PCR contiene
varias sondas —dos por lo general complementarias del fragmento objeto de
amplificacion, cada una de ellas correspondiente uno de los alelos del polimorfismo a
estudiar. Estas sondas estdn marcadas en su extremo 5° con un fluoréforo
(FAM/VIC/HEX...) que emiten en diferentes longitudes de onda: es la llamada emision
o fluorescencia primaria. En el extremo 3° llevan una molécula (quencher) que
enmascara la emision fluorescente, al capturar la energia del fluor6foro gracias a un
fenomeno de resonancia, emitiendo una radiacion secundaria, de longitud de onda
menor que el fluor6foro marcador, que se puede discriminar facilmente de la emision
primaria del marcador fluorescente libre en el medio. La adicion final de un grupo
fosfato en 3’ tras el quencher impide que las sondas puedan funcionar como cebadores.
El quencher mas utilizado inicialmente fue TAMRA, pero en la actualidad la mayoria
emplean moléculas no fluorescentes. La mezcla de reaccién contiene una tercera
molécula fluorescente (habitualmente ROX) que permite cuantificar el efecto de las
variaciones de temperatura sobre la emision fluorescente, facilitando la interpretacion al
sustraer estas modificaciones de fondo en la lectura. Durante la amplificacion, la Taq
Polimerasa (Ampli Taq Gold), en su elongacion, llega a la zona donde esta hibridando
la sonda. La actividad exonucleasica 5'-3" de la enzima digiere la sonda librando sus
nucledtidos con la consiguiente liberacion del fluorocromo en 5° separandolo del
quencher en 3’, lo que permite detectar la emision primaria. Si una determinada muestra
no contiene el alelo correspondiente, la sonda mantendra su integridad, y no se detectara

la fluorescencia primaria de la sonda en cuestion.

Las caracteristicas del programa de PCR fueron las siguientes:
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1) desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 min

2) 40 ciclos de amplificacion:

- 15 s a2 93°C (desnaturalizacion)

- 60 s a 65°C (hibridacion)

Para determinar los umbrales de deteccion para cada alelo de los marcadores estudiados,
se lleva a cabo un analisis de discriminacion alélica con los datos obtenidos de la lectura
a punto final de las intensidades de fluorescencia obtenidas para cada poblacién.
Posteriormente se interpretaron las curvas cuantitativas de las lecturas correspondientes
a la PCR en tiempo real para asignar a cada individuo su genotipo. Estas lecturas se
llevaron a cabo en un sistema termociclador-detector Applied Biosystems 7500 o 7900

HT Fast Real Time PCR system.

4.3. TIPAJE GENOMICO HLA DE CLASE II

4.3.1. Fundamento.

Para genotipar una muestra en HLA de clase II se realiza una amplificacion del exon 2
de DRB y DQBI1 y después se hibrida con sondas de oligonucleotidos especificas de
alelo (SSO) para las distintas variantes de DRB y DQBI1. Para detectar donde se ha
producido la hibridacion se procede al revelado.

El amplificado, se desnaturaliza para separar la doble cadena de DNA, y se afiade a una
bandeja donde se han colocado, inmersas en una solucion astringente, las tiras reactivas
(Dynal RELI®SSO Typing Trays) que contienen fijados por una membrana de nylon
las distintas secuencias especificas de oligonucleotidos y que al afiadir el producto de

PCR, van a capturar las secuencias complementarias. Los primeros incluidos en los
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amplificados estan marcados con biotina. Se afiade estreptavidina que esta unida a un
complejo anticuerpo antipreoxidasa-peroxidasa que se fijara a la biotina. Y finalmente
se afiade el sustrato TMB (tetrametilbencidina) y per6xido de hidrogeno.

Por la accion de la peroxidasa el sustrato cambia de color y precipita donde se ha
producido la hibridaciéon y de esta forma aparecen una serie de bandas azules con un
patrén especifico de cada combinacion de alelos. En los distintos pasos seguidos en el
proceso de deteccion seguimos el protocolo y los reactivos incluidos en el kit de
deteccion (Dynal RELI® SSO Strip Detection Reagent Kit para 250 muestras
referencia 802.250). El proceso de hibridacion, lavados y revelado de las bandas se
lleva a cabo de forma automatica con el instrumento Dynal AutoRELI 48 referencia
899.05). En la tira reactiva se observa un patrén de bandas que se interpreta con

un programa informatico (Dynal RELI® SSO Pattern Matching Program 5.1) que nos

da el tipaje gendmico de la muestra.

4.3.2. Amplificacion del exéon2 de DRB y DQBI1

4.3.2.1.- Se utilizan para cada reaccion de PCR:

15ul de la solucion de CIMg,

30ul de la mezcla que contiene la Taq polimerasa, los DNTPs, los cebadores marcados
con biotina para DRB o DQB1 y el tampon especifico.

15 pl de DNA (13-14ng/ pl. 200ng por reaccion)

4.3.2.2.- Los tubos de PCR con las mezclas se amplifican segun el siguiente Programa
del Ciclador Térmico (Perkin Elmer 9600):

a) 96°C 60 segundos para desnaturalizar el DNA.

b) 35 ciclos de: 96°C 15 sec; 58°C 45sec y 72°C 15sec.

¢) 72°C 5 minutos
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d) Mantenimiento a 15°C

4.3.2.3.- Finalizado el programa de amplificacion en el ciclador térmico. A cada tubo
se afiaden 60 ul de la solucion desnaturalizante (3% EDTA, 1.6% hidroxido sodico y
azul de timol) y se deja incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se pueden
dejar fuera del frigorifico durante 1 o 2 horas si en ese tiempo se va a realizar la
hibridacion. Si esto no es asi se pueden conservar a 2-8°C durante una semana y a -20°C

durante 3 meses.

4.3.3. Hibridacién y deteccion de las bandas en las tiras que contienen las sondas.
4.3.3.1.) Reactivos:

a) Concentrado de SSPE: Solucion de fosfato sddico con CINa, EDTA y 1.0% de
ProClin 150 como conservante.

b) Concentrado de SDS. Sulfato dodecil sédico y 1.0% de ProClin 150 como
conservante.

c) Conjugado de Esteptavidina-HRP: Conjugado de perdxidasa de rdbano unida a la
esteptavidina en una solucion ACES con CINa y 1.0% de ProClin 150 como
conservante.

d) Substrato A: Una solucion de citrato que contiene 0.01% H»O, y 0.1% de Proclin
150 como conservante

e) Substrato B: Solucion 0.1% de 3, 3°, 5, 5’-Tetrametilbenzidina (TMB) en 40% de
dimetilformamida (DMF).

Todos estos reactivos se pueden conservar a 2-8°C hasta la fecha de caducidad
4.3.3.2.) Soluciones para la hibridacion, los lavados y el revelado de las bandas en las

tiras que contienen las sondas (SSO (oliginucle6tidos especificos de secuencia))
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a) Tampoén de hibridacion: Mezclar en el orden siguiente: Agua desionizada,
Concentrado de SSPE y Concentrado de SDS. Mezclar bien y calentar a 50°C para
asegurarse que todos los componentes se han disuelto. Se puede mantener tres meses a
temperatura ambiente. Ver tabla adjunta para calcular los volimenes de cada
componente.

b) Tampdén de lavado se procede igual que con el de hibridacion salvo que las
proporciones de los componentes son diferentes.

c¢) Tampon de citrato. Llevar a 1X con agua desionizada, la soluciéon de citrato

concentrada a 20X

N° Muestras 50 100 150 200 250

T. Hibridacion | 355ml 710ml 1065ml 1420ml 1775ml
Agua desioniza | 275ml 550ml 825ml 1100ml 1375ml
SSPE Concent 71ml 142ml 213ml 284ml 355ml
SDS Concent 9ml 18ml 27ml 36ml 45ml
T. Lavado 1354ml 2708ml | 4062ml 5416ml 6770ml

Agua desioniza | 1279ml 2559ml | 3838.5ml 5118ml 6397.5ml

SSPE Concent 66.7ml 135.4ml 203,1ml 270.8ml 338.5ml
SDS Concent 6.8ml 13,6ml 20.4ml 27.2ml 34ml
T Citrato 540ml 1080ml 1620ml 2160ml 2700ml
Agua desioniza | 513ml 1026ml 1539ml 2052ml 2565ml
Citrato Concent 27ml 54ml 81ml 108ml 135ml

Tabla 4.
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4.3.4. Procedimiento.

Para la hibridacion, lavados y reaccion de revelado se utiliza un equipo automatico que
es el AUTORELI 48 con capacidad para 48 muestras.

Este equipo contiene reservorios para los distintos reactivos . Los volumenes para 48
muestras son los siguientes: 1) T Hibridacion (300ml); 2) T Lavado (960ml); 3)
Conjugado (T Lavado 275.6ml + 832ul de Estreptavidina-HRP); 4) Substrato de trabajo
(228.8ml substrato A y 57.2ml de substrato B) ; 5) Tampon de citrato (450ml) y 6) 470
ml de agua desionizada. Una vez que se han preparado y colocado en sus recipientes los
reactivos, se numeran y colocan las tiras que contienen las sondas en celdas individuales
de una bandeja con capacidad para 48, como maximo, de muestras. A continuacién se
coloca en un pocillo de la celdilla el amplificado correspondiente a cada tira y al
terminar se lleva la bandeja a una plataforma del AUTORELI se ajusta y fija y después
de cerrar la tapa se inicia el programa.

