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1. INTRODUCCION.
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Se conoce como Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIIC) a un grupo heterogéneo
de desérdenes del tracto gastrointestinal caracterizados por una inflamacién crdnica.
Comprende tres entidades: Enfermedad de Crohn (EC), Colitis Ulcerosa (CU) y Colitis
Indeterminada (Cl). Se caracteriza por su curso crénico, con periodos de actividad o
brotes y fases de remisién o quiescencia. La EC puede afectar a cualquier parte del
tubo digestivo y la inflamacion es tipicamente transmural, lo que con frecuencia da
lugar a la formacién de estenosis y fistulas. La CU afecta Unicamente al colon (aunque
puede haber ileitis leve “por reflujo”) y esta confinada a la mucosa y submucosa
superficial (1). En la EC existe una gran heterogeneidad en cuanto a la forma de
presentacion, manifestaciones extraintestinales y localizaciéon, asi como en el
comportamiento y la respuesta a tratamientos de ambas entidades, EC y CU. Para
establecer un diagndstico diferencial entre CU y EC es necesario apoyarse en
parametros clinicos, endoscépicos, radioldgicos, histoldgicos y seroldgicos. En muchas
ocasiones, la evolucién de la enfermedad a lo largo del tiempo nos va a permitir
diferenciar ambas entidades. Hasta ahora, las clasificaciones de la EIIC se basaban
fundamentalmente en aspectos clinicos y epidemiolégicos, pero cada vez mas se
tiende a la utilizacion de marcadores seroldgicos y genéticos, y se esta comenzando a
aplicar la farmacogenética con el fin de monitorizar la respuesta terapéutica a los

distintos farmacos utilizados en el control de la enfermedad.

La etiologia de la EIIC se desconoce pero parece que todas las variantes estan
causadas por un mecanismo comun. Es un trastorno de etiologia multifactorial donde,
en individuos genéticamente predispuestos, la exposicion a ciertos factores
ambientales (dieta, tabaco, flora intestinal, localizacion geogréfica) da lugar a una
respuesta alterada de la inmunidad innata y adaptativa, con liberaciéon de moléculas
proinflamatorias que producen lesiones intestinales por alteracion de fenédmenos de
apoptosis y reparacion (2) (Fig.1). La enfermedad estaria causada por factores
ambientales y mantenida por una respuesta inmune andmala a los mismos,
genéticamente determinada. La flora entérica jugaria un papel esencial en su
desarrollo (3). El proceso inflamatorio estaria perpetuado por la interaccion entre las

células del epitelio intestinal y las células competentes del sistema inmune (4). Entre
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los distintos factores ambientales analizados sélo han mostrado una cierta relacién con
la EIIC el tabaco, como factor de mal prondstico en la EC, y la apendicectomia vy el
tabaco, como factores protectores en la CU. Sin embargo, estos parametros no
explican la variablidad en cuanto a la incidencia y prevalencia. Asi, en los paises
desarrollados han disminuido las tasas de apendicectomia pero la incidencia de CU se
ha mantenido, mientras que la incidencia de EC es baja en poblaciones con un
consumo importante de tabaco como Asia y Africa, y alta en poblaciones donde el

porcentaje de fumadores es bajo, como Suecia y Canada (5).

GENES DE
SUSCEPTIBILIDAD

FACTORES
AMBIENTALES

TABACO

I+

RESPUESTA INMUNITARIA
ALTERADA
(¢Genéticamente?)

GENES
DETERMINATES DE
FENOTIPO

GENES REGULADORES
DIFERENTES TIPOS DE DE RESPUESTA A
I FARMACOS

Figura 1. Etiopatogenia de la EIIC.
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Estudios recientes indican una tendencia a favor de factores ambientales frente a
genéticos, al observarse un incremento de la enfermedad en poblaciones
multirraciales y menor incidencia de la esperada entre miembros de la misma familia y
en gemelos monocigotos (6). De la misma manera, la observacién de que la
enfermedad aparece en algunos individuos durante la infancia y en otros en la edad
adulta sugiere una carga ambiental en cuanto al inicio de la enfermedad y en la

progresion de la misma (7).

El aumento que la incidencia de la EIIC esta experimentando en las ultimas
décadas y su comportamiento sugieren que al menos uno, sino mas, de los elementos
patogénicos probables (genético, bacteriano-ambiental o inmune) estdn cambiando.
Una microflora alterada o una alteracion en la interaccién entre la microflora y la
genética del huésped pueden contener la clave patogénica. El aumento de incidencia
de la EIIC se ha atribuido durante mucho tiempo a la “teoria de la higiene”, mas
conocida actualmente como la “hipétesis de la microflora” (Tabla 1). Ambas hipétesis
manejan la idea de que un ambiente excesivamente higiénico, probablemente
influenciado también por el excesivo uso de antibidticos en las sociedades
desarrolladas, ha disminuido la exposicion de nuestro intestino a los antigenos
bacterianos, de modo que nuestro sistema inmune sobreactua cuando se le expone a

la flora comensal o a una disbiosis bacteriana.

Tabla 1. Teoria de la higiene o hipdtesis de la microflora.

MICROFLORA Y » No hay evidencia de etiologia infecciosa especifica.

» La flora intestinal parece contribuir en el desarrollo de la
AGENTES

ElIC.

INFECCIOSOS
> Feller, M, et al. Lancet Infect Dis 2007; 7:607.

> Estudios en animales revelan una interaccion entre los

mecanismos inmunitarios innatos, adaptativos y

10
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reguladores, del huésped con la microbiologia intestinal.

> Elson CO, et al. Immunol Rev 2005; 206: 260-76.

La mediana de edad de aparicién de la EC se situa entre los 20-30 afios y en el caso
de la CU hay dos picos, entre los 30-40 y entre los 60-70 afios. La EIIC pediatrica
representa un 7%-20% de todos los casos (8). Se ha observado un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad entre los nifios que migran a poblaciones mas desarrolladas
antes de los 15 afios (9), y la apendicectomia antes de los 20 afios parece disminuir el
riesgo de CU. La CU aparece con una frecuencia ligeramente mayor entre los hombres
y la EC entre las mujeres, particularmente en areas de incidencia alta (10). Esta
distribucién es al contrario entre la poblacién pediatrica, cambiando la balanza entre

los 14y los 17 afios (11).

Los estudios de Europa Occidental y América del Norte de los ultimos 20 afios han
observado un notable aumento en la incidencia de la enfermedad, que ha pasado de
ser una entidad infrecuente a afectar del 0,5% al 1,0% de la poblacion (Fig.2), con una
incidencia en paises occidentales de mas de 200 casos por 100.000 habitantes (12.7 y
24.3 por 100.000 personas/afio para la EC y CU, respectivamente) (12). Existe un
gradiente Norte-Sur, pero se viene observando un aumento de la incidencia en paises
en los cuales era baja, asi como en poblaciéon migratoria de paises en vias de desarrollo
a sociedades mds avanzadas (13). Ademads, la incidencia en la EC parece estar
aumentando de una forma mds acelerada que en la CU (14). Este aumento de
incidencia, los nuevos tratamientos y la dependencia de atencion hospitalaria hacen
gue esta enfermedad suponga una importante carga econdmica para los sistemas

sanitarios.

11
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Figura 2. Incidencia de la EIIC en el mundo.
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2. LA ENFERMEDAD DE CROHN.

13
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La EC se caracteriza por una afectacion inflamatoria parcheada y transmural que
puede afectar a cualquier parte del tubo digestivo. La presentacién de la enfermedad
es a menudo larvada, lo que puede conllevar retrasos en el diagndstico. Los sintomas
gastrointestinales dependen de la localizacién, extensidn y gravedad del tramo afecto;
algunos de los sintomas mds frecuentes son la aparicidon de dolor abdominal, anorexia,
diarrea, nduseas y pérdida de peso. La EC es un reto terapéutico que requiere
tratamiento de forma continuada para aliviar los sintomas y evitar la recidiva; a
menudo se comporta como refractaria y se hace persistente como una enfermedad

activa crdnica a pesar de las terapias antiinflamatorias.

2.1. Etiopatogenia.

Se postula que la EC es una consecuencia de una respuesta inmune excesiva y
alterada de la mucosa intestinal a los componentes de la microflora (15). A esta
alteracion de la respuesta inmune se suma un flujo constante de leucocitos desde la
circulacién al epitelio intestinal, lo que perpetda la inflamacién (16). La migracién y
acumulacién de un gran numero de neutrdfilos en la luz intestinal es evidente (17). De
hecho, la EC se asocia a un defecto en la funcién de los neutréfilos (18), de forma que
la persistencia del estado inflamatorio en el tracto gastrointestinal estaria causada por
un retraso en la apoptosis de dichas células (19) (20). Los neutrdfilos experimentan
una apoptosis espontanea, lo cual constituye el mecanismo ideal para inducir una
muerte celular controlada y prevenir la liberacién de mediadores toxicos, como sucede
en la necrosis. Esta apoptosis facilita la resolucion de la inflamacidon fagocitando y
eliminando neutrdfilos de los tejidos inflamados. Sin embargo, la apoptosis conlleva el
cese de distintas actividades de los neutréfilos y, si no es adecuadamente regulada,
puede dar lugar a la liberacién de especies de oxigeno reactivas (ROS) y proteasas,

promoviendo el desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas (21).

14
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2.2. Diagnéstico.

El diagndstico de la EC se realiza por criterios clinicos, endoscdpicos, radiolégicos y
anatomo-patoldgicos. Al afrontar pacientes con sospecha de EIIC es importante
realizar un diagndstico preciso del tipo de enfermedad y de su fenotipo, asi como un
diagndstico diferencial con enfermedades autoinmunes o infecciosas de

comportamiento clinico similar.

En la actualidad, en el momento del diagndstico inicial de la EC es adecuado realizar
un estudio de evaluacion de factores predictores de su curso, de la proporcidn de dafio
intestinal irreparable o de la terapéutica mds adecuada para cada paciente. Ademas
de factores individuales, como la edad, sexo, habito tabdquico y antecedentes
familiares, es importante tener en cuenta los datos que nos aportan las pruebas
diagndsticas endoscdpicas y radioldgicas: por ejemplo, la extensién y localizacion de la
enfermedad, la afectacién del intestino delgado o el tipo de patrén evolutivo
desarrollado (inflamatorio, estenosante o penetrante), pudiendo coexistir en un
paciente, y al mismo tiempo, lesiones en diferentes estadios. El curso de la EC se
caracteriza por su dinamismo y progresién, evolucionando de patrones propiamente
inflamatorios, caracteristicos de estadios precoces, hacia formas estendticas o
penetrantes, mas evolucionadas, relacionadas con dafio intestinal irreversible vy

abocadas, con frecuencia, a la cirugia (22).

La positividad de los anticuerpos p-ANCA (anticuerpos anticitoplasma de
neutrdéfilos) es mas frecuente en CU y la de los anticuerpos ASCA (anticuerpos Anti-
Saccharomyces cerevisiae) en EC. Marcadores fecales que se correlacionan con la
disrupcion de la barrera intestinal, como lactoferrina y calprotectina fecal, son
estables, faciles de determinar y especificos, y se asocian con el grado de inflamacién
intestinal (23). La determinacion de calprotectina fecal es mas precisa que la de
lactoferrina (24) y por eso ésta se ha propuesto desde hace ya algunos afios como uno
de los marcadores mas adecuados de inflamacion intestinal (25) y de particular utilidad
como marcador de actividad de la EIIC y para el diagndstico diferencial con trastornos

digestivos funcionales.

15
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El planteamiento terapéutico actual de la EC contempla la necesidad de una
evaluacién completa del intestino (colon e intestino delgado), con la finalidad de
conocer la extension y actividad, la presencia de complicaciones intestinales (fistulas,
estenosis) y extraintestinales, la estimacion del patrén evolutivo, del dafio intestinal
estructural y del dafio inflamatorio recuperable que, junto con factores individuales,
nos hagan prever el riesgo de progresion de la enfermedad y elegir el tratamiento mas
adecuado. Lo habitual es combinar técnicas endoscdpicas (ileocolonoscopia vy
gastroscopia ante la sospecha de afectacidon alta) con una prueba de imagen
radioldgica seccional o de estudio de cortes transversales (ecografia, tomografia
computarizada [TC] o resonancia magnética nuclear [RMN]) que evalle
adecuadamente la enfermedad localizada en el intestino delgado. Estas técnicas de
imagen han desplazado a los estudios baritados por su mayor sensibilidad y capacidad
de valoracidn global de la pared intestinal, eligiéndose en funcién de la accesibilidad a
la técnica y de la experiencia en cada hospital (22)(26). Dados los frecuentes examenes
radiolégicos necesarios en la monitorizacién y seguimiento de los pacientes con EC, el
método de imagen ideal deberia estar libre de radiaciones ionizantes, ser bien
tolerado por los pacientes y deberia ser reproducible. Por este motivo, la RMN se estd
convirtiendo en la exploracion de “primera linea” para el estudio y seguimiento de los

pacientes con EC (22).

Las principales diferencias diagndsticas entre CU y EC se resumen en la tabla 2.
Cuando los aspectos son mixtos se clasifica de colitis indeterminada. El diagndstico de

CU y de EC se realiza siguiendo los criterios de Lennard-Jones (tabla 3).

16
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Colitis Ulcerosa

Enfermedad de Crohn

EXTENSION

AFECTACION

DE LA PARED

ENDOSCOPIA

Afectacion de recto

Mayor o menor extension de

colon
Afectacién continua y simétrica
Afectacidon mucosa
Engrosamiento capa muscular
No habitual estenosis, fistulas
Rara enfermedad perianal
Raros abscesos

Pérdida

patrén vascular,

edema, ulceras

Afectacion recto con menos

frecuencia

Cualquier segmento de boca a ano

Afectacidon segmentaria y asimétrica
Afectacidn transmural

“Envoltura grasa”

Desarrollo de fistulas, estenosis
Enfermedad perianal

Abscesos intraabdominales

Ulceras serpiginosas, “empedrado”

17
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Tabla 3. Criterios diagndsticos de EC (Lennard Jones).

Clinica o - - - - Pieza
endoscopia Radiolagia Biops:a quirdrgica
Distribucién
Lesion digestiva alta - + + +

Lesion anal

+
+
+

Distribucion segmentaria - + - +

Lesion transmural

Fisura F + +
Absceso + + +
Fistula + +

Estenosis + + +

Hallazgos histologicos
Ulcera

+ +
Agregados linfoides + iy
Retencion de mucina +

Granulomas 7 +

Se considera enfermedad de Crohn definida la presencia de granulomas no caseificantes
en el estudio anatomopatolégico de las muestras de mucosa intestinal junto a otro criterio,
o en ausencia de granulomas, la existencia de tres criterios. Se define como enfermedad de
Crohn probable si existen dos criterios en ausencia de granulomas.

2.3. Clasificacion.

La EC es muy heterogénea, de forma que podria incluir diferentes entidades
nosoldgicas. Por este motivo y fundamentalmente para estudios controlados, se hace

necesario clasificar a los pacientes.

La clasificacion actualmente utilizada es la clasificacion de Montreal, derivada de la
previa de Viena, que utiliza como criterios principales la edad de comienzo del cuadro,

la localizacién, el patrdn clinico y la presencia o no de enfermedad perianal (tabla 4).

18
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Tabla 4. Clasificacion de Montreal de la Enfermedad de Crohn.

Edad al diagnéstico (A)

Al <16 anos
A2 17-40 anos
A3 >40 anos

Localizacién (L)

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

L2 Colon L2+L4 (colon+tracto digestivo alto)

L3 lleocdlica L3+L4 (ileocdlica+tracto digestivo alto)

L4 Tracto digestivo alto

Patron clinico (B)

Bl | No estenosante, no fistulizante o | Blp (inflamatorio con afeccién perianal
inflamatorio asociada)

B2 | Estenosante B2p (estenosante con afeccién perianal
asociada)

B3 | Fistulizante B3p (fistulizante con afecciéon perianal

asociada)

2.4. indices de actividad.

La EIIC cursa en brotes con periodos de inactividad que van a condicionar el

tratamiento. No existe un pardmetro Unico para medir este aspecto. Existen indices

19
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clinicos, con ayuda del laboratorio y de la endoscopia, asi como histoldgicos para esta

finalidad. Se exponen algunos de los mas utilizados en las tablas siguientes. Aunque su

utilidad en la practica clinica no esta validada en todos los casos, son imprescindibles

para la realizacidn de ensayos clinicos (tablas 5-9).

Tabla 5. CDAI (Crohn’s disease activity index): actividad clinica.

CALCULOD DEL CDAI Dias / Semana Suma

Factor

Subtodal

Nimere de depasiciones liquidas o blandas

X 2

Diodor abdominal (0 = ausente; 1 = leve; 2 = moderado; 3 = severa)

xb

Bienestar peneral
{0 = en general bueno; 1 = lewe compromiso;
Z = maky; 3 = muy malo; 4 = muy temible)

X7

Contar entre las B categonias listadas,
las presentes actualments
= Ariritis / Arirzlpias
* [ritis  Liveitis
+ Eritema nodoso, pioderma gangrenoss, estomatitis aftosa
* Fzura, fistula o absceso anal
+ {Itra fistula
* Febre - de 37,8° C duranie la semana previa

%20

Necesidad de lomatil u opidgcens por diamea
{0 =no; 1 = si)

% 30

Masa abdominal
{0 = ng; 2 = cuestionable: & = definida)

%10

Hematocrito (Hio)
*Hombres = 47- Hig
*Mujeres = 42- Hto

Sumar o restar el porcentaje de peso ganada / perdido
respectivaments, en relacion a peso estandar

Xl

Adaptads de Bert W, Beckeel JM, Singleton JW Kern F Jr 1976 (1)

CDAI

Tabla 6. indice de Harvey- Bradshaw: actividad clinica.

Bienestar General
{0 = en general bueno; 1 = lews CHTIPEMMISo;
? = moderado: 3 = malo: 4 = fermible)

Dolor abdominal
{0 = au=ente: 1 = lewe: 2 = moderado: 3 = severo)

Numero de deposicicnes blandas o liguidas por dia

Ma=a abdominal
{0 = ausente; 1 = cuestionabde; 2 = definida)

Complicaciones (1 punts por item)
Artralgia, uveitis, eritema modoso, dlkceras aftoides. pioderma
gangrenosa, fisura anal, fisfula nueva, absceso

Adaprade dr Harpey RE Bradohaw . 1380 (11}

(leve <6; moderada 6-12; grave>12)
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Tabla 7. CDEIS (Crohn’s disease endoscopic index of severity): indice endoscopico.

Recto Colon Colon Colon lleon Total
izquierdo transverso derecho

Ulceraciones profundas ' 5 + + + + + Total 1+
Ulceraciones superficiales® + + + + + Total 1+
Superficie con lesiones (am) -+ + + + + Total 1 +
Superficie con dlceras {em) -+ + + + + Total 1+
Estenasis ulcerada: +3 TOTAL C L TOTALA

L N? segmentos explorados (total o pargalmente); n
Estenosis ulcerada: 43 TOTALD CDEIS = TOTAL B+C+D (0-44) TOTALE = TOTAL Ain

Tabla 8. SES-CD (simplified endoscopic activity score for Crohn’s disease): indice

endoscdpico.
Variable 0 1 2 3
Tamafio (lcera No {lcera aftosa (0,105 em) Ulceras grandes (0,5-2 cm) (lceras muy grandes (<2 cm)
Superficie ulcerada No <10% 10:30% »30%
Superficie afectada Ninguna <50% 50-75% »15%
Estenosis No Unica con paso Muttiple franqueable Infranqueable
SES-CD : ILEON + C. DCHO # C. TRANSVERSQ + C. 12000 + RECTO {0-15)

Tabla 9. indice de Rutgeerts para la recurrencia (poscirugia) de la EC.

Puntos Lesiones
i0 no lesiones
il <5 aftas
i2 >Saftas o lesiones <1cm de |la anastomosis o
lesiones salteadas de mayor tamafio
B Iie_i_tis d'ibfusa _ahosa en mu(qsa inflamada
ia Ulceras, nédulos o estenosis

(lesiones en el neofleon)

0-1 bajo riesgo de recurrencia

3-4 alto riesgo

1/3 de los “4” nueva reseccion
afnos

Adaptado de Rutgeerts, Gastroenterology 1990

alos3
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2.5. Tratamiento farmacolédgico.

No existe en la actualidad un tratamiento curativo para la EC. El objetivo del
tratamiento farmacolégico es inducir y mantener la remisién clinica en un escenario
libre de esteroides, proporcionar un alivio sintomatico, controlar la actividad de la
enfermedad, mantener un estado de nutricion apropiado y conseguir una calidad de
vida lo mas cercana posible a la de una persona sana vy, finalmente, evitar cirugias
innecesarias. Los farmacos mas utilizados incluyen los agentes 5-ASA, antibidticos,
corticoides, las terapias inmunomoduladoras vy las terapias biolégicas, de manera que
el abordaje quirdrgico se reserva para casos mal controlados o recurrencias

frecuentes.

En las ultimas décadas se han producido avances significativos en cuanto al
arsenal terapéutico con el que contamos en la EC, fundamentalmente con el uso de
inmunosupresores y fadrmacos bioldgicos, anticuerpos monoclonales dirigidos contra el

factor de necrosis tumoral (TNF).

La eleccidon de una terapia u otra va a depender, en gran medida, de factores
como el grado de actividad inflamatoria, la extensién y localizacion, el patrén
evolutivo, las complicaciones locales o extraintestinales, la aparicion de efectos
adversos vy la relacién coste-efectividad. Asi, a la estrategia clasica de ir adaptando el
nivel de farmacos antiinflamatorios a la gravedad clinica e histolégica de la
enfermedad (“step-up”), se ha afiadido la estrategia “top-down”, en un intento de
modificar la historia natural de la enfermedad. Dicha estrategia se basa en el uso
precoz de farmacos inmunomoduladores y biolégicos con el fin de prevenir
consecuencias irreversibles, reducir la necesidad de cirugia y mantener una calidad de
vida aceptable desde el primer brote de la enfermedad. A pesar de que ésta seria la
aproximacion idonea en aquellos pacientes considerados de riesgo en cuanto a un
peor curso de la enfermedad (menores de 40 aiios; enfermedad perianal al
diagndstico; necesidad de corticoides en el primer brote) (27), no podemos olvidar el
coste y los riesgos potenciales que conlleva, como la aparicién de linfomas con los

inmunomoduladores (28)(29) o de infecciones graves con los farmacos bioldgicos (30).
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Por tanto, se necesitan mas datos en cuanto a la eficacia a corto y largo plazo, la

seguridad y la relacion coste-beneficio antes de inclinarnos por esta segunda vertiente.

A pesar de que cldsicamente el propdsito del tratamiento de mantenimiento ha sido
la remisidn clinica, las evidencias recientes apuntan a que estos tratamientos
consiguen la desaparicién de las lesiones mucosas. La llamada “cicatrizacion mucosa”
es ahora uno de los objetivos primarios de los estudios terapéuticos y comienza a ser
un objetivo en la practica clinica debido a que se ha asociado al mantenimiento de la
remisidn clinica y a la reduccion de tasas de hospitalizacion y de reseccion quirdrgica,
tanto en CU como en EC, asi como a la disminucién en el consumo de recursos

sanitarios.

2.6. Cirugia.

La propia enfermedad desde su inicio o la progresion del dafo estructural pueden
dar lugar a la aparicion de complicaciones que en ocasiones son refractarias al
tratamiento farmacolégico y requieren cirugia. Cada ano, el 3%-5% de pacientes con
EC precisa intervencion quirurgica. A los 20 afos del diagndstico, el 70%-80% de
pacientes con EC va a necesitar una reseccion intestinal, de los cuales el 30% va a

necesitar una segunda cirugia en los siguientes 10 afios (31) (32).

Los pacientes con EC tienen también un riesgo aumentado de necesitar un estoma
permanente. La proctocolectomia por colitis refractarias se lleva a cabo con menor
frecuencia que en el pasado, pero no protege de la recurrencia a nivel de intestino
delgado (33). Las resecciones coldénicas segmentarias son un tratamiento adecuado
para las estenosis y fistulas (34). Sin embargo, hasta el 10% de pacientes con
enfermedad perianal crdnica refractaria a otros tratamientos puede precisar una
derivacion fecal permanente (35), siendo el grupo de mayor riesgo aquellos con

afectacidén colorrectal y estenosis anal.

