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Introduccién

La enfermedad inflamatoria intestinal cronica (EIIC), que engloba principalmente, la
enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU), es una enfermedad de causa
desconocida, en cuya patogenia se han implicado diversos factores ambientales
como el consumo de tabaco y los agentes infecciosos, factores genéticos y la
alteracion de la respuesta inmune. Entre las teorias patogénicas destacan la
existencia de una infeccién intestinal permanente, defectos en la barrera mucosa
defensiva frente a antigenos luminales o una respuesta inmunitaria defectuosa a

patdogenos comensales.

Agentes microbioldgicos implicados en la EIIC

Son diversas las evidencias que apoyan la etiologia infecciosa de la EIIC: (i) las
infecciones en la infancia constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de EC
(1); (ii) la mejoria en la higiene doméstica se ha asociado a un aumento en la
incidencia de EC (2); (iii) el beneficio obtenido en alcanzar la remision clinica en
pacientes con EC activa, sobre todo con afectacion colonica mediante el uso de
combinaciones de antibidticos, ciprofloxacino y metronidazol (3); (iv) la utilidad
clinica del uso de probi6ticos en la CU y en la pouchitis (4); (v) la deteccion frecuente
de anticuerpos frente a bacterias intestinales en el suero de pacientes con EIIC (5);
(vi) la deteccion de Mycobacterium avium paratuberculosis (MAP) en tejidos, sangre
y leche materna de pacientes con EC, y en menor proporcion con CU (6-8); (vii) la
incidencia incrementada de Escherichia coli en la recurrencia postoperatoria de EC;
(viii) el predominio de enterobacterias en la flora intestinal de pacientes con EC
frente a sujetos sanos (9); (ix) el desarrollo de EIIC en areas de alta concentracion
bacteriana como el ileon terminal y el colon y la prevencién de la inflamacion
intestinal tras la diversidon del torrente fecal con recurrencia tras el restablecimiento
del mismo (10); (x) la reactividad de los linfocitos de los pacientes con EIIC frente a
antigenos fecales; (xi) la presencia de un genotipo variante para el gen NOD2
(receptor del peptidoglicano bacteriano) en un tercio de los pacientes con EC (11) y
su asociacién con EC ileal, fibroestenosante y de inicio a edades tempranas (12);
(xii) la presencia de Helicobacter bilis y hepaticus en colitis grave murina
experimental (13).



Defectos en la barrera mucosa defensiva frente a antigenos luminales

El epitelio intestinal es considerado como parte del sistema inmune innato jugando
un papel activo en el mantenimiento de la homeostasis mucosa. Las células
epiteliales forman una barrera altamente selectiva entre el organismo y el
microambiente intraluminal. Estudios en animales de experimentacion han puesto de
manifiesto que la manipulacion genética de la permeabilidad intestinal conduce a la
inflamacion (14). Asimismo en pacientes con EC existen defectos de la barrera
epitelial tales como aumento de la permeabilidad (15,16), adherencia aumentada de
las bacterias y expresion disminuida de las defensinas (péptidos producidos por los

enterocitos para controlar los niveles de microorganismos comensales).

Una expresién de este hecho lo constituye la demostracion de la existencia de
niveles elevados de endotoxina en estos pacientes, y de la activacion de la via
metabdlica correspondiente (LBP-CD14-TLR4) (17). Cabe considerar por tanto que
en estos pacientes puede haber un incremento de paso de endotoxina

probablemente por via transcelular.