El programa consta en primer lugar de un proceso de hibridacion a 50°C de 30
minutos; por ello se debe colocar el tampoén de hibridacion precalentado a esa
temperatura. Después de los lavados se incuba a temperatura ambiente con la solucion
del conjugado y tras una nueva serie de lavados se procede a la incubacion con el
substrato, con un paso previo en citrato y finalmente las tiras se lavan en agua y se
dejan en citrato. Todo este proceso es automatico, inyectandose y aspirandose los
reactivos sucesivamente de dos en dos. El equipo tiene un tanque para los desechos que
se cambia cada 10-12 ciclos de hibridacion. Finalizado el programa se saca la bandeja y

las tiras se extraen de las celdillas y se secan con papel de filtro.
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4.3.5. Asignacion del Tipaje gendémico HLA de clase 11

Las bandas después de pasar por el AUTORELI presentan un determinado patron de
bandas de color azul cuya interpretacion va a permitir realizar la asignacion del tipaje
HLA genomico. La interpretacion del patron de bandas de las tiras se realiza con un
programa de ordenador que es el PMP v5.3 después de importar la imagen de las tiras

por medio de un scanner
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de las diversas pruebas fueron exportados para la creacion de una
base de datos y posterior analisis de la misma con el software SPSS 13.0 (Statistical
package for Social Sciences). Se utilizaron asi mismo los programas informaticos
Stadistics v.5.0 y Epilnfo.

Para la descripcion de variables cuantitativas se utilizé la media y la desviacion
estandar de la media.

Las frecuencias genotipicas y alélicas para los estudios caso-control se analizaron
mediante tablas de contingencia utilizando el estadistico Chi-cuadrado o en su caso -con

valores esperados menores de 5- empleando el test exacto de Fischer. Los valores de

p<0,05 se consideraron significativos. En caso contrario, se fijo una potencia 3 mayor o

igual que 0,8 para aceptar la hipotesis nula de igualdad de proporciones.
Los intervalos de confianza al 95% de las odds ratio (ORs) se estimaron por el método
de Cornfield calculado por el paquete informatico Epi Info v6.02 (CDC, Estados

Unidos/ WHO, Suiza).
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ANEXO HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

NOMBRE:
FECHA DE NACIMIENTO:
N. AFILIACION:

N. HISTORIA:

TFNO:

DIRECCION:
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SEXO: V/M
ESTADO CIVIL: soltero / casado /separado/ viudo

PESO............... Kg
TALLA............ m
FUMADOR:
a SI
a NO
(W Ex-fumador ;Fumaba al

diagnostico? SI / NO

ANTICONCEPTIVOS: SI/NO

ANTECEDENTE FAMILIARES:
EEIl: NO / SI: E. CROHN/C.ULCEROSA

ENFERMEDADES AUTOINMUNES: Familiar:
Diabetes Mellitus tipo 1. ......ccceevvieiiienennne
Patologia Tiroidea ~  .....coeieeiieenene
Enf Celiaca. .,
CEP
Esclerosis multiple ...
Psoriasis

oooooo

EEII:

ENF. DE CROHN
COLITIS ULCEROSA

FECHA DIAGNOSTICO:
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DIAGNOSTICO:
TRANSITO INTESTINAL |SI /NO
ENEMA OPACO SI /NO
COLONOSCOPIA SI /NO
CONFIRMACION
HISTOLOGICA SI/NO
COLITIS ULCEROSA
PROCTITIS
LOCALIZACION: COLITIS IZQUIERDA
PANCOLITIS
CRONICA INTERMITENTE
PATRON EVOLUTIVO: |CRONICA CONTINUA
>6meses
AGUDA FULMINANTE

ENF DE CROHN: (Clasificacion de MONTREAL)

A. EDAD al diagnostico

Al. < 16 anos.

A2.16 - 40 afios.

A3.> 40 afios
L. LOCALIZACION L1. ILEON TERMINAL | Con o sin extension a ciego
L2. COLON. Incluye recto. Excluye ileon terminal
L3. ILEO-COLON. Ileon distal + colon
L4. GI ALTO.
B1. NO ESTENOSANTE | _ Infl .
B. CONDUCTA NO PENETRANTE | ~ mhamatoria

CLINICA Estenosis + dilatacién preestendtica

B2. ESTENOSANTE. 0 sintomas obstructivos
SIN Enf. Penetrante

B3. PENETRANTE. Incluye masa y absceso.
p Afectacion perianal

ENFERMEDADES ASOCIADAS:




COMPLICACIONES ASOCIADAS:

MANIFESTACIONES EXTRADIGESTIVAS:
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ARTRITIS PERIFERICA

OSTEOMUSCULARES SACROILEITIS
ESPONDILITIS ANQUILOSANTE
ERITEMA NUDOSO

PIEL PIODERMA GANGRENOSO
LESIONES ORALES
CEP

HEPATOBILIAR GRANULOMATOSIS
COLELITIASIS
ESTEATOSIS

0JO IRITIS / UVEITIS
EPIESCLERITIS

ENF. TROMBOEMBOLICA

AMILOIDOSIS

NUMERO DE INGRESOS DEBIDOS A EEII:

CIRUGIA: NO/SI:INTERVENCION REALIZADA:

FECHA:
TRATAMIENTO:

FARMACO PRE |INDICACION |EFECTOS 2° ACTUAL/ |DURACION |RESP
VIO DOSIS UESTA

CORTICOIDES ST/
S1/ NO
NO

SALICILATOS S1/ S1/
NO NO

AZT S1/ SI/
NO NO

CICLOSPORINA | S1/ SI/
NO NO

INFLIXIMAB S1/ ST/
NO NO
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5. RESULTADOS
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5.1 CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS.

Se han incluido en el estudio un total de 534 pacientes, 272 con enfermedad de Crohn y

262 con colitis ulcerosa.
Enfermedad de Crohn:

La edad media al comienzo de la enfermedad de los pacientes fue de 29.2 afios

distribuyéndose (A1<16, A2 entre 16 y 40 y A3>40 afios) de la siguiente manera: Al
9.57%, A2 69.11% y A3 21.32, con una duracién media de la enfermedad de 7.9 afos,
existiendo un ligero predominio del sexo femenino sobre el masculino (52% en mujeres
y 48% hombres).

En cuanto al habito tabaquico, el 49% no ha fumado nunca y el 51% restante son ex-
fumadores o fumadores actuales.

La localizacion de la enfermedad se distribuye de la siguiente forma: 41.91% ileal (L1),

21.70% colénica (L2), y 33.46% ileocolonica (L3); L1+L4 0.36%, L2+L4 1.10% y
L3+L4 1.47%.

Segun el patrén evolutivo (fenotipo), los pacientes se dividen en: B1 (no penetrante no

estenosante) el 45.58%, B2 (estenosante) el 19.48% y B3 (fistulizante o penetrante) el
20.58%. En cuanto a la enfermedad perianal, Blp el 5.14%, B2p el 0.73% y B3p el

8.45%.
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TABLA 5. Clasificacion de Montreal para la Enfermedad de Crohn.

EDAD AL DIAGNOSTICO (A)
A1 16 afos 0 menos

A2 17-40 afios

A3 mayor de 40 afios

LOCALIZACION (L)

L1 fleon terminal L1+L4 (ileon terminal + tracto digestivo alto)
L2 Colon L2+L4 (Colon + tracto digestivo alto)

L3 Ileocoldénica L3+L4 (ileocolonica + tracto digestivo alto)
L4 Tracto digestivo alto

PATRON CLINICO (B)

B1 No-estenosante, no fistulizante. Inflamatorio
B1p (inflamatorio con afectacion perianal asociada)
B2 Estenosante

B2p (estenosante con afectacion perianal asociada)

B3 Fistulizante
B3p (fistulizante con afectacion perianal asociada)

De los 272 pacientes con E. de Crohn, el 43.3% presentaron manifestaciones
extradigestivas, el 32% requirieron intervencion quirtrgica, el 46.4% necesitaron
tratamiento inmunosupresor (fundamentalmente AZA/6-MP) y en un 16.7% fue
necesario el uso de bioldgicos.

Colitis ulcerosa:

De los 262 pacientes con colitis ulcerosa, la edad media al diagnéstico es de 32.3 afios,

con una duracion media de la enfermedad de 8.1 afios; el 51% pertenecen al sexo
masculino y el 49% al femenino; el 52% de los pacientes no son fumadores y el 48%
restante son ex fumadores o fuman actualmente.

Segln la localizacion de la enfermedad, el 17.18% tiene una proctitis (E1), el 41.22%

colitis izquierda (E2) y el 41.60% pancolitis (E3).
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TABLA 6. Clasificacion de Montreal para la Colitis Ulcerosa
Extension (E)

E1) Proctitis ulcerosa: afeccion limitada al recto (el limite superior de la inflamacion
no supera la union rectosigmoidea)

E2) Colitis izquierda (o colitis distal): afeccion limitada al colon izquierdo (el limite
superior de la inflamacion no supera el d&ngulo esplénico)

E3) Colitis extensa (pancolitis): afeccion que se extiende mdas alla del angulo
esplénico.