Los farmacos inmunosupresores y los bioldgicos pueden modificar el curso de la

enfermedad (36), disminuir la necesidad de corticoides, de ingresos y de cirugia en
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estos pacientes si se introducen de forma precoz durante la progresion de la
enfermedad, antes de que se hayan desarrollado lesiones anatémicas irreversibles
(37). En cuanto a los farmacos anti-TNF, no se ha determinado si reducen el riesgo de

necesitar un estoma permanente.
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3. GENETICAY EIIC.
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Se han implicado variaciones genéticas en la etiopatogenia de la enfermedad,
fenotipo, complicaciones, evolucidn y respuesta a los distintos tratamientos. Se han
identificado mutaciones con una posible influencia sobre la forma de presentacién de
la EIIC en mas de la mitad de los cromosomas, incluido el cromosoma X (38). Los
ultimos avances en tecnologia de genotipado y bioinformatica han jugado un papel
esencial en el gran nimero de estudios que han aparecido en el campo de la Genética
en la EIIC. Estos estudios se basan en tres pilares fundamentales: la agregacién

familiar, los genes candidatos y los estudios de asociacion genética (GWAs) (39).
3.1. Genética y etiopatogenia.

La sospecha de que los factores genéticos desempefian algin papel en la
etiopatogenia de la EIIC proviene de estudios donde se demostré una mayor
prevalencia de la enfermedad entre la poblacion caucdsica y judia (40), asi como una
cierta agregacién familiar y mayor incidencia de la enfermedad en gemelos
homocigotos. En este sentido, la prevalencia de la EIIC entre la poblacidn judia es de 2
a 4 veces mayor que en cualquier otro grupo étnico, siendo mayor en los judios
Askenazi que en los Sefardies o judios orientales, sin que influya su localizacién
geografica (2) (41). El riesgo de padecer la enfermedad en gemelos monocigdticos es
de un 20%-50% en la EC y 14%-19% en la CU, mientras que dicho riesgo se reduce en
gemelos dicigdticos al 0%-7% en ambas enfermedades (42). El principal factor de
riesgo para desarrollar EIIC es tener un familiar con la misma enfermedad: el riesgo de
desarrollar CU y EC en familiares de primer grado de pacientes con EIIC es de 1,6% vy
5,2%, respectivamente. Esto es, un riesgo de 12 a 15 veces mayor de desarrollar EC en

comparacion con la poblacién general de una franja de edad comparable (43) .

La edad media al diagndstico es de 22 y 23,3 afios dentro de los casos familiares de
EC y CU respectivamente, y de 27 y 28,6 anos para los casos esporadicos (44) (45). A
pesar de todos estos datos, no se dispone de la suficiente evidencia para hablar de la
EIIC familiar como una entidad independiente frente a los casos esporadicos de la

enfermedad (46) (47).
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La EIIC es una enfermedad poligénica que no sigue un patron de herencia
mendeliano, lo que hace dificil encontrar genes de susceptibilidad especificos, no
pudiendo explicar su origen en mutaciones con una alta penetrancia, sino por una
variedad de mutaciones, algunas raras y otras comunes, que influyen sutilmente en el
riesgo de desarrollar la enfermedad. Los estudios con genes candidatos, realizados en
cohortes de casos-controles o trios de descendencia afecta y ambos progenitores,
estudian un gen especifico con interés potencial. Se analizan las frecuencias alélicas
(en el caso de casos y controles) o la transmisién de un polimorfismo de nucleétido
Unico (SNP) a la descendencia (en el caso de trios), de forma que, las diferencias entre
pacientes y controles o en la transmisién a los hijos afectos ponen de relieve la

implicacion del gen investigado en la patogénesis de la enfermedad (48).

En los Ultimos anos, gracias a la secuenciacién del genoma humano y a la creacion
de fuentes de SNPs con acceso publico, se han producido grandes avances en este
grupo de enfermedades gracias al disefio de estudios de asociacion del genoma
(GWAs), basados en grandes poblaciones. La ventaja de este tipo de estudios frente a

los previos con genes candidatos es que estan “libres de hipdtesis”.

En contraste con dichos estudios, un sélido analisis estadistico precede a los
supuestos bioldgicos con los que mas tarde se analizan los hallazgos en los distintos
loci. Los datos mas recientes proceden de un metaanalisis de 15 GWAs y datos del
ImmunoChip (lllumina, Inc, San Diego, CA), desarrollado mediante GWAs de EIIC y
otras enfermedades autoinmunes y que contiene 200.000 SNPs relevantes en estos
procesos. Los objetivos de este ImmunoChip son identificar y replicar los distintos loci
de susceptibilidad conocidos en la EIIC e identificar vias comunes con otros

desdrdenes de caracter inmune.

El meta-andlisis incluyd mas de 75.000 casos y controles y mas de 1,23 millones de
SNPs, identificandose 71 nuevos loci/genes de susceptibilidad de un total de 163, que
supone una cifra significativamente mayor que en otras enfermedades complejas. De
los 163 loci identificados, 110 confieren susceptibilidad para ambas entidades, 30 son

especificos para la EC y 23 para la CU, lo que demuestra una proporcién cada vez
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mayor de /oci comunes a ambas entidades y menos loci especificos para cada una de

ellas (49).

En la figura 3 se recogen estos datos.

Cellular innate immunity
NODZ

Epithelial barrier
ECM1

f'HI ;Jf Thi7  HLA HNF4A
i ILZ3R*  DRE"103 COH1T
iL 126 LAMB1T
Immune-medisted STAT3Y  Immune- GNATZ
PTENZZ AR mediated
CCREA TYKz MST1* Immune-mediated
iL2RA i 10" IFNy /IL26
IL18RAP Other CARDT ILBRA / ILBRE
iLz7 ther KO 2- 5 REL® Lz/iz1
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Figura 3. Loci (representados por el nombre de los genes) de susceptibilidad en la EIIC.
EC (rojo), CU (azul) y EIIC (negro cuando p <5 x 10 en EC y CU; rojo cuando p <5 x 10°®
en EC y p <5 x 10 en CU; azul cuando p <5 x 10%en CUy p <5 x 10 en EC) (50).

Sin embargo, el riesgo de susceptibilidad genética que explicarian los distintos /oci
identificados en los estudios de asociacidon genética (GWAs) supondria sélo el 20%
frente al 40% estimado segun los resultados de estudios previos realizados en gemelos
(51) (52). De todos estos genes de susceptibilidad, el mdas relevante son las tres
mutaciones del dominio LRR de NOD2 (50). Aun asi, todos los genes identificados hasta
el momento suponen sélo un pequefio porcentaje en cuanto a la variabilidad de esta
enfermedad: 13.6% en la EC y 7.5% en la CU, lo que indica la importancia de los

factores ambientales en la patogenia de la EIIC, asi como del papel que posiblemente
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juegue la epigenética en esa “heredabilidad oculta” (53). Gracias a los GWAs se han
conseguido identificar variantes genéticas de riesgo moderado, con una prevalencia de

al menos el 5% entre la poblacién.

Se necesitan nuevas estrategias para identificar variantes con una prevalencia
menor pero mayor efecto. Asi, la secuenciacion del exoma completo, que comprende
solo las areas codificantes del genoma, es menos costosa que la secuenciacion del
genoma completo y tiende a una mayor cobertura, lo que se traduce en una mayor
certeza en cuanto a nuevos descubrimientos. Se ha utilizado con éxito para identificar
mutaciones Unicas en EIIC en estadios muy precoces (54), asi como en pacientes con
una carga familiar importante o una edad precoz de comienzo de la enfermedad. Sin
embargo, muchos polimorfismos que afectan a la susceptibilidad de padecer la
enfermedad se localizan en dreas no codificantes del genoma: en este sentido, el
proyecto ENCODE ha destacado la importancia del estudio de estas regiones no

codificantes en la EIIC (54).

La EC tiene un componente genético mayor que la CU. Los genes especificos de la
EC se relacionan con la respuesta inmune innata, los mecanismos de homeostasis e
integridad de la barrera epitelial, la autofagia o la diferenciacion linfocitaria. De todos
ellos, los que con mas frecuencia se han implicado en la etiopatogenia de la

enfermedad son NOD2/CARD15, IL23R y ATG16L1 (Fig. 4).
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Figura 4. Vias en la etiopatogenia de la EIIC.

Los estudios mas recientes sobre genética en la EIIC destacan la relacidn entre la
respuesta inmune innata del huésped y la microbiota intestinal en la EC (53). La
respuesta inmune innata constituye la primera linea de defensa frente a las
infecciones. Se han identificado factores de las bacterias y virus capaces de manipular
distintas vias que forman parte de dicha respuesta inmune a través de lo que se
conoce como “mimetismo molecular”. Estas proteinas microbianas contienen
dominios que comparten similitudes en secuencia y estructura con proteinas diana del
huésped, saboteando asi distintas vias de sefalizacién de la respuesta inmune innata y

rompiendo la secuencia “activacion de receptor-induccién de efector”.

Distintas familias de proteinas desempefian funciones de receptores/sensores de
patdgenos, existiendo dos clases de dominios que actian como receptores: el dominio
TIR para los TLRs y el dominio Pyrin o CARD para los receptores NOD-like (NLRs) y los

RLRs/RLHs (genes acido retinoico inducibles o helicasas) (48).

El “mimetismo molecular” se ha propuesto como uno de los mecanismos
responsables de la activacion de células auto-reactivas a través de péptidos

microbianos con similitudes estructurales con péptidos del huésped, pero también hay
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evidencia de infecciones sin relacién antigénica o senales inflamatorias especificas que
dan lugar a auto-agresividad e induccion de autoinmunidad 6rgano-especifica, incluido
el tubo digestivo. Esta pérdida de tolerancia, que es bien conocida en la EIIC, no es
exclusiva para los antigenos bacterianos y se ha demostrado también con la
administracion de proteinas solubles (55). El concepto de “mimetismo molecular” nos
ayuda a comprender la asociacién entre la EC y los genes asociados a los mecanismos
de autofagia, apoyando la hipdtesis de que una respuesta inmune alterada frente a

patégenos intracelulares contribuye a la patogenia de esta enfermedad.

Conociamos la relacidon entre la CU y la enfermedad celiaca pero, aparte del
complejo de histocompatibilidad mayor (MHC), no se habian descrito otras regiones de
susceptibilidad compartida. Gracias a los estudios de asociacion (GWAs) hemos sabido
del solapamiento entre la EIIC y otras enfermedades complejas poligénicas (56)(57),
incluidas la espondilitis anquilopoyética (EA), psoriasis, lupus eritematoso sistémico
(LES) y diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), asi como la relacién con algunas enfermedades
de etiologia no inmune, incluida la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). Ademas, parece
existir también solapamiento con otras enfermedades gastrointestinales, incluido el

cancer colorrectal (CCR).

Se calcula que la EIIC comparte unos 51 Joci de susceptibilidad con otras 23
enfermedades, algunas de caracter autoinmune y otras no. Ademds de identificar
genes de susceptibilidad, los GWAs han identificado nuevos mecanismos patogénicos
de la EIIC, siendo de destacar los procesos de autofagia y la inmunidad innata (50). El
reto esta en determinar cdémo la variabilidad genética es capaz de precipitar y
mantener una respuesta inflamatoria inadecuada a la flora comensal, como ocurre en

la EIIC (Fig. 5).
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Figura 5. E/IC comparte unos 51 loci de susceptibilidad con otras 23 enfermedades: en

negro ECy CU; en rojo sdlo EC; en azul sélo CU.

3.2. Genética y fenotipo.

En la EC, NOD2 se asocia con un fenotipo estenosante/penetrante de localizacion
ileal (58). En la CU, el complejo HLA DRB1*0103 se asocia con una forma extensa y
grave de la enfermedad. Salvo estas asociaciones aisladas, los intentos por relacionar
fenotipo y genotipo no han tenido demasiado éxito. Se han descrito algunas
asociaciones en pequefias cohortes de pacientes, sin haberse podido reproducir dichos
resultados de forma consistente. En este sentido, el estudio europeo IBDchip se ided
con el objeto de elaborar modelos matematicos basados en la combinacidn de factores
genéticos y datos clinicos para predecir el curso clinico y la respuesta a farmacos en los

pacientes con EIIC. Para ello se analizaron alrededor de 100 mutaciones en un total de



Tesis doctoral. 2014 Alejandra Ferndndez Pordomingo

1528 pacientes de etnia caucdsica con EC durante un periodo de seguimiento superior

a 10 afos desde el diagndstico.

El estudio describe, en primer lugar, mediante un andlisis univariante, la asociacion
entre variables genéticas y determinantes clinicos: asi, la presencia de mutaciones de
riesgo en el gen NOD2 mostrd la asociacion mas potente con los determinantes
clinicos mas relevantes (riesgo de enfermedad ileal, proteccién frente a enfermedad
codlica, riesgo de estenosis intestinal e intervencién quirdrgica y riesgo de enfermedad
complicada). La variable clinica mas potentemente asociada al prondstico de la
enfermedad resultd ser el empleo precoz (en los 3 primeros afos) de
inmunomoduladores. En el analisis multivariante posterior se establecieron varias
asociaciones, como fueron la edad de comienzo de la enfermedad y el hdbito
tabaquico. Con la localizacién de la EC: variantes en los genes NOD2 y SBNO2
(implicado en la via de sefalizacién de IL-10), asi como la no utilizacién de
inmunomoduladores durante los primeros 3 afios de la enfermedad, resultaron
factores predictivos independientes de localizacion ileal de la enfermedad, mientras
que las mutaciones de NOD2 resultaron protectoras frente al desarrollo de

enfermedad de colon.

En el mismo sentido, variantes de los genes ZPBP (Zona Pellucida Binding protein,
gue también se ha asociado recientemente al lupus eritematoso sistémico) y JAK2 (que
codifica una tirosin-cinasa implicada en la sefalizacidn de muchas citocinas
proinflamatorias por la via JAK-STAT) resultaron factores de riesgo y protector,
respectivamente, frente al desarrollo de enfermedad célica; variantes de IL23R, JAK2 y
PTGER4, asi como la no utilizacién de inmunomoduladores de forma precoz, se

asociaron de forma independiente a la localizacién ileocélica.

En cuanto al comportamiento de la enfermedad, el uso de inmunomoduladores
durante los 3 primeros afios fue el factor predictivo independiente, en este caso de
proteccion, que con mas potencia se asocid al fenotipo estenosante (B2) de la EC en
esta cohorte de pacientes. Las mutaciones de NOD2 y JAK2 también resultaron

factores de riesgo independientes de desarrollo del fenotipo B2 (estenosante), asi
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como la localizacion ileocdlica. En el caso de comportamiento perforante (B3), 3
variantes genéticas -PRDM1, NOD2 (riesgo) e IL23R (proteccion)- resultaron variables
predictivas independientes. Por ultimo, la presencia de una determinada mutacién de
PUS10 fue una variable protectora independiente del desarrollo de enfermedad
perianal. Finalmente, los autores desarrollan una interesante escala de puntuacion de
riesgo genético aplicable a cada paciente individual mediante una aplicacién
informatica, en la que se tiene en cuenta el nimero total de alelos de riesgo que
resultaron significativos en el estudio univariante para cada uno de los principales
determinantes clinicos de la EC, atendiendo a: comportamiento penetrante (/L23R,
LOC441108, PRDM1, NODZ2); comportamiento estenosante (NOD2, JAK2, ATG16L1);
enfermedad perianal (LOC441108, LOC449915, FGFR10P); enfermedad complicada
(LOC441108, SLC22A23, TAB2, NOD2); y reseccion intestinal (IRGM, TNFSF15,
C130RF31, NOD2).

De esta forma, los investigadores demostraron una amplia y significativa diferencia
en la probabilidad de desarrollar una enfermedad penetrante o necesitar cirugia, entre
aquellos pacientes con valores minimos y aquellos casos con valores maximos en la

escala de puntuacion (59).

A pesar de estos avances, no se han obtenido por el momento modelos de prediccién
lo suficientemente precisos para ser trasladados a la practica clinica. Distintas
asociaciones estan descritas en la literatura en estudios de cohortes, pero ninguna se
ha conseguido replicar de forma consistente. La creacién en un futuro de modelos
multivariantes que integren genética, epigenética (ej. perfiles de microRNAs) y datos

clinicos, resultara probablemente mas util en predecir el curso de la enfermedad.

3.3. Genéticay comportamiento de la EIIC.
En este sentido destacan los siguientes hallazgos:

- Se han implicado varios genes relacionados con la edad de comienzo,

especialmente con la EC de inicio precoz,: TNFRSF6B, CXCL9 (60), IL23R (61)
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(62), NOD2 (62), ATG16L1 rs2241880 (63), CNR1 (64), IL-10 (65), MDR1. DLG5
parece ejercer un papel protector en las nifias (66). Algunos estudios no
encuentran influencia genética en la EC de inicio precoz (67) y otros encuentran

relacién entre IL-10 e IRGM con la EC en adultos (68).

- En cuanto al comportamiento, algunos genes se han relacionado con un
comportamiento estenosante de la enfermedad: NOD2/CARD15 (69) (70), TLR4
(70), IL-12B (71) y CX3CR1 (72). IL-10 e IL-6 se han relacionado también con este
fenotipo, mientras que existen variantes genéticas de distintas
metaloproteinasas que serian unos excelentes genes candidatos, dado que
estas moléculas juegan un papel esencial en la alteracién de los mecanismos de
la fibrogénesis que dan lugar al desarrollo de estenosis en la EC. Otros genes se
relacionan con un comportamiento fistulizante: NOD2, IRGM, TNF (73),
HLADRB1 (74). El comportamiento inflamatorio se ha relacionado con variantes

del HLA (75).

- Enlo referente a la localizacidn, la afectacidn del tracto gastrointestinal alto se
ha relacionado con variantes de NOD2 (76) y MIF (77). La EC ileal se ha
relacionado con: IL-10 (61), CRP (78), NOD2, ZNF365 y STAT3 (79). Los genes
asociados a la localizacién ileocolénica son 3p21, ATG16L1(79)y TCF4 (TCF7L2).
La EC coldnica se ha relacionado con los genes siguientes: la regién HLA se ha
asociado con el fenotipo coldnico inflamatorio, asi como TLR4 (80), TLR1,-2,-6

(81).

- El alelo C del SNP rs6908425 de CDKAL1 se asocia con la enfermedad perianal
en pacientes NOD2 (-), mientras que OCTN e IL-12B rs12704036 tienen relacion

con fistulas no perianales (82).

- NOD2 se ha relacionado con la cirugia precoz en la edad pediatrica (14),
estenosis y necesidad de cirugia (83), cirugias previas (69) y mayor nimero de
cirugias (84). HLA-G se ha asociado con mayor riesgo de reseccion ileocoldnica

(85)
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3.4. Genética y su influencia en los tratamientos

Es posible que en el futuro la aplicacidn de la genética a los tratamientos de la EIIC
(farmacogenética) permita a los clinicos predecir la respuesta al farmaco y prevenir la
toxicidad del mismo antes de iniciarlo. Algunos genes se han implicado en la eficacia y
efectos secundarios de ciertos farmacos, aunque en este sentido son necesarios
estudios amplios y prospectivos con criterios uniformes en cuanto al fenotipo de los

pacientes y que correlacionen estos hallazgos con la practica clinica.

Hasta ahora, el grado de prediccidon proporcionado mediante el estudio de estos
factores es discreto. Carecemos también de informacién en cuanto a si la respuesta a
determinados farmacos en la EIIC nos orientaria hacia la etiologia de la enfermedad o
sobre si los genes que controlan la respuesta al farmaco son los mismos que los

implicados en la enfermedad. Destacamos en este aspecto los siguientes puntos:

- Los estudios sobre farmacogenética realizados hasta el momento no han
encontrado asociacién entre los polimorfismos del gen CARD15 vy la respuesta
a distintos farmacos (corticoides, azatioprina, infliximab) utilizados en la EIIC
(86). Sin embargo, si se han relacionado con la falta de respuesta a antibiéticos

(87).

- En cuanto a mesalazina, se ha relacionado la variabilidad en cuanto a la
acetilacién del farmaco con los polimorfismos de los genes que codifican para
la N-acetiltransferasa (NAT), dividiendo los pacientes en acetiladores lentos y
rapidos. Se han identificado dos isoenzimas, NAT1 y NAT2, de forma que
mesalazina es acetilada en el higado por NAT1 transformandose en N-acetil-5
aminosalicilatos y excretada en la orina (88). Mas del 50% de la raza caucasica

son acetiladores lentos, en los que la transformacién es mediada por NAT2.

- La variante G2677T del gen MDR1 se ha implicado en la intolerancia
gastrointestinal a azatioprina y metotrexato en la EIIC. Estos hallazgos sugieren

un papel del gen sobre el mecanismo de accién de dichos farmacos (89) (90).
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- Estudios realizados en gemelos han relacionado los polimorfismos del gen del
receptor de la vitamina D (VDR), que esta adquiriendo un papel cada vez mas
relevante en cuanto al tratamiento de la enfermedad, con la densidad mineral
dsea en mujeres sanas y parece que cumple cierto papel en cuanto a la
absorcion del calcio a nivel de la barrera intestinal. Polimorfismos de este gen

se han relacionado con una mayor susceptibilidad para la EC (91).

- En cuanto a la respuesta a corticoides, se ha relacionado la region HLA-DR con
la falta de respuesta a budesonida (92), mientras que el alelo DLG5R30Q
predice la respuesta a esteroides (93). Los genes MIF (inhibidor de la migracion
de macrdfagos) (94) y MDR se han relacionado con la terapia esteroidea (95). El
genotipo de la /L-10 1082 AA se asocié a corticodependencia en pacientes
espafioles con EIIC, mientras que el alelo 113 bis del gen DLG5 con

corticorresistencia (90) (96).

- En cuanto a la respuesta a infliximab y los genes que codifican el TNF, los datos
no son concluyentes, como se demostré en el estudio ACCENT I. La respuesta a
infliximab no se relaciona con TNFa-308 (97), TNFR1 y TNFR2 (98), NOD2 (81) o
CRP (69). Los polimorfismos en el FasL/Fas y caspasa 9 pueden influir en la
respuesta a infliximab en la EC luminal y fistulizante. La observacién mas
relevante parece la asociacion entre el genotipo Fas ligand-843 TT y la falta de

respuesta al farmaco (99).

- Larespuesta a adalimumab no se ha relacionado con las mutaciones de NOD2,
TLR4 896 y CD 14-260 (100). Se estan desarrollando agentes capaces de alterar
la actividad de genes y vias de seializacién identificadas a través de los GWAs
con el objetivo de desarrollar terapias dirigidas especificamente a la EIIC,
siendo la via de IL-12/IL-23 una de las que parecen mas prometedoras.
Ustekinumab, un anticuerpo monoclonal que se une a la subunidad p40
codificada por /L12B, se ha aprobado como tratamiento de induccion vy
mantenimiento en pacientes con EC refractaria a otros tratamientos

inmunomoduladores y biolégicos (101). Otros farmacos que actian también
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sobre componentes de la via IL-12/IL-23 como apilimod mesilato, briakinumab

(ABT-874) y SCH-900222, estan siendo evaluados (102).

