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1. INTRODUCCION

1.1. Definicion, criterios diagndsticos y clasificacion de la enfermedad de Crohn

La enfermedad de Crohn (EC) pertenece al grupo de las enfermedades
inflamatorias intestinales. Existen dos grandes entidades que representan mas del 80%
de estas enfermedades, que son la EC y la colitis ulcerosa (CU). Sin embargo existen
otras enfermedades inflamatorias mucho menos comunes que éstas, que son
fundamentalmente la colitis indeterminada y la colitis coldgena.

La EC es una inflamacion cronica que puede afectar cualquier tramo del tracto
gastrointestinal, de la boca hasta el ano, pero que fundamentalmente afecta a ileon
terminal y colon. La inflamacion asociada con la enfermedad es discontinua a lo largo
del eje longitudinal del intestino, pudiendo alternarse areas afectas o inflamadas con
otras zonas con la mucosa normal. Otra caracteristica de la EC es que suele afectar a
todas las capas del intestino (desde la mucosa hasta la serosa) (1-3).

En muchas ocasiones se ha postulado que la EC y la CU fuesen la misma
enfermedad con distintas presentaciones, sin embargo, existen importantes diferencias
tanto macroscopicas como microscopicas entre ambas entidades, como se pone de
manifiesto en la tabla 1.

Criterios diagnosticos:

No existen signos patognomonicos para el diagnodstico de la EC. El diagndstico
de EC se fundamenta en los criterios clasicos de Lennard-Jones que incluyen 4 grupos o
categorias: clinicos, radioldgicos, endoscopicos y anatomopatologicos (4).

Criterios clinicos:

La enfermedad suele manifestarse con alteraciones digestivas inespecificas que

aparecen con caracter recurrente, generalmente en pacientes jovenes.



TABLA 1: Diferencias entre enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa

ENFERMEDAD COLITIS
DE CROHN ULCEROSA
Distribucion Discontinua Continua

Todo el tracto

Localizacion . . Colonica
digestivo

Limitado a
Grosor Transmural

mucosa
Estenosis Frecuentes Raras
Granulomas Si No
Fisuras Probables No

El sintoma mas frecuente suele ser el dolor abdominal, cuyas caracteristicas
varian dependiendo del patrdon clinico y localizacion de la enfermedad.

También son frecuentes la diarrea, normalmente con mas presencia de moco que
de sangre, la fiebre (bien como expresion del propio proceso inflamatorio o de una
complicacion) y la pérdida de peso. En ocasiones también puede presentarse con alguna
de las complicaciones de la enfermedad como fistulas o abscesos, y, mas raramente, con
alguna de las manifestaciones extraintestinales asociadas a la EC: cutdneas (eritema
nodoso, pioderma gangrenoso), articulares (artritis, sacroileitis, espondilitis
anquilopoyética) y oculares (epiescleritis, uveitis).

Criterios radiologicos:

Los datos radiologicos de la EC reflejan las caracteristicas de la afectacion
intestinal, que usualmente es de forma asimétrica y discontinua, con cambios
inflamatorios transmurales que se caracterizan por la presencia de edema, ulceracion y

fibrosis. El estudio radiologico con bario del intestino delgado permite observar la




existencia de alteraciones mucosas y del calibre, asi como determinadas complicaciones
de la enfermedad.

Criterios endoscOpicos:

En el estudio de todo paciente con sospecha de EC se realizara en algun
momento una colonoscopia con ileoscopia y toma de biopsias, bien de entrada si la
sospecha clinica es de afectacion en colon, o bien para determinar la extension de la
enfermedad.

Los hallazgos endoscopicos en la EC suelen ser segmentarios (alternancia de
areas sanas con areas de la mucosa afecta) y se observan aftas, zonas de eritema,
mucosa en empedrado y la presencia de ulceras profundas “en sacabocados” y

serpiginosas (figura 1).
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FIGURA 1: Imagen endoscopica de enfermedad de Crohn

Criterios anatomopatologicos:

El hallazgo anatomopatoldgico mas caracteristico de la EC son los granulomas
no caseificados, pero solo se hallan en un 10-30% de las biopsias endoscdpicas y en un
50% de las piezas quirtrgicas. La presencia de inflamacion transmural, ulceraciones y

agregados linfoides sin centro germinal son también altamente sugestivos de EC. Otros



criterios que pueden respaldar el diagndstico son la presencia de inflamacion de caracter
discontinuo, inflamacion submucosa con arquitectura epitelial conservada y la presencia
de fisuras.

Clasificacion segun la gravedad de los brotes:

A la hora de valorar la gravedad no siempre existe una buena correlacion entre la
actividad clinica, los parametros de laboratorio y los hallazgos radiolégicos y
endoscopicos. Se acepta que el tratamiento deba adecuarse principalmente en funcion de
los sintomas.

Se han disefiado multiples indices con el objetivo de cuantificar la actividad
inflamatoria, especialmente, desde el punto de vista clinico. El mas utilizado es el
Crohn’s disease activity index (CDAI) (5), que incluye ocho variables independientes,
siete de ellas clinicas, y solo un parametro analitico (tabla 2).

El CDALI es el indice mas utilizado en los ensayos clinicos, sin embargo, es
dificil de aplicar en la practica clinica diaria, pues precisa 7 dias para la recogida de los
datos, y su calculo es engorroso. Ademas alguna de las consecuencias de la EC puede
ser infravalorada por el CDAI, por ejemplo, una fistula rectovaginal incapacitante puede
asociarse a un CDALI inferior a 150, con el paciente aparentemente en situacion de
inactividad.