Alteracion de la respuesta inmunitaria

Existe evidencia cientifica que apoya que el dafno tisular en la EIIC es consecuencia
de una respuesta inflamatoria anémala debida a una disfuncion de la respuesta
inmune: (i) la activacion de los linfocitos T CD4+ es antigeno dependiente y las
lesiones intestinales en la EIIC estan repletas de células T CD4+; (ii) los pacientes
con EC que desarrollan SIDA o son sometidos a trasplante de médula 6sea pueden
entrar en remision clinica y el tratamiento con farmacos que inhiben los linfocitos T
son utiles en estos pacientes (18); (iii) la inflamacion cronica es la consecuencia de
la actividad excesiva de los linfocitos efectores y de las citoquinas proinflamatorias,
pudiendo contribuir a la misma el déficit de los linfocitos reguladores y de citoquinas
que controlan la inflamacion, tales como la IL10 o el TGFb (19); (iv) las células T en
la EC tienen disminuida su capacidad de sufrir apoptosis tras su activacion,
fendbmeno asociado a un incremento en el cociente entre la proteina antiapoptotica
Bcl-2 y la molécula pro-apoptética Bax; (v) en el tejido inflamado de los pacientes
con EC existe un aumento de la IL-15, citocina que incrementa la expresion de Bcl-2;
(vi) el perfil de citocinas en la EC es prototipicamente Th1, IL12, Interferon-g y TNFa



(20) son frecuentes mediadores inflamatorios. El INF-g facilita la activacion de
macrofagos y la liberacidén de otras citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 y TNF-
a, que a su vez mantienen y perpetuan la inflamacion; (vii) entre las efectos
biolégicos del TNF-a destacan la activacion de los macréfagos vy liberacion de otros
mediadores inflamatorios como el 6xido nitrico, prostaciclina y factor de activacion
plaquetar, la induccion de expresion de moléculas de adhesion en el endotelio
vascular, la alteracion de la integridad de las membranas de las células epiteliales, la
estimulacién de sintesis de metaloproteasas que destruyen la estructura de la lamina
propia y la estimulacion de produccion de factores de crecimiento epitelial por
células del estroma que podria ser causa de la hiperplasia de criptas; (viii) en la CU
existe una respuesta inmune mediada por anticuerpos, con una intensa produccién
intramucosa de IL-4, IL-5 e IL-10; (ix) las células plasmaticas de la mucosa colonica
de pacientes con CU producen gran cantidad de inmunoglobulinas, sobre todo de Ig
G1, capaz de activar el complemento y liberar mediadores proinflamatorios
(PGE2,TBXA2), mecanismo que contribuye a la perpetuacion de la inflamacion; (x)
los linfocitos T en la CU liberan gran cantidad de IL5, la cual facilita la respuesta de
anticuerpos (20).

Todas estas evidencias han motivado el interés de nuestro grupo en el estudio de la
traslocacion bacteriana (presencia de fragmentos gendmicos bacterianos en sangre)
en la EIIC, especialmente en EC y las consecuencias de la misma. Asi, nuestro
grupo ha descrito que la presencia de fragmentos gendmicos bacterianos (bactDNA)
en sangre es un fendmeno frecuente en pacientes con EC, apareciendo hasta en un
40% de los casos (21,22). Esta presencia es sugestiva de un incremento en el paso
de bacterias desde la luz intestinal a ganglios linfaticos y sangre, un fenémeno
conocido como traslocacion bacteriana. Al mismo tiempo, un genotipo mutado del
gen NOD2 (mutNOD2), asociado al desarrollo de la enfermedad (23, 24) esta
igualmente presente en un subgrupo de pacientes. Tampoco se ha podido
correlacionar hasta el momento la presencia de esta mutacidén con un peor indice de

actividad clinica de la enfermedad (22).

La respuesta inmune innata implica un complejo sistema en el que diversos tipos
celulares y moléculas inmunolégicamente activas cooperan en una defensa efectiva.