3.5. Genética y aplicacidon en la clinica

Hasta el momento, sélo podemos hablar de aplicabilidad clinica al campo de la
farmacogenética en cuanto al mecanismo de accién de la azatioprina. El gen TPMT,
formado por 10 exones, se localiza en el cromosoma 6p22.3 y codifica para una
enzima, la tiopurina-metil-transferasa (TPMT), que metaboliza el paso de azatioprina a
6-metilmercaptopurina, que es necesario para activar el farmaco y que éste pueda
ejercer su acciéon inmunomoduladora. Esta enzima limita la produccién de nucleétidos
derivados de la 6-tioguanina (6-TGNs), responsables de la toxicidad del farmaco,
mediante la conversién de 6-mercaptopurina (6-MP) en 4cido tiodrico y 6-
metilmercaptopurina. Asi, entre la poblacion general, el 90% presenta una actividad
alta para dicha enzima, el 10% intermedia y tan sélo el 0,3% presenta una actividad
lenta o incluso indetectable, constituyendo éste el grupo de riesgo en cuanto a la
aparicion de efectos indeseables del farmaco, fundamentalmente la mielosupresion,
que es dosis-dependiente (103) (104) (105). Se han identificado fundamentalmente
tres alelos de la enzima: TPMT*2, TPMT*3A y TPMT*3C, que se correlacionan con la
actividad de la misma, constituyendo el 80%-95% de los casos de actividad media o
baja de la enzima. Sin embargo, parecen existir otros factores que contribuyen a la
mielotoxicidad, como la edad del paciente, la funcién renal, excipientes del farmaco o
la administracion concomitante con mesalazina (inhibidor reversible de la TPMT) o con
alopurinol (inhibidor de la xantina oxidasa, XO) (106) , de forma que no sélo debemos
tener en cuenta la actividad de la TPMT a la hora de determinar qué pacientes van a
tolerar o no el fdrmaco. La prevalencia de ser portador de la mutacién en los dos alelos
es de 1/300 vy, por otro lado, el no tenerla no exime de realizar los consiguientes
controles analiticos rutinarios por lo que su determinacion es recomendable pero no

imprescindible.
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4. GENES IMPLICADOS EN EL ESTUDIO.
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4.1. NOD2/CARD15

NOD2/CARD15 se describié en 2001 como el primer gen asociado a susceptibilidad
especifica para la EC (107). Forma parte de la familia de genes relacionados con la
respuesta inmune innata, que constituye la primera linea de defensa de nuestro
organismo. Como hemos mencionado anteriormente (3.1. Genética y etiopatogenia,
p.24 y ss.), algunos microorganismos son capaces de manipular las vias de sefalizacion
del sistema inmune innato del huésped diana mediante lo que podemos denominar
“mimetismo molecular”, ya que algunas de estas proteinas microbianas contienen
dominios similares a las del huésped, dando lugar a que la secuencia activacién del

receptor-induccién de la respuesta inmune se rompa.

Entre las distintas familias de proteinas que funcionan como sensores de
patdgenos existen dos tipos de dominios de senalizacion: el dominio TIR para los toll-
like receptors (TLRs) y el dominio Pyrin o CARD para los NOD-like receptors (NLRs)
(108). Este “mimetismo molecular” se ha considerado como uno de los mecanismos
responsables de que aparezcan células autorreactivas, pero también hay evidencia de
que infecciones no mediadas por antigenos son capaces de inducir una autoinmunidad
especifica del 6rgano en cuestion, en este caso el tubo digestivo. Todavia se sigue
investigando acerca de esta pérdida de tolerancia en la EIIC, ya que se ha visto que no
se produce Unicamente ante antigenos bacterianos, sino también con proteinas

solubles administradas oralmente (48).

El gen NOD2/CARD15 comparte similitudes con los genes “R” de las plantas que
confieren resistencia a las infecciones (55). Se identific6 en el locus IBD1 del
cromosoma 16 (16q12-13) (109) y se asocia Unicamente a la EC, no a la CU. Se conocen
30 polimorfismos del gen asociados a la EC, pero los mds frecuentes son R702W
(rs2066844), GO08R (rs2066845) y 1007InsC (rs2066847), que suponen mas de un 82%
de los alelos mutados (110). Aunque la prevalencia varia segun los estudios, alrededor
del 25%-45% de los paciente con EC tiene al menos una variante del NOD2 en
comparacion con la poblacién general (15%-20%), pero esta prevalencia es mucho

menor en paises como Escandinavia, Irlanda y Escocia y no existe en las poblaciones
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china, japonesa y afro-americana (111). NOD2/CARD15 explica alrededor de un 20% de

la predisposicién genética para la EC (112).

NOD2/CARD15 es miembro de una superfamilia de genes (Ced4-APAF1) que
codifica las proteinas nucleotide-binding site and leucine-reach repeat (NBS-LRR),
altamente implicadas en el reconocimiento intracelular de microorganismos o sus
productos, y que se expresa en monocitos, macréfagos, células dendriticas, células
epiteliales, células de Paneth y, segin un estudio reciente, a nivel de los linfocitos B
(113). Esta proteina es un receptor intracelular que reconoce un componente de los
peptidoglicanos bacterianos, el N-acetil muramil dipéptido, a través de la regiéon LRR
(114). La interaccion de éste con la proteina NOD2 estimula la secrecion de péptidos
antimicrobianos como las alfa-defensinas (115) mediante la activacion del factor
nuclear de transcripcion —kB (NF-kB), fundamentalmente a nivel de las células de
Paneth, donde predomina la expresién de NODZ2. Las células de Paneth juegan un
papel esencial en los mecanismos de defensa innata del huésped gracias a su

capacidad de secretar péptidos antimicrobianos y proteinas.

Asi, las mutaciones de este gen se han relacionado con una disminucién en la
expresion de péptidos antimicrobianos, las a-defensinas, a nivel de dichas células, lo
gue disminuye la capacidad del individuo de eliminar patdgenos. Las defensinas son un
grupo de péptidos catidnicos antimicrobianos, de pequefio peso molecular, que
poseen capacidad antibidtica frente a organismos gram-negativos, gram-positivos,
hongos, virus y protozoos. Estos péptidos se liberan a la luz intestinal por estimulo de
productos bacterianos, tales como el lipopolisacarido (LPS) y el muramil-dipéptido
(MDP), y contribuyen a regular el nUmero y composicién de la flora colonizante,
consiguiendo su efecto antimicrobiano al actuar como detergente que fragmenta la
doble capa de fosfolipidos de los agentes microbianos. Sin embargo, también hay
estudios que indican que participan en la educacién del sistema inmune humano a
través de multiples y variados mecanismos, ademas de tener funcién de quimiotaxis y

capacidad para unirse a receptores e inducir la secrecidn de citoquinas (116).
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Actualmente se piensa que la EC es consecuencia de una invasion lenta de
bacterias residentes secundaria a una produccion defectuosa de los péptidos
antimicrobianos, entre los que se encuentran las defensinas. Ademas, las diferentes
localizaciones de la EC se asocian a diferentes deficiencias en la produccion de
defensinas epiteliales o de las derivadas de los leucocitos (117). Asi, un polimorfismo
que da lugar a una disminucion en el nimero de copias del gen-2B-defensina se ha
asociado a una mayor predisposicidon a la localizacion coldnica de la enfermedad. Estos
defectos se explicarian por defectos genéticos directos o indirectos y serian primarios
para la patogenia de la EC, debido a que se evidencian permanentemente en la
enfermedad, independientemente de la actividad clinica de la misma. Ademas, NOD2
juega un importante papel en promover células T-helper-17 (Th-17) en la via mediada

por IL-23/IL-17 (118).

La evidencia cientifica, en cuanto a la interaccién gen-gen en la EIIC (epistasis), es
también muy escasa. Dos estudios recientes han descrito una interaccidon entre
NOD2/CARD9 y REL en la CU (48), asi como entre dichas mutaciones con otros tres
genes asociados a la EIIC (/L23R, DLG5, y OCTN1) (119).

Aunque no existe una clara predisposicién familiar, se ha observado una mayor
tasa de polimorfismos de NOD2/CARD15 entre familiares frente a controles, aunque
no existen datos acerca del riesgo que tienen los primeros de desarrollar sintomas
(114) (120). Se sabe que la transmisidon materna de variantes de NOD2/CARD15 tiene
un efecto protector comparada a la paterna, con un indice menor de hijos afectos
(121) (122). Sin embargo, con los datos de los que disponemos hasta el momento, no
podemos realizar consejo genético acerca de la edad de comienzo o curso de la
enfermedad entre los miembros de estas familias. En cuanto a manifestaciones
extraintestinales, NOD2/CARD15 se ha relacionado con espondiloartropatia y uveitis

(123), pero no con sacroileitis (124).

NOD2/CARD15 parece no ser Unicamente un gen de susceptibilidad, sino
modificador de la enfermedad (125). De entre todos los estudios publicados acerca de

la relevancia clinica de las mutaciones de NOD2/CARD15, algunos proporcionan
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informacion acerca de la localizacion de la enfermedad, en concreto la asociacidon con
la localizacion ileal y del tracto intestinal superior (48), pero algunos no los asocian con

localizacidn coldnica.

En otros estudios, los datos relacionan las variantes de NOD2/CARD15 con las
formas estenosantes o penetrantes de la enfermedad, asi como con una edad de
comienzo mas temprana y una mayor necesidad de cirugia. Estas variantes se asocian
no solamente a una primera reseccion intestinal, sino también a la necesidad de
nuevos procedimientos quirdrgicos en los pacientes con EC (76). Los heterocigotos y
homocigotos mutados de las distintas variables de NOD2 presentan un riesgo
aumentado de un curso de la enfermedad mas agresivo (58). Incluso se ha relacionado
NOD2/CARD15 con cuadros de obstruccion intestinal aguda (126). Estas diferencias
son dificiles de explicar; probablemente se deben al pequefio tamafio muestral de
algunos de los estudios, a la variabilidad de la enfermedad entre poblaciones e incluso
a diferencias interobservador. Esta por discutir si verdaderamente existe relacién entre
algunas variantes del gen, las formas estenosantes y una mayor necesidad de cirugia, o
si los resultados de estas investigaciones tan sélo reflejan el alto porcentaje de
pacientes con EC ileal que desarrollan estenosis y requieren por tanto intervencion

quirurgica.

Se han relacionado también mutaciones de NOD2 con el riego de desarrollar
cancer colorrectal (CCR), en concreto la mutacién SNP13 en pacientes con una edad
por encima de los 50 afios en el momento del diagndstico de CCR (127), aunque estos

hallazgos no se han confirmado en otros estudios (128).

4.2. ATG16L1

Los fendmenos de autofagia juegan un importante papel en mantener la
homeostasis celular mediante la degradacién de organelas celulares dafiadas o
disfuncionales. La degradacion y turnover de estos componentes celulares es esencial

para un correcto crecimiento, desarrollo y funcién celular, constituyendo un
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mecanismo de supervivencia celular bajo condiciones de inanicion y estrés. Durante
este proceso, que es ubicuo en las células eucariotas, las organelas, proteinas y los
sustratos utilizados para la generacidon de ATP, son englobadas en una vesicula de
doble membrana (autofagosoma) que es transportada hacia los lisosomas, que puede
reciclarse para la sintesis de nuevas proteinas, fosfatos de alta energia y otros

componentes celulares.

El gen ATG16L1 codifica la proteina Atgl6é implicada en el aislamiento de la
membrana celular para la formacién del autofagosoma y en otros procesos celulares
inmunoldgicos, como la regulaciéon del inflamosoma y la funcién de las células de
Paneth, células con gran formacién de granulos para procesos secretores reguladores
(129). Los mecanismos de autofagia en la respuesta inmune innata frente a patégenos
intracelulares parecen estar alterados en la EC (130) (131), por lo que la EC podria ser
el resultado de una respuesta alterada frente a infecciones bacterianas, con un control
ineficaz de la infeccidn, disbiosis de la microbiota intestinal y, finalmente, inflamacidn

cronica.

De entre los genes que en la EIIC se han relacionado con los mecanismos de
autofagia, del que mds evidencia cientifica disponemos es ATG16L1, que codifica una
proteina que funciona como parte de un complejo con las proteinas de autofagia Atgs
y Atgl2 (132). ATG16L1 se expresa en muchas células del organismo, incluidas las
células de Paneth (133), mediando en la exocitosis de granulos que contienen péptidos
antimicrobianos. En 2007, gracias a los GWAs, se identific6 un SNP de ATGI16L1
asociado con un mayor riesgo de desarrollar EC: rs2241880 (134) (135). Dicho
polimorfismo resulta en el cambio del alelo A por el alelo G en la posicién 300, siendo
el genotipo GG el que se asocia con la enfermedad, especialmente con la localizacién
ileal de la misma. La prevalencia de este SNP es relativamente frecuente en la

poblacion general: 58.1% en EC frente a 51.3% en poblacién control.

Sin embargo, aunque en las células deficitarias de ATG16L1 se produce un
deterioro generalizado de las funciones de autofagia secundario a un reclutamiento

ineficaz del complejo Atg5-Atgl2, el dominio afecto en la EC por el polimorfismo de
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ATG16L1 (ATG16L1 T300A) no es indispensable para el reclutamiento de dicho
complejo. Existe no obstante evidencia de que ATG16L1 T300A se traduce en un
manejo defectuoso de las bacterias intracelulares, como ocurre en la infeccién por
S.entérica ser.Typhimurium o por cepas de E. Coli enteroinvasivas, que sabemos son
capaces de colonizar lesiones ileales en la EC a diferencia de otras cepas de E. Coli (51)

(136).

Otros polimorfismos de ATG16L1 se han relacionado también con mayor
susceptibilidad a padecer la enfermedad, aunque de forma mas débil que rs2241879
(rs13412102, rs12471449, rs6431660, rs1441090, rs2289472, rs2241879, rs3792106,
rs4663396), con p valores entre 4.1 x 102y 3.6 x 10 De todos ellos, sélo rs6431660
mostré una débil asociacion con la CU (137). En un estudio britdnico con una poblacién

mas amplia se demostrd una débil asociacion entre rs2241880 y la CU (138).

En todos los estudios recientes se menciona una asociacion entre NOD2 y los
mecanismos de autofagia, lo que refuerza el concepto de que la susceptibilidad de
padecer la enfermedad no es consecuencia de la disfuncién de un gen especifico, sino
de una via comun. Asi, NOD2 iniciaria dicho mecanismo reclutando ATG16L1 hacia la
membrana celular en el sitio de entrada de las bacterias, un proceso que requiere
RIPK2, ATG5 y ATG7. Jugaria también un papel en la presentacién de antigenos MHC
clase Il a las células T y contribuiria a la activacidén de sefales proinflamatorias. Asi, las
células dendriticas de enfermos de Crohn que presentan mutaciones para NOD2 o
ATG16L1 resultarian defectuosas en cuanto a los procesos de autofagia,
procesamiento de bacterias y presentacién de antigenos (79) (131). Ademas, se ha
detectado una asociaciéon estadisticamente significativa entre las variantes de ATG16L1

y las de NOD2/CARD15 para la EC (132).

En cuanto a la relacion genotipo/fenotipo, el polimorfismo rs2241880 se ha
relacionado con la localizaciéon ileocolénica de la enfermedad y con un comienzo a

edades mas tempranas, incluso en la infancia (139).

La mTOR kinasa es responsable de la principal sefial inhibitoria que interrumpe los

mecanismos de autofagia, en presencia de gran niumero de factores de crecimiento y
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nutrientes (63) (140), por lo cual podria elegirse como diana terapéutica. Inhibidores
especificos de mTOR como rapamicina (sirolimus) o everolimus acttian sobre esta sefial
inhibitoria induciendo la formacién de gran nimero de proteinas ATG que resultan en
la formacion de un autofagosoma (141). Sin embargo, los estudios con rapamicina, un
farmaco aprobado junto a otros inmunosupresores en el trasplante de érganos sélidos
para evitar el rechazo del injerto (142), sélo han funcionado parcialmente en la EC
refractaria a otros fdrmacos ahorradores de corticoides como azatioprina, metotrexato
o infliximab (143). Tampoco un ensayo clinico con everolimus encontré diferencias

frente a azatioprinay placebo en mantener la remision inducida con esteroides (144).

4.3. p53

p53 es un gen supresor de tumores localizado en el cromosoma 17p13 y uno de los
principales reguladores de la integridad del genoma, del ciclo celular y de los
mecanismos de apoptosis. En el exdn 4 de p53 existe un polimorfismo ampliamente
estudiado que consiste en el cambio de una Citosina (C) por una Guanina (G), que a su
vez produce un cambio de Prolina (Pro) por Arginina (Arg) en el coddon 72 de la
proteina, siendo este dominio esencial en la respuesta apoptoética y en la inhibicién de
la carcinogénesis (145). En este sentido, el alelo arginina del codén 72 es un inductor
de apoptosis mds potente que el alelo prolina (146). Muchos estudios han relacionado
los polimorfismos de p53 con un riesgo aumentado de desarrollar distintos tipos de
cancer. El alelo R27 se ha relacionado con un mayor riesgo de padecer cancer gastrico
y de vejiga (147) (148). El alelo 72P se ha asociado con una mayor incidencia de cancer
de pulmén (149), carcinoma escamocelular de cabeza y cuello (150) y cancer de
tiroides (151). Polimorfismos de p53 se han asociado también a enfermedades

cardiovasculares (152), abortos recurrentes (153) e ictus (154).

El epitelio intestinal juega un papel esencial en los mecanismos de defensa y
homeostasis, participando en las funciones de barrera y de respuesta inmune de la
mucosa (155). Una de las vias de mantenimiento de la homeostasis es a través de la

regulacién de los mecanismos de apoptosis de las células epiteliales del intestino. La
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proliferacion celular estd positivamente regulada por factores de crecimiento y proto-
oncogenes que estimulan la progresién del ciclo celular y controlada negativamente
por genes supresores de tumores. De forma similar, la muerte celular esta regulada
por una serie de eventos bioquimicos intracelulares que constituyen los mecanismos
de apoptosis, a través de los cuales la célula activa una maquinaria intrinseca de
suicidio (156). Durante la apoptosis, las células presentan de forma caracteristica una
contraccion y condensacién de su citoplasma, aumento de la permeabilidad
mitocondrial, condensacién de la cromatina en capas al borde del nucleo,
fragmentacion del DNA, y la aparicidon de unas membranas plasmaticas que se conocen
como “cuerpos apoptoéticos” (157). A diferencia de la necrosis, un proceso pasivo de
muerte celular que resulta en la rotura de la célula e inicio de la inflamacién, los
mecanismos que llevan a la apoptosis celular estan controlados a través de la
expresion de numerosos genes que funcionan como activadores, inhibidores,

moduladores y efectores del proceso de muerte celular.

En la EIIC hay evidencia de apoptosis en las zonas de inflamacién aguda (158)
(159). Los farmacos anti-TNF favorecen la reparacion mucosa a través de mecanismos
en parte desconocidos, pero sobre todo porque incrementan la apoptosis de células
mononucleares en la lamina propia (160) (161). Estudios recientes indican que p53 es
el mediador principal en estos mecanismos de apoptosis en la EIIC (162) (163). Dado
gue en varios estudios no se ha encontrado relacion entre p53 y el grado de
inflamacién mucosa, se postula que el efecto principal de p53 en cuanto a la apoptosis
de las células epiteliales del intestino es en el desarrollo de displasia (164). La colitis
crénica inducida en ratones es capaz de iniciar el proceso neoplasico, lo que sugiere
que la inflamacién juega un papel esencial en el desarrollo de cancer asociado a colitis
(165) (166). La mutacién del gen supresor de tumores p53 es un evento temprano en
esta secuencia colitis-cancer (167) (168) mediante un fallo en la apoptosis de las

células epiteliales del intestino.

A pesar de que conocemos muchos de los efectos de este SNP en cuanto a las
funciones de la proteina y que parece que puede influir en el prondstico y en la

respuesta a tratamientos de distintos tipos de cancer (169) (170), poco se sabe de su
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relacion con la EIIC, en cuanto a efectos clinicos y al desarrollo de CCR, datos que
proceden en su mayoria de estudios realizados en CU. Algunos estudios han
encontrado que el ser portador del alelo Pro multiplica por 3 el riesgo de desarrollar
CCR, observando también una frecuencia aumentada de este alelo y del genotipo

Pro/Pro en pacientes con CU frente a la poblaciéon sana (171).

Como marcador prondstico, el genotipo R72P de p53 se ha relacionado con el
curso clinico, duraciéon y extension de la EIIC, asi como con antecedentes familiares de
CCR (172). Se ha encontrado una mayor prevalencia del genotipo Pro/Pro en pacientes
con historia familiar de EIIC, y el genotipo Arg/Pro se ha identificado como predictor de
enfermedad extensa y refractaria, relacionandose con un mayor riesgo de colectomiay

resistencia a corticoides en CU (173).

4.4. GENES DE LA FAMILIA BCL-2 (BCL-2, BAX)

Como ya se ha comentado, la apoptosis es un proceso fisiolégico de muerte celular
programada, critica para el desarrollo de los drganos, la homeostasis de los tejidos y la
eliminaciéon de células anormales o peligrosas (174). Constituye una herramienta
fundamental, junto con el sistema linfoide, para mantener la homeostasis del sistema
inmune (175). En respuesta a las distintas toxinas, bacterias, virus y antigenos
presentes en la luz intestinal, se han desarrollado una serie de complejos sistemas en
la pared intestinal con el fin de eliminar las células dafiadas y minimizar una respuesta
inmune inapropiada a la microbiota no patégena. Dicha homeostasis del sistema
inmune se mantiene gracias a un equilibrio entre proliferacion y muerte celular, de
forma que la pérdida de este equilibrio juega un papel fundamental en la patogenia de
distintas enfermedades (176). Existe evidencia acerca de que la alteracién en los
mecanismos de apoptosis da lugar a la aparicion de enfermedad, incluido el cancer,
infecciones virales, desérdenes neurodegenerativos y sindromes de inmunodeficiencia

adquirida (157).
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El desarrollo de autoinmunidad se piensa que es debido a un defecto en la
apoptosis de los linfocitos T, un fendmeno descrito en distintas enfermedades de
etiologia inmune como la dermatitis atdpica crénica, sindromes congénitos
linfoproliferativos, artritis reumatoide y asma (175). Este mecanismo parece estar
también implicado en enfermedades inflamatorias crénicas de etiologia incierta como
la EIIC. Durante la respuesta inmune, las células T reconocen péptidos antigénicos
extrafos presentados en el complejo mayor de histocompatibilidad, estimuldndose a
proliferar, madurar y diferenciarse en células efectoras. Sin embargo, este proceso de
expansion clonal es autolimitado y las células T activadas son retiradas de la circulacién
y de los tejidos a través de los mecanismos de apoptosis mediados por el receptor Fas
o por el TNF-a (177) (178), mecanismos que se conocen como la via extrinseca.
Mientras que las células T naive en general no expresan el receptor Fas y son, por
tanto, resistentes a la apoptosis mediada por este receptor, las células T de memoria,
gue son las que predominan en la mucosa intestinal normal, expresan niveles elevados
de Fas (179). Las células T derivadas de segmentos de mucosa inflamada exhiben una
sensibilidad disminuida a los mecanismos de apoptosis en relacién con las células T
procedentes de mucosa sana. En la EC pero no en la CU, las células T derivadas de la
mucosa se muestran resistentes a distintas vias de sefializacion de apoptosis como son
la deprivacién de factor de crecimiento, interaccién con los receptores Fas y CD2 y el

oxido nitrico (180) (181).

Las proteinas de la familia Bcl-2 juegan un papel esencial en regular los

mecanismos de apoptosis de las células T, que es lo que se conoce como la via

intrinseca. En algunos casos, ambas vias de la apoptosis, intrinseca y extrinseca,
cooperan, influyendo la una en la otra (Fig.6). La fase final de los mecanismos de
apoptosis es inducir la cascada de caspasas con la activacion de la caspasa 3, que es
crucial para provocar la fragmentacion y finalmente la muerte celular (182) (183). Esta
familia contiene distintas proteinas con actividad antagdnica: Bcl-2 y Bcl-xL son
capaces de inhibir la apoptosis inducida por la activacidon de caspasas y promover la
supervivencia celular (184), mientras que Bax es capaz de inducir apoptosis actuando

sobre las mitocondrias y regulando la actividad de las caspasas (185). La alteracion en
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estos mecanismos de apoptosis parece jugar un papel crucial en la patogénesis de la
EC, de forma que las células mononucleares de la ldmina propia (LPMC) presentan
resistencia a los distintos estimulos pro-apoptéticos. En este sentido, lo que marca la
relativa sensibilidad o resistencia a la apoptosis entre los distintos drganos, o entre
tejidos inflamados y sanos, no es el nivel absoluto de estas proteinas sino el balance
entre la concentracidon de las mismas (186). Asi, en la EC, la expresion de Bax esta
disminuida a nivel de las células T de la lamina propia, existiendo una ratio Bcl-xL/Bax
aumentada, lo que favorece la resistencia a los mecanismos de apoptosis y contribuye
a perpetuar la cronicidad de la inflamacién (187). Al no tener lugar los mecanismos
naturales que conllevan la eliminacion de células inmunoreactivas, las células

mononucleares de la lamina propia se acumulan en los tejidos inflamados.