Posteriormente se han intentado introducir en la practica clinica otros indices de
actividad clinica mas completos y sobre todo mas manejables en la clinica del dia a dia
como eran el indice de Harvey-Bradshaw (6), capaz de valorar con 5 preguntas sencillas
del dia a dia de la practica clinica (estado general, dolor abdominal, nimero de
deposiciones liquidas, presencia o no de masa abdominal y presencia o no de
complicaciones) la actividad clinica de cada paciente. Este indice, de sencillo manejo en

la practica diaria, no resulta suficiente para la investigacion. Un grupo holandés



desarrollé en 1980 el indice de Van Hess (7), que incluia variables mas objetivas que el
CDAI, como son parametros analiticos y resecciones previas. Sin embargo este indice
ha tenido escasa repercusion clinica y aplicabilidad posterior.

Un indice que ha tenido una mayor repercusion clinica es el indice de Actividad
de la Enfermedad Perianal (PDAI), desarrollado por un grupo canadiense (8),
fundamentalmente debido a la escasa aplicabilidad del CDAI en los pacientes con
enfermedad perianal. Este indice incluye las deposiciones, el dolor, el grado de

induracidn, la restriccion de la actividad sexual y el tipo de enfermedad perianal.

TABLA 2: Indice de actividad clinica de la enfermedad de Crohn (CDATI)

Nimero de deposiciones x2 en los ultimos 7 dias

Dolor abdominal x5 en los ultimos 7 dias
(n0=0,leve=1,moderado=2,grave=3)

Estado general x7 en los ultimos 7 dias
(bueno=0,aceptable=1,regular=2,malo=3,muy malo=4)

Sintomas asociados: x20
Artritis, fiebre, fistulas, eritema nodoso

Toma de antidiarreicos x30
(no=0,si=1)
Masa abdominal x10

(n0=0,dudosa=1,si=2)

Hematocrito x6
(Restar el valor del Hematocrito: en hombres 47-; en mujeres 43-)

Porcentaje por debajo
del peso estandar x1

(CDALI: <150=inactivo, 150-250=brote leve, 250-350=brote moderado, >350=brote grave)

Clasificacion segun las caracteristicas de la enfermedad:
La dificultad para valorar la actividad clinica de esta enfermedad solo es un dato

objetivo mas a la hora de demostrar la heterogenicidad de la EC. Esta complejidad



radica en la variedad de localizaciones anatomicas de esta enfermedad, pero
fundamentalmente de los distintos patrones evolutivos clinicos; que se hace mas patente
al observarse que hasta hace pocos afos no existia ninguna clasificacion validada de los
distintos fenotipos de la enfermedad. En 1998, en el Congreso Mundial de
Gastroenterologia celebrado en Viena, se establecio la Clasificacion de Viena (9) (tabla
3), que estratificaba a los pacientes segun la edad del diagndstico (A: age en inglés),
localizacién de la enfermedad (L: location en inglés) y el patron evolutivo o de
comportamiento (B: behavior en inglés).

Todos los pacientes incluidos en esta serie han sido estratificados de acuerdo con
esta clasificacion; aunque en el capitulo de resultados se explicara detalladamente los
criterios para asignar cada paciente a cada grupo, en especial en lo que se refiere a el
patrén de comportamiento y su agresividad, a continuacion se exponen las definiciones
generales de cada uno de los grupos de la clasificacion.

= Al: Pacientes diagnosticados antes de los 40 afios.

= A2: Pacientes diagnosticados a partir de los 40 afios.

= L1: Ileal. Se considera como tal la enfermedad limitada al ileon terminal,
entendido como tal el tercio distal del intestino delgado.

= L2: Colénica. Afectacion de cualquier localizacion entre el recto y el
ciego sin participacion de intestino delgado ni otros tramos.

» L3: Ileo-colénica. Enfermedad que afecta al ileon terminal y a cualquier
parte del intestino grueso.

» L4: Gastrointestinal alta. Cualquier afectacion proximal a ileon
independientemente de que exista afectacion de ileon terminal o colon.

= B1: No obstructivo no fistulizante (Inflamatorio). Presencia de ulceras,

sin observarse estenosis ni fistulas.



= B2: Obstructivo (Fibroestenosante). Se caracteriza por la disminucion del
calibre de la luz intestinal sin evidencia de fistulas y en ausencia de
actividad.

= B3: Fistulizante (Penetrante). Se caracteriza por la presencia de fistulas
perianales o intraabdominales, asi como masas o abscesos en el curso de
la enfermedad.

En los ultimos meses, se ha realizado una modificacion de la Clasificacion de
Viena, la llamada Clasificacion de Montreal, renombrada asi por haber sido discutida
durante el Congreso Mundial de Gastroenterologia celebrado en octubre de 2005 en esta
ciudad canadiense. La principal novedad ha sido la de dotar de una mayor importancia a
la enfermedad perianal. A dia de hoy no se sabe si sustituira a la Clasificacion de Viena,
en mi opinidn es dificil que esto ocurra, ya que basada en esta se han desarrollado un
numero amplisimo de estudios en los ultimos 5 afios, con el fin de que factores
epidemioldgicos y etiopatologicos, como es el presente trabajo, nos ayuden a conocer

mejor el porqué del comportamiento heterogéneo de la enfermedad de Crohn.

TABLA 3: Clasificacion de Viena de la enfermedad de Crohn

Extension Anatémica Patron Evolutivo Edad Diagnéstico
L1- ileon terminal B1- Inflamatorio A1- <40 afios
L2- Colon B2- Estenosante A2->40 afios
L3- Ileocolonica B3- Penetrante

L4- Tracto alto digestivo




1.2. Historia

El nombre de la enfermedad de Crohn se debe a Burrill B. Crohn (Figura 2),
médico del Hospital Mount Sinai de Nueva York, debido a que era el primer autor de un
articulo titulado “ileitis regional” publicado en el Journal of the American Medical
Association en octubre de 1932 (Figura 3). Sin embargo previamente se habian descrito

casos muy similares, como explicaré a continuacion.