Los péptidos antimicrobianos, defensinas y catelicidina (LL37) constituyen una parte



importante de esta respuesta inmune. Las defensinas son pequenas proteinas
cationicas ricas en cisteina con actividad antimicrobiana frente a bacterias, hongos y
multitud de virus. Diversos estudios revelan la actividad modulatoria de las
defensinas, principalmente a nivel inflamatorio local. La EC colonica se ha asociado
a una expresion incrementada de defensina beta2. Otros trabajos han relacionado
una expresion reducida de péptidos antimicrobianos (a y b defensinas) a nivel local
en las células de Paneth de pacientes con EC ileal y la existencia de mutaciones en
el gen NOD2 (25-27), aunque hay datos contradictorios recientes (28). Nuestro
grupo ha descrito la existencia de una reaccion inflamatoria aumentada en los
pacientes con el genotipo NOD2 salvaje (WtNOD2) en respuesta a bactDNA y por el
contrario el desarrollo de una respuesta antimicrobiana deficiente en respuesta a

este antigeno cuando el genotipo NOD2 estaba mutado (22).

Por otra parte, la terapia antiTNFa constituye uno de los grandes avances en la
terapeutica de la EC de la ultima década. Estos farmacos interactuan con la
respuesta tolerigénica en pacientes con EC modulando la inflamacion. Sin embargo,
los niveles de farmaco antiTNFa y el perfil genético podrian afectar esta interaccion.
Se ha descrito un incremento de los linfocitos T reguladores CD4+CD25-FoxP3+, en
pacientes con EC en terapia antiTNFa, incluso una asociacion significativa entre el
porcentaje incrementado de células T reguladoras y la mejoria clinica de los
pacientes. No obstante, no se conoce completamente el efecto directo del
tratamiento antiTNFa sobre las células T reguladoras en EC. Por ello nuestro grupo
disefid un estudio con el fin de evaluar el porcentaje de células T reguladoras en
sangre periférica de pacientes con EC distribuidos por genotipo NOD2 y uso de
farmaco biologico y su papel en la regulacion sistémica inflamatoria (29).
Observamos que el porcentaje de células T reguladoras y los niveles de antiTNF
fueron significativamente superiores en pacientes wtNOD2 independientemente de
la intensificacion de la terapia antiTNF. Ademas, en el sobrenadante de células
cultivadas de pacientes wtNOD2 cantidades crecientes de infliximab aumentaban de
manera significativa la expresion de células FoxP3+ no sucediendo asi en los
pacientes mutNOD2. Los niveles de IL-10 y TNF-a presentaban correlacion con el
porcentaje de poblacion de cel T FoxP3+ y de los niveles séricos de antiTNF-a
independientemente del genotipo NOD2. Por todo lo anterior concluimos que la
pérdida de respuesta a antiTNF se asocia a un descenso del porcentaje de células T



reguladoras en pacientes con EC y un genotipo NOD2 variante.

En linea con el estudio previo planteamos la hipotesis de que la traslocacion
bacteriana en pacientes con EC puede estar influenciada por las mutaciones en los
genes NOD2 y ATG16L1, afectando la eficacia de las terapias antiTNF. Para
explorarla, nuestro grupo disefio un estudio (30) incluyendo 179 pacientes con EC
detectando presencia de DNA bact en un 44% de los pacientes con actividad clinica
vs un 23% en pacientes en remision (p=0,01). La presencia de variantes NOD2 o
ATG16L1 se asocio a presencia de DNA bact, alcanzado una OR de 12,6 (95% IC
4.2 - 37.8; p=0,001) en pacientes portadores de la doble variante. Estudiamos,
asimismo, en neutrofilos de sangre periférica las actividades fagocitica y bactericida
y los niveles valle de antiTNF, observando que en pacientes con mutacién NOD2
estaban disminuidos en respuesta al DNAbact. Por otra parte, la proporcién de
pacientes con terapia antiTNF intensificada fue significativamente superior en los
pacientes con la variante NOD2. En conclusion, los resultados de este trabajo
caracterizaban un subgrupo de pacientes con EC susceptible de requerir una terapia

mas agresiva para controlar la inflamacion y el riesgo de recaida.