Restaurar los mecanismos de apoptosis en el compartimento de las células T de la
mucosa contribuye de forma esencial al tratamiento de la EC, de forma que las drogas
mas eficaces para el tratamiento de la enfermedad (sulfasalazina, esteroides,
azatioprina, infliximab y adalimumab) son inductores potentes de apoptosis de las
células T de la l[dmina propia, e infliximab se ha demostrado también ser capaz de
inducir la apoptosis de las células T en sangre periférica (182). Asi, la falta de eficacia
de etanercept en el tratamiento de la EC se atribuyd a la incapacidad del farmaco de
inducir apoptosis en estas células (188). Hasta ahora se creia que otra molécula anti-
TNF-a, certolizumab pegol, que ha demostrado ser capaz de inducir y mantener la
remision en la EC, no era capaz de inducir la apoptosis de las células que expresan TNF-
o debido a que carecia del fragmento Fc (189); sin embargo, en un estudio reciente
(190) se ha demostrado también su efecto pro-apoptdtico en los linfocitos T de la

[dmina propia en pacientes con EC.

Todo ello sugiere que la resistencia a la apoptosis de los linfocitos T de la mucosa
en la EC se puede atribuir a un incremento relativo de las proteinas Bcl-2 a favor de un
fenotipo antiapoptodtico. Esto no ocurre en la CU, lo que sugiere que los mecanismos
moleculares que regulan la muerte y supervivencia de las células T del intestino son
distintos en la EC y en la CU, apoyado por el hecho de que en la CU existe una

sobreexpresidn del ligando Fas de las células T de la mucosa, hecho que no ocurre en
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la EC (191). Estas diferencias entre las dos entidades no pueden atribuirse Unicamente
a la inflamacién intestinal, sino probablemente a una propiedad intrinseca de las
células T en la EC. Otro fendmeno descrito en la EC es un aumento de los mecanismos
de apoptosis a nivel del enterocito, lo que conlleva un alteracién en cuanto a su

funcién de barrera (192).
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Figura 6. Dos de las principales vias intracelulares que causan apoptosis. (A) La union de FaslL a

Cnspau 9

CD95 (receptor Fas) conduce al reclutamiento y la activacion de procaspasa 8, que
posteriormente activa la caspasa 3. Una vez activada, la caspasa 3 es responsable de inducir
varios eventos que conducen a la apoptosis. Una segunda via de apoptosis se inicia por la
salida del citocromo C de la mitocondria, que junto con la caspasa 9 y APAF1 forma el
apoptosoma, capaz de activar la caspasa 3. La integridad de la membrana mitocondrial estd
regulada por las proteinas de la familia Bcl — 2: Bax y Bak como pro-apoptdticas, Bcl - 2 y Bcl —
XL como antiapoptéticas . (B ) En la Colitis Ulcerosa, la resistencia a la apoptosis es
consecuencia de la sobreexpresion de FLIP, que conlleva un deterioro de la via de apoptosis
mediada por la caspasa. La via mitocondrial queda intacta. (C) Por el contrario, en la
enfermedad de Crohn, la apoptosis inducida por Fas es normal, pero la via mitocondrial se ve
afectada por un desequilibrio entre factores pro-y antiapoptdticos de la familia Bcl - 2. Como

consecuencia, la activacion inducida por la apoptosis de las células T se deteriora.
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La inflamacidn crénica de la mucosa intestinal en la EC se ha atribuido también a
un desequilibrio en la regulacién de la apoptosis de muchos otros tipos de células. Asi,
en la EC, la migracién y acumulacién de un gran nimero de neutrdfilos (PMN) en la luz
intestinal es evidente y podria estar implicada en su patogénesis (193). De hecho, esta
patologia se asocia a un defecto en la funcién de los neutréfilos (17), de forma que la
persistencia del estado inflamatorio en el tracto gastrointestinal estaria causada por un
retraso en la apoptosis de dichas células (18) (19). Cuando los neutrdfilos son
reclutados a la zona infectada o inflamada sobreviven mas tiempo y asi, la induccién o
prevencion de la apoptosis de estas células por mediadores locales de inflamacién
podria ser importante para controlar dicha inflamaciéon (20) (194). Miembros de la
familia de proteinas Bcl-2, incluyendo factores antiapoptéticos (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) y
proapoptéticos (Bax, Bad), estan implicados en regular los mecanismos de apoptosis
de los neutréfilos (195) y pueden contribuir, por tanto, a la patogenia de esta
enfermedad. De hecho, cambios en el equilibrio entre factores que suprimen o activan
la apoptosis pueden promover o impedir la apoptosis de neutréfilos en humanos

(196).
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5. HIPOTESIS.
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Se han implicado en la EIIC, y particularmente en la EC, alteraciones de genes que
influyen en el reconocimiento de bacterias de la luz intestinal (NOD2/CARD15), en el
microbioma y en los mecanismos de la respuesta inmune, entre los que juegan un
papel muy importante los fendmenos de autofagia (ATG16L1) y de apoptosis (p53,
BclL2, BAX), cuya funcion es primordial para el mantenimiento de la homeostasis de la

“barrera intestinal”.

Estas alteraciones genéticas influyen no sélo en la aparicién de la enfermedad ,

sino también en las diferentes formas de manifestarse.

Por otra parte, existen alteraciones genéticas, algunas no bien identificadas, que

regulan la respuesta a los diferentes tratamientos que se utilizan en esta enfermedad.

No se han llevado a cabo estudios en este sentido en nuestra poblacion, por lo que
consideramos justificado realizar ensayos casos-controles de los genes que regulan

estos aspectos en nuestros pacientes.
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6.0BJETIVOS.

56



Tesis doctoral. 2014 Alejandra Ferndndez Pordomingo

Estudiar polimorfismos seleccionados de NOD2, ATG16L1, p53, BCL2, BAX,
relacionados con la respuesta inmune innata, procesos de autofagia y muerte

celular (apoptosis) en una muestra de pacientes con Enfermedad de Crohn de

nuestra poblacidn.

o Analizar si existe alguna relacion entre dichas variantes y una mayor
susceptibilidad a padecer la enfermedad, el comportamiento de la

misma, la necesidad de cirugia y la respuesta a farmacos.

o Estudiar si la asociacion de diferentes alelos mutados se relaciona con

una mayor susceptibilidad a padecer la enfermedad .

o Estudiar si la asociacion de diferentes alelos mutados se relaciona con

el curso de la misma.
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7. MATERIAL Y METODOS.
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Tipo de estudio

Estudio observacional casos-controles.

7.1. Poblacion:

7.1.1. Pacientes

Se incluyeron 102 pacientes con Enfermedad de Crohn, seleccionados

de forma aleatoria, seguidos en nuestra consulta de EIIC.

En todos ellos, el diagndstico de EC se estableci6 mediante criterios
clinicos, radioldgicos, histolégicos, y endoscépicos (criterios de Lennard-
Jones). La extension y comportamiento de la enfermedad se definieron
mediante exdmen endoscoépico (ileocolonoscopia con gastroscopia en algunos
casos) y técnicas radioldgicas (entero-RM, transito intestinal, ecografia, TAC,

capsula endoscdpica), y se clasificaron segun los criterios de Montreal 2005.

7.1.2. Controles

101 sujetos sin EIIC de la poblacién de Salamanca en los que se habian
estudiado los polimorfismos de los genes implicados en este estudio, cuyos
datos constaban en los archivos de la Unidad de Genética y Biologia Molecular

de la Universidad de Salamanca.
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7.2. Recogiday procesado de las muestras

A todos se les recogid una muestra de sangre periférica, previo

consentimiento informado.

Las muestras de DNA se obtuvieron a partir de células mononucleadas de
sangre periférica. Todos los pacientes y controles firmaron un consentimiento

informado previo a la recogida de la muestra (ver ANEXO I).

7.3. Recogida de datos clinicos

Se revisaron las historias de todos los pacientes y se completaron mediante
entrevista presencial o telefénica en aquellos casos en los que la informacion
era incompleta. Los datos se incluyeron en una tabla de Excell para posterior

tratamiento estadistico.

7.4. Variables clinicas

> EDAD: Se recogi6 la edad de cada paciente de la muestra en el momento del
diagndstico. Para los calculos estadisticos se estratificaron en 3 grupos, de
acuerdo con la edad al diagndstico, segun la clasificacién de Montreal: Al < 16

anos, A2 >16y <40, A3 > 40.

> GENERO: Hombre o mujer.
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» ANTECEDENTES FAMILIARES DE EIIC: Se tuvo en cuenta si los pacientes tenian

familiares de primer o de segundo grado con antecedentes de EIIC .

> HABITO TABAQUICO: Se definieron dos categorias, fumador y no fumador.
Entre los primeros se incluyeron a todos aquellos que en algin momento
habian fumado, aunque no fuesen fumadores activos cuando se diagnostico la

enfermedad, sin entrar en otras consideraciones dado el tamafio de la muestra.

» FENOTIPO DE LA ENFERMEDAD: Se agruparon los pacientes siguiendo la

clasificacién de Montreal, descrita previamente.

» MANIFESTACIONES EXTRAINTESTINALES: Se diferenciaron entre los que las
tenian y no. Se tuvieron en cuenta la artropatia, eritema nodoso, pioderma

gangrenoso o uveitis.

> ENFERMEDAD PERIANAL AL DIAGNOSTICO Y/O EN LA EVOLUCION: La
enfermedad perianal (EPA) se consideré como una entidad independiente de
las formas fistulizantes, valorando la presencia de fisuras, fistulas o abscesos. La
evaluacidon de la enfermedad perianal se realizd mediante exploraciéon bajo

anestesia (EBA), ecografia endoanal (EE) y resonancia (RM) pélvica.

> INGRESOS POR BROTE DE LA ENFERMEDAD O POR PROBLEMAS ASOCIADOS A
LA MISMA: Se analizo si el paciente habia requerido ingreso hospitalario en el
transcurso de su enfermedad, asi como el nimero de ingresos. Asimismo se

tuvo en cuenta si alguno de esos ingresos fueron debidos a la aparicién de
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alguna de las complicaciones siguientes: megacolon, hemorragia digestiva,

perforacién o absceso intraabdominal.

» USO DE CORTICOIDES EN EL PRIMER BROTE, DESARROLLO DE

CORTICODEPENDENCIA O CORTICORRESISTENCIA:

a.

Utilizacién de tratamiento esteroideo en el primer brote de la

enfermedad.

Aparicion de corticodependencia, definida como la reaparicién de la
sintomatologia al reducir la dosis o la necesidad de dos ciclos de

corticoides en un periodo de seis meses o de tres ciclos en un afo.

Corticorresistencia: se defini6 como la ausencia de respuesta a
tratamiento con corticoides a dosis adecuadas durante un periodo de
tiempo preestablecido antes de iniciar el tratamiento, entre una y dos

semanas en funcion de la gravedad del cuadro.

> UTILIZACION DE INMUNOSUPRESORES O DE BIOLOGICOS:

Se analizo si el paciente, durante el curso de la enfermedad, habia recibido

tratamiento con farmacos inmunomoduladores: azatioprina, 6-mercaptopurina

o metotrexato, o con farmacos bioldgicos: infliximab o adalimumab.

Para cada uno de ellos se tuvo en cuenta:

Fecha de inicio del farmaco.

Dosis recibida.

Indicaciéon: induccién de la remisién; mantenimiento; profilaxis de la
recurrencia post-quirdrgica; enfermedad fistulizante; manifestaciones

extra-intestinales.
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e Respuesta clinica: Mejoria de la sintomatologia o cierre de menos del

50% de las fistulas sin/con otro tratamiento concomitante.

e Remisidn clinica: Desaparicidn de la sintomatologia o cierre de al menos

el 50% de las fistulas en ausencia de otro tratamiento concomitante.

e Aparicion de efectos adversos y si su aparicién obligd a la retirada del

farmaco.

» CIRUGIAS:

a. Se evalué si el paciente habia requerido cirugia o no en relacién con la

ElIC.
b. Sise habia procedido a
i.  reseccion intestinal.

ii. enelcasodelaEPA, reseccidn de fistulas y/o drenaje de

abscesos con colocacidn de sedales.

c. Se analizé también si el paciente habia recibido mas de una

intervencion quirdrgica.

7.5. Metodologia de los estudios genéticos

7.5.1. Metodologia de andlisis de polimorfismos

Los siguientes polimorfismos se analizaron mediante sondasTagMan en un

termociclador StepOne Plus de Applied Biosystems, previa amplificacion de las
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secuencias especificas de los genes por PCR (Reaccién en Cadena de la

Polimerasa) (Fig.7).

GEN SNP

NOD2/CARD15 rs2066844

ATG16L1 rs2241880

BAX rs4645878
BCL-2 rs2279115
P53 rs1042522

Allelic Discrimination Plot

0.8

0.3

Figura 7. Placa de genotipado de ATG16L1: en azul los homocigotos
AA; en rojo los homocigotos GG, en verde los heterocigotos AG; en negro

los alelos indeterminados.
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El estudio del polimorfismo del gen p53 (rs1042522) se realizé mediante PCR-
RFLP. Para ello se amplificoé por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) un
fragmento de 291 pb del exdn 4 y posteriormente se digirié con endonucleasa

de restriccion, tablas 10-11.

Las reacciones de amplificacién se realizaron con el producto comercial PCR
Master Mix (Promega) (DNA Taq polimerasa; dATP,dGTP, dCTP, dTTP; MgCl2).

Se llevaron a cabo en un volumen de 25 pL:

- 12.5 pL de Master Mix

- 10.5 pL de agua libre de nucleasas

- 0.5 pLde cada oligo cebador (sentido=forward y anti-sentido=reverse)
-1 uL de DNA

Como control negativo, para asegurar que no existia contaminacion y que las
reacciones eran especificas para cada muestra de partida, se prepard un tubo

de reaccidén con todos los componentes antes citados excepto el DNA molde.

Tabla 10. Secuencia de los oligonucledtidos forward y reverse en direccion (5 -

3’) utilizados para la amplificacion del codon 72 del gen P53.

Secuencia de los oligonucleétidos (5°-

37
P53 Coddn 72 forward 5°-TCTACAGTCCCCCTTGCCGT-3’
P53 Coddn 72 reverse 5'-CTGACCGTGCAAGTCACAGA-3’
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Para amplificar el codén 72 del gen p53 se utilizé el programa que se muestra

en la tabla 11:

Tabla 11. Programa utilizado para la amplificacion por PCR del coddn 72 del gen

p53.

Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion  95°C 5 min. 1
Desnaturalizacion 952C 30 seg. 40
Anillamiento 582C 30 seg. 40
Extension 729C 30 seg. 40
Extension final 72°C 10 min. 1

Todas las reacciones de amplificacidn se llevaron a cabo en un termociclador

automatico.

Electroforesis en gel de agarosa

Los fragmentos amplificados mediante PCR se separaron por su tamafio
mediante electroforesis en gel horizontal de agarosa al 2% preparado con
tampodn TBE. El primer pocillo del gel se reservé para el marcador de tamafio.
En cada pocillo se echaron 4 uL de DNA, mientras que en el primer pocillo para

el marcador se echaron 8 pL.

La electroforesis se llevd a cabo con una diferencia de potencial constante

de 120 voltios durante 15-20 minutos.

Tras la electroforesis, los fragmentos amplificados se visualizaron en el gel
de agarosa utilizando SYBR®Safe DNA Gel Stain, que actua intercalandose entre
las bases nitrogenadas del DNA, emitiendo fluorescencia al ser expuesto a la luz

UV (254 nm), Fig.8. Los resultados obtenidos se observaron mediante un
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sistema de fotografia digital (Kodak DC40) acoplado a un programa informatico

de tratamiento de imagenes (Kodak Digital Science 1D).

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa. M: Marcador. CN: Control negativo

que indica que la muestra no estd contaminada.
Digestion con endonucleasa

El producto de PCR se digirié con la enzima de restriccion BstUIl (Bsh12361,
Fermentasas), que reconoce el sitio de corte generado en la secuencia por el
cambio de Citosina por Guanina (Fig.9). Para llevar a cabo la digestién, se
mezclaron 12 plL del producto de PCR con 10 unidades de la enzima de
restriccion (1 pL), 2 uL de su tampdn correspondiente y 7 plL de agua. Todo ello

se incubd durante 4-6 horas a 379C.
5°...CGCG...3"
5°...GCGC...3’

1

Figura 9. Sitio de reconocimiento de la enzima BstUI en la secuencia del exon 4
amplificada para el estudio del polimorfismo del codén 72. Cuando la Guanina

es sustituida por Citosina desaparece el punto de corte.
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Los fragmentos generados tras la digestidn se separaron por electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 3%, generando tres patrones de bandas

diferentes correspondientes a los tres genotipados posibles (Fig.10):

Genotipo C/C (Homocigoto Prolina): un fragmento de

291 pb.

- Genotipo G/G (Homocigoto Arginina): un fragmento de

165 pb y otro de 126 pb.

- Genotipo C/G (Heterocigoto Arginina/Prolina): un
fragmento de 291 pb, otro de 165 pb y otro de 126 pb.

M 123 456 7

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 3% de los fragmentos
amplificados por PCR para el estudio del polimorfismo del coddn 72, donde se
observan los tres genotipados posibles: los pacientes 3, 5 y 6 son homocigotos
para el alelo Prolina (homocigotos normales), los pacientes 4 y 7 son
homocigotos para el alelo Arginina (homocigotos mutados) y los pacientes 1y 2

son heterocigotos. M: Marcador.
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7.6. Métodos estadisticos

La descripcion de las variables cualitativas se realizé6 mediante porcentajes y las
continuas con los descriptivos basicos de media y desviacion tipica. Para analizar la
asociacién entre genes y los casos y controles, asi como la asociacién entre las
variables clinicas, se utilizd el test chi-cuadrado para tablas de contingencia. Se aplicé
la regresion logistica para el analisis del riesgo del polimorfismo, estimando los odds-

ratio y sus intervalos de confianza al 95%.

La interaccidn gen-gen se analizé mediante los arboles de Clasificacion y Regresién
(CART, Classification And Regression Tree). Este analisis es un proceso iterativo de
particion de la muestra total en base a las asociaciones de los predictores con la
variable respuesta. La divisidn se considera siempre binaria. El mejor predictor en cada
segmentacion se elige de entre todos el que presenta mayor valor del test del ratio de
verosimilitud o p-valor asociado al mismo. El proceso de particidn finaliza cuando no se
detecta asociacion entre las predictoras y la variable de interés, o bien el tamano de
muestra es muy pequefio. El tamaifio muestral maximo elegido para finalizar el proceso
de segmentacién fue de 20 individuos. Para evitar el incremento de error tipo | debido
a la gran cantidad de comparaciones que se realizan en este analisis se ha utilizado la
penalizacidon descrita en Sall (197), que no es tan restrictiva como la propuesta por
Bonferroni y usualmente utilizada en estos procedimientos. Para la valoracion del
ajuste del modelo se utilizé el pseudo R? de McFadden y la deviance. La validacion de
los arboles de clasificacion se realiz6 mediante dos procedimientos: el 5-fold cross
validation, donde la muestra original se divide en cinco submuestras y se utiliza para
validar el ajuste del arbol obtenido; el segundo procedimiento se utiliza para validar el
poder de prediccion del modelo. Este método consiste en la division al azar de la
muestra en dos submuestras, la primera se utiliza para la elaboracién del arbol
(muestra de entrenamiento) y la segunda para la validacién del poder de clasificacion
del mismo (muestra de validacidn). La submuestra de validacion se generé al azar y

esta constituida por el 25% de las observaciones. Este analisis también se utilizé para
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investigar las interacciones genes-ambiente en la explicacion de la estructura de las
variables clinicas que determinan la enfermedad como son: edad al diagndstico;
manifestaciones extraintestinales; localizacion y fenotipo; la presencia de enfermedad
perianal; necesidad de cirugia; necesidad de corticoides en el primer brote; necesidad
de azatioprina; necesidad de anti-TNF y necesidad de infliximab. Como variable

ambiental se considerd el tabaco.

El software utilizado para la realizacion de los analisis descriptivos, regresion
logistica y tablas de contingencia fue: IBM SPSS version 19. Para el analisis de los

arboles de clasificacion se utilizé el algoritmo implementado en SAS JMP version 7.

Los niveles de significacidon utilizados para todos los analisis fueron los habituales

de 0,05y 0,01.
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8. RESULTADOS.
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8.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes.

En cuanto a la edad al diagndstico, la muestra estd compuesta por pacientes
relativamente jovenes, con predominio de los diagnosticados entre 16 y 40 afios (A2
de la clasificacion de Montreal, 72.5%). Los porcentajes de los distintos grupos de

edad (A1, A2, A3) se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Grupos por edad al diagndstico.

MEDIA MEDIANA

EDAD RANGO:
31,69 +14.024 28

Por grupos de edad (MONTREAL 2005)

Al 6 5,9%
A2 74 72,5%
A3 22 21,6%

Grupos por edad al diagnodstico

Al
mA2

A3
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En la tabla 13 se describen (en numero y porcentaje) el resto de las variables
analizadas. En cuanto al sexo, la relaciéon varon/mujer muestra un ligero predominio
del sexo femenino (56,9%), sin diferencias significativas. Fumaban o habian fumado el

51,96%. El 13,6% referia tener familiares de primer grado con EIIC.

La localizacién (ileal-L1, coldnica-L2, ileocoldnica-L3) de la enfermedad mads
frecuente fue la ileocoldnica (41,2%), y sélo en dos pacientes se detectd afectacién del
tracto digestivo alto (L4). El fenotipo (inflamatorio-B1, estenosante-B2, fistulizante-B3)
inflamatorio fue el mds prevalente al diagndstico (54,9%) y un porcentaje significativo

presentaba enfermedad perianal (n=37; 36,3%).

En el 41,2% se asocid la presencia de manifestaciones extraintestinales, con

predominio de la afectacién articular.

Se describe la utilizacidn de corticoides: en el primer brote los recibieron el 38,2%
y en el curso de la enfermedad casi todos fueron tratados con estos farmacos (91,2%).
Azatioprina se utilizdé en el 65,7% y el 74,6% de los tratados presentd respuesta,

aunque solo se alcanzé remision en el 32,8%.

Se administraron farmacos biolégicos anti-TNF al 33,3%. Se pautd infliximab al
29,4% vy respondieron, con descenso de la actividad, el 73,3% de los tratados. Como
sucedié con azatioprina, sélo presentaron remision menos de la mitad (36,7%) con
infliximab. A 12 pacientes de esta muestra se les administré adalimumab y por su

escaso numero se ha desestimado el andlisis estadistico de este aspecto.

Fueron sometidos a cirugia el 52%, de los cuales necesitaron reseccion intestinal el

39,2%, generalmente por estenosis o subsidiaria de estricturoplastia.
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TABLA 13. Variables clinicas (n y %) analizadas en el estudio.

N %

Tabaco 53 51,96%

L1 40 39,2%

L3 42 41,2%

B1 56 54,9%

B3 21 20,6%

Perianal (EPA) 37 36,3%

GCs 93 91,2%

Respuesta a AZA 50 49%
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Variables clinicas (n y %) analizadas en el estudio. (Cont.)

Anti-TNF 34 33,3%
IFX 30 29,4%
Respuesta a IFX 22 21.5%
Remisidn con IFX 11 10,8%
Cirugia 53 52%

Reseccion intestinal 40 39,2%

8.2. Asociaciones entre variables clinicas.

Se procedid a realizar estudios de asociacién entre las distintas variables
clinicas. No hemos encontrado relaciéon entre el sexo, el tabaco o el tener
antecedentes familiares de EIIC con la necesidad de diferentes tratamientos, ni
con la respuesta a los mismos o con la necesidad de intervencién quirurgica. Esta
ausencia de significacién estadistica entre las variables clinicas analizadas puede

ser debida al tamafio muestral de nuestro estudio.