Burill B. Crohn, 1955

FIGURA 2: Fotografias de Burrill B. Crohn

Algunos historiadores refieren que Hipocrates de Cos (ano 400 AC), en su
enciclopedia médica que consta de mas de 70 libros ofrece detalles clinicos que podian
estar en relacion con la colitis ulcerosa, que posteriormente fueron también descritos por
Soranus de Efeso (afio 130) en los que se hablaba de cuadros cronicos de diarrea con

sangre en gente joven.



Los historiadores britanicos refieren que el rey Alfred (871-899) muri6 a los 20
anos por un cuadro de larga evolucion de dolor abdominal, pérdida de apetito y
deterioro, que a posteriori algunos autores han sugerido que fuese un caso de EC.

En 1612 el patdlogo aleman W.H. Fabry realizé una autopsia en un adolescente
que habia fallecido tras una enfermedad con fiebre y dolor abdominal, y encontré un
ileon terminal engrosado y obstruido. Para algunos autores es la primera descripcion de
un caso de EC (10).

En el ano 1769 G.B. Morgagni describio6 los datos de necropsias de un varén de
20 afios, quien toda su vida tuvo diarrea frecuente. El cuadro previo al fallecimiento
consistio en dolores intensisimos de los intestinos y expulsion de excremento
sanguinolento, asimismo surgi6 fiebre, que desaparecid en un mes. La diarrea persistio
y de nuevo aparecio fiebre, falleciendo el paciente a las dos semanas de aparecer este
ultimo cuadro. En la autopsia se habla de “... el vientre contenia un gran volumen de un
icor sanguinolento que manaba de los intestinos en muchos sitios, en que estaba
perforado en tramos notables. Tal trayecto abarcaba la extremidad del ileon y la zona
mas cercana del colon en un tramo equivalente a dos anchos de mano. En esta zona los
intestinos mostraban erosiones y ulceras, y su superficie interior estaba afectada de
gangrena y se advertia que facilmente podria perforarse...”.

A partir de estas descripciones iniciales de “enfermedad inflamatoria intestinal
granulomatosa”, otros autores han ido refiriéndose a ella a través de sus experiencias
médicas y quirurgicas publicadas. En 1806 Coombe y Sanders reportaron en el Colegio
Médico de Londres un caso singular de de estenosis y engrosamiento del ileon y
afirmaron en una posterior publicacion en 1813 que “la porcion baja del ileon, hasta
llegar al colon, tenia un tramo de contraccion de unos tres pies (90 cms), hasta alcanzar

el calibre del cafion de una pluma de pavo”. En 1828 Abercombie describio el caso de



una joven de 13 afos, que durante un afio habia tenido dolor abdominal y vomitos. En
todas las capas del ileon se observo engrosamiento con ulceras y afectacion del ciego y
un segmento corto del colon ascendente. En 1859 S. Wilks describe un caso de una
mujer embarazada con ulceraciones en intestino delgado y grueso. Este mismo autor
publica en Lectures on Pathological Anathomy sus descripciones de varios casos en los
que encuentra “varias ulceraciones sobre una base inflamatoria en el intestino
delgado,...conteniendo el tramo inicial del intestino grueso el mismo tipo de lesiones,
siendo uno de los sitios preferidos de localizacion de las ulceraciones la valvula
ileocecal”. Fenwich en 1889 describi6 un caso de una mujer joven con una fistula
intestinal que estaba comunicada con una estenosis. Sin ninguna duda en todos estos
casos se nos ha descrito lo que mas tarde se conoceria como enfermedad de Crohn (11).

Fielding (Ir J Med Sci 1984) revis6 los archivos de la Sociedad de Londres de
Patologia de la segunda mitad del siglo XIX y resumi6é que “en los hospitales de
ensefianza de Londres entre 1852 y 1899 se atendieron entre 31 y 56 pacientes con
enfermedad de Crohn”. Estos tenian ataque del intestino delgado, el colon, o ambos
organos.

En 1913 aparece una publicacion en el British Medical Journal, firmada por
Dalziel (cirujano de Glasgow) en la que refiere una serie de 9 casos que probablemente
hubiesen padecido EC, pues padecieron de ataque del ileon, yeyuno, colon, o una
combinacion de los tres. En seis de ellos se practicaron métodos quirtrgicos
satisfactorios, observando que el pronostico era fatal en los casos no operados. Al
describir las anormalidades de estos enfermos destaco la presencia de células gigantes,
que posteriormente seria un signo importante en la descripcion anatomopatologica de la

EC. Dalziel afirm6 que: “las asas afectadas tienen la consistencia y la lisura de una
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anguila en estado de rigidez cadavérica, y las glandulas, a pesar de estar agrandadas,
evidentemente no son caseosas”.

En el propio Hospital Mount Sinai se refirieron casos antes de la publicacion del
articulo de 1932. En este articulo titulado “ileitis regional” los autores B. Crohn, L.
Ginzburg y G. Oppenheimer afirman que “pretenden descubrir en detalle clinico e
histopatologico” una enfermedad de la porcion Terminal del ileon que afectaba mas
bien a adultos jovenes y que se caracterizaba por inflamacion necrosante y cicatrizante
subaguda o crénica. Las ulceras de la mucosa se acompafiaban de una reaccion
desproporcionada del resto de la pared del intestino afectado, fendmeno que a menudo
originaba estenosis de la luz de dicho 6rgano, acompanado con la formacion de
multiples fistulas”. Describieron una serie de 14 enfermos, casi todos jovenes adultos; el
menor tenia 17 anos y solo dos superaban los 40 afios. Todos habian sido operados por
Berg, cirujano en jefe de vias gastrointestinales del mismo hospital.