Finalmente nuestro grupo ha explorado la posiblidad de que la presencia de
DNAbact en la sangre de los pacientes con EC tenga capacidad prondstica en la
recaida a corto plazo. Con este fin diseflamos un estudio prospectivo, multicéntrico
en pacientes con EC en remision, considerando como objetivo primario la recaida
clinica a los 6 meses ( 31). Incluimos 288 pacientes, detectando DNA bact en un
34% de los casos. Identificamos la variante NOD2 en un 39,6% de los pacientes. Un
14% de los pacientes sufrié recaida a los 6 meses. El estudio multivariante identifico
el DNAbact como factor de riesgo de brote. Un analisis de regresion logistica mostro
que el DNAbact es un factor independiente y significativo de hospitalizacion,
necesidad de esteroides o cambio de tratamiento a los 6 meses. La combinacién de
existencia de la mutacion NOD2 y DNAbact se asocio a niveles disminuidos de
antiTNF-a y a un porcentaje superior de pacientes en terapia intensificada. En
resumen, los resultados de este estudio apoyan que la traslocacion de DNAbact es
un factor de riesgo independiente de recaida a los 6 meses en pacientes con EC, asi
como de sufrir hospitalizacion, cambio de tratamiento y uso de esteroides.



Justificacion del estudio.

Las citocinas, como mediadores de la respuesta inmunoldgica, son fundamentales
en el inicio y la resolucion de los procesos inflamatorios. El perfil de secrecién de
citocinas en la EIIC muestra diferencias entre la EC y la CU. Mientras que la
respuesta en EC esta polarizada hacia la via Th1, con la secrecion de IL-12 e IFN-
gamma, la via Th2 se encuentra favorecida en la CU, con un incremento de citocinas
como IL-5 o IL-13 (32-35). No obstante, el uso de anticuerpos anti-IL12 y anti-
IFNgamma han mostrado una eficacia parcial en pacientes con EC activa (36-38)
sugiriendo la implicacion de otras vias y otros mediadores en la respuesta
inflamatoria establecida en la EC. En este sentido, la identificacion de la via Th17
(39-41) caracterizada por la secrecion de citocinas como IL-17, IL-21 o IL22 e
incrementada tanto en EC como CU, ha supuesto una caracterizacion mucho mas
precisa y compleja del conjunto de mediadores implicados en la EIIC. Por ejemplo,
diferentes genes de esta ruta estan implicados en una respuesta pro-inflamatoria,
como es el caso del receptor de IL-17A (IL1-17AR) (42), mientras otros como [L-22

muestran proteccion frente a colitis en modelos experimentales (43).

La IL-26 es un miembro de la familia de citocinas IL-20 y forma parte de la via Th17.
Su expresion esta incrementada en EIIC. Ademas, se han identificado variantes
alélicas en la region génica de IL-26 asociadas a EIIC (44). A través del receptor
heterodimérico IL-10R2-IL20R1, IL-26 inhibe la proliferacion de células epiteliales
intestinales e induce la expresion de citocinas como IL-10, TNF-alfa e IL-8 (45). Un
estudio reciente ha demostrado que IL-26 tiene la capacidad de formar poros en las
bacterias extracelulares y condensar el ADN bacteriano liberado, formando
complejos con las células dendriticas a través del receptor tipo Toll (TLR)-9 y
desencadenando una respuesta inflamatoria (46). En consecuencia, IL-26 puede
suponer un marcador de traslocacion bacteriana en la EC, y la presencia de sus
variantes alélicas pueden afectar al aclaramiento del ADN bacteriano. Esto
aumentaria el tiempo de exposicion antigénica en estos pacientes y podria tener un

impacto en al eficacia de la terapia anti-TNF.



Hipodtesis y Objetivos

IL-26 modula la actividad proinflamatoria y bactericida en respuesta a la traslocacion
de ADN bacteriano. Los pacientes con mutaciones en IL-26 no aclaran el ADN
bacteriano aumentando el tiempo de exposicion antigénica y la respuesta

inflamatoria.