En algunas de estas asociaciones, como reflejo de tendencias, cuando hemos
encontrado una diferencia absoluta entre los porcentajes de al menos un 20%,
hemos resaltado dicho resultado por haberlo considerado clinicamente relevante,
aungue no hubiera significacién estadistica. También en el caso contrario, que
haya una asociacién estadisticamente significativa no quiere decir que exista una

asociacion experimentalmente significativa.

Por este motivo hemos incluido en esta descripcién Unicamente las tablas de
aquellos resultados que han resultado estadisticamente significativos. Para ver el

resto de las tablas de contingencia, remitimos a ANEXO II.
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8.2.1. EDAD AL DIAGNOSTICO (Clasificados en A1-A2-A3):

El hecho de pertenecer a un grupo familiar con otros sujetos afectos de EIIC no
se asocidé con la edad al diagndstico (p=0,271). No obstante, hay una diferencia
importante entre los porcentajes correspondientes al grupo de edad por encima de
40 afos, de manera que este grupo representa el 35,7% entre los que tienen
familiares con EIIC, y en la muestra representa el 21,8%. Este hecho no contradice el
fendmeno de la anticipacidon genética que suele ocurrir en las enfermedades con
componente hereditario, ya que no se ha analizado si estos familiares son

antecedentes o sucesores.

No se detectd asociacidn entre la localizacién y la edad al diagndstico
(p=0,574), aunque hay grupos con frecuencias bajas, lo que impide sacar

conclusiones.

Dentro de cada fenotipo de enfermedad, en el caso de los mas jovenes el
mayor porcentaje es fistulizante (50%), en la franja de edad entre 16 y 40 anos es
inflamatorio (59,5%), y en mayores de 40 afios es estenosante (36,4%). Sin
embargo, no se detectaron diferencias significativas (p=0,147), probablemente por

el tamafio de la muestra, con pocos sujetos en el grupo Al (menores de 16 afos).

Los porcentajes mdas altos dentro de los que precisaron intervencién
quirurgica correspondieron a los diagnosticados antes de los 16 afos (66,7%) y los
qgue lo fueron por encima de 40 (59%), mientras que el grupo que ha requerido
menos cirugias ha sido el A2, entre 16-40 afios (51,4%). Sin embargo no se detectd
significacién estadistica entre esta necesidad de cirugia y la edad al diagnéstico

(p=0,524), siendo los perfiles similares.

En cuanto a los farmacos, se utilizaron corticoides en el primer brote en el
38,2% del total. Existié una tendencia a la significacién (p=0,087), dado que fue
menos frecuente su utilizacion en el grupo de mayores de 40 afios, como se

muestra en la figura 11.
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GCs en el primer brote
% por grupo de edad

90
80
70
50 43,2 | 56,8
40 50 mSl

30 ONO
18,2
20

0]

<16 16-40 >40

81,8

Figura 11. % de pacientes que precisaron GCs en el primer brote segun el grupo de

edad.

Se ha detectado asociacidon entre la necesidad de AZA y la edad al diagndstico
(p=0,002). 67 (65,7%) pacientes del total de la muestra recibieron azatioprina: dentro
de los que precisaron azatioprina se incluyen el 100% de los menores de 16 (n=6), el
71,6% de 16-40 (n=53) y el 36,4% de los >40 (n=8). Los resultados se muestran en la
tabla 14.
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Tabla 14. Necesidad de AZA segun el grupo de edad al diagndstico.

> 40 total
ANOS
Recuento 0 21 14 35
NO
% dentro de edad 0,0% 28,4% 63,6% |34,3%
AZATIOPRINA
Recuento 6 53 8 67
|
% dentro de edad 100% 71,6% 36,4% | 65,7%
Uso de AZA
% por grupo de edad
ESI mNO

<16 16-40 >40

Sin embargo, no se ha detectado asociacion entre la edad al diagndstico y la
respuesta (p=0,554) o remisién con AZA (p=0,158). De los 67 pacientes que
recibieron azatioprina, 50 (74,6%) respondieron al farmaco, sin diferencias
significativas entre los tres grupos de edad (A1 83,3%; A2 71,7%; A3 87,5%). Solo 22
de los 67 (32,8%) pacientes que recibieron azatioprina alcanzaron la remisidn,
aunque el grupo mayor de 40 afios alcanzé la remisién en un porcentaje superior
(A1=33,3%; A2= 28,3%; A3= 62,5%). Al representar este ultimo grupo una “n” muy

pequefia, es logico que esta tendencia no se refleje en la significacion.

78



Tesis doctoral. 2014 Alejandra Ferndndez Pordomingo

Se ha detectado asociacion muy potente entre la administracion de anti-TNF y
la edad al diagndstico (p=0,005). De los 34 pacientes que necesitaron anti-TNF
(33,3%), 5 de 6 pacientes (83,3%) del grupo Al recibieron anti-TNF frente a 26 de 74
(35,1%) de A2 y 3 de 22 (13,6%) de A3. Los resultados se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Necesidad de anti-TNF segtn el grupo de edad al diagndstico.
=LET

16-40 >40

ANOS ANOS

Recuento 1 48 19 68
NO (9 dentro de 16,7%|  64,9%| 86,4%66,7%

Adalimumab o edad
Infliximab Recuento 5 26 3 34
SI' To4 dentro de 83,3%|  351%| 13,6%33,3%

edad

Utilizacion de anti-TNF
% por grupo de edad

mS| mNO

<16 16-40 >40
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De igual manera se ha detectado asociacién entre la necesidad de IFX y la edad
al diagndstico (p=0,004). La mayoria de los pacientes tratados con anti-TNF lo
fueron con IFX al menos como primer anti-TNF (30 de 34): 83,3% de Al, 29,7% de
A2, 13,6% de A3, siendo los de menor edad los que mas lo necesitaron. Los

resultados se muestran en la tabla 16.
Tabla 16. Necesidad de IFX segun el grupo de edad al diagndstico.

edad

<16 ANOS 16-40 ANOS

Recuento 1 52 19 72
NO
% dentro de edad 16,7% 70,3% 86,4%|70,6%
infliximab
Recuento 5 22 3 30
|
% dentro de edad 83,3% 29,7% 13,6% | 29,4%
IFX
% por grupo de edad
mSl = NO
86,4
70,3
13,6
<16 16-40 >40

Al igual que ocurre con AZA, no se ha detectado asociacion entre la edad al
diagnodstico y el alcanzar respuesta (p=0,911) o remisidn (p=0,205) con IFX. 22
pacientes de los 30 que recibieron infliximab respondieron al farmaco, sin grandes

diferencias entre los grupos (80% en A1, 72,7% en A2 y 66,7% en A3). 11 pacientes
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alcanzaron la remisién frente a 8 que respondieron al farmaco sin alcanzarla.
Aunque no se detecto significacidn, hay diferencias en los perfiles de porcentajes de

edad para los que presentan remision y los que no la presentan.

8.2.2. LOCALIZACION (clasificados en L1-L2-L3)

L1 (lleal) " L2 (coldnico) mL3 (ileocoldnico) i L4 (otro)
2%
\ 39%

o

18%

No se ha detectado significacion estadistica entre la localizacién de la
enfermedad y los antecedentes familiares de EIIC (p=0,594). En los que no tienen
antecedentes los mayores porcentajes se distribuyen entre la localizacion ileal
(90%) e ileocoldnica (85,7%), mientras que en los que si, el porcentaje es similar

entre los grupos (10% en L1; 22,2% en L2; 14,3% en L3).

Tampoco se ha detectado asociacién con la necesidad de cirugia (p=0,132). En
los que no precisaron cirugia los porcentajes son parecidos entre ellos, mientras
que en los que precisaron cirugia son mayores para las localizaciones ileal (57,5%) e
ileocoldnica (57,1%). Existe una tendencia a la significaciéon entre la localizacién y la
necesidad de corticoides en el primer brote (p=0,079), estableciéndose la mayor

necesidad nuevamente en las localizaciones ileal (30%) e ileocoldnica (47,6%).

Se ha detectado asociacion con la necesidad de AZA (p=0,015). De los 67

pacientes que recibieron azatioprina, los mayores porcentajes se sitian de nuevo
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entre las localizaciones ileal (65,0%) e ileocolénica (78,6%). Los resultados se

muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Necesidad de AZA y localizacion de la EC.

localizacion

ILEON COLON ILEOCOLONICO GASTROINTEST

Recuento 14 10 9 2 35
NO % dentro de 35,0%| 55,6% 21,4% 100,0% | 34,3%

localizacién

AZATIOPRINA

Recuento 26 8 33 0 67
SI % dentrode | 65,0%| 44,4% 78,6% 0,0% | 65,7%

localizacion

Uso de AZA
% localizacion
O NO mSI

100

GASTROINTESTINAL

ILEOCOLONICA

COLON

ILEON
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No hemos encontrado asociacion entre la localizacién y la respuesta (p=0,354)
o remision con AZA (p=0,795): en cuanto a la respuesta, los porcentajes son
similares entre los distintos grupos (L1,L2,L3 y L4) y en cuanto a la remision, las
mayores diferencias se situan entre las localizaciones ileal (36,4%) e ileocoldnica

(54,5%).

La asociacion de la utilizacion de anti-TNF y las diferentes localizaciones
tampoco ha dado resultados estadisticamente significativos. Pero la tendencia de
porcentajes va a favor de su uso en las localizaciones ileal e ileocolénica, aunque
mdas pronunciadas en esta ultima (55,9%). Tampoco se ha detectado asociacion
entre la localizacién y la necesidad (p=0,197), respuesta (p=0,224) o remisién con

IFX (p=0,629).

8.2.3. FENOTIPO/COMPORTAMIENTO (Clasificados en B1-B2-B3).

1 B1 (INFLAMATORIO) B2 (ESTENOSANTE) [ B3 (FISTULIZANTE)

No se ha detectado significacion entre el fenotipo y los antecedentes
familiares de EIIC (p=0,728). Los perfiles del comportamiento de la enfermedad en

funcién de los antecedentes familiares son parecidos, si bien hay una diferencia en
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el comportamiento fistulizante, con un mayor porcentaje de pacientes entre los

que si tienen antecedentes familiares de primer grado con EIIC (19% de B3 frente a

12 % en B2y 12,5% en B1).

intervencién quirurgica (p=0,000).

Se ha detectado asociacion potente entre el fenotipo y la necesidad de

Entre los que no precisaron cirugia el

comportamiento de la enfermedad mayoritariamente es inflamatorio (64,3%),

mientras que entre los que precisaron intervencién quirdrgica el mayor porcentaje

corresponde a las formas fistulizantes (85,7%) y estenosantes (60%), como se

muestra en la tabla 18.

Tabla 18. Necesidad de cirugia y fenotipo de la EC.

cirugia

siono

comportamiento

INFLAMATORIO ESTENOSANTE

FISTULIZANTE

Recuento 36 10 3 49
NO % dentro de 64,3% 40,0% 14,3% | 48,0%

comportamiento

Recuento 20 15 18 53
SI' [ dentro de 35,7% 60,0% 85,7% | 52,0%

comportamiento
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Fenotipo
% cirugia
NO = SI
1
) 14,3
FISTULIZANTE ) 85,7
l ) 40
ESTENOSANTE ) 60
J6a3
INFLAMATORIO g l35,7

Aunque sin encontrar significacion estadistica entre el fenotipo y la necesidad de
corticoides en el primer brote (p=0,303), dentro del comportamiento inflamatorio
el porcentaje de pacientes que recibieron corticoides (42,9%) es mayor frente a las

formas estenosantes (40%) y fistulizantes (23,8%).

Tampoco se ha detectado asociacidn con la necesidad (p=0,249), respuesta o
remisiéon con AZA. Dentro de los pacientes que recibieron azatioprina, el mayor
porcentaje lo representa el comportamiento fistulizante (81%), aunque sin grandes

diferencias con el resto de los grupos (62,5% en B1 y 60% en B2).

Existe sin embargo una tendencia a la significacién (p=0,065) con la necesidad
de anti-TNF, de forma que los pacientes con fenotipo fistulizante fueron los que
mas lo recibieron (52,4 %). Dentro de las formas estenosantes es mayor el
porcentaje de pacientes que no recibid el tratamiento (80% vs. 20%). No se detectd
asociacion entre el fenotipo y la necesidad (p=0,233), respuesta (p=0,753) y
remision (p=0,658) con IFX. Responden mejor los pacientes con fenotipo fistulizante
(77,8%) y en cuanto a porcentajes de remisidn, son similares entre los distintos

perfiles de comportamiento.
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No se ha detectado significacion estadistica entre el haberse sometido a cirugia y

tener antecedentes familiares de EIIC (p=0,676). Tampoco se ha detectado asociacion

con la necesidad de corticoides en el primer brote (p= 0,606), siendo los porcentajes

similares entre los pacientes que precisaron intervencién quirdrgica y los que no.

Se ha detectado asociaciéon con la necesidad (p=0,01) y la respuesta (p=0,038) a

AZA, como se muestra en las tablas 19-20.

Tabla 19. Uso de AZA y cirugia.

cirugia si o no

NO Sl
Recuento 23 12 35
NO | % dentro de AZATIOPRINA 65,7%| 34,3%| 100,0%
% dentro de cirugia 46,9%| 22,6% 34,3%
AZATIOPRINA
Recuento 26 41 67
SI  |% dentro de AZATIOPRINA 38,8%| 61,2%| 100,0%
% dentro de cirugia 53,1%| 77,4% 65,7%
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Si nos fijamos en los porcentajes, vemos que del conjunto de individuos que no
tomaron azatioprina, el 22% precisd cirugia. Sin embargo, de los que si tomaron el
farmaco, el 61,2% fue intervenido. Si realizamos la interpretacién por columnas,
podemos decir que de los pacientes que precisaron intervencién quirurgica, el 77,4%
tomd azatioprina, mientras que de los que no, el 53,1% recibidé el farmaco. Esto se
explica porque los pacientes con un curso mas grave de la enfermedad son los que

reciben mas farmacos inmunomoduladores y los que mds se operan.

Uso de AZA

% de cirugia
mSlI  NO

61,2

22,6

AZA NO AZASI

Tabla 20. Respuesta a AZA y cirugia.

cirugia si o no Total

NO Sl

Recuento 3 14 17

NO % dentro de RESPUESTA 17,6% 82,4%| 100,0%

AZATIOPRINA

Recuento 23 27 50
S| % dentro de RESPUESTA 46,0% 54,0%| 100,0%

AZATIOPRINA
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Respuesta a AZA
% de cirugia

SI = NO
82,4

54
46
17,6 ’ ’

y

AZA NO AZA S|

Se observa cdmo, de los que no obtuvieron respuesta, el 82,4% precisd
intervencion quirurgica frente al 54% de aquellos que si respondieron al farmaco. Sin
embargo, no se ha detectado asociacion (p=0,189) entre la necesidad de cirugia y la
remision con AZA. De los pacientes que no presentaron remision, el 66,7% preciso
intervencion quirdrgica, mientras que de los que si la alcanzaron, el 50% fue
intervenido.

Se ha detectado asociaciéon entre la necesidad de anti-TNF (p=0,008) y de IFX
(p=0,019) con precisar intervencién quirurgica, asi como entre alcanzar la remision con
IFX y la cirugia (p=0,02). No se detectd asociacién con la respuesta a IFX (p=0,027),
pero hay que tener en cuenta que sélo 8 pacientes no tuvieron respuesta. En este
sentido, aunque no se ha obtenido significacidn estadistica, hay gran diferencia en los
porcentajes, ya que de los que no presentaron respuesta el 87,5% precisaron cirugia
frente al 63,6% de los que si respondieron. Los resultados se muestran en las tablas

21-23.
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Tabla 21. Administracion de anti-TNF y cirugia.

cirugia sio no Total
NO Sl
Recuento 39 29 68
% dentro de 57,4% 42,6%| 100,0%
NO adalimumab o
adalimumab o infliximab
infliximab Recuento 10 24 34
% dentro de 29,4% 70,6% | 100,0%
o adalimumab o
infliximab
Anti-TNF
% de cirugia
ESI = NO

70,6

TNFNO TNF SI

De los pacientes que recibieron anti-TNF un 70,6% fueron intervenidos,
mientras que de los que no los usaron, un 42,6% precisaron cirugia. Interpretado
de otra forma, de los no operados, un 20,4% tomaron anti-TNF, mientras que de

los que si precisaron intervencién quirurgica, un 45,3% tomaron anti-TNF. Al igual
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que con los resultados de azatioprina, ésto se entiende porque los pacientes que
precisaron farmacos biolégicos fueron aquellos con un curso mas grave de la

enfermedad y por tanto los que mas cirugias precisaron.

Tabla 22. Necesidad de IFX y cirugia.

cirugia sio no Total
NO |
Recuento 40 32 72
NO
% dentro de infliximab 55,6% 44,4%| 100,0%
infliximab
Recuento 9 21 30
Sl
% dentro de infliximab 30,0% 70,0%| 100,0%
Pacientes con IFX
% de cirugia
mSI [INO
70
55,6
44,4
IFX NO IFX Sl

La asociacion se observa en que de los que han tenido este tratamiento el 70% ha
requerido intervencion quirdrgica frente al 44,4% de los que no lo recibieron.
Nuevamente interpretamos los resultados en funcién de un curso mas grave de la

enfermedad.
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Tabla 23. Remision con IFX y cirugia.

Alejandra Ferndndez Pordomingo

cirugia si o no Total
NO Sl
Recuento 3 16 19
NO % dentro de remision 15,8% 84,2% | 100,0%
remision con con infliximab
infliximab Recuento 6 5 11
SI % dentro de remision 54,5% 45,5% | 100,0%
con infliximab

Remision con IFX
% de cirugia

mSI FINO
84,2
45,5 54,5
15,8
NO REM IFX REM IFX

Examinando los porcentajes se observa una diferencia importante, ya que de los

gue no presentaron remision el 84,2% fueron intervenidos frente al 45,5% de lo que si

la alcanzaron.
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8.2.5.

TABACO

Alejandra Ferndndez Pordomingo

No se ha detectado asociacidn entre el tabaco y ninguna de las variables clinicas

analizadas, probablemente por el tamafio de la muestra.

No

FUMADOR

48%

m

‘ Fumabor

52%

8.3. Asociaciones de polimorfismos con variables clinicas y epidemioldgicas.

8.3.1. COMPARACION DE POLIMORFIMOS CON GRUPO CONTROL
(SUSCEPTIBILIDAD)

8.3.1.1. Analisis del riesgo del polimorfismo NOD2 en funcidn del

modelo
NOD2 CASO; N(%) CONTROL; N(%) OR (IC al 95%) P
Alelo C 22(10.5) 188(89.5) 24.119(14.354;40.527)
Alelo T 180(92.8) 14(7.2) 1 0.000
Homocigoto CC 0(0) 88(100)
Heterocigoto CT 22(64.7) 12(35.3)
Homocigoto TT 79(98.8) 1(1.2) 0.000

92




Tesis doctoral. 2014 Alejandra Ferndndez Pordomingo

Genotipo | CASO; N(%) | CONTROL; N(%) OR IC del 95%)
Codominante | TT 79(98.8) 1(1.2) 1
CT 43.091 | (5.309;349. | 0.000
22(64.7) 12(35.3) 781)
cC 0(0) 88(100) - -
Dominante 1T 79(98.8) 1(1.2) 1
CT-CC 22(18) 100(82) 259.09 | (47.369;272 | 0.000
1 2.183)
Recesivo CcC 0(0) 88(100) 1
CT-TT 101(88.6) 13(11.4) - -

En el gen NOD2, el homocigoto mas frecuente en los enfermos de Crohn es el TT
(98.8%) y el mas frecuente en el grupo control el CC (100%). El alelo T es mas frecuente
en los enfermos de Crohn que en el grupo control (92.8% versus 7.2%), siendo las

diferencias existentes en los porcentajes estadisticamente significativas (p=0.000).

En la segunda de las dos tablas anteriores se analiza el modelo de herencia: en el
modelo codominante se observa que la presencia del genotipo homocigoto TT tiene un
riesgo aumentado de ser enfermo de Crohn; de 43,091 (5,309; 349,781) veces mds que
la presencia del heterocigoto CT, siendo este resultado estadisticamente significativo
(p=0.000).

En el modelo dominante, se observa que la presencia del genotipo homocigoto TT
multiplica por 259,091 (47,369; 272,183) veces la probabilidad de ser enfermo de
Crohn frente a la presencia del genotipo homocigoto CC o el heterocigoto CT. Sin
embargo, como cabria esperar, en el modelo recesivo vemos cédmo la presencia del

genotipo homocigoto CC es protector frente a la enfermedad de Crohn (OR=1).
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Analisis del riesgo del polimorfismo P53 en funcion del modelo

P53 CASO; N(%) CONTROL; N(%) OR (IC al 95%) P

Alelo C 75(52.5) 68(47.5) 1
Alelo G 129(49.8) 130(50.2) 1.111(0.739;1.673) | 0.612
Homocigoto CC 23(67.6) 11(32.4)
Heterocigoto CG 29(38.7) 46(61.3)
Homocigoto GG 50(54.3) 42(45.7) 0.013

Genotipo | CASO; N(%) | CONTROL; N(%) OR IC del 95%) p°
Codominante | GG 50(54.3) 42(45.7) 1

CG 29(38.7) 46(61.3) 1.888 | (1.016;3.510) | 0.044

cC 23(67.6) 11(32.4) 0.569 | (0.249;1.302) | 0.182
Dominante GG 50(54.3) 42(45.7) 1

CG-CC 52(47.7) 57(52.3) 1.305 | (0.748;2.276) | 0.348
Recesivo cC 23(67.6) 11(32.4) 1

CG-GG 79(47.3) 88(52.7) 2.329 | (1.068;5.081) | 0.034

En el gen p53, el homocigoto mas frecuente en los enfermos de Crohn es el CC

(67.6%) y el mas frecuente en el grupo control el heterocigoto CG (61.3%), siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p=0,013). El alelo C es mas frecuente en los

enfermos de Crohn que en el grupo control (52.5% versus 47.5%), no resultando esta

diferencia estadisticamente significativa (p=0.612).

En cuanto al modelo de herencia, en el modelo codominante se observa que la

presencia del genotipo homocigoto GG tiene un riesgo aumentado de ser enfermo de

Crohn; de 1,888 (1,016; 3,510) veces mas que la presencia del heterocigoto CG, siendo
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este resultado estadisticamente significativo (p=0,044), y de 0,569 (0,249; 1,302)
veces mas que la del homocigoto CC, aunque este ultimo resultado carece de
significacidn estadistica (p=0,182).

En el modelo dominante, se observa que la presencia del genotipo homocigoto GG
multiplica por 1,305 (0,748; 2,276) veces la probabilidad de ser enfermo de Crohn
frente a la presencia del genotipo homocigoto CC o el heterocigoto CG, no siendo esta
diferencia estadisticamente significativa (p=0,348).

En el modelo recesivo, la presencia del genotipo homocigoto CC multiplica por
2,329 (1,068; 5,081) veces la probabilidad de ser enfermo de Crohn frente a la

presencia del genotipo homocigoto GG o el heterocigoto CG, siendo este resultado

estadisticamente significativo (p=0,034).

8.3.1.3. Andlisis del riesgo del polimorfismo ATG16L1 en funciéon del modelo

ATG16L1 CASO; N(%) CONTROL; N(%) OR (IC al 95%) P
Alelo A 79(45.2) 96(54.8) 1.410(0.950;2.093)
Alelo G 123(53.7) 106(46.3) 1 0.088
Homocigoto AA 18(50) 18(50)
Heterocigoto AG 43(41.7) 60(58.3)
Homocigoto GG 40(63.5) 23(36.5) 0.025
Genotipo | CASO; N(%) | CONTROL; N(%) OR IC del 95%) p°
Codominante | GG 40(63.5) 23(36.5) 1
AG 43 (41.7) 60(58.3) 2.427 | (1.273;4.627) | 0.007
AA 18(50) 18(50) 1.739 | (0.748;3.991) | 0.192
Dominante GG 40(63.5) 23(36.5) 1
AG-AA 61(43.9) 78(56.1) 2.224 | (1.205;4.103) | 0.011
Recesivo AA 18(50) 18(50) 1
AG-GG 83(50) 83(50) 1 (0.486;2.056) 1
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En el gen ATG16L1, el homocigoto mas frecuente en los enfermos de Crohn es el
GG (63,5%) y el mas frecuente en el grupo control es el heterocigoto AG (58,3%),
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,025). El alelo G es mas
frecuente en los enfermos de Crohn que en el grupo control (53.7% vs 46.3%),
tendiendo esta diferencia a la significacidn estadistica (p=0,088).