La adopcion del término de Crohn es una historia curiosa. En Europa se aceptd
el término casi inmediatamente después de la publicacion del articulo, sin embargo, en
Estados Unidos ha prevalecido también el término de enteritis regional, al entender los
médicos americanos que Crohn no descubri6 la enfermedad, sino que fue el primer
autor de un trabajo realizado en el Hospital Mount Sinai. Actualmente, para evitar
problemas de nomenclatura, existe unanimidad para el uso de este eponimo para definir
la patologia. Cuestion aparte seria si el cirujano Berg no hubiese rehusado participar en
el articulo, ya que su nombre hubiese sido el primero por orden alfabético.

Burrill B. Crohn nacié en el afo 1884 en New York, en una familia con grandes
raices judias, sus abuelos paternos eran de origen polaco y aleman, siempre ejercid su
profesion en el Hospital Mount Sinai, en sus primeros afios como gastroenterélogo se

dedico al estudio del pancreas, hasta que se dedico al estudio de las enfermedades
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intestinales, ejercid su profesion hasta los 91 afios, habiendo publicado mas de 150
articulos de alto nivel, falleci6 en el afio 1983 (12).

Desde 1932 se publicaron mas articulos que describian casos de sujetos con la
enfermedad, aumentando de manera considerable la incidencia de la enfermedad como
se expondra en el capitulo de epidemiologia.

En los siguientes afios se produjeron avances relevantes en la enfermedad, asi
Kantor describié el clasico signo radioldégico de la cuerda, Hadfield publicé los
hallazgos anatomopatologicos definitivos, y progresivamente se fueron descubriendo y
publicando las afectaciones duodenales, géstricas y esofagicas de la enfermedad.

La mayor publicidad y difusiéon de la misma se produjo en 1956, cuando el
presidente Eisenhower de Estados Unidos fue operado por obstruccion intestinal aguda
como consecuencia de EC, que habia sido diagnosticada unas pocas fechas antes.

Desde aquella primera publicacion , ha persistido un gran interés de los médicos
por la enfermedad, al introducir la clave enfermedad de Crohn en el MEDLINE se
encuentran 18815 articulos a dia de hoy, cuando en este mismo buscador médico se
limita al afio 2004, se observan 886 articulos publicados durante dicho afio. Esta
enfermedad continuia en auge, siendo cada vez mas el nimero de jovenes investigadores
que nos dedicamos a la misma; como ejemplo, en la reciente Digestive Digestive Week
(DDW) celebrada entre el 14 y el 19 de mayo de 2005 en Chicago se presentaron
alrededor de 300 trabajos originales exclusivamente sobre esta enfermedad.

En Espafia han destacado los trabajos de Marina Fiol, que a principio de los afios
50 define muy claramente para la época las caracteristicas clinicas, histologicas y
radioldgicas de la enfermedad, diferenciando entre unas formas “malignas” con
estenosis y fistulas y otras “benignas” sin dichas complicaciones. En 1955 Julio

Monereo comunica en el Congreso Espafiol de Patologia Digestiva celebrado en
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Santiago de Compostela los resultados operatorios de 59 casos de enfermedad de Crohn
que intenta relacionar histologia y anatomia patologica con el prondstico de
supervivencia, asi como establecer unas recomendaciones quirurgicas.

Los estudios sobre esta enfermedad se han ido multiplicando en los ultimos afos
en nuestro pais, recientemente se ha creado el grupo Espafiol de Trabajo de Enfermedad
de Crohn y Colitis Ulcerosa (GETECCU) que engloba a los gastroenterologos y
cirujanos interesados en estas enfermeades y que promueve estudios a nivel nacional.

En Galicia, a nivel histérico cabe destacar los estudios epidemiologicos
realizados por los doctores V. Ruiz Ochoa y J. Potel, pioneros en nuestra comunidad,
que, como se expondrd a continuacion, proporcionan unos datos de vital importancia

para el conocimiento del desarrollo de la EC en nuestra comunidad.
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‘We propose to describe, in its pathologic and clinical
details, a disease of the terminal ileum, affecting mainly
young adults, characterized by a subacute or chronic
necrotizing and cicatrizing inflammation. The ulcera-
tion of the mucosa is accompanied by a disproportionate
connective tissue reaction of the remaining walls of the
involved intestine, a process which frequently leads to
stenosis of the lumen of the intestine, associated with
the formation of multiple fistulas.

The disease is clinically featured by symptoms that
resemble those of ulcerative colitis, namely, fever, dias-
rthea and emadiation, leading eventually fo an an obstruc-
tion of the small mtestine; the constant occurrence of
a mass in the right iliac fossa usually requires surgical
intervention (resection). The terminal ileum is alone
involved. The process begins abruptly at and involves
the ileocecal valve in its maximal intensity, tapering off
gradually as it ascends the jleum orally for from 8 to
12 inches (20 to 30 ecm.). The familiar fistulas lead
usually to segments of the colon, forming small tracts
communicating with the lumen of the large intestine;

i jorly, is the site

the wall,
of one or more of these ﬁstulous tracts.

The etiology of the process is unknown; it belongs
in none of the of
ot accepted inflammatory groups. The course is rela-
tively benlgn all the patients who survive operation
being alive and well.

Such, in essence, is the definition of a disease, the
description of which is based on the study, to date, of
fourteen cases. These cases have heen carcfully
observed and studied in their clinical course; the patho-
logic details have resulted from 2 close inspection of
resected specimens from thirteen of fourteen patients
operated on by Dr. A. A. Berg.