Gravedad (S)
S0) Colitis en remision (Colitis silente): no hay sintomas de la enfermedad.

S1) Colitis leve: cuatro o menos deposiciones al dia con sangre, sin fiebre, leucocitosis,
taquicardia, anemia ni aumento de la VSG

S2) Colitis moderada: criterios intermedios entre leve y grave, siempre con signos de
afeccion sistémica leves

S3) Colitis grave: seis o mas deposiciones diarias con sangre, fiebre, leucocitosis,
taquicardia, anemia y aumento de la VSG, a menudo con signos de afeccion
(“toxicidad”) sistémica grave.

Entre los pacientes con colitis ulcerosa, el 42% presentan manifestaciones
extraintestinales, siendo las mas frecuentes las articulares (36%), seguidas por las

manifestaciones cutdneas (14%) y en menor nimero las oculares (4%).

El 23.28% ha precisado el uso de tratamiento inmunosupresor y el 5.34% cirugia.

5.1.1 EDAD AL DIAGNOSTICO, SEXO Y TIEMPO DE EVOLUCION DE LA

ENFERMEDAD.

La edad media al diagndstico de la enfermedad ha sido de 29.2 afos para la enfermedad

de Crohn, y algo superior para los pacientes con colitis ulcerosa, 32.3 afios.
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Existe un predominio del sexo femenino en la EC con un 52%, pero en la CU
predomina ligeramente el sexo masculino (51%).
El tiempo medio de seguimiento ha sido de 7.9 afios para los pacientes con Crohn y 8.1

para la colitis.

5.1.2 FUMADORES.

El habito de fumar fue algo superior en los pacientes con EC (50.8%), teniendo en
cuenta a los fumadores actuales y exfumadores, frente a un 48.1% de fumadores y

exfumadores en la colitis ulcerosa.

5.1.3 ANTECEDENTES FAMILIARES DE EII.

El porcentaje de afectacion familiar es de un 10.6% en los pacientes con EC y de un
11.45% en los pacientes con CU; el 89.4% y el 88.55% de los pacientes incluidos en el

estudio son casos esporadicos sin antecedentes familiares de EC y ni de CU.

Familiares afectados EC N %
si 29 10.66
no 243 89.34
Total 272 100

Tabla 7 y 8. Familiares afectos en EC y CU
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Familiares afectados CU N %
si 30 11.45
no 232 88.55
Total 262 100

5.1.4 NECESIDAD DE CIRUGIA

La necesidad de cirugia ha sido muy superior en los pacientes con EC, en el 32% ha

sido necesario realizar algun acto quirargico, fundamentalmente resecciones intestinales

(ileal, ileocolica o colonica) considerando en un grupo aparte las intervenciones

relacionadas con enfermedad perianal (fistulectomias, colocacion de setones).

Cirugia en EC N %

Si 87 32.0

No 185 68.0
272 100.0

Tabla 9. Cirugia en EC

En la colitis ulcerosa se han intervenido solamente 15 pacientes (5.72%), realizandose

una colectomia total con reservorio ileoanal en J, debido a colitis grave y refractariedad

al tratamiento médico, pero en 3 pacientes la intervencion se ha realizado al

diagnosticarse cancer de colon.
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Cirugia en CU N %
Colectomia 15 5.72
No 247 94.28
Total 262 100

Tabla 10. Cirugia en CU

5.1.5 NECESIDAD DE INMUNOSUPRESORES Y TRATAMIENTO BIOLOGICO

En el 46.32% de los pacientes con EC ha sido necesario el tratamiento inmunosupresor,
generalmente  AZA/6-MP  (43.75%) como tratamiento de eleccion, por
corticodependencia o corticorefractariedad o presencia de fistulas; en caso de alergia o
intolerancia a este farmaco utilizamos en segundo lugar el metotrexato (2.57%).

En la colitis ulcerosa la necesidad de tratamiento inmunosupresor ha sido menor,

24.05% frente al 75.95% en que no ha sido necesario.

EC N %
Azatioprina 119 43.75
Metotrexato 7 2.57
No 146 53.68
Total 272 100

Tabla 11 y 12. Inmunosupresores en EC y CU




147

CuU N %
Azatioprina 62 23.67
Metotrexaro 1 0.38
No 199 75.95
Total 262 100

El 16.55% de los pacientes con EC han sido candidatos al tratamiento bioldgico con
Infliximab o Adalimumab y el 5.73% de los pacientes con CU, generalmente debido a

refractariedad a la AZA y por presencia de fistulas.

T. bioldgico en EC N %

Si 45 16.55
No 227 83.45
Total 272 100.0
T. biolégico en CU N %

Si 15 5.73
No 247 94.27
Total 262 100.0

Tabla 13 y 14. T. biolégico en EC y CU
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El 42% de pacientes con CU presentan manifestaciones extradigestivas, siendo las mas

frecuentes las articulares (artritis, artralgias, sacroileitis y espondilitis anquilosante)

presentes en el 32%, seguidas a continuacion por las manifestaciones cutaneas (14.12%)

y oculares (3.81%)).

MANIFESTACIONES EXTRA EN CU | CU=262 %
ARTICULARES 84 32
CUTANEAS 37 14.12
OCULARES 10 3.81

Tabla 15. Manifestaciones extradigestivas en CU

En los pacientes con EC se han presentado manifestaciones extraintestinales en el

43.3% de los casos, siendo las mas frecuentes las osteomusculares (24.30%), seguidas

por las hepatobiliares (CEP, esteatosis) presentes en el 10.29%, cutaneas (4.77),

tromboembolicas (3.30%) y oculares (1.83%).

MANIFESTACIONES EXTRA EN EC EC=272 %
OSTEOMUSCULARES 66 24.30
PIEL 13 4.77
HEPATOBILIARES 28 10.29
OFTALMOLOGICAS 5 1.83
E. TROMBOEMBOLICA 9 3.30

Tabla 16. Manifestaciones extradigestivas en EC
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5.1.7 ENFERMEDAD DE CROHN: CLASIFICACION DE MONTREAL

Los 272 pacientes fueron divididos en funcion de la clasificacion de Montreal en

diversos grupos, teniendo en cuenta la edad al diagnéstico (A1, menor o igual a 16 afos,
A2, entre los 16 y los 40 afios y A3, por encima de los 40 afios de edad), localizacidon
(L1, ileal, que afecta al ileon terminal, con participacion o no del ciego en continuidad;
L2, colica, afecta a cualquier tramo del colon, sin participacion del intestino delgado;
L3, ileocolica, afectacion del ileon terminal, con o sin participacion cecal, junto a
cualquier segmento del colon entre ascendente y recto, y L4, gastrointestinal alta, que
indica la afeccion (anadida a cualquiera de las tres anteriores) de cualquier tramo
intestinal proximal al ileon terminal.

Respecto al patréon evolutivo, esta clasificacion distingue tres patrones (Bl no

obstructivo no fistulizante, también llamado inflamatorio, B2 obstructivo o estenosante
y B3 fistulizante; a esta categoria se suma una modificacion (p) que indica que al patron
predominante se le aflade la existencia de enfermedad perianal.

Edad: en el grupo Al estan el 9.57% de los pacientes (26), el grupo A2 es el mas

numeroso con el 69.11% (188) y en el grupo A3 estan el 21.32% (58 pacientes).

EDAD N %
Al 26 9.57
A2 188 69.11
A3 58 21.32
total 272 100.0

Tabla 17. Edad al diagnoéstico en EC
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Localizacion: en nuestra serie la localizacion L1 es la mas frecuente, estando
representada por el 41.91% de los pacientes (114), seguida muy de cerca por L3, con el
33.46% (91 pacientes) y L2 con el 21.70% (59 pacientes). L1 + L4 representa
solamente el 0.36% (1 paciente), L2 + L4 el 1.10% (3 pacientes) y L3 + L4 representa

el 1.47% (4 pacientes).

LOCALIZACION N %
L1 114 4191
L2 59 21.70
L3 91 33.46
L1+L4 1 0.36
L2+L4 3 1.10
L3+L4 4 1.47
272 100.0

Tabla 18. Localizacion

Patréon evolutivo: El grupo Bl (inflamatorio) es el mas numeroso, con el 45.58% (124

pacientes), seguido por el B3 (penetrante), con un 20.58% (56 pacientes), y en tercer
lugar el B2 con un 19.48% (53 pacientes). En el grupo Blp hay 14 pacientes (5.14%),
en el B2p 2 pacientes (0.73%) y en el B3p 23 pacientes (8.45%). Del total de pacientes,

el 14.32% tienen afectacion perianal.
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PATRON EVOLUTIVO |N %
Bl 124 45.58
B2 53 19.48
B3 56 20.58
Blp 14 5.14
B2p 2 0.73
B3p 23 8.45
272 100.0

Tabla 19. Patron evolutivo

5.1.8 COLITIS ULCEROSA: CLASIFICACION DE MONTREAL.

EXTENSION Y EVOLUCION

Los pacientes con colitis ulcerosa se clasificaron en funcion de la extension en El
(proctitis), con el 17.18% (45 pacientes), E2 (colitis izquierda) con el 41.22% (108

pacientes) y E3 (pancolitis) con el 41.60% (109 pacientes).