Objetivos:

- Determinar la expresion de IL-26 y sus variantes alélicas en pacientes con EC en
remision distribuidos en funcién de la traslocacién de ADN bacteriano en sangre.

- Evaluar la expresion de IL-26 como marcador sérico de traslocacion bacteriana en
pacientes con EC en remision.

- Definir la incidencia de polimorfismos en la region génica de IL-26 y su asociacion

con la tasa de traslocacion bacteriana en pacientes con EC en remisién.

Pacientes y Métodologia de analisis

Pacientes y disefo del estudio:

Estudio observacional prospectivo en el que se incluyeron de forma consecutiva
pacientes con EC en remision, controlados en el Hospital de Dia de Inflamatoria del
HGUA, que aceptaran participar en el estudio y firmaran el consentimiento
informado. El diagnostico de EC se establecid de acuerdo con criterios clinicos,
endoscopicos, histologicos y/o radioldgicos habituales. Los pacientes que recibieron
antibioticos en las dos semanas previas fueron excluidos del estudio. Se recogieron
todos los datos clinicos y analiticos de los pacientes, estratificando a los mismos de
acuerdo con la clasificacion de Montreal y su indice de actividad CDAI. El estudio
contd con el informe favorable del Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital
General Universitario de Alicante.

A todos los pacientes se les recogid una muestra de sangre periférica en el
momento de inclusion para realizar las determinaciones experimentales. Igualmente,

se recogieron las variables clinicas y analiticas habituales en estos pacientes.



Cuantificacion sérica y genotipado de IL-26

La cuantificacidon sérica de IL-26 se realiz6 mediante enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se empleé Human
IL-26 ELISA kit (Antibodies-online). El genotipado de polimorfismos se realizé por
secuenciacion de los SNPs rs1558744, rs7134599 y rs2870946 en la region génica
de IL-26 en el cromosoma 12 (12915 region) descritos en la bibliografia.

Deteccion de DNA bacteriano

La deteccidén de fragmentos gendmicos bacterianos se realiz6 mediante broad-range
PCR de una region conservada del gen 16SrRNA de procariotas seguido de

secuenciacion automatica parcial de nucledétidos.

Analisis estadistico:

Para las variables continuas se utilizé la media y la desviacidon estandar y para las
variables categdricas se empled frecuencia o porcentajes. Se analizaron las
diferencias estadisticas utilizando el test x2 para datos categéricos y el test U Mann—
Whitney no paramétrico para datos cuantitativos. Las correlaciones bivariadas se
analizaron utilizando el test de Spearman. Se consider6 un valor p<0,05 como
significativo. Los analisis se llevaron a cabo mediante el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics 19.

Resultados

La Tabla 1 resume las caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes incluidos
en el estudio. Se incluyeron 288 pacientes con EC en remision clinica. La edad
media de los pacientes fue de 42 afios y el 53% eran varones. El CDAI medio fue de
62.6+33.1 y el de calprotectina fecal de 52.4+35.7 ug/g. El 40% de la poblacion de
estudio era fumadora activa y el 25% tenian historia previa de cirugia abdominal. A
la inclusion, el 28% de los pacientes recibian terapia bioldgica, unica o combinada, y

el 55% recibian inmunosupresores.



Tabla 1.

All patients BactDNA-negative BactPNA-positive P value
(n=288) patients (n=190) patients (n=98)
Age (years) 42 + 15 42 + 15 43 + 14 0.61
Weight (Kg) 70.65 + 14.71 71.05 + 12.80 69.88 + 17.91 0.16
Gender (male/female), n (%) DRSS AR 103 (54.2%) / 87 (45.8%) 50 (51.5%) / 48 (48.5%) 0.76
0, 0, 0, 0, 0, 0,