RELATIONSHIP OF REGIONAL I1LEITIS TO OTHER
BENIGN INTESTINAL PROCESSES

There exists in the medical literature a heterogenous
group of benign intestinal lesions which have now and
then been described under the caption of “benign gran-
ulomas.” The latter loose term covers a multiplicity of
conditions in which both large and small intestines may
be involved ; it includes all chronic inflammatory lesions
of the intestine whose etiology is either unknown or
attributable to an unusual physical agent. It represents
odge-podge ot melting-pot in which are thrown all

thosa benign inflammatory intestinal tumors which are
neither neoplastic nor due to a specific bacterial agent.
Within this group one finds descriptions of foreign body
tumors, chronic perforating lesions with gross inflam-
matory reactions, traumas of the mesentery with intes-
tinal reactions, Hodgkin’s granulama, a late producuve
reaction to released strangulated hernias of the intes-
tinal wall and numerous other and similar conditions.
The so-called benign granulomas all present a tumor-like
inflammatory mass which usually simulates carcinoma

Erom the Mount Si

chty.’ Th d ‘Annual Se n of
piE R

Gt Enterslogy and. Proctolony at the
the American Medieal Association, New

FIGURA 3: Pagina principal de la revista JAMA en la que B. Crohn describi¢ la ileitis

regional
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1.3. Epidemiologia

La epidemiologia de las enfermedades intestinales cronicas ha sido uno de los
grandes campos de estudio de estas entidades durante muchos afios, al igual que ocurre
con otras areas de conocimiento relacionadas con estas enfermedades, durante mucho
tiempo ha sido muy dificil establecer diferencias (y aun continta siéndolo en la
actualidad) entre la CU y la EC, porque practicamente todos los datos aportados se
referian a ambas entidades en comun, sin embargo, dado que mi trabajo se ha realizado
exclusivamente con pacientes con EC, intentaré centrarme en los datos exclusivos de
esta entidad.

Al realizarse un estudio epidemioldgico siempre se han buscado varios aspectos
interrelacionados, el principal es “medir” la magnitud del problema en un darea
geografica determinada, pero suelen tener otros dos objetivos mads dificiles de
extrapolar, como son ver la influencia de las caracteristicas especificas ambientales en
la frecuencia de la enfermedad, y, aportar posibles pistas sobre la etiologia de la
enfermedad.

El presente trabajo consiste en conocer las principales caracteristicas genéticas
de una poblacidon, en un contexto geografico muy determinado, con sus propias
caracteristicas epidemiologicas, por ello es de vital importancia entender la gran
heterogeneidad geografica y étnica de estas entidades, para poder entender la aplicacion
clinica de las caracteristicas genéticas del trabajo, y asi solamente extrapolar a otras
poblaciones alguno de los resultados obtenidos.

Epidemiologia descriptiva:

Incidencia: (es el nimero de casos nuevos de la enfermedad en un periodo

determinado de tiempo, generalmente un afio). Se ha descrito un importante aumento de

la incidencia de la EC en los paises mas desarrollados, de este modo se observo una alta
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incidencia de la misma en el norte de Europa en comparaciéon con los paises mas
meridionales. Esta diferencia se ha denominado durante afios gradiente Norte-Sur; sin
embargo, en los aflos mas recientes, con la llegada, y por tanto el igual acceso, a las
técnicas diagnosticas mas avanzadas, se ha visto que estas diferencias son cada vez
menores, con una tendencia futura a igualarse entre todos los paises desarrollados. Otra
caracteristica es que en los ultimos afos parece que la incidencia de la enfermedad de
Crohn tiende a igualarse con la de colitis ulcerosa.

En la tabla 4 se exponen los dato de incidencia de EC de varias regiones del
mundo, con sus respectivas referencias; ademas de las diferencias debido a los factores
ambientales, debe tenerse en cuenta la que no todos los estudios tienen la misma
definicion de enfermedad.

En cuanto a nuestra poblacion de estudio, Galicia, los unicos datos de incidencia
que existen son del area de Vigo (26,27), donde la incidencia de EC pasé en 10 afios de
0,8 a 5 por 100.000 habitantes.

Prevalencia: Es la proporcion de individuos de una poblacion que presentan el
evento en un momento, o periodo de tiempo, determinado. En los procesos cronicos,
como es el caso de la EC, la prevalencia suele exceder considerablemente las cifras de
incidencia. Al igual que en la incidencia se ha observado una gran variabilidad
geografica como se observa en la tabla 5.

Mortalidad y morbilidad: Clasicamente se ha asumido que la EC es una

enfermedad de baja mortalidad pero de alta morbilidad. Existe una gran discrepancia
entre estudios, asi mientras que algunos como el de Palli et al (29) refieren que en estos
pacientes esta aumentada la mortalidad, en otros no se observan diferencias con
respecto a la poblacion general, como ocurre en un estudio danés (30) con un gran

disefo. La morbilidad es muy dificil de estudiar porque no existen medidas estandar. La
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EC presenta una gran implicacion socioecondémica al ser una enfermedad crdonica en
pacientes jovenes, con un gran nimero de hospitalizaciones; en un estudio canadiense
(31) se observo el doble de desempleo en estos pacientes que en la poblacion general.

TABLA 4: Incidencia de Enfermedad de Crohn (EC) en distintas areas geograficas

AUTOR ( REFERENCIA) LOCALIZACION INCIDENCIA DE

EC (%)
Stowe et al (13) USA 3.9
Bernstein et al (14) Canada 14.6
Bjornsson et al (15) Islandia 5.5
Moum et al (16) Noruega 5.8
Rubin et al (17) Reino Unido 8.3
Russel et al (18) Holanda 6.9
Gower — Rousseau et al (19) Francia 4.9
Maté — Jimenez et al (20) Espafia 1.6
Vucelic et al (21) Croacia 0.7
Tragnone et al (22) Italia 2.3
Odes et al (23) Israel 4.2
Morita et al (24) Japon 0.5
Linares de la Cal et al (25) Panama 0

(*) Casos por 100.000 personas — afio.
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TABLA 5: Prevalencia de Enfermedad de Crohn en distintas areas geograficas