El 45 17.18
E2 108 41.22
E3 109 41.60
Total 262 100.00

Tabla 20. Extension CU
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Segun la evolucion de la enfermedad se distinguié un patron recidivante, forma

continua y una forma fulminante.

5.2. ESTUDIO DE LOS POLIMORFISMOS DEL GEN CARDI15.

5.2.1 ANALISIS DE SUSCEPTIBILIDAD A PADECER LA ENFERMEDAD

En el presente estudio se han analizado tres SNPs de zona codificante del gen CARD15,
que en estudios previos se han relacionado con la enfermedad de Crohn; estos
polimorfismos son R702W, G908R y L1007fs.

Del total de nuestros 236 pacientes, 81 de ellos presentan algun polimorfismo, es decir,

el 34.32%, asi como 65 de los 356 controles (18.25%).

NOD2 + % NOD2 - %
EC 81 34.32 155 65.68
controles 65 18.25 291 81.75

Tabla 21. NOD2+ (al menos una variante)
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5.2.1.1 ENFERMEDAD DE CROHN

5.2.1.1.1 Polimorfismo R702W.

En el andlisis de frecuencias alélicas se observa un incremento estadisticamente
significativo del alelo 702W en el grupo de pacientes (tabla 1).

En cuanto a la distribucion de los diferentes genotipos, es de destacar la baja frecuencia
de individuos con doble copia del alelo 702W (2.5% en pacientes y 0.6% en controles)
y la existencia de una mayor prevalencia del genotipo heterocigoto RW en el grupo de
pacientes (17.8% vs 11%). De esta forma, el ser portador de al menos una copia del

alelo 702W confiere un aumento de casi 2 veces el riesgo de padecer EC.

Tabla 22: Frecuencias alélicas y genotipicas de R702W

EC Controles 0
R702W o %) n %) P OR (IC 95%)
N=236 N=356
RR 188 (79.6) 315 (88.4) 0.002 0.5 (0.3-0.7)
RW 42 (17.8) 39 (11) 0.014 1.78 (1.1-2.8)
WWwW 6 (2.5) 2 (0.6) 0.039 3.63 (0.8-15.7)
R 418 (88.5) 669 (94) 0.0007 0.49 (0.3-0.7)

W 54 (11.5) 43 (6) 0.0007 2.00 (1.3-3.07)



G908R

GG
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5.2.1.1.2 Polimorfismo G908R.

La frecuencia del alelo 908R esta aumentado practicamente el doble en el grupo de
pacientes (tabla 2).

Dicho incremento es reflejo de un mayor numero de individuos heterocigotos GR en el
grupo de pacientes ((7.6% vs 4.2%), ya que no encontramos individuos con doble copia
de la mutacion. Por tanto, el ser portador del alelo 908R parece incrementar casi 2 veces

el riesgo de padecer EC.

Tabla 23: Frecuencias alélicas y genotipicas de G908R

EC CONTROLES P OR (IC 95%)

n (%) n (%)

n=236 N=356

218 (92.4) 341 (95.8.4) 0.006 0.53 (0.8-1.07)
18 (7.6) 15 (4.2) 0.06 1.88 (0.9-3.7)
0(0) 0 (0) ; 1.53 (0.03-77.1)
18 (3.8) 15 (2.1) 0.007 0.54 (0.2-1.07)

454 (96.2) 640 (97.9) 0.007 1.85 (0.9-3.6)
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5.2.1.1.3 Polimorfismo L1007fs.

La variante L1007fs solo esta presente en el 1.2% de los controles analizados, mientras
que la frecuencia en el grupo de pacientes asciende al 5.2% (tabla 3), siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p=0.000028).

En la tabla 3 se muestra la distribucion de los diferentes genotipos. El 9.4% de los
pacientes es portador de una copia de L1007fs, mientras que dicha variante aparece en
el 2.5% de los individuos sanos. Esta diferencia se traduce en un aumento de algo mas
de 4 veces el riesgo de padecer enfermedad de Crohn entre individuos portadores de
este polimorfismo.

Estos resultados indican que L1007fs es la variante de CARD15 mas claramente
asociada a susceptibilidad a la enfermedad en nuestra poblacion y que dicha asociacion

es independiente del resto de SNPs de CARD15.

Tabla 24: Frecuencias alélicas y genotipicas de L1007fs

EC CONTROLES P OR (IC 95%)
n (%) n (%)
n=236 N=356
GENOTIPOS
- 1 (0.4) 0 (0) 0.19 3.3(2.0-9.13)
I+ 22 (9.4) 9 (2.5) 0.00009 4.07 (1.8-8.8)
i 213 (90.2) 374 (97.5) 0.00004 0.23 (0.10-0.5)
ALELOS
i 24(5.1) 9(1.2) 0.000028 428 (2.0-9.1)
+ 442 (94.9) 757 (98.8) 0.000028 0.23 (0.1-0.49)
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5.2.1.2 COLITIS ULCEROSA

Como se puede observar en las tablas A, B y C la distribucion de frecuencias alélicas de
los diferentes SNPs de CARDIS5, es muy similar en pacientes con colitis ulcerosa y
controles. Lo que apunta que estos polimorfismos no juegan un papel relevante en la
susceptibilidad a la CU.

La distribucion de las frecuencias genotipicas de los diferentes SNPs se recogen en las
tablas A, B y C donde se observa que existe una frecuencia incluso mayor del genotipo
heterocigoto RW y GR en el grupo control, pero no se traduce en diferencias
significativas con respecto al grupo de pacientes (11% vs 9.9% vy 1.4% vs 4.3%); en el

caso de L1007fs, no existen diferencias entre pacientes y controles (2.4% vs 2.5%).

Tabla 25. R702W (1rs2066844)

COLITIS CONTROLS

GENOTIPOS N=192 (%) | N=327 (%) |P- OR

RR | 170 (38.5) | 289 (38.4) 0.955 | 1.00

RW | 19(9.9) 36 (11.0) 0.690 | 0.91

WW | 3(1.6) 2(0.6) 0.284 |2.29

ALELOS

R [359(93.5) |614(93.9) 0.8 0.92

W [25(6.5) 40 (6.1) 0.8 1.08




Tabla 26. G908R (rs2066845)
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COLITIS | CONTRO
LES
GENOTIPOS N=214 (%) | N=327 (%) | P- OR |IC95%
RR | 0(0.00) 0 (0.00) 1.53 | (0.124-1.297)
RG |3(1.4) 14 (4.3) 0.06 | 0.39 |(0.121-1.285)
GG |211(98.6) |313(95.7) |0.06 |2.53 |(0.777-8.241)
ALELOS
R |3(0.7) 14 2.1) 0.062 | 0.40 | (0.124-1.297)
G |425(993) |640(97.9) |0.062 |2.49 |(0.770-8.059)
Tabla 27. L1007fs
COLITIS | CONTROL
ES
GENOTIPOS N=214 (%) |N=327(%) |P- |OR |IC95%
- | 162(97.6) |347(97.5) |0.93 |0.94 | (0.3022-2.8912)
J+ 4024 9(2.5) 0.9 |1.07 |(0.3424-3.3278)
++ | 0 (0.00) 0 (0.0)
ALELOS
- |328(988) |703(98.7) |0.93 |0.93|(0.3022-2.8912)
+ 4(12) 9 (1.3) 0.93 | 1.07 | (0.3459-3.3096)
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5.2.2 ANALISIS DE CARD15 Y FENOTIPO

5.2.2.1 ENFERMEDAD DE CROHN

Con la intencién de estudiar la posible influencia de CARDIS5 sobre el fenotipo de la
EC analizamos la relacion entre las variables de dicho gen y las caracteristicas clinicas
fundamentales de la enfermedad, como son la localizacion, patron evolutivo y edad al
diagnostico. También hemos estudiado su posible relacion con otras variables clinicas
como los antecedentes familiares de EII, la necesidad de tratamiento inmunosupresor e
infliximab y la cirugia.

De los 272 pacientes con EC de los que disponemos de datos clinicos, solo hemos

tipado el CARDI15 en 236 pacientes.

5.2.2.1.1 Edad al diagnéstico.

En la tabla se muestra como se distribuyen los pacientes portadores de mutaciones

analizadas de CARD15 en los grupos Al, A2 y A3, segun la clasificaciéon de Montreal.

NOD2+ | % NOD2- | % P OR IC 95%
Al 9 11.1 15 9.7 0.7 1.21 0.5-2.8
A2 60 74.1 102 65.8 0.1 1.45 0.8-2.6
A3 12 14.8 38 245 0.5 0.56 0.2-1.1
Total 81 100.0 155 100.0

Tabla 28. NOD2 y edad al diagnostico en EC
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En total, de los 236 pacientes tipados, 81 pacientes presentan alguno de los
polimorfismos, es decir, el 34.32%.