Smoking habit (yes / no / ex), n (%) 115 (406/%)(/2111_20/5,:;8‘2 %) | 72 (37.93/;)(/22(;)()42.1 %)/ 43 (43.2?22/532%3)0.6 %) | 0.34
Disease duration (months) 115,13 + 114,49 114.55 + 126.92 116.26 + 85.66 0.29
Resection, n (%) 71 (25.3%) 51 (26.8%) 20 (20.4%) 0.28
CDAI 82.64 + 43.14 82.08 + 43.09 83.74 + 43.45 0.68
Montreal A (age of onset), n (%)

A1 (<=16) 16 (5.5%) 10 (5.3%) 6 (6.1%)

A2 (17-40) 203 (70.5%) 136 (71.5%) 67 (68.4%) 0.68

A3 (>40) 69 (24%) 44 (23.2%) 25 (25.5%)
Montreal L (location), n (%)

L1 131 (45.4%) 91 (47.9%) 40 (40.8%)

L2 65 (22.7%) 41 (21.5%) 24 (24.5%) 0.3

L3 79 (27.4%) 50 (26.4%) 29 (29.6%) ’

L4 13 (4.5%) 8 (4.2%) 5(5.1%)
Montreal B (behavior), n (%)

B1 (non-stricturing, non-penetrating) 138 (48%) 87 (45.8%) 51 (52%)

ij (non_—strictulring, non-penetrating, 37 (12.8%) 24 (12.6%) 13 (13.2%)
penetrating perianal disease)

B2 (stricturing) 46 (16%) 32 (16.8%) 14 (14.3%) 0.7

B2p (stricturing, perianal disease associated) 13 (4.5%) 10 (5.3%) 3(3.1%) ’

B3 (penetrating) 42 (14.5%) 31 (16.3%) 11 (11.2%)

. B3p (penetrating, penetrating perianal 12 (4.2%) 6 (3.2%) 6 (6.2%)

disease)
Therapy, n (%)

Mesalazine 65 (22.5%) 47 (24.7%) 18 (18.3%)

Azathioprine 96 (34%) 64 (33.7%) 32 (32.6%)

Metotrexate 9 (3.1%) 8 (4.2%) 1(1%)

Mesalazine and Azathioprine 16 (5.5%) 11 (5.7%) 5(5.1%)

Mesalazine and Steroids 4 (1.3%) 2 (1%) 2 (2%)

Azathioprine + Steroids 4 (1.3%) 2 (1%) 2 (2%)

Metotrexate + Steroids 1(0.3%) 1 (0.5%) -

Infliximab 22 (7.6%) 15 (7.9%) 7 (7.1%) 0.25

Adalimumab 26 (9%) 12 (6.3%) 14 (14.3%) ’

Infliximab + Azathioprine 15 (5.2%) 12 (6.3%) 3 (3.1%)

Adalimumab + Azathioprine 9 (3.5%) 5 (2.6%) 5(5.1%)

Infliximab + Steroids 1(0.3%) 1(0.5%) -

Adalimumab + Steroids 4 (1.3%) 2 (1%) 2 (2%)

Infliximab + Metotrexate 2(0.7%) - 2 (2%)

Infliximab + Azathioprine + Steroids 1(0.3%) 1(0.5%) -

No therapy 12 (4.1%) 7 (3.6%) 5(5.1%)
Groups of therapy, n (%)

No IS / no anti-TNF 78 (27.1%) 54 (28.4%) 24 (24.4%)

IS 129 (44.7%) 88 (46.3%) 41 (41.8%) 0.46

Anti-TNF 50 (17.3%) 28 (14.7%) 22 (22.4%) ’