AUTOR ( REFERENCIA) LOCALIZACION PREVALENCIA DE

EC

Pinchbeck et al (28) USA 44 .4

Bernstein et al (14) Canada 198.5

Rubin et al (17) Reino Unido 144

Maté¢ — Jimenez et al (20) Espaina 19.8

Vucelic et al (21) Croacia 8.3

Odes et al (23) Israel 50.6

Morita et al (24) Japon 5.8

Raza: Clasicamente se han descrito dos etnias con comportamiento antagdénico:
la raza negra con una incidencia minima y la raza judia con elevada influencia, sin
embargo los ultimos estudios realizados en California (USA) (32) y Derby (Reino
Unido) (33) no han mostrado diferencias de incidencia entre blancos y negros (tanto
afroamericanos como afrocaribefios). Sin embargo no se ha visto un crecimiento tan
exponencial de la incidencia de la enfermedad en otras minorias como pueden ser los
hispanos y los asidticos (32). Hoy en dia los estudios publicados siguen mostrando una
mayor prevalencia de la enfermedad entre los judios, asi en un estudio llevado a cabo en
el sur de Gales se observo que el riesgo de desarrollar EC era entre 5 y 8 veces mayor
entre judios que entre no judios (34). Incluso entre judios existen diferencias
geograficas segin su origen y el pais donde residan. Este tema de la variacion

geografica y racial serd tratado de nuevo con mayor profundidad cuando hablemos de la
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epidemiologia genética, y también serd objeto de comentarios en la discusién de los
resultados obtenidos en este trabajo.

Sexo: A pesar de que generalmente no se relacionan estas enfermedades con
ningun sexo en particular, en la gran mayoria de los estudios la proporcion de mujeres
es superior a los hombres con EC, asi se describid que en la mayoria de los estudios la
proporcion de mujeres varia entre el 50 y el 65% (35).

Edad: La enfermedad de Crohn (EC) es mas comun entre la gente joven, suele
diagnosticarse al final de la adolescencia o al principio de la edad adulta; al contrario de
lo que ocurre con la colitis ulcerosa, en la EC no se observa un segundo pico de edad
mas tardio en el diagnodstico de la misma.

Rural/Urbano: Los estudios sobre las diferencias rural y urbana de esta
enfermedad nos pueden proporcionar pistas sobre su etiologia (polucién, alimentos...).
La gran mayoria de los estudios, aunque no todos, han descrito que la EC es mas comin
en las areas urbanas, es cierto que estos estudios admitieron sesgos-criticas razonables
tales como el mayor acceso de la poblacion urbana a los hospitales y, en general a todos
los ambitos de la salud. Sin embargo, en Suecia, donde se realiza un registro nacional, y
todas las personas tienen un igual y libre acceso a la sanidad se ha descrito que la EC es
mas comun en las areas urbanas (36).

Estos tres ultimos puntos han sido incluidos en el estudio genético realizado,
tanto en pacientes como en controles, con el fin de poder establecer algin tipo de
relacion de los mismos con los factores genéticos estudiados. Se ha prestado especial
interés en el origen rural o urbano de los pacientes y me he remontado también al origen
rural-urbano de los padres para establecer un mayor control de estos datos al compararlo

con los datos genéticos analizados.
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Factores de riesgo:

En un trabajo como este, que estudia la influencia de una serie de mutaciones
genéticas en el riesgo de desarrollar EC, no se puede dejar de clarificar que se espera
que los resultados solo justifiquen la EC en un porcentaje de los casos, ademas el
proposito final del mismo es valorar la influencia de las mutaciones en las distintas
formas clinicas de la enfermedad. Con todo ello se asume que puedan existir otros
factores de riesgo para el desarrollo de la EC, pero son tantos los estudios que se han
llevado o se estan llevando a cabo en el &mbito de descubrir probables factores de riesgo
para esta entidad, que solo nombrarlos seria innumerable, asi que en las siguientes
lineas haré un resumen de los mas importantes, con su correspondiente justificacion con
estudios de la literatura.

Dieta: El gran caballo de batalla con el que nunca se han extraido conclusiones
relevantes; como consecuencia de las previamente descritas diferencias geograficas se
intent6 relacionar algunos tipos de comida con el desarrollo de EC; los estudios mas
extensos han relacionado la EC con un mayor consumo de hidratos de carbono
refinados (37), mientras que con la comida rapida ni con los lacteos se han encontrado
asociaciones.

Anticonceptivos orales: Existen multiples estudios con diferentes resultados, sin

embargo en el unico meta-analisis publicado (38) concluyen que el uso de
anticonceptivos se asocia con un discreto riesgo de desarrollar EC.

Tabaco: Multiples estudios han demostrado que fumar aumenta el riesgo de
desarrollar EC. En los meta-analisis publicados se ha observado que los fumadores
tienen el doble de riesgo de desarrollar la enfermedad (39). La asociacion parece ser
mayor en mujeres; no parece haber causa dosis respuesta. Los ex-fumadores también

parecen tener un riesgo aumentado con respecto a la poblacion normal, aunque menor
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que los fumadores actuales. Claramente se ha implicado el tabaco con un peor curso
evolutivo de la EC (peor respuesta a terapias biologicas, mayor necesidad de cirugia,
etc...). En el presente estudio se han incluido los hébitos tabaquicos (fumador actual,
ex-fumador) tanto en los pacientes como en controles, con el fin de poder relacionar el,
hasta ahora, tinico factor de riesgo demostrado, con las mutaciones genéticas estudiadas.