En cuanto al modelo de herencia, en el modelo codominante se observa que la
presencia del genotipo homocigoto GG tiene un riesgo aumentado de ser enfermo de
Crohn; de 2,427 (1,273, 4,627) veces mas que la presencia del heterocigoto AG y de
1,739 (0,748; 3,991) veces mas que la del homocigoto AA, siendo el primer resultado
estadisticamente significativo (p=0,007), aunque no este ultimo (p=0,192).

En el modelo dominante, se observa que la presencia del genotipo homocigoto GG
multiplica por 2,224 (1,205; 4,103) veces la probabilidad de ser enfermo de Crohn
frente a la presencia del genotipo homocigoto AA o el heterocigoto AG, siendo este
resultado estadisticamente significativo (p=0,011).

Sin embargo, en el modelo recesivo los genotipos AA, AG y GG se distribuyen igual

entre enfermos de Crohn y controles, si bien esta resultado no resulta significativo

(p=1).

8.3.1.4. Analisis del riesgo del polimorfismo BAX en funcién del modelo

BAX CASO; N(%) CONTROL; N(%) OR (IC al 95%) P
Alelo G 167 (49.4) 171(50.6) 1
Alelo A 37 (53.6) 32(46.4) 0.845(0.503;1.419) | 0.523
Homocigoto GG 66(48.9) 69(51.1)
Heterocigoto GA 35(57.4) 26(42.6)
Homocigoto AA 1(25) 3(75) 0.314
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Genotipo | CASO; N(%) CONTROL; OR IC del 95%) p
N(%)

Codominante | GG 66(48.9) 69(51.1) 1

GA 35(57.4) 26(42.6) 0.711 (0.386;1.307) 0.272

AA 1(25) 3(75) 2.870 (0.291;28.286) 0.367
Dominante GG 66(48.9) 69(51.1) 1

GA-AA 36(55.4) 29(44.6) 0.771 (0.425;1.396) 0.389
Recesivo AA 1(25) 3(75) 1

GA-AA 101(51.5) 95(48.5) | 0.314 (0.032;3.067) 0.293

En el gen BAX, el genotipo mas frecuente entre los enfermos de Crohn es el GA
(57,4%) y el mas frecuente en el grupo control el GG (51,1%). El alelo A es mas
frecuente en los enfermos de Crohn que en el grupo control (53,6% versus 46,4%),
aunque los porcentajes son similares y por tanto las diferencias no son
estadisticamente significativas (p=0,523).

En cuanto al modelo de herencia, en el modelo codominante se observa que la
presencia del genotipo homocigoto GA tiene un riesgo aumentado de ser enfermo de
Crohn; de 0,711 (0,386; 1,307) veces mas que la presencia del homocigoto GG y de
2,870 (0,291; 28,286) veces mas que la del homocigoto AA, sin alcanzar estos
resultados la significacidn estadistica (p=0,272).

En el modelo dominante, se observa que la presencia del genotipo GA-AA
multiplica por 0,771 (0,425; 1,396) veces la probabilidad de ser enfermo de Crohn
frente a la presencia del genotipo homocigoto GG (p=0,389). En el modelo recesivo
vemos cémo la presencia del genotipo homocigoto AA es protector frente a la

enfermedad de Crohn (OR=1; p=0,293).
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8.3.1.5. Analisis del riesgo del polimorfismo BCL2 en funcidn del modelo

BCL2 CASO; N(%) CONTROL; N(%) OR (IC al 95%) P
Alelo C 99(45.8) 117(54.2) 1.460(0.987;2.160)
Alelo A 105(55.3) 85(44.7) 1 0.058
Homocigoto CC 22(43.1) 29(56.9)
Heterocigoto CA 55(48.2) 59(51.8)
Homocigoto AA 25(65.8) 13(34.2) 0.087
Genotipo CASO; N(%) | CONTROL; N(%) OR IC del 95%) p°
Codominante | AA 25(65.8) 13(34.2) 1
CA 55(48.2) 59(51.8) 2.063 | (0.961;4.430) | 0.063
cC 22(43.1) 29(56.9) 2.535 | (1.062;6.048) | 0.036
Dominante AA 25(65.8) 13(34.2) 1
CA-CC 77(46.7) 88(53.3) 2.198 | (1.052;4.591) | 0.036
Recesivo CcC 22(43.1) 29(56.9) 1
CA-AA 80(52.6) 72(47.4) 0.683 | (0.360;1.294) | 0.242

En el gen BCL2, el homocigoto mas frecuente en los enfermos de Crohn es el AA
(65,8%) y el mas frecuente en el grupo control el CC (56,9%), si bien esta diferencia no
resulta estadisticamente significativa (p=0,087). El alelo A es mds frecuente en los
enfermos de Crohn que en el grupo control (55,3% versus 44,7%), tendiendo este
resultado a la significacién estadistica (p=0,058).

En cuanto al modelo de herencia, en el modelo codominante se observa que la
presencia del genotipo homocigoto AA tiene un riesgo aumentado de ser enfermo de
Crohn; de 2,063 (0,961; 4,430) veces mas que la presencia del heterocigoto CA, sin
alcanzar este resultado la significacién estadistica (p=0,063) y de 2,535 (1,062; 6,048)
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veces mas que la del homocigoto CC, siendo este resultado estadisticamente

significativo (p=0,036).

En el modelo dominante, se observa que la presencia del genotipo homocigoto AA

multiplica por 2,198 (1,052; 4,591) veces la probabilidad de ser enfermo de Crohn

frente a la presencia del genotipo homocigoto CC o el heterocigoto CA, siendo este

resultado estadisticamente significativo (p=0,036).

En el modelo recesivo vemos cédmo la presencia del genotipo homocigoto CC es

protector frente a la enfermedad de Crohn, aunque este resultado no alcanza la

significacidn estadistica (p=0.242).

8.4. ESTUDIO DE LA INTERACCION ENTRE GENES

En el analisis se han incluido los genes estudiados en sus formas dominantes o

recesivas en funcién de la significacién y la magnitud del odds-ratio que se ha

obtenido en el analisis individual de cada gen. Asi, para los genes NOD2, p53 y BAX

se ha elegido la forma (o modelo) recesivo y para BCL2 y ATG16L1 la forma (o

modelo) dominante. El arbol obtenido, procediendo como se explicé en el capitulo

de material y métodos, es el siguiente:

All Rows
[ =2 [ &8 ]

Count G*2 LogWorth
203 28141283 46139349

REC_NOD2_1_2(CC)

Count G
a8 ]

REC_NOD2_1_2(CT-TT,.}

Count G*2 LogWorth
115 81,1512582 0, 7662319

REC_P53_1_2(CG-GG)
[ == i

Count G2
91 70,9658

REC_P53_1_2(CC)

Count G2
24 §,31384499
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Partimos de todos los pacientes divididos en los grupos casos y controles.
La primera segmentacién se produce por el modelo recesivo de NOD2, de manera
que los individuos con genotipo CC son todos controles, mientras que el 88,7% de
los individuos con genotipo CT 6 TT son casos. Este modelo con un solo gen
presenta un R’=0,708, con una gran estabilidad, ya que varia muy poco del
obtenido mediante el 5 fold cross validation (R?=0,71). El porcentaje de bien

clasificados es de 93%.

En la segunda segmentacién ningln gen es significativo, si bien p53 es el que
menor p-valor presenta (p=0,17), por lo que realizamos una segunda segmentacion
para explorar los resultados. El R> aumenta muy poco: R?=0,714. Los porcentajes
de casos son del 95,8% para el alelo CC y del 86,8% para los alelos CG/GG. El
porcentaje de bien clasificados es el mismo que en la segmentacién sin p53. En el
modelo general, con todas las estimaciones, la sensibilidad es del 100% vy la
especificidad es del 87%, el valor predictivo positivo (VPP) es del 89% vy el valor

predictivo negativo (VPN) es del 100%.

Al realizar el procedimiento de validacion donde se repite el proceso de
elaboracién del arbol para una submuestra constituida por el 75% de las
observaciones (muestra de entrenamiento) y otra submuestra para validar el poder
de prediccién del modelo (muestra de validacién), el arbol obtenido con la muestra

de entrenamiento fue el siguiente:
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|
All Rows
[ = 0 =7 ]
Count G2 LogWorth
152 21069043 35396418

REC_NODZ_1_2(CC) REC_NOD2_1_2(CT-TT,.)
ST N
Count G2 Count G*2 LogWorth
Ga a 284 57203963 12097653

REC_P53_1_2:EG-Cﬁ} REC_P53_1_2(CC)
7 I

Count G2 Count G2
70 5371268 14 ]

Se observa como es muy similar al obtenido con la muestra completa,
manteniéndose los porcentajes. El poder de clasificacién fue alto tanto para la
muestra de entrenamiento como para la muestra de validaciéon (ver las tablas
siguientes). Los porcentajes de bien clasificados fueron del 94% para la muestra de
entrenamiento y del 92% para la muestra de validacion. Por tanto, se observa
como el patron de segmentacidn es estable. Si hacemos los cdlculos en el proceso
de validacidn, la sensibilidad es del 100% y la especificidad del 86%. El VPP es del
92%y el VPN del 100%.

M.entrenamiento Prediccion M. validacién Prediccion
Actual caso control Actual caso control
caso 75 0 caso 27 0
control 9 68 control 4 20

101



Tesis doctoral. 2014 Alejandra Ferndndez Pordomingo

8.5. INTERACCION ENTRE GENES Y COMPORTAMIENTO DE LA ENFERMEDAD

En el estudio de las interacciones genes-ambiente para la descripcion de la
estructura porcentual de las variables clinicas, los arboles obtenidos han tenido un
bajo poder de clasificacion y no hay significacion estadistica en las distintas
particiones. Los darboles de clasificacion estan condicionados a los tamanos
muestrales grandes para la obtencidén de clasificaciones estables y con poder de
prediccidn alto. Hay que puntualizar que este andlisis se utiliza sélo en el grupo de
enfermos de Crohn, y por lo tanto los genes NOD2 y p53 pierden la importancia
gue presentaron en el andlisis de interaccidon gen-gen para los casos- controles.
Esto es debido a que en el grupo de enfermos el 88,7% son NOD2 (CT-TT), por lo
gue este gen pierde su importancia para el andlisis, dado que mayoritariamente
aparecen en un grupo. Los resultados obtenidos en este aspecto se adjuntan en el

ANEXO II.
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9.DISCUSION.
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9.1. ASPECTOS CLINICOS

La muestra, elegida de forma aleatoria de entre los mdas de 400 pacientes
controlados en nuestra consulta por EC, se comporta en cuanto a edad, sexo y resto de
variables clinicas, de forma similar a otras poblaciones (198) (199). Por grupos de edad,
predominan los diagnosticados entre 16 y 40 afos (A2 de Montreal; 72,5%). La
distribucidn en cuanto al género es bastante homogénea, con un ligero predominio del

sexo femenino (43,1% V; 56,9% M).

Hay una tendencia a la necesidad de GCs en el primer brote cuanto menor es la
edad de diagndstico, pero sin significacidon estadistica (p=0,087); fue menos frecuente
su utilizacion en mayores de 40 afios. AZA se utilizd fundamentalmente en formas
inflamatorias (62,5%) o fistulizantes (81%), de localizacién ileal (65%) o ileocoldnica
(78,6%) (p=0,015). Existe significacidén estadistica con la utilizacidon de AZA (p=0,002) y
de anti-TNF (p=0,005) cuanto mds jovenes eran los pacientes, que se explicaria por ser
formas mas agresivas. En los anos recientes, el uso de inmunomoduladores y de anti-
TNF es cada vez mas comun. No obstante, las ultimas publicaciones demuestran un
riesgo ligeramente elevado de linfomas en pacientes con IMM, por lo que la tendencia
actual iria a evitar AZA en paciente jévenes y mayores de 65 aios (200). La edad de
diagndstico no se relacion6 de forma significativa con la respuesta ni con la remisién

alcanzada con AZA ni con anti-TNF.

Como era de esperar, el mayor porcentaje de pacientes que precisaron
intervencion quirurgica correspondié a las formas fistulizantes (85,7%) y estenosantes
(60%) (p=0,000). Hay una tendencia a mayor probabilidad de cirugia cuando la
localizacion es ileal (57,5%) o ileocoldnica (57,1%), por lo que la localizacion ileal seria
la determinante de cirugia (p=0,132). Del mismo modo, dado que una de las
indicaciones de la cirugia es la falta de respuesta al tratamiento farmacoldgico, los
pacientes que necesitaron IMM o anti-TNF se operaron con mas frecuencia (p=0,01).
La cirugia no fue necesaria cuando hubo respuesta o remision con estos farmacos

(p=0,038 para la respuesta a AZA; p=0,02 para la remisién con IFX).
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En esta muestra, el tabaco no ha sido un factor determinante de comportamiento
o de tratamiento, pero el tamafio de la misma impide sacar conclusiones a este
respecto. El tabaco es un agente demostrado de comportamiento agresivo y de fracaso
de los tratamientos (201), y en nuestra serie, también los porcentajes de estos

subgrupos van en este sentido.

9.2. ESTUDIO DE POLIMORFISMOS

Los estudios de GWAs en la EIIC han detectado multiples asociaciones de
determinados SNPs y asociaciones de estos polimorfismos con otras enfermedades
que se pueden considerar autoinmunes. Algunos de estos SNPs confieren
susceptibilidad a padecer la enfermedad y otros a desarrollar determinados fenotipos
de la misma. Se han identificado hasta el momento 163 SNPs asociados con la EIIC, de
los cuales 30 son especificos para la EC (84). Sin embargo, las conclusiones a las que
hasta ahora se ha llegado, si exceptuamos con reservas los resultados con NOD2, no
han supuesto ninguna utilidad clinica y no han respondido satisfactoriamente a las
expectativas de las hipdtesis que los sustentaban. Los resultados obtenidos a menudo
no se replican en otros estudios y, en todo caso, la fuerza de la asociacién entre
genotipo y fenotipo ha sido en general pequefia, con areas bajo la curva inferiores a
0,70. Por este motivo se justifican estudios como el actual, que estudian SNPs de genes
susceptibles de influir en los procesos de autofagia y apoptosis en poblaciones mas

pequefias y homogéneas (49).

NOD2 (rs2066844)

Numerosos genes se han implicado hasta el momento en el prondstico de la ECy
se han hecho varios intentos para clasificar la enfermedad segln perfiles genéticos. En
este sentido, NOD2/CARD15 parece no ser Unicamente un gen de susceptibilidad, sino
modificador de la enfermedad (59). De entre todos los estudios publicados acerca de la
relevancia clinica de las mutaciones de NOD2/CARD15, algunos proporcionan

informacioén acerca de la localizacién de la enfermedad, en concreto la asociacién con
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la localizacion ileal y del tracto intestinal superior (48), aunque en algunos es la
ausencia de localizacion coldnica. Otros estudios aportan datos acerca de la relacién
entre las variantes de NOD2/CARD15 con las formas estenosantes o penetrantes de la
enfermedad, asi como con una edad de comienzo mas temprana y una mayor
necesidad de cirugia. Estas variantes se asocian no solamente a una primera reseccion
intestinal, sino también a la necesidad de nuevos procedimientos quirdrgicos en los
pacientes con EC (76). Los heterocigotos y homocigotos mutados de las distintas
variables de NOD2 presentan un riesgo aumentado de un curso de la enfermedad mas
agresivo (58). Incluso se ha relacionado NOD2/CARD15 con cuadros de obstruccion

intestinal aguda (126).

Nuestros resultados son consistentes con los de estudios previos en cuanto a la
alta penetrancia que presenta la enfermedad en pacientes homocigotos para el alelo
de riesgo “T” de este SNP. En nuestra muestra, el presentar el alelo T para el SNP
rs2066844 de NOD2 se asocié de forma muy importante con padecer EC frente a
controles. El alelo T es mas frecuente en los enfermos de Crohn que en el grupo
control (92,8% vs. 7,2%), donde predomina el alelo C [OR: 24,12; (I1C:14.354;40.53)],
independientemente del fenotipo. Esta asociacién es muy superior a la de otras series
publicadas y podria ser debida bien al tamafo muestral, bien a las caracteristicas de
nuestra poblacién. En el modelo codominante, el genotipo homocigoto TT ha sido el
mas frecuente entre los enfermos de Crohn (98,8%), con OR 43,091 (IC; 95%-
5,309;349,781), y el mas frecuente en el grupo control el CC (100%)), con OR=1; esta
asociacion aumenta en el modelo dominante. En resumen, no hemos encontrado
homocigotos para CC con EC ni en el modelo codominante ni en el recesivo y sélo un
control presentaba TT en el modelo codominante, por lo que podriamos afirmar que el

alelo C protegeria de padecer EC.

La alta penetrancia del alelo T en nuestra muestra de pacientes con EC justificaria
el no encontrar relacién con ninguna de las variables clinicas analizadas, ni siquiera con
la localizacién ni con el comportamiento. Las diferencias que a este respecto se

describen en otros estudios son dificiles de explicar: probablemente se deben al
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pequefio tamafio muestral de algunos de ellos, la variabilidad de la enfermedad entre

Il

poblaciones e incluso diferencias “interobservador”. Habria que discutir también si
verdaderamente existe relacion entre algunas variantes del gen, las formas
estenosantes y una mayor necesidad de cirugia, o si los resultados de los estudios tan
sélo reflejan el alto porcentaje de pacientes con EC ileal que desarrollan estenosis y
requieren por tanto intervencidon quirdrgica, y que este fendmeno estuviera

determinado por aspectos genéticos del paciente.

P53 (Pro/Arg)

p53 es un gen supresor de tumores, habiéndose analizado de forma extensa el SNP
Arg>Pro en el codén 72 (R72P) en estudios dirigidos a este campo, dado que este
dominio es esencial en la respuesta apoptética y en la inhibicidon de la carcinogénesis
(127). Sin embargo, poco sabemos del papel que juega en la EIIC y de su relevancia
clinica. En un estudio que evalud la asociacion de este SNP con el riesgo de desarrollar
CU en una poblacion del norte de Irdn [n=190 (115 hombres; 75 mujeres); edad media
32 + 8,6 aios], encontraron también una frecuencia significativamente mayor del alelo
Pro (C) en la poblacién con CU frente a la poblacién control (p<0,0001). Sin embargo,
no encontraron asociaciéon entre ser portador del alelo Pro y mayor riesgo de
enfermedad extensa (p<0,45), colitis izquierda (p<0,38), o un comienzo mas temprano

de la enfermedad (p<0,33) (146).

La asociacién de este polimorfismo con la EC parece de particular interés en
cuanto a identificar marcadores genéticos que impliquen una potencial transformacién
maligna de la enfermedad. Asi, se han detectado mutaciones de p53 en fluidos
procedentes del colon en pacientes con CU (172). Se han demostrado también
alteraciones de la proteina p53 en pacientes con CCR asociado a CU(202). Nuestros
resultados son consistentes con los de otros ensayos, donde el alelo Pro se ha descrito
como un genotipo adverso relacionado con el desarrollo de distintos tipos de cancer,

aungue éste no ha sido uno de los objetivos de nuestro estudio.
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En nuestra muestra, el alelo C (Pro) es mas frecuente en los enfermos de Crohn
que en el grupo control (52,5% vs. 47,5%.), sin diferencias estadisticamante
significativas. El genotipo para p53 (Pro/Arg) homocigoto CC (HN=Pro/Pro) ha sido el
mas frecuente entre nuestros enfermos de Crohn (67,6%), y el heterocigoto CG el mas
frecuente en el grupo control (61,3%), p=0,013, replicandose de forma significativa
estos resultados en los modelos codominante y recesivo (p=0,044 ; p=0,034). El interés
de nuestros resultados radica en que hasta ahora pocos estudios habian identificado
p53 como un gen de susceptibilidad para desarrollar EC. Probablemente si se
aumentara el tamafio de la muestra estas diferencias serian mds marcadas y podria ser
adecuado replicar estos resultados en otras poblaciones. Al analizar si este
polimorfismo se asociaba a diferencias en cuanto a la edad de presentacidn, sexo u

otras variables clinicas, no hemos encontrado datos estadisticamente significativos.

ATG16L1 (rs2241880)

En 2007, en estudios GWAs, se identificd un SNP de ATG16L1 asociado con un
mayor riesgo de desarrollar EC: rs2241880 (203) (135). Dicho polimorfismo resulta en
el cambio del alelo A por el alelo G en la posicién 300 (T300A), siendo el genotipo GG el
gue se asociaba con la enfermedad, especialmente con la localizacién ileal de la
misma. La prevalencia de este SNP es relativamente frecuente en la poblacidn general:
58.1% en EC frente a 51.3% en poblacion control. En un estudio aleman que incluyé
768 pacientes con EC, ademas de confirmarse una fuerte asociacion de este SNP con el
riesgo de padecer la enfermedad (p=3.7 x 10°), se encontré también asociacién
significativa con otros 8 SNPs (rs13412102, rs12471449, rs6431660, rs1441090,
rs2289472, rs2241879, rs3792106, rs4663396), con p valores entre 4.1 x 10 y3.6x10
® Para los 9 SNPs de ATG16L1, los alelos menores fueron menos frecuentes en los

pacientes con EC, con ORs < 1.0 (51).

Segln nuestros resultados, el alelo G es mas frecuente en los enfermos de Crohn
gue en el grupo control (53,7% vs. 46,3%; p=0,08). El ser portador del alelo A, al igual

que ocurre en el estudio previamente citado, sugiere un efecto protector frente a
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padecer EC (138). El genotipo homocigoto GG es el mas frecuente entre los enfermos
de Crohn (63,5%; p=0,025) y el heterocigoto AG el mas frecuente en el grupo control
(58,3%). La asociacion de GG y Crohn para este SNP ha sido significativa, al igual que la
descrita en otras series, tanto en el modelo codominante (p=0,007) como en el

dominante (p=0,01).

No hemos encontrado diferencias entre los distintas variables alélicas y el fenotipo
de enfermedad, como tampoco con el sexo o con el grupo de edad al diagnéstico.
Tampoco en el estudio de Glas et al. encontraron relacion entre los distintos genotipos
de rs2241880 (T300A) y la edad al diagndstico; el comportamiento de la enfermedad;
la presencia de manifestaciones extraintestinales; la apariciéon de estenosis, fistulas o
abscesos; ni el uso de IMM (138). Tampoco en otro estudio britanico realizado en una
poblacién mas amplia se encontré relacién entre rs2241880 y un determinado
fenotipo de la enfermedad (138), lo que sugiere que el potencial efecto de este SNP
sobre el riesgo de desarrollar enfermedad ileal es mucho mas débil que con el de

ciertas variantes de NOD2/CARD15 como p.Leu1007fsX1008 (204).

BAX (rs4645878)

Los datos de los que disponemos acerca de BAX y BCL2 en EIIC se dirigen
fundamentalmente a la expresidon de dichas proteinas a nivel de las células T de Ila
[dmina propia en la EC, encontrando una disminucién en cuanto a la expresién de BAX
y un aumento de la ratio BCL-XL/BAX, lo que implicaria una resistencia a los
mecanismos de apoptosis de dichas células y contribuiria finalmente a cronificar la
inflamacién (205). De igual manera, en la CU, se ha encontrado una expresién
disminuida de BAX a nivel del epitelio coldnico inflamado, aunque, a diferencia de la
EC, no parece que el sistema BAX/BCL2 esté implicado en inducir la apoptosis de las
células epiteliales de la mucosa coldnica (182). Sin embargo, asi como en nuestra
poblacién se replican los datos que ya conociamos por estudios previos y distintos
GWAs acerca de NOD2, no hemos encontrado otros estudios de genes candidatos en

EIIC en los que se hayan estudiado estos polimorfismos de BAX (rs4645878) y BCL2
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(rs2279115). Se han realizado estudios con BAX (rs4645878) en enfermedades
hematoldgicas (206) y en cancer de pulmén (207), y con BCL2 (rs2279115) también en
enfermedades hematoldgicas (208) y distintos tipos de cancer: pulmén (209); mama

(208); tiroides (210); rifidn (211); prostata (212).