Estudiando los grupos de edad por separado, en el grupo Al (24 pacientes), hay 9
pacientes que presentan algun polimorfismo, es decir el 37.5% del total de ese grupo.
En el grupo A2 (162 pacientes), 60 presentan alguna mutacion del CARDI15 (37.03%),
y en el grupo A3 (50 pacientes), 12 de ellos tienen alguna mutacion (24%).

Observamos que de los 81 pacientes que presentan algiin polimorfismo, 69 de ellos
(85.18%) presentaban una edad al diagndstico inferior a 40 afos, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas.

Estos resultados indican que en nuestra poblacion, el ser portador de mutaciones en

CARDIS5 se asocia con un debut mas temprano de la enfermedad.

5.2.2.1.2 Localizacion

Se ha analizado la posible correlacion entre ser portador de mutaciones de CARD15 y la

localizacion de la enfermedad.

localizacion | n NOD2+ | % NOD2- | % P OR 1C95%
L1 94 35 43.2 59 38.1 0.4 1.2 0.7-2.1
L2 53 15 18.5 38 24.5 0.3 0.7 0.3-0.1
L3 81 28 34.6 53 342 0.9 1.02 0.5-1.7
L4 8 3 3.7 5 3.2 0.8 1.2 0.3-5
Total 236 81 100 155 100

Tabla 29. NOD?2 y localizacion en EC
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En la localizacion L1 hay 94 pacientes, de los cuales, 35 son NOD2 +, que representa el
37.23%, frente al 62.76% que no tienen mutacion (59 pacientes), dentro de este grupo,
pero en relacion al total de pacientes NOD2 +, representa el 43.2%.

En la localizaciéon L2 hay 53 pacientes, de ellos, 15 pacientes presentan algin
polimorfismo (28.30% vs. 71.70%); estos 15 pacientes, en relacion al total de NOD2 +
representan el 18.5%.

En la localizacion L3 hay 81 pacientes, de los cuales 28 tienen algin polimorfismo
(34.56% vs. 65.43% del grupo), representando asimismo el 34.56% del total de
NOD2+.

En estos grupos, la diferencia mayor entre portadores y no portadores de polimorfismos
se encuentra en L2 (28.30% que son NOD2 + frente a un 71.70%), representando
solamente el 18.5% del total de pacientes que presentan polimorfismos.

En nuestros pacientes, el grupo que presenta mayor % de mutacion es el L1 (ileal), con
un 43.2% del total, seguido de la localizacion L3 (ileocoldnica) que representa el
34.6%, por lo que parece que la mutacion de CARDIS5 favorece la afectacion ileal e
ileocoldnica, y protegeria de la afectacion exclusivamente colonica.

5.2.2.1.3 Patron evolutivo

Tabla 30. NOD2 y patréon evolutivo en EC

Patron NOD2+ NOD2- P OR IC 95%
evolutivo

B1 35 (42.9%) | 88 (57%) 0.04 0.58 0.3-0.9
B2 21 (254%) |34(21.9%) |04 1.25 0.6-2.3
B3 25(30.8%) | 33(21.1%) |0.06 1.74 0.9-3.1
No p 68 (83.9%) | 130 (86%) | 0.6 1.2 0.5-2.5
P 13 (16.1%) | 21 (14%) 0.6 0.8 0.3-1.7
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Analizando los distintos grupos se aprecia un mayor porcentaje de individuos con
mutacion dentro del grupo B1 (42.9%, 35 pacientes), pero dentro de este grupo, con 123
pacientes, el 28.45% tienen mutacion frente al 71.54% que no la tienen.

En el grupo B2, 55 pacientes, el 38.19% tienen alguna mutacion (21 pacientes) frente al
61.81% que no la tienen, representando el 25.4% del total de pacientes NOD2+.

En el grupo B3, con 58 pacientes, el 43.1% de ellos (25) presentan una mutacién frente
al 56.9% que son NOD?2 -, representando el 30.8% del total de pacientes con mutacion.
Con estos datos, se aprecia un mayor porcentaje de individuos con mutacion dentro del

grupo de pacientes con patron B1, seguido por el grupo B3, y en tercer lugar el B2.

5.2.2.1.4 Otras variables analizadas

Se ha encontrado asociacidon negativa entre la necesidad de tratamiento biologico y
CARDI1S5, de forma que del total de 42 pacientes que precisaron tratamiento biologico,
solo 8 presenta una mutacion CARDI15, es decir 19% vs.81% que no presentaron

ninguna mutacion.

Tratamiento | NOD2+ NOD2- p OR IC 95%
bioldgico

SI 8 (9.8%) 34 (21.9%) | 0.02 0.4 0.1-0-9
NO 73 (90.2%) | 121 (78.1%) | 0.02 2.3 1.04-5.2
Total 81 155

Tabla 31. NOD2 y t. bioldgico




162

No se ha encontrado asociacion con la necesidad de inmunosupresores ni de cirugia, ni

con la existencia de casos familiares.

Cirugia NOD2+ NOD2- p OR IC 95%
SI 26 (32%) |50 32%) | 0.9 1.0 0.5-1.7
NO 55(68%) | 105 (68%) | 0.9 0.99 0.5-1.7
Total 81 155

Tabla 32. NOD2 y cirugia

Inmunosupresores | NOD2+ NOD- P OR I1C 95%
Azatioprina 34 (42%) 74 (47.4%) | 0.4 0.81 0.5-1.14
Metotrexato 1 (1.2%) 4 (2.6%) 0.4 0.76 0.1-4.8
No 46 (56.8) 77 (50%) 0.3 1.31 0.7-2.2
Total 81 155

Tabla 33. NOD2 e inmunosupresores

Familiares NOD2+ | NOD2- P OR IC 95%
afectados EC

Si 8 (10%) 14 (9%) 0.8 1.1 0.4-2.8
No 73 (90%) | 141 (91%) | 0.8 0.8 0.3-2.1
Total 81 155

Tabla 34. NOD2 y familiares afectados
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5.3. HLA/MHC

5.3.1. HLA y Colitis ulcerosa

De los 262 pacientes con colitis ulcerosa, se han

El HLA-DQBI1* se ha determinado los alelos HLA-DRBI1* en 206 pacientes y HLA-
DQBI* en 122 pacientes, teniendo como controles a 269 individuos sanos no
relacionados.

No se han encontrado diferencias en las frecuencias de los alelos HLA-DRBI1*01,
DRB1*04, DRBI1*07, DRB1*08, DRBI1*09, DRB1*10, DRB1*11, DRBI1*12,
DRB1*13, DRB*14 y DRB*16 entre los pacientes de CU y los controles. Si ha habido
diferencias estadisticamente significativas con HLA-DRB1*03, con 22 (5.3%) en
pacientes y 64 (11.9%) en controles, con p-0.0004 pc 0.0052 OR 0.4 (IC 0.26-0.7) y en
menor proporcion con HLA-DRB1*15, detectandose 66 (16%) en pacientes y 59 (11%)
en controles (p 0.02 que al corregirse por el nimero de alelos pierde la significacion
estadistica pc 0.26) Tabla 35.

El HLA-DQBI1* se ha analizado en 122 pacientes, encontrando las mayores diferencias
en HLA-DQB1*02, 47 en pacientes (19.3%) y 135 (25.1%) en controles, con una p de
0.073 (no significativa), no observando en el resto de alelos estudiados diferencias

significativas (HLA-DQB1*03, DQB1*04, DQB1*05 y DQB1*06). Tabla 36.
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Tabla 35 y 36 .Frecuencias alélicas de HLA-DRB1 Y HLA-DQB1 en COLITIS

ULCEROSA

HLA- CU % |CONT |% |p Pc OR [IC

DRBI* 2n=412 2n=538 (13) (95%- 95%+)

01 60 14.5 | 75 13.9 | ns

03 22 53 | 64 11.9 | 0.0004 | 0.0052 | 0.4 | 0.26-0.7

04 47 11473 13.6 | ns

07 66 16 |80 14.9 | ns

08 10 24 |21 39 |ns

09 1 02 |0 0 |ns

10 3 0.7 |10 1.9 |ns

11 60 14.5 | 65 12.1 | ns

12 5 12 |5 0.9 |ns

13 44 10.7 | 62 11.5 | ns

14 20 48 |17 32 |ns

15 66 16 |59 11 002 026

16 8 1.9 |7 13 |ns
HLA- CU % |CONT |% |p
DQB1* 2n=244
02 47 19.3 | 135 25.1 | ns
03 77 31.6 | 161 29.9 | ns
04 7 29 |24 45 |ns
05 55 225 113 21.0 | ns
06 58 23.8 | 105 19.5 | ns
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Para confirmar el efecto protector del alelo HLA-DRB1*03 se amplio el estudio

uniendo la serie de los pacientes de Colitis Ulcerosa del Hospital Virgen de las Nieves

(206) con los del Hospital de San Carlos de Madrid (370) de forma que la serie

completa consta de 576 pacientes(N) y de 1.152 alelos (2N).La serie de controles se

aument6 de 269 a 861 (N) con un total de alelos de 1.722 (2N).