Otros factores de riesgo estudiadas son la apendicectomia, el sarampidn, las
vacunaciones, los antiinflamatorios no esteroideos, las alergias, etc...; aunque muchas
de las evidencias son solo debidas a articulos aislados, que, en la mayoria de los casos

deberan ser confirmadas en el futuro.
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1.4. Fisiopatologia integrada

La enfermedad de Crohn (EC) es el resultado de la interaccion de una serie de
acontecimientos que incluyen la predisposicion genética a padecer la enfermedad, la
exposicion a factores ambientales, y la flora intestinal, pudiéndose incluir factores
infecciosos (40). Estos predisponentes entrarian en accion debido a la accion de un
desencadenante, cuya naturaleza se desconoce, que conduciria a la activaciéon de
sistemas de defensa inmune y no inmune en el intestino (figura 4). Una vez activados,
ambos sistemas intercambiarian sefiales, por accion de mediadores solubles y moléculas
de adhesion celular, de tal forma que el resultado de estas interacciones celulares y
moleculares seria la produccion de una gran cantidad de moléculas activas (citokinas,
neuropéptidos, factores de crecimiento, enzimas...) cuya accién combinada produciria

inflamacion intestinal y dafo tisular (41).

Genéticos

Infecciosos/
Ambientales

Inmunolégicos

FIGURA 4: Patogénesis de la enfermedad de Crohn. Interaccion de los factores

genéticos, ambientales/infecciosos
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En la epidemiologia se han abordado algunos de los factores ambientales que
pueden ayudar a explicar mejor la gran heterogeneocidad de esta enfermedad. En cuanto
a los factores genéticos seran abordados en profundidad en el siguiente capitulo.
Factores microbianos:

Uno de los grandes campos de estudio desde siempre en la EC son los factores
infecciosos y microbianos, desde hace muchos afios se ha intentado relacionar la
enfermedad de Johne, que es una inflamacion crénica del intestino con presencia de
granulomas cuyo agente causal es el Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis
(MAP) y que se presenta en el ganado vacuno. Esta entidad guarda una gran similitud
con la EC de los humanos. En los ultimos afos se han presentado evidencias de
asociacion entre MAP y EC (42,43), aunque no han sido corroborados en todas las
poblaciones, incluida la nuestra (44,45).

Actualmente, el papel de los agentes microbianos en la patogenia de la EC debe
buscarse mas en la flora normal. En condiciones normales, existe una interaccion
fisioldgica reciproca entre la la flora entérica normal y el sistema inmune de la mucosa.
Durante una de las infecciones intestinales que podemos considerar como habituales
(salmonelosis o shigelosis) se produce una interaccion patologica entre una flora
intestinal anormal y un sistema inmune de la mucosa que responde adecuadamente
mediante un proceso inflamatorio autolimitado. En la enfermedad inflamatoria intestinal
(EIl), sin embargo, nos encontramos con una situaciéon en que una flora intestinal
normal produce una respuesta inmune mucosa anormal en el huésped, lo cual conduce a
un proceso patoldogico que se expresa como una inflamacion cronica del tracto
gastrointestinal (46).

Por otra parte existe una evidencia acumulada de la flora intestinal es un

requisito fundamental para desarrollar EIl. Asi, para que se desarrolle una “colitis
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espontanea” en ratas y ratones con una deficiencia genética de determinadas citocinas
(Interleukina (IL)-2, IL-10) o en los modelos de transfeccion de células inmunes, se
requiere de la flora luminal; la colitis no se desarrolla en ninguna de las cepas de
animales mutantes cuando se mantienen en ambientes libres de gérmenes, pero si
cuando son colonizados por bacterias comensales (47).

Existen otros factores que ayudan a corroborar la influencia microbiana en el
desarrollo de la EC, como es el hecho comprobado de que algunos antibidticos de
amplio espectro como el metronidazol y el ciprofloxacino han demostrado su eficacia en
el tratamiento de algunos subgrupos especificos de pacientes con EC (48-50). En los
ultimos afios se han estado empleando tratamientos con prebidticos y probidticos
(suplemento dietético con microorganismos vivos que tienen un efecto beneficiosos
sobre el huésped al mejorar su equilibrio bacteriano) en un amplio nimero de
situaciones en las enfermedades inflamatorias, aunque su desarrollo final y, por
consiguiente, su aplicabilidad en la practica clinica diaria atn no esta totalmente
aceptada por todos los clinicos, salvo en algunas condiciones especiales como puede ser
la reservoritis o “pouchitis” (51).

Factores inmunologicos:

En el intestino existen un gran numero de tipos de células inmunes que
constituyen el sistema inmunoldgico; entre ellas se incluyen los linfocitos T, los
linfocitos B, eosindfilos, baséfilos, mastocitos, monocitos y neutrofilos. Hasta hace
pocos afios en que la genética molecular ha hecho su gran aparicion, el sistema inmune
habia sido el gran campo de estudio en la patogenia de la EC.

En algunas ocasiones estos estudios han ayudado al desarrollo de potenciales

herramientas diagndsticas, asi la deteccion de pANCA (anticuerpos anticitoplasma de
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los neutrofilos) en combinacion con los ASCA (anticuerpos anti-saccharomyces
cerevisiae) puede ser de utilidad en el diagnostico diferencial entre la EC y la CU (52).
Recientemente se han conseguido caracterizar una serie de alteraciones en el
control de la respuesta inmune que ocasionan una amplificacion de la misma ante
determinados estimulos, resultando un dafio tisular y alteraciones de la funcion
intestinal. Los pacientes con EC, y en menor grado los afectos de CU, tienen en la
mucosa intestinal una mayor concentracion de interleuquina-1 (IL-1). Los pacientes con

EC presentan también una activacion de los linfocitos T, lo cual resulta en una mayor

produccion de IL-2 y interferon gamma (IFN-y ), mientras que los pacientes con CU
muestran unos niveles normales de estas citoquinas, con activacion de las derivadas de

los linfocitos Tyyp (IL-4, IL-10) (53). Diversos factores, entre los que se encuentran la