En nuestra muestra, el genotipo mas frecuente entre los enfermos de Crohn es el
GA (57,4%) y el mas frecuente en el grupo control el GG (51,1%). El alelo A es mas
frecuente en los enfermos de Crohn que en el grupo control (53,6% versus 46,4%),
aunque los porcentajes son similares y por tanto las diferencias no son
estadisticamente significativas (p=0,523). Por tanto, en nuestro estudio, el ser
portador del alelo G parece conferir cierta protecciéon a desarrollar EC frente a portar
el alelo A, sin observar significacidn estadistica en ninguno de los modelos de herencia.
Sin embargo, es el primer estudio realizado en nuestra poblacién en el que se intentan
identificar BAX y BCL2 como genes de susceptibilidad para padecer EC, y tal vez en

poblaciones mayores conseguiriamos resultados mds alentadores en este sentido.

BCL2 (rs2279115)

Como se ha citado anteriormente, BAX/BCL2 es un sistema que interactia en los
procesos de apoptosis. Se ha comprobado que el incremento de la ratio Bax/Bcl-2

promueve muerte celular programada de células CD4.

Aungue no llega a la significacidn estadistica (p=0,058), el alelo A es mas frecuente
en nuestros enfermos de Crohn que en el grupo control (55,3% vs. 44,7%). El genotipo
homocigoto AA es el mas frecuente entre los EC (65,8%) y el homocigoto CC el mas
frecuente en el grupo control (56,9%), pero también sin significacion estadistica

(p=0,087).

Al calcular la OR para los modelos codominante, dominante y recesivo se observa
que la presencia del genotipo homocigoto AA aumenta la probabilidad de ser enfermo

de Crohn frente a la presencia del genotipo homocigoto CC o el heterocigoto CA,
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siendo este resultado estadisticamente significativo en el modelo dominante

(p=0,036).

9.3. INTERACCIONES GEN-GEN

Hemos elegido el método estadistico CART frente a MARS o Regresién Logistica
(LR) para el estudio de interaccion entre genes por ser el modelo que mejor se adapta
para andlisis estadisticos en muestras similares a la nuestra en cuanto a niumero de

sujetos y de polimorfismos estudiados.

Como se indicé en el apartado de resultados: “En el andlisis se han incluido los
genes estudiados en sus formas dominantes o recesivas en funcion de la significacion y
la magnitud de los odds-ratio que se han obtenido en el andlisis individual de cada gen.
Asi, para los genes NOD2, p53 y BAX se ha elegido la forma (o modelo) recesivo y para
BCL2 y ATG16L1 la forma (o modelo) dominante.”

En el andlisis de interaccion, el 88,7% de los individuos con genotipo CT 6 TT de
NOD2 son casos y el 95,8% de aquellos con genotipo CC de p53 desarrollarian la
enfermedad, si bien este ultimo resultado no ha alcanzado la significacidn estadistica
(p=0,17). Por lo tanto, los genotipos CT/TT de NOD2 y el genotipo CC de p53,
clasificarian con una precisién del 94% a los pacientes con EC frente a los controles

(S=100%; E=86%; VPP=92%; VPN=100%).

La evidencia cientifica en cuanto a la interaccidon gen-gen en la EIIC (epistasis) es
muy escasa. Dos estudios recientes han descrito una interaccion entre NOD2/CARD9 y
REL en CU (213), asi como entre las tres mutaciones mds ampliamente estudiadas de
NOD2 (1007finsC, R702W y G908R) con otros tres genes asociados a la EIIC (/L23R,
DLG5, y OCTN1) (119). En este ultimo estudio se observé una mayor frecuencia de las
tres mutaciones de NOD2 entre la poblacién con EIIC y se confirmé una asociacion
significativa con la EC pero no con la CU. Para la interaccién gen-gen utilizaron un
método estadistico similar al de nuestro estudio, que incluye los genes estudiados en

sus formas dominantes o recesivas en funcidon de la significacion y la magnitud del
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odds-ratio obtenido en el andlisis individual de cada gen, y estudiaron la interaccién
entre los SNPs de NOD2 y entre éstos y los otros genes. Los resultados mostraron una
asociacion significativa entre los distintos polimorfismos en la EC pero no en la CU. En
otro estudio donde utilizan un método de andlisis estadistico similar a CART, la
regresion logistica (LR), analizan un modelo de prediccién que resulta de combinar los
71 alelos de riesgo identificados en la EC a través de los distintos GWAs realizados
hasta el momento. Analizan también, mediante el método de LR, la interaccion entre
NOD2, ATG16L1, IL10/IL9, C130rf31 y chr21q. Encuentran que la combinacion de los 71
SNPs (en su modo dominante) tiene un poder moderado-bueno de predecir el riesgo
de padecer la enfermedad (AUC= 0,75), que es mayor a mayor numero de alelos de
riesgo. El afadir las interacciones genéticas aumentaba la prediccién del riesgo (AUC=
0,77; p<0,0001) (114). Los resultados de nuestro estudio refuerzan la idea de que
multiples genes, cada uno de ellos con una pequefa contribuciéon, estan implicados en
la suceptibilidad de padecer EC. Ademas, al igual que en los estudios mencionados,
aquellos individuos portadores de un mayor nimero de alelos de riesgo tienen mayor

riesgo de desarrollar la enfermedad (214) (215).

Una vez identificadas estas interacciones genéticas, es necesario demostrar la
relevancia que estos hallazgos tienen a nivel biolégico. Segin el modelo estadistico
utilizado en nuestro estudio (CART), las dos primeras segmentaciones se producen por
NOD2 y p53, lo que se ha explicado por la implicacién de estos genes en los
mecanismos de respuesta del huésped a los distintos microorganimos y en la
regulacién de los mecanismos de apoptosis. Asi, NOD2 fue el primer gen que se
relacioné con la EC, y los distintos SNPs afectan al dominio Nod, encargado del
reconocimiento de microorganismos. p53 es un gen supresor de tumores y uno de los
principales reguladores de la integridad del genoma y del ciclo celular a través de
distintas vias apoptoéticas. BAX y ATG16L1 son genes relacionados con mecanismos de
apoptosis y autofagia respectivamente, elementos cruciales en la respuesta inmune
innata a las bacterias intracelulares. Conocemos también la interaccion entre NOD2 y
ATG16L1 en el secuestro de bacterias en el interior de los autofagosomas (214),

aungue esta interaccién no ha conseguido replicarse en algunos estudios (139).
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Los estudios mas recientes consideran que el procesamiento defectuoso de las
bacterias intracelulares es un factor determinante en la patogenia de la EC. En este
sentido, los procesos de autofagia y muerte celular programada (apoptosis) juegan un
papel esencial. De ahi que genes implicados en estas vias (ATG16L1, p53, BAX, BCL-2)

sean objeto de numerosos estudios como el presente.

9.4. ESTUDIO DE VARIABLES CLINICAS Y POLIMORFISMOS

No se encontré asociacidn estadisticamente significativa entre los polimorfismos
objeto de este estudio y las variables clinicas analizadas. En estudios previos, los
intentos de relacionar genotipo y fenotipo habian dado lugar a algunas asociaciones en
estudios de cohortes, pero sin poder replicar estos resultados de forma consistente en
poblaciones mas amplias, salvo la asociacién, en la EC (138), entre NOD2 y la
enfermedad ileal de comportamiento estenosante/fistulizante (216) y, en la CU (38,
216, 216), entre HLA DRB*0103 con formas extensas y graves. Probablemente ésto sea
atribuible a diferencias en cuanto al disefio de los estudios en lo que concierne al tipo
de poblacion, criterios de clasificacion, criterios en cuanto a la definicion de las
variables estudiadas, duracidn de la enfermedad, o tamafio de la poblacién-muestra
estudiada. Ademas, (217) la EC es una entidad que puede variar a lo largo del tiempo
en cuanto a su forma de comportamiento: de ahi la importancia de clasificar a los

pacientes segun criterios estables como pueden ser los factores genéticos (84).

No hemos encontrado tampoco relacién entre los distintos polimorfismos y la
necesidad o respuesta a las terapias utilizadas de forma habitual en la EC. En este
sentido son pocos los estudios realizados hasta el momento donde se hayan
encontrado relaciones significativas entre variables genéticas y respuesta a los
distintos farmacos, asi como con la eficacia y toxicidad de los mismos. Hasta el
momento, sélo podemos hablar de aplicabilidad clinica en el campo de la
farmacogenética en cuanto a la actividad de la enzima TPMT vy el riesgo de toxicidad

con AZA (38) (104) (105).
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10. CONCLUSIONES.
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e Las caracteristicas clinico-terapéuticas de nuestra serie son similares a las
descritas en otras poblaciones con Enfermedad de Crohn. Destaca la ausencia
de influencia del tabaco en el comportamiento y una mayor utilizacién de
inmunomoduladores, aunque las tasas de remisién alcanzadas con estos
farmacos y con los anti-TNF son similares a lo esperado. La mitad de nuestros

pacientes precisaron cirugia, lo que concuerda con estudios previos.

e En este estudio se confirma que NOD2 (rs2066844) y ATG16L1 (rs2241880) son
genes de susceptibilidad en la Enfermedad de Crohn, y se ha identificado p53

(Pro/Arg) como locus de riesgo para desarrollar la enfermedad.

e En nuestro trabajo hemos encontrado una prevalencia de NOD2 (rs2066844)
mayor a la descrita en otras poblaciones. En cuanto a los resultados con BCL-2 y
BAX, habria que realizar estudios en cohortes de mayor tamano para confirmar

los resultados intuidos en nuestra muestra.

e No hemos encontrado asociacion entre los distintos SNPs con el
comportamiento de la enfermedad ni con la respuesta a las distintas terapias

utilizadas.

e Dada la altisima penetrancia encontrada para el alelo TT de NOD2 (98,8%;
OR=43,091), podriamos incluir este polimorfismo en el algoritmo diagnéstico
de la Enfermedad de Crohn en casos de diagndstico indeterminado. La ausencia

de este genotipo haria improbable el diagnéstico de Enfermedad de Crohn.

e Es esencial analizar si estos resultados se confirman en un estudio mas amplio

de nuestra poblacién.
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ANEXO |

CONSENTIMIENTO INFORMADO/ESTUDIO GENETICO

Ha recibido informacidn verbal y escrita sobre el estudio genético que se va a realizar sobre
Enfermedad de Crohn.

De acuerdo con esta informacion he entendido que:

1. Se me va a extraer una muestra de sangre para realizar un estudio genético.
El objeto de dicho estudio es analizar genes que estén implicados en la Enfermedad
de Crohn, que puedan tener relacion con un peor curso de la enfermedad y con la
respuesta a ciertos farmacos (bioldgicos).

3. Debido a la complejidad de estos genes, los estudios pueden demorarse mas de un
aino.

4. Se me informara de los resultados del estudio a mi y/o a las personas por mi
autorizadas.

5. Se guardara la confidencialidad de los resultados del estudio, pudiéndose utilizar los
datos para estudios epidemioldgicos.

6. Si es midecision, puedo ejercer el derecho de anular el consentimiento y/o decidir
no saber el resultado, asi como solicitar que se destruyan las muestras extraidas.

Leido el documento consiento que se me extraiga una muestra de sangre para realizar el
Estudio Genético de los genes implicados en la Enfermedad de Crohn.

En Salamanca, a......cccceevveeeereenerevenens o [T RSP RPR de

Firma del paciente Firma del médico
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ANEXO 1l

A. ASOCIACIONES ENTRE VARIABLES CLINICAS

Tabla 1. Edad al diagndstico y antecedentes familiares de ElIC.

edad Total
<16 16-40 > 40 ANOS
ANOS ANOS

antecedentes NO Recuento 6 65 17 88
familiares

% dentro de 6,8% 73,9% 19,3% 100,0%

antecedentes

familiares

% dentro de edad 100,0% 87,8% 77,3% 86,3%

FAMILIAR | Recuento 0 9 5 14
GRADO Ell

% dentro de 0,0% 64,3% 35, 7% 100,0%

antecedentes

familiares

% dentro de edad 0,0% 12,2% 22, 7% 13,7%
Total Recuento 6 74 22 102

% dentro de 5,9% 72,5% 21,6% 100,0%

antecedentes

familiares

% dentro de edad 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Tabla 2. Edad al diagndstico y localizacion.

edad Total
<16 16-40 > 40 ANOS
ANOS ANOS

localizacion2 ILEON Recuento 2 30 8 40
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% dentro de 5,0% 75,0% 20,0% 100,0%
localizacion2
% dentro de 33,3% 40,5% 36,4% 39,2%
edad
COLON Recuento 1 10 7 18
% dentro de 5,6% 55,6% 38,9% 100,0%
localizacion2
% dentro de 16,7% 13,5% 31,8% 17,6%
edad
ILEOCOL Recuento 3 32 7 42
ONICO
% dentro de 7,1% 76,2% 16,7% 100,0%
localizacion2
% dentro de 50,0% 43,2% 31,8% 41,2%
edad
GASTROI Recuento 0 2 0 2
NTESTIN
AL % dentro de 0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
localizacion2
% dentro de 0,0% 2, 7% 0,0% 2,0%
edad
Total Recuento 6 74 22 102
Tabla 3. Edad al diagndstico y fenotipo.
edad Total
< 16 ANOS 16-40 > 40
ANOS ANOS
comportami INFLAMAT Recuento 3 44 9 56
ento ORIO
% dentro de 5,4% 78,6% 16,1% 100,0%
comportamiento
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% dentro de edad 50,0% 59,5% 40,9% 54,9%
ESTENOS Recuento 0 17 8 25
ANTE
% dentro de 0,0% 68,0% 32,0% 100,0%
comportamiento
% dentro de edad 0,0% 23,0% 36,4% 24,5%
FISTULIZA Recuento 3 13 5 21
NTE
% dentro de 14,3% 61,9% 23,8% 100,0%
comportamiento
% dentro de edad 50,0% 17,6% 22, 7% 20,6%
Total Recuento 6 74 22 102
% dentro de 5,9% 72,5% 21,6% 100,0%
comportamiento
% dentro de edad 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Tabla 4. Edad al diagnéstico y cirugia.
edad
<16 ANOS 16-40 ANOS > 40 ANOS
cirugia si o no NO Recuento 2 38 9
% dentro de cirugia si o no 4,1% 77,6% 18,4%
% dentro de edad 33,3% 51,4% 40,9%
Sl Recuento 4 36 13
% dentro de cirugia si o no 7,5% 67,9% 24,5%
% dentro de edad 66,7% 48,6% 59,1%
Total Recuento 6 74 22
% dentro de cirugia si o no 5,9% 72,5% 21,6%
% dentro de edad 100,0% 100,0% 100,0%
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edad Total
<16 16-40 > 40
ANOS ANOS ANOS
RESPUESTA Recuento 1 15 1 17
AZATIOPRINA (o}
% dentro de RESPUESTA 5,9% 88,2% 5,9% 100,0
AZATIOPRINA %
% dentro de edad 16,7% 28,3% 12,5% 25,4%
Sl Recuento 5 38 7 50
% dentro de RESPUESTA 10,0% 76,0% 14,0% 100,0
AZATIOPRINA %
% dentro de edad 83,3% 71,7% 87,5% 74,6%
Total Recuento 6 53 8 67
% dentro de RESPUESTA 9,0% 79,1% 11,9% 100,0
AZATIOPRINA %
% dentro de edad 100,0% 100,0% 100,0% 100,0
%
Tabla 6. Edad al diagndstico y remision con AZA.
edad Total
<16 16-40 >40
ANO ANOS ANOS
remision con NO Recuento 38 3 45
Azatioprina
% dentro de 8,9% 84,4% 6,7% 100,0%
remision con
Azatioprina
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% dentro de edad 66,7 71,7% 37,5% 67,2%
%
Sl Recuento 2 15 5 22
% dentro de 9,1% 68,2% 22,7% 100,0%
remision con
Azatioprina
% dentro de edad 33,3 28,3% 62,5% 32,8%
%
Total Recuento 6 53 8 67
% dentro de 9,0% 79,1% 11,9% 100,0%
remision con
Azatioprina
% dentro de edad 100,0 100,0 100,0% 100,0%
% %
Tabla 7. Edad al diagndstico y respuesta a IFX.
edad Total
< 16 ANOS 16-40 ANOS > 40 ANOS
respue NO Recuento 1 6 1 8
staa
inflixi % dentro de respuesta a 12,5% 75,0% 12,5% 100,0
infliximab %
mab
% dentro de edad 20,0% 27,3% 33,3% 26,7%
Sl Recuento 4 16 2 22
% dentro de respuesta a 18,2% 72,7% 9,1% 100,0
infliximab %
% dentro de edad 80,0% 72,7% 66,7% 73,3%
Total Recuento 5 22 3 30
% dentro de respuesta a 16,7% 73,3% 10,0% 100,0
infliximab %
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% dentro de edad 100,0% 100,0% 100,0% 100,0
%
Tabla 8. Localizacion y antecedentes familiares.
localizacion2 Total
ILEON CcoLo ILEOCOLONI GASTROINTES
N CO TINAL
antecedente NO Recuento 36 14 36 2 88
s familiares
% dentro de 40,9% 15,9% 40,9% 2,3% 100,0
antecedente %
s familiares
% dentro de 90,0% 77,8% 85,7% 100,0% 86,3%
localizacion2
FAMILIAR | GRADO Recuento 4 4 6 0 14
Ell
% dentro de 28,6% 28,6% 42,9% 0,0% 100,0
antecedente %
s familiares
% dentro de 10,0% 22,2% 14,3% 0,0% 13,7%
localizacion2
Total Recuento 40 18 42 2 102
% dentro de 39,2% 17,6% 41,2% 2,0% 100,0
antecedente %
s familiares
% dentro de 100,0% 100,0 100,0% 100,0% 100,0
localizacion2 % %
Tabla 9. Localizacion y cirugia. localizacion2 Total
ILEON COLON ILEOCOLONIC GASTROINT
0 ESTINAL
cirugia sio no NO Recuento 17 12 18 2 49
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% dentro de 34,7% 24,5% 36,7% 4,1% 100,0%
cirugia sio no
% dentro de 42,5% 66,7% 42,9% 100,0% 48,0%
localizacion2
SI Recuento 23 6 24 0 53
% dentro de 43,4% 11,3% 45,3% 0,0% 100,0%
cirugia si o no
% dentro de 57,5% 33,3% 57,1% 0,0% 52,0%
localizacion2
Total Recuento 40 18 42 2 102
% dentro de 39,2% 17,6% 41,2% 2,0% 100,0%
cirugia si o no
% dentro de 100,0 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
localizacion2 %
Tabla 10. Localizacion y necesidad de corticoides en el primer brote.
localizacion2 Total
ILEON COoLO ILEOCOLONI GASTROINTES
N Cco TINAL
CORTICOI Recuento 28 13 22 0 63
DES AL 1¢
BROTE % dentro de 44,4% 20,6% 34,9% 0,0% 100,0%
CORTICOIDES AL
12 BROTE
% dentro de 70,0% 72,2% 52,4% 0,0% 61,8%
localizacion2
Recuento 12 5 20 2 39
% dentro de 30,8% 12,8% 51,3% 5,1% 100,0%
CORTICOIDES AL
12 BROTE
% dentro de 30,0% 27,8% 47,6% 100,0% 38,2%
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localizacion2

Total

Recuento

40 18

42

102

% dentro de
CORTICOIDES AL
12 BROTE

39,2% 17,6%

41,2%

2,0%

100,0%

% dentro de

localizacion2

100,0% 100,0
%

100,0%

100,0%

100,0%

Tabla 11. Localizacion y respuesta a azatioprina.

localizacion2

ILEON COLON

ILEOCOL
ONICO

Total

RESPUESTA
AZATIPRINA

Recuento

17

% dentro de
RESPUESTA
AZATIPRINA

52,9% 11,8%

35,3%

100,0
%

% dentro de

localizacion2

34,6% 25,0%

18,2%

25,4%

S|

Recuento

17 6

27

50

% dentro de
RESPUESTA
AZATIPRINA

34,0% 12,0%

54,0%

100,0
%

% dentro de

localizacion2

65,4% 75,0%

81,8%

74,6%

Total

Recuento

26 8

33

67

% dentro de
RESPUESTA
AZATIPRINA

38,8% 11,9%

49,3%

100,0
%

% dentro de

localizacion2

100,0% 100,0%

100,0%

100,0
%
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localizacion2 Total
ILEON COLON ILEOCOLONIC
0]
remision con Recuento 18 6 21 45
Azatioprina 0]
% dentro de remision 40,0% 13,3% 46,7% 100,0%
con Azatioprina
% dentro de 69,2% 75,0% 63,6% 67,2%
localizacion2
Sl Recuento 8 2 12 22
% dentro de remision 36,4% 9,1% 54,5% 100,0%
con Azatioprina
% dentro de 30,8% 25,0% 36,4% 32,8%
localizacion2
Total Recuento 26 8 33 67
% dentro de remision 38,8% 11,9% 49,3% 100,0%
con Azatioprina
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
localizacion2
Tabla 13. Localizacion y necesidad de anti-TNF.
localizacion2 Total
ILEON coLo ILEOCOLO GASTROINT
N NICO ESTINAL
adalimumab NO Recuento 29 14 23 2 68
o inflimab
% dentro de 42,6% 20,6% 33,8% 2,9% 100,0%
adalimumab o
inflimab
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% dentro de 72,5% 77,8% 54,8% 100,0% 66,7%
localizacion2

Sl Recuento 11 4 19 0 34
% dentro de 32,4% 11,8% 55,9% 0,0% 100,0%

adalimumab o

inflimab
% dentro de 27,5% 22,2% 45,2% 0,0% 33,3%
localizacion2

Total Recuento 40 18 42 2 102
% dentro de 39,2% 17,6% 41,2% 2,0% 100,0%

adalimumab o

inflimab
% dentro de 100,0% 100,0 100,0% 100,0% 100,0%
localizacion2 %

Tabla 14. Localizacion y necesidad de infliximab.

localizacion2 Total
ILEON COLON ILEOCOLONIC GASTROINTES
(0] TINAL

infliximab NO Recuento 31 14 25 2 72

% dentro de 43,1% 19,4% 34,7% 2,8% 100,0

infliximab %

% dentro de 77,5% 77,8% 59,5% 100,0% 70,6%
localizacion2

Sl Recuento 9 4 17 0 30

% dentro de 30,0% 13,3% 56,7% 0,0% 100,0

infliximab %
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% dentro de 22,5% 22,2% 40,5% 0,0% 29,4%
localizacion2
Total Recuento 40 18 42 2 102
% dentro de 39,2% 17,6% 41,2% 2,0% 100,0
infliximab %
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0
localizacion2 %
Tabla 15. Localizacion y respuesta a infliximab.
localizacion2 Total
ILEON COLON ILEOCOLONICO
respuesta a infliximab NO Recuento 4 0 4 8
% dentro de respuesta a 50,0% 0,0% 50,0% 100,0%
infliximab
% dentro de localizacion2 44,4% 0,0% 23,5% 26,7%
Sl Recuento 5 4 13 22
% dentro de respuesta a 22,7% 18,2% 59,1% 100,0%
infliximab
% dentro de localizacion2 55,6% 100,0% 76,5% 73,3%
Total Recuento 9 4 17 30
% dentro de respuesta a 30,0% 13,3% 56,7% 100,0%
infliximab
% dentro de localizacion2 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
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localizacion2 Total
ILEON COLON ILEOCOLONICO
remision con infliximab NO Recuento 5 2 12 19
% dentro de remisiéon con 26,3% 10,5% 63,2% 100,0%
infliximab
% dentro de localizacion2 55,6% 50,0% 70,6% 63,3%
Sl Recuento 4 2 5 11
% dentro de remisién con 36,4% 18,2% 45,5% 100,0%
infliximab
% dentro de localizacion2 44,4% 50,0% 29,4% 36,7%
Total Recuento 9 4 17 30
% dentro de remision con 30,0% 13,3% 56,7% 100,0%
infliximab
% dentro de localizacion2 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
Tabla 17. Fenotipo y antecedentes familiares.
comportamiento Total
INFLAMATO ESTENOSANTE FISTULIZANT
RIO E
antecedente NO Recuento 49 22 17 88
s familiares
% dentro de 55,7% 25,0% 19,3% 100,0
antecedentes %
familiares
% dentro de 87,5% 88,0% 81,0% 86,3%
comportamiento
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FAMILIAR | Recuento 7 3 4 14
GRADO Ell
% dentro de 50,0% 21,4% 28,6% 100,0
antecedentes %
familiares
% dentro de 12,5% 12,0% 19,0% 13,7%
comportamiento