Después de realizar el tipaje HLA y el andlisis estadistico se confirmé el efecto

protector del alelo HLA-DRB1*03 porque de forma estadisticamente significativa su

frecuencia estaba disminuida en la serie de los pacientes de Colitis Ulcerosa (78 casos

HLA-DRB1*03 (6.77%)) cuando se compara con los controles (226 casos HLA-DRB13

(19.61%)) Pc 6.42x 10°

OR 0.51 [0.37-0.69] Tabla 37

| e | ok | e |k
01 173 211 1.27 0.033 0.42
15/16 178 227 1.22 0.087
03 78 226 0.48 572x107 | 6.42x10°
04 111 200 0.81 0.094
11/12 182 208 1.36 0.004 0.062
13/14 192 282 1.02 0.837
07 178 276 0.95 0.677
OTROS 60 92 0.97 0.875




166

Tabla 37. Frecuencias alélicas de DRB1* en nuestra serie y en la del Hospital San

Carlos en COLITIS ULCEROSA

5.3.2. HLA y Enfermedad de Crohn

5 casos de HLA-DRBI1*08 en Se ha determinado el tipaje para HLA-DRB1* en 220
pacientes con enfermedad de Crohn, no obteniendo diferencias significativas en HLA-
DRB*01, DRBI1*03, DRB1*04, DRB1*09, DRB1*11, DRBI1*12, DRBI*13,
DRBI1*14, DRB1*15 y DRB1*16. En nuestro grupo de pacientes se han encontrado
- 87 casos de HLA-DRB1*07 en pacientes de EC (19.8%) vs. 79 (14.7%) en
controles, con una p de 0.03 y OR 1.4 (IC 1.02-1.99) al corregir la p por el
numero de alelos (13) se pierde la significacion estadistica pc=0.39
- 5 casos de HLA-DQBI1* en pacientes de EC (1.1%) vs. 21 (3.9%) en controles,
con una p de 0.007 y OR 0.3 (IC 0.1-0.8) pc=0.091 (no significativa)
- 2 casos de HLA-DRBI1*10 en pacientes de EC (0.5%) vs. 10 (1.9%) en
controles, con una p de 0.047 y OR 0.3 (IC 0.08-1.3) pc=0.61 (no significativa)

Tabla 38.

El tipaje para HLA-DQBI* se ha determinado en 126 pacientes, no existiendo
diferencias estadisticamente significativas en HLA-DQB1*2, DQB1*03, DQB1*05 y
DQBI1*06. En este grupo de pacientes hay 4 casos con HLA-DQBI1*04 (1.6%) vs. 24
(4.5%) en controles, con una p de 0.041 y OR 0.41 (IC 0.1497-1.1432) pc=0.53 (no

significativa) Tabla 39.
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Tabla 38 y 39 Frecuencias alélicas de HLA-DRB1 y HLA-DQB1 en ENFERMEDAD

DE CROHN
HLA- EC % CONT | % p pc OR | IC
DRB1* 2n=440 2n=538 (13) (95%- 95%+)
01 48 10.9 | 75 13.9 | ns
03 41 93 |64 11.9 | ns
04 65 148 | 73 13.6 | ns
07 87 19.8 | 80 14.9 | 0.03 0.39
08 5 1.1 |21 39 ]0.007 |0.091
09 4 09 |0 0 ns ns
10 2 07 |10 1.9 [0.047 |0.52
11 54 12.3 | 65 12.1 | ns
12 3 07 |5 09 |ns
13 64 14.5 | 62 11.5 | ns
14 24 55 |17 32 |ns
15 37 8.4 |59 11 0.02 0.26
16 6 14 |7 1.3 |ns
HLA- EC % CONT % p
DQBI1* 2n=252
02 69 27.4 | 135 25.1 | ns
03 82 32.5 | 161 299 | ns
04 4 1.6 |24 4.5 10.041 (pc=0.20)
05 45 179113 21.0 | ns
06 52 20.6 | 105 19.5 | ns
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6. DISCUSION
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6.1 CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEMIOLOGICAS DE LA EII

Al revisar las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de nuestros pacientes,
observamos que no existen diferencias significativas en la distribucion de la enfermedad
en relacion al sexo, en consonancia con lo publicado en la bibliografia, sin embargo, en
zonas de alta incidencia, la CU es mas frecuente en varones y la EC mas frecuente en
mujeres, realcion que es inversa en los paises de baja incidencia.

La edad media al diagnostico de la enfermedad es de 29.2 afios en la EC y 32.3 afios
en la CU, ambas algo inferiores a los datos publicado por Saro Gismera (359), que son
de 33.9 afios para EC y 43.3 para CU, asi como a la serie publicada por Garrido et al.
(360), que es de 33.3 afios para la EC y de 44.7 para la CU; en todas las series
publicadas, la EC se diagnostica a una edad mas precoz que la CU.

En la localizacion de la EC predomina la localizacion ileal (41.9%), seguida de la
ileocolonica (33.5%) y en tercer lugar la coldnica (21.6%), datos superponibles a los
publicados por Garrido (ileal 43.3%, colon 20%, e ileocolon 36.7%), a diferencia de la
serie de Saro, donde la localizacion mas frecuente es la ileocolonica (37.13%). En el
trabajo publicado por el Grupo de Estudio Epidemiolégico y Economico Espafiol sobre
la Enfermedad de Crohn (361) dicha localizacion ileocolonica es la mas frecuente
(47%); en nuestra serie el 14.32% tienen afectacion perianal, datos similares a los
publicados por el Grupo de Estudio Espafiol anteriormente citado, con un 12%.

En la CU (proctitis 17.18%, colitis izquierda 41.22% y colitis extensa 41.60%) no
encontramos diferencias con los datos publicados por otros autores.

La asociacion familiar en nuestra serie es del 10.66% para los pacientes con EC y del

11.45% para los pacientes de CU, datos similares a los publicados por Saro y col en
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cuanto a EC (10.3%), al Grupo Espafiol (9% en pacientes con EC), y a la serie de
Garrido (10%), y superiores en la CU (Saro, CU 7.9%, Grupo Espafiol 6% y Garrido
5%). En estudios poblacionales, aproximadamente un 5-10% de los pacientes con EII
presentan una historia familiar positiva, indicando que el mayor factor de riesgo para
desarrollar EII es el hecho de tener un familiar afecto con la enfermedad (168).

En nuestra serie, el 46.32% de los pacientes con EC estin en tratamiento con
inmunosupresores, fundamentalmente AZA, para inducion de la remision y prevencion
de las recidivas por corticodependencia, corticorrefractariedad o presencia de fistulas;
actualmente se tiende a introducir mas precozmente la AZA para evitar el retraso en el
crecimiento en los nifios con enfermedad activa. En la CU la necesidad de
inmunosupresores ha sido menor, 24.05%., similar a otras series publicadas (362) El
uso de tratamiento biologico (Infliximab/adalimumab) es del 16.55% en la EC y del
5.73% en la CU. La cirugia ha sido necesaria en el 32% de los pacientes con EC
(resecciones intestinales), dejando aparte las intervenciones relacionadas con la
enfermedad perianal; en la CU se ha realizado colectomia en el 5.72% de los pacientes.
En nuestra serie, y en consonancia con los estudios publicados, observamos una mayor
morbilidad de la EC frente a la CU, que se pone de manifiesto por la mayor necesidad

de inmunomoduladores, uso de biologicos y cirugia.

6.2 CARDIS Y ENFERMEDAD DE CROHN

En este trabajo hemos valorado la posible influencia de los alelos 702W, 908R y
L1007fs del gen CARDI5 en la susceptibilidad y fenotipo de la EIl en nuestra
poblacion. Dichas mutaciones fueron establecidas inicialmente como factores

independientes de riesgo para el desarrollo de la EC, y no asi de la CU (251).
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Numerosos estudios posteriores se han dirigido a replicar los hallazgos iniciales y a
valorar su influencia en la forma de presentacion de la enfermedad en diferentes
poblaciones (revisados en (274)). Un metaandlisis de los mismos revela una
significativa variabilidad en la prevalencia de los alelos de alto riesgo, que es ostensible
tanto en las poblaciones control como en los grupos de pacientes (274). En las tablas
7.1,7.2 y 7.3 se recogen las frecuencias alélicas obtenidas en diferentes estudios.

Las diferencias fundamentales se establecen con la poblacion asiatica, donde ninguno de
los alelos de susceptibilidad estd presente ni en pacientes con EC ni en la poblacion
general (272, 273, 290). Tampoco se han encontrado otras variantes de CARDI15
relacionadas con la enfermedad, por lo que no parece que este gen contribuya a la

susceptibilidad a EC en estas poblaciones (272).

Tabla 40. Frecuencias alélicas en pacientes con EC y poblacion control en Espaiia.