IS + anti-TNF 31 (10.7%) 20 (10.5%) 11 (11.2%)
CRP (mg/dL) 0.58 + 1.11 0.59 + 1.09 0.57 + 117 0.82
Fecal Calprotectin (ug/g) 52.35 + 35.73 54.95 + 45.02 49.80 + 23.65 0.12
ASCAs, n (%) 115 (39.9%) 76 (40%) 39 (39.7%) 0.78
Haemoglobin (g/dL) 13.93 + 2.37 13.76 + 1.49 14.26 + 3.48 0.22
ESR (mm) 19.2 + 158 18.8 + 15.3 19.7 + 155 0.15
Albumin (g/dL) 4.13 + 4.62 411 + 4.61 413 + 451 0.53
Total WBCs (mm?) 6880.5 + 2648.2 6721.4 + 2579.4 7186.2 + 2765.2 0.13
Temperature (°C) 36.07 + 0.22 36.05 + 0.17 36.12 + 0.31 0.18
Pulse rate (bpm) 70.72 + 6.21 70.30 + 5.90 715 + 6.75 0.13
All values shown as mean * SD or percentage. P values correspond fo he comparison between bactDNA-negative vs bactDNA-positive patients. CDAI: Crohn's Disease

Activity Index; IS: immunosuppressors; CRP: C-reactive protein; ASCAs: anti-Saccharomyces cerevisiae antibodies; ESR: erythrocyte sedimentation rate; WBC: white

blood cells.



Se detectdo DNA bacteriano en 98 de los 288 pacientes incluidos (34,0%). Los
niveles de IL-26 en sangre de los pacientes incluidos se encuentra representado en
la Figura 1. Como puede observarse, los pacientes con DNA bacteriano en sangre
muestran niveles de IL-26 significativamente superiores a los presentes en pacientes

sin DNA bacteriano.
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A continuacion se evalud el genotipo de las distintos SNPs de IL-26. La Tabla 2
muestra la distribucion de las frecuencias alélicas en la poblacion de estudio y en

una cohorte de controles sanos.

Tabla 2.

Genotype n (%) patients/ controls

Homozygous wild type

Heterozygous

Homozygous variant

Variant allele frequency (%)

IL-26 rs1558744 (A>G) | 16 (16,5%)/ 88 (17,5%) 58 (59,8%) / 229 (45,5%) 23 (23,7%) / 186 (37%) 52,9/59,7
IL-26 rs2870946 (T>C) | 71 (76,34%) /431 (85,7%) | 21 (22,6%) /68 (13,5%) 1(1,08%) / 4 (0,8%) 12,31 7,6
IL-26 rs7134599 (G>A) | 23 (23,96%) /208 (41,4%) | 55 (57,3%)/ 76 (15,1%) : 18 (18,75%) /219 (43,5%) 46,65 /36,9




Serum IL-26 (pg/mL)

La Figura 2 muestra los niveles séricos de IL-26 en pacientes distribuidos por los
genotipos de los tres SNPs estudiados y la presencia de DNA bacteriano. La
presencia del antigeno bacterianos se asocia significativamente con unos niveles

superiores de IL-26 en todos los casos.

Figura 2.
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Los niveles séricos de IL-26 en los pacientes incluidos distribuidos por el numero de
genotipos variantes de IL-26 se encuentran representados en la Figura 3 y, como
puede observarse, la presencia conjunta de varios genotipos variantes se asocia con
una reduccion en los niveles de IL-26 en los pacientes con DNA bacteriano,
alcanzando los niveles presentes en pacientes sin la presencia del antigeno.
También se representa en la figura la correlacion entre la concentracion de antigeno
amplificado y la concentracion de IL-26 en sangre de pacientes con EC en remision.
Como puede observarse, dicha correlacién es muy débil e identifica la presencia de

factores de variabilidad en la relacion entre ambas variables.
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en la Figura 4, la correlacion positiva entre los niveles de IL-26 y la concentracion de
DNA bacteriano se mantiene positiva unicamente en los pacientes con el genotipo

IL-26 salvaje, mientras que la presencia de variantes en uno, dos o tres SNPs se

Serum IL-26 (pg/mL)

1804

160+

1407

120

1004

804

60—

40~

[e]e]

r=0.371 o°
p=0.01 o
o
© o
o
O O o o
2 o
o C o O() ]
o)
o 30 oo OoOoo o
P < (o) C)O
o) 080
00 Vp®" 0f
o0 @ o
[e] o7¢) O
o © 500
°o ©
o)
o 5 %
o)
o)
T T 1
20 30 40

Amplified bacterial DNA (ng/ulL)

asocia con una pérdida de la correlacion entre ambos factores.