Total Recuento 56 25 21 102
% dentro de 54,9% 24,5% 20,6% 100,0
antecedentes %
familiares
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0
comportamiento %

Tabla 18. Fenotipo y necesidad de corticoides en el primer brote.

comportamiento Total
INFLAMAT ESTENOSA FISTULIZA
ORIO NTE NTE
CORTICOIDES AL NO Recuento 32 15 16 63
12 BROTE
% dentro de 50,8% 23,8% 25,4% 100,0
CORTICOIDES AL %
12 BROTE
% dentro de 57,1% 60,0% 76,2% 61,8%
comportamiento
si Recuento 24 10 5 39
% dentro de 61,5% 25,6% 12,8% 100,0
CORTICOIDES AL %
12 BROTE
% dentro de 42,9% 40,0% 23,8% 38,2%
comportamiento
Total Recuento 56 25 21 102
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% dentro de 54,9% 24,5% 20,6% 100,0
CORTICOIDES AL %
12 BROTE
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0
comportamiento %
Tabla 19. Fenotipo y necesidad de azatioprina.
comportamiento Total
INFLAMATO ESTENOSANTE FISTULIZ
RIO ANTE

AZATIOPRINA NO Recuento 21 10 4 35
% dentro de 60,0% 28,6% 11,4% 100,0%
AZATIOPRIN
A
% dentro de 37,5% 40,0% 19,0% 34,3%
comportamie
nto

SI Recuento 35 15 17 67

% dentro de 52,2% 22,4% 25,4% 100,0%
AZATIOPRIN
A
% dentro de 62,5% 60,0% 81,0% 65,7%
comportamie
nto

Total Recuento 56 25 21 102
% dentro de 54,9% 24,5% 20,6% 100,0%
AZATIOPRIN
A
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
comportamie
nto
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comportamiento Total
INFLAMATORI ESTENOSANTE FISTULIZANTE
(e}
RESPUESTA NO Recuento 9 2 6 17
AZATIPRINA
% dentro de 52,9% 11,8% 35,3% 100,0
RESPUESTA %
AZATIPRINA
% dentro de 25,7% 13,3% 35,3% 25,4%
comportamiento
Sl Recuento 26 13 11 50
% dentro de 52,0% 26,0% 22,0% 100,0
RESPUESTA %
AZATIPRINA
% dentro de 74,3% 86,7% 64,7% 74,6%
comportamiento
Total Recuento 35 15 17 67
% dentro de 52,2% 22,4% 25,4% 100,0
RESPUESTA %
AZATIPRINA
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0
comportamiento %
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comportamiento Total
INFLAMATORIO ESTENOSANTE FISTULIZANTE
remision con NO Recuento 21 11 13 45
Azatioprina
% dentro de 46,7% 24,4% 28,9% 100,0%
remision
con
Azatioprina
% dentro de 60,0% 73,3% 76,5% 67,2%
comportami
ento
Sl Recuento 14 4 4 22
% dentro de 63,6% 18,2% 18,2% 100,0%
remision
con
Azatioprina
% dentro de 40,0% 26,7% 23,5% 32,8%
comportami
ento
Total Recuento 35 15 17 67
% dentro de 52,2% 22,4% 25,4% 100,0%
remision
con
Azatioprina
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

comportami

ento
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Tabla 22. Fenotipo y necesidad de anti-TNF.

comportamiento Total
INFLAMATORI ESTENOSANTE FISTULIZA
(0] NTE

adalimumab NO Recuento 38 20 10 68

o inflimab
% dentro de 55,9% 29,4% 14,7% 100,0%
adalimumab o
inflimab
% dentro de 67,9% 80,0% 47,6% 66,7%
comportamiento

Sl Recuento 18 5 11 34

% dentro de 52,9% 14,7% 32,4% 100,0%
adalimumab o
inflimab
% dentro de 32,1% 20,0% 52,4% 33,3%
comportamiento

Total Recuento 56 25 21 102
% dentro de 54,9% 24,5% 20,6% 100,0%
adalimumab o
inflimab
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
comportamiento

Tabla 23. Fenotipo y necesidad de infliximab.

comportamiento Total
INFLAMATORI ESTENOSANTE FISTULIZANTE
(0]
infliximab NO Recuento 40 20 12 72
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% dentro de infliximab 55,6% 27,8% 16,7% 100,0%
% dentro de 71,4% 80,0% 57,1% 70,6%
comportamiento
Sl Recuento 16 5 9 30
% dentro de infliximab 53,3% 16,7% 30,0% 100,0%
% dentro de 28,6% 20,0% 42,9% 29,4%
comportamiento
Total Recuento 56 25 21 102
% dentro de infliximab 54,9% 24,5% 20,6% 100,0%
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
comportamiento
Tabla 24. Fenotipo y respuesta a infliximab.
comportamiento Total
INFLAMATORIO ESTENOSANTE FISTULIZANT
E
respuesta a infliximab NO Recuento 4 2 2 8
% dentro de 50,0% 25,0% 25,0% 100,0
respuesta a %
infliximab
% dentro de 25,0% 40,0% 22,2% 26,7%
comportamient
o
Sl Recuento 12 3 7 22
% dentro de 54,5% 13,6% 31,8% 100,0
respuesta a %
infliximab
% dentro de 75,0% 60,0% 77,8% 73,3%

comportamient
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o]
Total Recuento 16 5 9 30
% dentro de 53,3% 16,7% 30,0% 100,0
respuesta a %
infliximab
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0
comportamient %
o]
Tabla 25. Fenotipo y remision con infliximab.
comportamiento Total
INFLAMAT ESTENOSAN FISTULIZ
ORIO TE ANTE
remision con NO Recuento 10 4 5 19
infliximab
% dentro de remision 52,6% 21,1% 26,3% 100,0%
con infliximab
% dentro de 62,5% 80,0% 55,6% 63,3%
comportamiento
Sl Recuento 6 1 4 11
% dentro de remision 54,5% 9,1% 36,4% 100,0%
con infliximab
% dentro de 37,5% 20,0% 44,4% 36,7%
comportamiento
Total Recuento 16 5 9 30
% dentro de remision 53,3% 16,7% 30,0% 100,0%
con infliximab
% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%
comportamiento
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cirugia si o no Total
NO SI
Recuento 43 45 88
NO % dentro de antecedentes familiares 48,9% 51,1% 100,0%
antecedent % dentro de cirugia si o no 87,8% 84,9% 86,3%
es
familiares  EAMILIAR | Recuento 6 8 14
% dentro de antecedentes familiares 42,9% 57,1% 100,0%
GRADO Ell
% dentro de cirugia si o no 12,2% 15,1% 13,7%
Recuento 49 53 102
Total % dentro de antecedentes familiares 48,0% 52,0% 100,0%
% dentro de cirugia si o no 100,0% 100,0% 100,0%
Tabla 27. Cirugia y necesidad de corticoides en el primer brote.
cirugia sio no Total
NO SI
Recuento 29 34 63
% dentro de CORTICOIDES 46,0% | 54,0% | 100,0%
NO AL 12 BROTE
CORTICOIDES % dentro de cirugia si o no 59,2% | 64,2%| 61,8%
AL 1¢ BROTE Recuento 20 19 39
) % dentro de CORTICOIDES 51,3%| 48,7% | 100,0%
! AL 12 BROTE
% dentro de cirugia si o no 40,8%| 35,8%| 38,2%
Recuento 49 53 102
% dentro de CORTICOIDES 48,0% | 52,0% | 100,0%
Total AL 12 BROTE
% dentro de cirugia si o no 100,0% | 100,0% | 100,0%
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cirugia si o no Total
NO Sl
Recuento 15 30 45
% dentro de remision con 33,3% 66,7% 100,0%
NO Azatioprina
% dentro de cirugia si o no 57,7% 73,2% 67,2%
remision con Azatioprina
Recuento 11 11 22
% dentro de remision con 50,0% 50,0% 100,0%
o Azatioprina
% dentro de cirugia si o no 42,3% 26,8% 32,8%
Recuento 26 41 67
% dentro de remision con 38,8% 61,2% 100,0%
Total
Azatioprina
% dentro de cirugia si o no 100,0% 100,0% 100,0%
Tabla 29. Cirugia y respuesta a infliximab.
cirugia si o no Total
NO S|
Recuento 1 7 8
% dentro de respuesta a 12,5% 87,5% 100,0%
NO infliximab
% dentro de cirugia si o no 11,1% 33,3% 26,7%
respuesta a infliximab
Recuento 8 14 22
% dentro de respuesta a 36,4% 63,6% 100,0%
o infliximab
% dentro de cirugia si o no 88,9% 66,7% 73,3%
Recuento 9 21 30
% dentro de respuesta a 30,0% 70,0% 100,0%
Total
infliximab
% dentro de cirugia si o no 100,0% 100,0% 100,0%
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localizacion2 Total
ILEON | COLON | ILEOCOL | GASTROIN
ONICO TESTINAL
Recuento 16 11 21 1 49
% dentro de FUMADOR 32,7% | 22,4% 42,9% 2,0% | 100,0%
" % dentro de 40,0% | 61,1% 50,0% 50,0% | 48,0%
localizacion2
FUMADOR
Recuento 24 7 21 1 53
. % dentro de FUMADOR 453% | 13,2% 39,6% 1,9% | 100,0%
% dentro de 60,0% | 38,9% 50,0% 50,0% | 52,0%
localizacion2
Recuento 40 18 42 2 102
Total % dentro de FUMADOR 39,2% | 17,6% 41,2% 2,0% | 100,0%
o % dentro de 100,0% | 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%
localizacion2
Tabla 31. Tabaco y fenotipo.
comportamiento Total
INFLAMAT | ESTENOS | FISTULIZA
ORIO ANTE NTE
Recuento 26 11 12 49
% dentro de 53,1% 22,4% 24,5% | 100,0%
NO FUMADOR
% dentro de 46,4% 44,0% 57,1% 48,0%
comportamiento
FUMADOR
Recuento 30 14 9 53
% dentro de 56,6% 26,4% 17,0% | 100,0%
S FUMADOR
% dentro de 53,6% 56,0% 42,9% 52,0%
comportamiento
Recuento 56 25 21 102
Total % dentro de 54,9% 24,5% 20,6% | 100,0%
FUMADOR
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% dentro de 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%
comportamiento
Tabla 32. Tabaco y cirugia.
cirugia si o no Total
NO S|
Recuento 25 24 49
NO % dentro de FUMADOR 51,0% 49,0% 100,0%
% dentro de cirugia si o no 51,0% 45,3% 48,0%
FUMADOR
Recuento 24 29 53
S| % dentro de FUMADOR 45,3% 54,7% 100,0%
% dentro de cirugia si o no 49,0% 54,7% 52,0%
Recuento 49 53 102
Total % dentro de FUMADOR 48,0% 52,0% 100,0%
% dentro de cirugia si o no 100,0% 100,0% 100,0%

Tabla 33. Tabaco y necesidad de corticoides en el primer brote.

CORTICOIDES AL 12 BROTE Total
NO si
Recuento 32 17 49
NO % dentro de FUMADOR 65,3% 34,7% 100,0%
% dentro de CORTICOIDES AL 50,8% 43,6% 48,0%
12 BROTE
FUMADOR
Recuento 31 22 53
. % dentro de FUMADOR 58,5% 41,5% 100,0%
% dentro de CORTICOIDES AL 49,2% 56,4% 52,0%
12 BROTE
Recuento 63 39 102
Total % dentro de FUMADOR 61,8% 38,2% 100,0%
o % dentro de CORTICOIDES AL 100,0% 100,0% 100,0%
12 BROTE
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AZATIOPRINA Total
NO SI
Recuento 19 30 49
NO % dentro de FUMADOR 38,8% 61,2% 100,0%
% dentro de AZATIOPRINA 54,3% 44,8% 48,0%
FUMADOR
Recuento 16 37 53
Sl % dentro de FUMADOR 30,2% 69,8% 100,0%
% dentro de AZATIOPRINA 45,7% 55,2% 52,0%
Recuento 35 67 102
Total % dentro de FUMADOR 34,3% 65,7% 100,0%
% dentro de AZATIOPRINA 100,0% 100,0% 100,0%
Tabla 35. Tabaco y respuesta a azatioprina.
RESPUESTA AZATIOPRINA Total
NO S|
Recuento 8 22 30
NO % dentro de FUMADOR 26,7% 73,3% 100,0%
% dentro de RESPUESTA 47,1% 44,0% 44,8%
AZATIPRINA
FUMADOR
Recuento 9 28 37
5 % dentro de FUMADOR 24,3% 75,7% 100,0%
% dentro de RESPUESTA 52,9% 56,0% 55,2%
AZATIPRINA
Recuento 17 50 67
Total % dentro de FUMADOR 25,4% 74,6% 100,0%
o % dentro de RESPUESTA 100,0% 100,0% 100,0%
AZATIPRINA
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remision con Azatioprina Total
NO S|
Recuento 20 10 30
% dentro de FUMADOR 66,7% 33,3% 100,0%
ne % dentro de remision con 44,4% 45,5% 44,8%
Azatioprina
FUMADOR
Recuento 25 12 37
. % dentro de FUMADOR 67,6% 32,4% 100,0%
% dentro de remision con 55,6% 54,5% 55,2%
Azatioprina
Recuento 45 22 67
Total % dentro de FUMADOR 67,2% 32,8% 100,0%
o % dentro de remision con 100,0% 100,0% 100,0%
Azatioprina
Tabla 37. Tabaco y necesidad de anti-TNF.
adalimumab o inflimab Total
NO S|
Recuento 31 18 49
NO % dentro de FUMADOR 63,3% 36,7% 100,0%
% dentro de adalimumab o 45,6% 52,9% 48,0%
inflimab
FUMADOR
Recuento 37 16 53
5 % dentro de FUMADOR 69,8% 30,2% 100,0%
% dentro de adalimumab o 54,4% 47,1% 52,0%
inflimab
Recuento 68 34 102
Total % dentro de FUMADOR 66,7% 33,3% 100,0%
o % dentro de adalimumab o 100,0% 100,0% 100,0%
inflimab
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Tabla 38. Tabaco y necesidad de infliximab.

infliximab Total
NO Sl
Recuento 33 16 49
NO % dentro de FUMADOR 67,3% 32,7% 100,0%
% dentro de infliximab 45,8% 53,3% 48,0%
FUMADOR
Recuento 39 14 53
Sl % dentro de FUMADOR 73,6% 26,4% 100,0%
% dentro de infliximab 54,2% 46,7% 52,0%
Recuento 72 30 102
Total % dentro de FUMADOR 70,6% 29,4% 100,0%
% dentro de infliximab 100,0% 100,0% 100,0%
Tabla 39. Tabaco y respuesta a infliximab.
respuesta a infliximab Total
NO SI
Recuento 4 12 16
NO % dentro de FUMADOR 25,0% 75,0% 100,0%
% dentro de respuesta a 50,0% 54,5% 53,3%
infliximab
FUMADOR
Recuento 4 10 14
. % dentro de FUMADOR 28,6% 71,4% 100,0%
% dentro de respuesta a 50,0% 45,5% 46,7%
infliximab
Recuento 8 22 30
Total % dentro de FUMADOR 26,7% 73,3% 100,0%
o % dentro de respuesta a 100,0% 100,0% 100,0%
infliximab
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respuesta a infliximab Total
NO S|
Recuento 33 0 33
NO % dentro de FUMADOR 100,0% 0,0% 100,0%
% dentro de respuesta a 46,5% 0,0% 45,8%
infliximab
FUMADOR
Recuento 38 1 39
. % dentro de FUMADOR 97,4% 2,6% 100,0%
% dentro de respuesta a 53,5% 100,0% 54,2%
infliximab
Recuento 71 1 72
Total % dentro de FUMADOR 98,6% 1,4% 100,0%
o % dentro de respuesta a 100,0% 100,0% 100,0%
infliximab

B. INTERACCION ENTRE GENES Y COMPORTAMIENTO DE LA ENFERMEDAD

All Rows
ER]

Count

G2 LogWorth
102 81589569 20741892

Count

REC_ATG16L1_1_1(GG)
[ 7m0 [==e]

40 44 936812 14418579

G2 LogWorth

REC_ATG16L1_1_1(AG-AA)

Count Gh2
G2 2066292

REC_P53_1_2(CC)
s ]

Count Gr2
13 17 944828

REC_P53_1_2(CG-GG)
C ez s

Count Gh2
27 22 6R2102

Rojo-NO; Azul-SI

Figura 1. Genes y antecedentes familiares.
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I
All Rows
1] T | T
Count G2 LogWorth
102 148,98584 1,738184

REC_BCLZ_1_2{AA) REC_BCLZ_1_2{AC-CC)
feol[ o [EE] [ =  [=a]
Count G*2 LogWorth Count G*2 LogWorth
25 47 110817 05225555 77 96301189 1,3616987

FUMADOR(NO) FUMADOR(SI) FUMADOR(NO) FUMADOR(SI)
(555 (ST (RS || [ (S e | | S

Count Gh2 Count Gh2 Count G2 Count G2
13 262625594 12 19775021 36 54746941 41 37477652

Rojo <16; verde 16-40, azul >40

Figura 2. Genes y edad al diagndstico (A1-A2-A3).

|
All Rows
(=TI | | I |
Count G*2 LogWorth
102 227 59388 13605192

REC_P53_1_2(CC) REC_P53_1_2CG-GG)
ECCOC =) (TR | EETEN =5
Count G*2 LogWorth Count G*2 LogWorth
23 49451263 16535754 79 17403558 1,2140865
| l | | l |
FUMADOR({NO) FUMADOR(SI) REC_BCLZ 1_2{AA) REC_BCLZ 1_2{AC-CC)
(500 (S (S || (SEIE] [ 7] | | (ST (] S || e =) |
Count G2 Count Gh2 Count G2 Count G2
13 26262594 10 17,958914 21 38216852 58 13231097

Rojo: ileon; verde: colon; azul: ileocolénico; marrdn: gastrointestinal.

Figura 3. Genes y localizacion (L1, L2, L3).
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All Rows
[z |[=E]
Count G*2 LogWorth
102 20384133 11471437

REC_BCL2_1_2{AN REC_BCL2_1_2{AC-CC)

(T T | T =i [xs]fEs]

Count G*2 LogWorth Count G*2 LogWorth

25 538408933 1,7253226 T7 14674668 13630769
| [

I | | |
REC_ATG16L1_1_1{GG)||REC_ATG16L1_1_1{AG-AA) REC_ATG16L1_1_1{GG) REC_ATG16L1_1_1{AG-AA)
e T s ] |(|E= = I s (=0 [z [ @ fmalhed
Count G2 Count G2 Count G*2 LogWorth Count G2

& 11,090355 17 37232647 32 67744485 10715412 45 74920239

REC_P53_1_2(CC)  ||REC_P53_1_2({CG-GG)
S o e e |

Count Gh2 Count G2
11 1891928 21 458585022

Rojo: inflamatorio; verde: estenosante; azul: fistulizante.

Figura 4. Genes y fenotipo (B1-B2-B3).

I
All Rows
[ = &z ]
Count G*2 LogWorth
102 13820886 06416696

REC_P53_1_2(CG-GG) REC_P53_1_2|CC)
[ sr [ e ] [ ems ]
Count G2 LogWorth Count G*2 LogWorth
79 10848971 11884675 23 28267153 04170001
| | | | | |
FUMADOR(NO) FUMADOR( SI) FUMADOR( 1) FUMADOR(NO)
[ (OSSR || (T (R | | (EEE —
Count G2 Count G2 Count G2 Count G2
36 49461234 43 55618231 10 13460233 13 14,045308

Rojo-NO; Azul-SI

Figura 5. Genes y manifestaciones extraintestinales.
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All Rows
T
Count G*2 LogWorth
102 133,61618 08764942

REC_BCL2 1_2(AC-CC)
=7 e ]

REC_BCL2_1_2(AA)
L me ]

Count G2 LogWorth Count G*2 LogWorth
T7 103,80382 08477043 25 27553996 0392113
| l | | l |
REC_ATG16L1_1_1(GG)||REC_ATG16L1_1_1(AG-AA)| |[FUMADOR(NO) FUMADOR( 5l)
[ o T swo ] [ s ][ ma ] [ ez ]
Count Gh2 Count Gh2 Count G2 Count Gr2
32 4436142 45 57 286275 13 16,048286 12 10,813469

Rojo-NO; Azul-SI

Figura 6. Genes y enfermedad perianal (EPA).

All Rows
[ =0 [ =0 ]
Count G*2 LogWorth

102 141,24512 0,2501081

FUMADOR(SI)
L= ]

Count

53 73,001201 04232222

GA2  LogWorth

Count

FUMADOR(NO)
C s ]

49 67908014 01661442

G*2 LogWorth

Count Gh2
30 40 3807

REC_ATG16L1_1_1(AG-AA)
Caoo a0 ]

REC_ATG16L1_1_1(GG)
I I | 7

Count Gr2
23 31841278

REC_P53_1_2(CC)
sz ]

Count G2
13 17944828

REC_P53_1_2(CG-GG)
Lo 1]

Count Gor2
36 49795429

Rojo-NO; Azul-SI

Figura 7. Genes y necesidad de cirugia.
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All Rows
ETE
Count G*2 LogWorth
102 13570167 03199120

FUMADOR(SI) FUMADOR({NO)

[ =5 ] [ & ]

Count G2 Count G*2 LogWorth
53 719037368 49 63262038 05321792

REC_BCL2_1_2{AC-CC)||REC_BCL2_1_2(AA)
L& [ s |

Count Gh2 Count Gh2
36 4811389 13 14,045308

Rojo-NO; Azul-SI

Figura 8. Genes y necesidad de corticoides al inicio.

|
All Rows
[IETER | -
Count G*2 LogWorth
102 13119128 13953816

REC_ATG16L1_1_1(GG) REC_ATG16L1_1_1(AG-AA)
(s][ 75 ] Lo L =1 ]

Count G2 Count G*2 LogWorth
40 42 653107 G2 B4,33028 03819686
|
| |
FUMADOR(SI) FUMADOR(NO)
=7 [ sa ]
Count GA2 Count Gh2
30 39 429466 32 44 236338

Rojo-NO; Azul-SI

Figura 9. Genes y necesidad de azatioprina.
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All Rows
EEN
Count G*2 LogWorth
102 129 84889 04033798

REC_P53_1_2(CG-GG) REC_P53_1_2(CC)
TR | T = ]

Count G%2 LogWorth
79 10272309 03186974

Count G*2 LogWorth
23 26402367 02546379

REC_ATG16L1_1_1(GG)||REC_ATG16L1_1_1(AG-AA)| |[FUMADOR{NO) FUMADOR(SI)

s a7 ] (| ss  J[e7 ]

Count Gh2 Count Gh2 Count G2 Count Gor2
27 364986506 B2 65, T25720 13 16,048286 10 10,0080485

Rojo-NO; Azul-SI

Figura 10. Genes y necesidad de anti-TNF.

I
All Rows
[ s =]
Count G2 LogWorth
102 12358269 04578363

REC_P53_1_2{CG-GG) REC_P53_1_2|CC)

[ e lats |

Count G2 Count G*2 LogWorth
78 086186492 23 24084072 066683506

FUMADOR(NO) FUMADOR(SI)
ez M= ]

Count Gh2 Count Gh2
13 16,048286 10 65016595

Rojo-NO; Azul-SI

Figura 11. Genes y necesidad de IFX.
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