R702W GI08R L1007fs Poblacion
EC 11.6 3.9 5.2 Espafiola. Granada
Controles 6 2.1 1.2
EC 11 4 6 Espafiola. Cadiz
Controles 6 1 1
EC 13.7 8.3 14.2 Espatfiola. Madrid. 2003 (363)
Controles 4.3 2.1 43
EC 6.7 4.5 4.5 Espaifiola. Galicia. 2004 (364)
Controles 5.8 1 1
EC 8.8 3 6 Espafiola. Asturias. 2007 (366)
Controles 11.6 23 3.5
EC 7.6 3 4.6 Espatfiola. Toledo. 2006 (365)
Controles 34 1.1 2
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Tabla 41. Frecuencias alélicas en pacientes con EC y poblacion control en Europa.
En cursiva y subrayado, no alcanzan significacion estadistica como factor de

susceptibilidad al nivel de 0.05

R702W G908R L1007fs Poblacién
EC 9.1 34 6.6 Europea Cuthbert 2002 (354)
Controles 3.5 0.6 2.1
EC 10.8 6.1 10.5 Europea. Lesage 2002 (269)
Controles 44 1.0 1.9
EC 11 6 12 Europea. Hugot 2001 (251)
Controles 4 1 2
EC 12.5 33 9.4 Britanica. Ahmad 2002 (347)
Controles 5.2 1.4 1.6
EC - - 16 Btitanica/Alemana. Hampe 2001 (367)
Controles - - 4.4
EC 1.2 52 11.2 Italiana. Vavassori 2004 (368)
Controles 0.8 2 1.2
EC 8.7 7.2 9.3 Italiana. Annese 2005 (369)
Controles 4.1 2.7 0.7
EC 11.5 3.7 9.0 Francesa. Heresbach 2004 (370)
Controles 4.7 1.6 4.2
EC - 4.3 8.5 Holandesa. Murillo 2002 (371)
Controles - 3 5.9
EC 5.5 2.4 4.1 Escocesa. Arnott 2004 (372)
Controles 42 0 1.8
EC 33 0.6 4.8 Finlandesa. Helio 2003 (373)
Controles 1.8 0 1.7
EC 12 2.7 6.8 Portuguesa. Ferrerira 2005 (374)
Controles 39 1.2 1.5
EC 8.8 6.1 11 Alemana. Van der Linde 2007 (375)
Controles 59 0.7 1.9
EC 7.1 3 10.8 Hungara. Buning 2005 (376)
Controles 2.6 1.2 2.2
EC 133 - 22 Checa y Eslovaca. Hoseck 2008 (377)
Controles 10.2 - 6
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Tabla 42. Frecuencias alélicas en pacientes con EC y poblacion control en el resto.

En cursiva y subrayado, no alcanzan significacion estadistica como factor de

susceptibilidad al nivel de 0.05

R702W GI908R L1007fs Poblacion
EC 10.8 4.3 8.4 EEUU. Caucasica. Bonen 2003 (378)
Controles 4 1.7 4
EC 16.4 114 11.4 EEUU. Abreu 2002 (379)
Controles - - -
EC 12.9 5.2 10 Canadiense. Quebec. Vermeire 2002 (380)
Controles 4.2 0.7 0.7
EC 11 2 7 Australiana. Cavanaugh 2003 (381)
Controles 5 1 1
EC 19 53 11 Tunecina. Zouiten-Mechi 2005 (382)
Controles 2.7 0.5 0
EC 0 0 0 China. Leong. 2003 (273)
Controles 0 0 0
EC 0 0 0 Japonesa. Inoue. 2002 (383)
Controles 0 0 0
EC 0 0 0 Coreana. Croucher. 2003 (272)
Controles 0 0 0
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La prevalencia de mutaciones del gen CARDI15 en nuestros pacientes (34.32%) es
similar a los resultados publicados en estudios previos realizados en diferentes regiones
de Espana, siendo del 32.8% en Madrid (363), del 27.9% en Galicia (364) y del 35% en
Cadiz (datos no publicados). Lessage et al. (269) comunican que el 50% de los
pacientes con EC tienen al menos una mutacion, incluyendo aqui al 17% que tienen dos
mutaciones; Hoseck et al. (377) tienen una prevalencia del 53.3% de pacientes con EC
con una o dos mutaciones y del 24.4% con doble mutacion.

Sin embargo, la prevalencia que hemos encontrado es superior a los resultados

publicados de Toledo (365) del 15.2% y de Asturias (366), que son del 17.3%.

En nuestra poblacion, el ser portador de una copia confiere un riesgo 3.2 veces mayor

de padecer EC

La asociacion entre las mutaciones de CARD15 y la aparicion o desarrollo de EC se ha
confirmado en diferentes areas geograficas y grupos étnicos (252, 365). En las
poblaciones caucésicas europeas y norteamericanas, menos del 50% de los pacientes
con EC presentan la mutacion CARDI1S5 y entre el 10 y el 20% de los individuos sanos
son portadores de estas mutaciones. Por lo tanto, la presencia de las mutaciones en el
mencionado gen no se consideran ni necesarias ni suficientes, como factores
condicionantes para el desarrollo y aparicion de una EC, explicando s6lo el 20% de la
susceptibilidad genética a la EC.

En Europa existe un gradiente de la contribucion de las mutaciones de CARD15 a esta
susceptibilidad. En los paises del Norte de Europa su prevalencia es menor (347, 367,
373, 384) que en el resto de los paises europeos (207, 269, 354, 386, 387). Sin embargo

en Asia, Africa Subsahariana y Sudamérica, estas mutaciones son raras o estdn ausentes
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(272, 273, 382, 383, 388), y en estas areas la enfermedad es menos prevalente que en
Europa o Estados Unidos.

En general, las diferencias encontradas en distintos estudios pueden deberse a
variaciones étnicas entre poblaciones, cambios en las definiciones fenotipicas y a un

reducido numero de casos por grupo estudiado (389).

La idea mas extendida es que CARDIS se asocia con un debut temprano de la
enfermedad, localizacion ileal y un patrén fundamentalmente estenosante. En muchos
estudios estas asociaciones son mas apreciables en portadores de dos copias mutadas

(390).

En nuestro estudio, del total de 81 pacientes que presentan algin polimorfismo de
CARDI15, el 85.18%, presentan una edad al diagndstico inferior a 40 afios, siendo estas
diferencias estadisticamente significativas.

Incluso antes de la identificacion de CARD15, Brant et al (391) comunicaron que la
asociacion de la EC con la region 16q era mayor en pacientes con una edad al debut de
la enfermedad inferior a los 22 afios. Otros estudios posteriores han confirmado esta
asociacion (269, 370, 392). Sin embargo, esta relacion entre CARDIS5 y la edad al
diagndstico no es universal y son varios los estudios, incluyendo el de Madrid, donde no

se ha evidenciado esta asociacion (362, 370, 379, 380).

La localizacion de la enfermedad es una variable que suele permanecer estable en el
curso de la misma (393). En estudios previos parece tener una clara asociacién con

CARDI1S5, apreciandose una asociacion positiva entre ser portador de una o mas
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variables con la afectacion ileal. En el metaanalisis de Economou et al. (282) se
encuentra un incremento de riesgo de 2.53 (IC 95%: 1.61-2.34); ademas se ha
observado que los pacientes portadores de doble copia son poco frecuentes dentro del

grupo con afectacion exclusivamente colonica (167).

En nuestros pacientes, la localizacion que presenta mayor % de mutacion es la L1
(ileal), que representa un 43.2% del total de pacientes, en consonancia con los
resultados de Mendoza y otros autores (269, 347, 362, 368). La localizacién ileocolica
(L3) representa el 34.6% de pacientes, y la localizacion colonica (L2) representa
solamente el 18.5% del total de pacientes que presentan mutaciones, coincidiendo
nuestros resultados con diversos autores. Parece por tanto que la mutacion CARDI15
favoreceria la afectacion ileal e ileocolonica y “protegeria” de la afectacion
exclusivamente colonica, pudiendo indicar que en este subgrupo de pacientes pueden
existir otros genes que pueden estar comprometidos en la susceptibilidad a la EC (347).

Sin embargo, otros autores no encuentran asociacion de NOD2 con la localizacion de la

enfermedad (364, 371, 394).

La mayoria de estudios que encuentran relacion entre CARD15 y el patrén evolutivo
de la enfermedad aprecian asociacidén positiva con el patron estenosante, con un
incremento del riesgo de 1.94 (IC: 1.62-2.34) segun el metaanalisis de Economou (274).
En general, esta relacion estd peor establecida y en muchos estudios no se encuentra
esta asociacion. Parte de esta dificultad radica en el uso de definiciones diferentes en los
estudios, ya que algunas clasificaciones incluyen las fistulas perianales en el patrén
fistulizante, como es el caso de la clasificacion de Viena (6), y otras consideran la

enfermedad fistulizante perianal etiopatolégicamente distinta a las fistulas
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primariamente intraabdominales, como es el caso de la clasificacion de Montreal (5).
Por otro lado, la distincion entre fistulas y estenosis es a veces dificil de realizar,
particularmente en los analisis retrospectivos. Mas problematico atin es el hecho de que
el patron evolutivo cambia a lo largo del tiempo, con un incremento en las
complicaciones penetrantes y fistulizantes a medida que aumenta el tiempo de
seguimiento. En este sentido, Louis et al (393) estudiaron 163 pacientes con EC que al
diagnostico presentaban un patrén no penetrante no estenosante; cinco anos tras el
diagnéstico, el 67.5% de los pacientes atin tenian un patrén inflamatorio, sin embargo el
11% habia desarrollado estenosis y el 21% fistulas, sin que el genotipo de CARDI15
influyera en la evolucion.