50



Figura 4.

180
o
1204
o
r=0.77 °
=0.01 °° °
160 p=0. o o o ©
'-ET ° '-ET 100 B
o ° ) ° o) °° o ¢
2 2 ° °o0
o 140 o o) © o
" ° ¥oeg o
= o = o
£ o £
2 1204 © o 2
a o a 60—
g o
o
© 0, r=0.31
1007 o] o o p=0 12
I ° o 40— o
° o
80 T T 1 T T T T
20 30 40 50 20 30 40
Amplified bacterial DNA (ng/ulL) Amplified bacterial DNA (ng/ulL)
1204 1004 o
r=-0.03
=0.92
) p=u.
o ©
fe) o]
- o o 3 8o ©
E 100 o £
% o © o © ©
a o © © a
~ o ~ [o]
g | oo o g
h o ° h
— = 60+
o
§ 80 o ° §
5 0 5
)
v w o
o
fo) O
1) o 40 o o
o o
60 o o r=0.33
p=0.06 o
T T T 20 T T T
20 30 40 20 30 40

Amplified bacterial DNA (ng/ulL) Amplified bacterial DNA (ng/ulL)



Conclusiones y direcciones futuras

La traslocacion bacteriana, detectable mediante la presencia de DNA bacteriano en
sangre periférica, es un fenomeno frecuente en pacientes con EIIC, especialmente
en EC. Se ha asociado a una respuesta inflamatoria incrementada en los pacientes
que la presentan, evidenciada por un aumento de citocinas proinflamatorias en
sangre. Asi mismo, los pacientes con DNA bacteriano en sangre periférica presentan
una peor evolucion clinica con mayor necesidad de intensificacion de terapia
biolégica, mayor tasa de recaidas a corto plazo, hospitalizacién o necesidad de uso
de esteroides, todo ello modulado genéticamente por la presencia de ciertas

mutaciones en genes como NOD2 o ATGL16L1.

IL-26 modula la actividad proinflamatoria y bactericida en respuesta a la traslocacion,
mostrando capacidad para unirse al DNA bacteriano y activar mecanismos
moleculares para su degradacién. Los pacientes con mutaciones en IL-26 podrian
no aclaran el ADN bacteriano aumentando el tiempo de exposicion antigénica y la
respuesta inflamatoria. El presente trabajo confirma que los pacientes con EC y
presencia de DNA bacteriano en sangre muestran niveles de IL-26
significativamente superiores a los presentes en pacientes sin DNA bacteriano. Por
otra parte demostramos que la presencia conjunta de varios polimorfismos de 1L26
se asocia con una reduccion en los niveles de IL-26 en los pacientes con DNA
bacteriano, disminuyendo hasta los niveles presentes en pacientes sin la presencia
del antigeno. Por ello concluimos que los pacientes con polimorfismos de IL26 no
responden adecuadamente a la traslocaicon de DNA bacteriano impidiendo la
activacion de una respuesta inmunoldgica completa. Como consecuencia, existiria
un mayor tiempo de exposicion antigénica y, probablemente, una peor respuesta a

las terapias antiinflamatorias.

El estudio abre nuevas lineas de investigacion futura destinadas por una lado a
evaluar la relacion entre los niveles de IL26, sus polimorfismos y la respuesta a
diversos farmacos bioldgico, y por otro, a identificar posibles dianas terapéuticas
para la restauracion de la actividad de IL-26 para mejorar la respuesta inmunologica

en los pacientes con polimorfismos en este gen.
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