En nuestra serie no hemos encontrado diferencias significativas en la asociacion de
NOD2 con los distintos grupos, aunque si hemos encontrado un porcentaje algo
aumentado de pacientes portadores de una mutacion en los pacientes con patrén
inflamatorio; esto podria deberse a un sesgo por diferencias en el tiempo de

seguimiento.

En nuestra serie, se ha encontrado una asociaciéon negativa entre la necesidad de
tratamiento biologico y CARDI15, de forma que del total de 42 pacientes que precisaron
tratamiento bioldgico, solo 8 presentan una mutacion CARD15, es decir 19% vs. 81%
que no presentan ninguna mutacion, en consonancia con los resultados de otros autores
(364).

Por otro lado, es interesante destacar que todos los pacientes tratados con
Infliximab/Adalimumab, han recibido previamente tratamiento inmunosupresor, sin

embargo, el porcentaje de pacientes portadores de mutacion en el grupo tratado con
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inmunosupresores es del 43.2% frente al 9.8% de NOD2 + que estan tratados con
biologicos.

Es posible que CARDI15 seleccione a un subgrupo de pacientes con una mejor respuesta
al tratamiento inmunosupresor, motivo por el cual necesiten con menos frecuencia

recurrir a terapias bioldgicas.

Nosotros tampoco hemos encontrado una asociacion positiva entre la necesidad de
cirugia y mutacion de CARDIS, aunque otros autores si la han encontrado,
especialmente mutacion de 1007fins y resecciones ileales (394), resecciones ileocecales
y alto riesgo de recidiva postoperatoria y reoperacion (395). Estos hallazgos también se
confirmaron en un estudio prospectivo de Barcelona (397); entre 70 pacientes catalanes
que precisaron cirugia, la recurrencia postoperatoria fue también mas frecuente en los
pacientes con variantes de CARDIS5 en los andlisis univariado y multivariado,
necesitdndose antes la reintervencion quirurgica.

Tampoco hemos encontrado asociacion con la existencia de casos familiares.

6.3 CARDIS Y COLITIS ULCEROSA

Los estudios que abordan el analisis de la influencia de las variantes de CARD15 y CU
son escasos; ello se debe a que en los primeros estudios estos polimorfismos se
descartaron como factor de susceptibilidad a CU. En algunos estudios posteriores de
asociacion con EC se han incluido cohortes de pacientes con CU pero casi siempre
utilizdndola como una poblacién control que presenta un fenémeno inflamatorio

intestinal, con el fin de contrastar la especificidad de la asociacion de CARD15 con EC.
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En ningtn caso se han analizado posibles relaciones con las formas de presentacion de
la enfermedad. No obstante, existen datos que apoyan la idea de que IBD1 constituye
también un locus de susceptibilidad a CU (193, 196, 398).

En nuestra serie de pacientes no hemos encontrado diferencias en la distribucion de
alelos entre los pacientes con CU y los controles sanos; en una reciente publicacion de
china, tampoco han hallado diferencias entre las mutaciones de pacientes con CU y

controles sanos (399).

6.4 HLA' Y COLITIS ULCEROSA

El descenso en la frecuencia de HLA-DR3 de nuestra muestra de pacientes de Colitis
Ulcerosa en relacion con los controles sanos, lo que se interpreta como un efecto
protector de este alelo, se confirmé con otra serie de pacientes de Colitis Ulcerosa del
Hospital Clinico de San Carlos de Madrid. Ademas se comprobo que las frecuencias de
los dos haplotipos extendidos de HLA que incluyen el alelo HLA-DR3: AH8.1 (HLA-
B8, TNF-308*[TNFa2b3], HLA-DR3) y AH18.2 (HLA-B18, TNF-376A[TNFalb5];
HLA-DR3) descendian por igual en los pacientes con Colitis Ulcerosa lo que indica que

la proteccion mediada por HLA-DR3 no se debe a otro gen con el que esta ligado como

el TNF o HLA-B. (400).

El efecto protector del HLA-DR3 habia sido descrito anteriormente en una poblacion
francesa (401) .Los autores sugieren que el efecto protector podria deberse también a
otro gen ligado en el haplotipo extendido AH18.2 que es muy frecuente en el area

mediterranea de donde proceden sus pacientes. Nuestros datos descritos anteriormente
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descartan esta posibilidad y apuntan hacia la zona centromérica de la region HLA donde

se sitiia el locus HLA-DRB1 como responsable del efecto protector.

Datos muy recientes corroboran esta hipotesis. En un estudio donde se analizan todas
las variantes conocidas hasta ahora de SNP en el genoma humano (Genome-wide
association study GWAS) en 1.052 pacientes de CU americanos con ascendencia
europea frente a 2,571 controles se encuentran solo cuatro marcadores asociados con
CU. Uno de ellos el 152395185 se localiza en la region HLA en 6p21, concretamente en
la region de HLA de clase II en un fragmento de 300kb, entre el gen BTNL-2
(butirofilina-like 2) y HLA-DRBI1. Su asociacién indica también un efecto protector

OR=0.66 P=1.0x 10"% (402)
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Satsangi J et al (205) en 1996 describieron un descenso en la frecuencia de HLA-DR3
en pacientes de Colitis Ulcerosa con afectacion distal. En nuestro estudio no se
encontraron diferencias fenotipicas con el efecto protector del HLA-DR3 que actia en
nuestra serie de pacientes como un alelo de proteccion general y no como un factor de
modificacion de la enfermedad.

El efecto protector de HLA-DR3 se describe por vez primera en una enfermedad
autoinmune como la Colitis Ulcerosa. En otras enfermedades autoinmunes como el
Lupus Eritematoso Sistémico (LES) (403), Enfermedad de Graves (Hipertiroidismo
autoinmune) (404) y en la Diabetes Tipo I Insulin-dependiente (405) HLA-DR3 se ha
definido como un alelo de susceptibilidad aunque dentro del haplotipo extendido AHS.1
(HLA-B8, TNF-308[TNFa2b3], HLA-DR3) donde no es posible diferenciar la
contribucion independiente de cada uno de los alelos que lo constituyen (356).
HLA-DR3 se ha relacionado con una mayor capacidad de inducir una respuesta del
sistema inmune mediada por linfocitos TH1 que producen TNF alfa, IL-12, IL-23 e
INF-gamma. El Interferon gamma de los linfocitos TH1 inhibe la diferenciacion hacia
linfocitos TH2 productores de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-10. En la Colitis Ulcerosa
predominan los linfocitos TH2 lo que explicaria el efecto protector de HLA-DR3 al
bloquear su diferenciacion. También cabria la posibilidad que en el contexto de la
etiopatogenia de la Colitis Ulcerosa, el alelo HLA-DR3 tuviera la posibilidad de inducir
con mayor intensidad que otros alelos HLA de clase II, el desarrollo y diferenciacion de
linfocitos TH reguladores CD25+ y FOXP-3+ que son capaces de inhibir la
proliferacion de los linfocitos TH17 que juegan un papel esencial en la enfermedad

inflamatoria intestinal.
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Otros trabajos de asociacion de HLA con la Colitis Ulcerosa han encontrado como
alelos de susceptibilidad a HLA-DRB1*0103 y HLA-DRBI1*1502 que tienen en
comun:

a) su baja frecuencia en la poblacion general europea,

b) la presencia en la posicion 86 del bolsillo 1 del aminoacido glicina (el alelo HLA-
DRB1* 1501 que no estd asociado con la CU tiene en esa posicion el aminodcido
valina),

¢) que se relacionan con una mayor severidad, extension y resistencia al tratamiento de
los pacientes y

d) que su asociacién positiva con la Colitis Ulcerosa se ha replicado en varias
poblaciones (Norteamericana (341), Britanica (353), Mejicana (342) en el caso de HLA-
DRBI1*0103 y Europea (353), Norteamericana (341) , Japonesa (406) y Coreana (407)
para el alelo HLA-DRB1*1502).

El hecho de que no hayamos encontrado en nuestra serie de pacientes de Colitis
Ulcerosa asociacion con estos alelos se puede deber a que la frecuencia de los mismos
es mas elevada en nuestra poblacion control, a la propia heterogeneidad de la
enfermedad, a la necesidad de la interaccidon con otros genes o a los distintos factores
ambientales incluyendo las caracteristicas de la flora intestinal y dietéticos que pueden
contribuir al desencadenamiento de la enfermedad y a poner de manifiesto una

determinada susceptibilidad condicionada por un alelo HLA.
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7. CONCLUSIONES
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Observamos en nuestra serie una tendencia a diagnosticar la EIl a edad mas
temprana

La asociacion familiar es algo superior en la Colitis ulcerosa en relacion a los
datos publicado, en la EC es similar

La prevalencia de mutacion del gen CARD1S5 en nuestros pacientes (34.32%) es
superponible a los datos publicados en otras regiones espafiolas (Madrid, Galicia
y Cadiz) y superior a los datos de Asturias y Toledo

La mutacion CARD15 favorece la afectacion ileal e ileocolonica y “protege” de
la afectacion exclusivamente colonica

Existe asociacion negativa entre la necesidad de tratamiento biologico y
CARDI15

Observamos un efecto protector de HLA-DR3 en nuestra serie de pacientes con

CU
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