IL-1 y el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-o) producen una amplificacion de la
respuesta inflamatoria, estimulando la produccion de citoquinas y metabolitos del acido
araquidonico y la liberacion de proteasas por parte de los macrofagos, neutrédfilos,
c¢lulas musculares lisas y células endoteliales. Tanto la IL-1 como el TNF-a y el IFN-y
incrementan la expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales y en las
células inmunes circulantes, resultando en la adhesion de neutrdéfilos, monocitos,
linfocitos y eosinofilos a las células endoteliales de las vénulas del intestino, con
posterior migracion hacia el intersticio (54). Los productos solubles liberados por los
fagocitos activados, los linfocitos y los fragmentos terminales del complemento son los
mediadores de la necrosis celular y de la destruccion de la matriz proteica del tejido que
resulta en la aparicion de ulceraciones. Por otra parte, las citoquinas y algunos factores
de crecimiento producidos en el intestino inflamado estimulan la proliferacion de
c¢lulas mesenquimales y la sintesis de colageno, conduciendo a la fibrosis y formacion

de estenosis.
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Entre todos estos factores, TNF-o se ha incluido claramente como uno de los
mediadores claves en la patogénesis de la EIl, basandose en la gran eficacia de la terapia
con anticuerpos anti-TNF-o en el tratamiento de la EC refractaria y fistulizante (55).
Muchas de las propiedades bioldgicas de TNF-o sobre el intestino son relevantes en la
inflamacion de la mucosa; los primeros datos se obtuvieron en modelos experimentales
animales, donde se observd que en la colitis de las ratas tras ser tratadas con anticuerpos
anti-TNF-a se producia una mejoria tanto sintomatica como histologica (56). A pesar de
los efectos beneficiosos de la terapia con anticuerpos anti-TNF-o en los modelos
animales de inflamacion intestinal, los estudios clinicos que miden los niveles de TNF
en la sangre o en tejido lesionado han generado resultados un poco mas controvertidos,
pues en algunos de ellos no se han descrito niveles incrementados de TNF (57).

El principal objetivo de intentar comprender o al menos acercarse a la
comprension de la patogenia de esta compleja enfermedad es que esto pueda incidir en
el tratamiento de la misma. Durante afios los principales tratamientos de esta
enfermedad habian sido los aminosalicilatos y los corticoesteroides, previamente se han
nombrado la eficacia de los antibidticos y el prometedor futuro de los probidticos; sin
embargo el gran avance en el tratamiento de la EC en los ultimos afios, los farmacos
inmunosupresores y, fundamentalmente las terapias biologicas (anticuerpos anti-TNFo)

se han desarrollado en relacion directa con los avances en la etiopatogenia.
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1.5. Genética en la enfermedad de Crohn
1.5.1. Introduccion

La etiologia de la enfermedad inflamatoria intestinal (EII), tanto la enfermedad
de Crohn (EC), como la colitis ulcerosa (CU), contintia siendo uno de los grandes
campos de estudio de estas enfermedades. Son numerosos los factores etioldgicos
(fundamentalmente ambientales, infecciosos y genéticos) que se han intentado implicar
en estas enfermedades, aunque hoy en dia todavia existen pocos resultados concretos,
por lo que el modelo de la influencia multifactorial con complejas interacciones entre
los distintos factores constituye actualmente la principal teoria etiopatogénica. En los
ultimos afios, numerosos hallazgos sugieren que los factores genéticos estan implicados
en la predisposicion a sufrir una EII, presentando una mayor importancia en la EC que
en la CU. La busqueda de los genes implicados es dificil porque la EC no es una entidad
unica, son un grupo de trastornos heterogéneos, tanto en la localizacion como en sus
formas clinicas. Teniendo en cuenta que la EC pertenece al grupo de trastornos
poligénicos complejos, la teoria etiopatogénica mas actual es que la EC seria el
resultado de la interaccion de los factores ambientales e inmunoldgicos en sujetos
genéticamente predispuestos.

Hasta hace poco tiempo las pruebas sobre la funcién de la herencia en EC
provenian de datos indirectos y fundamentalmente de la epidemiologia genética. En los
ultimos afos se han identificado una serie de genes candidatos, aunque el principal ha
sido el gen NOD2/CARD15, descubierto en el afio 2001 por dos grupos independientes
(58,59), que se ha asociado con la EC, del que se hablara en profundidad, intentando
establecer su relacion con las formas clinicas de la enfermedad. Otro area de estudio

actual es la farmacogenética; se ha comprobado que los genes interfieren con las rutas
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metabolicas de los farmacos, pudiendo influir en su toxicidad y en la respuesta clinica a
los mismos.

1.5.2. Epidemiologia genética

En 1934 Crohn y sus colaboradores describieron la primera agregacion familiar en esta
enfermedad, fundamentando la primera base genética de la misma. Desde entonces
multiples investigadores han confirmado que las enfermedades inflamatorias
intestinales, fundamentalmente la EC, se asocian a un componente familiar. Las
principales lineas de investigacion que se han realizado en el ambito de la
epidemiologia genética han sido los estudios de las diferencias étnicas de prevalencia,
las asociaciones con otros sindromes de origen claramente genético, los estudios
realizados en gemelos, y, fundamentalmente, los estudios de agregacion familiar. En el
ambito de la epidemiologia genética la mayoria de los estudios se han realizado
conjuntamente en EC y CU, siendo muy dificil en algunos casos extrapolar datos
concretos sobre la EC.

Diferencias étnicas:

En el capitulo de epidemiologia ha quedado de manifiesto la gran variedad
existente entre los datos de incidencia y de prevalencia en las distintas areas
geograficas, aunque tras un analisis mas detallado lo que se observa es que lo que los
estudios han confirmado es una gran variacion en la prevalencia entre los distintos
grupos étnicos, siendo mas elevada en los caucasicos.

Las tasas de prevalencia de los estudios realizados en Estados Unidos (pais
desarrollado con sociedad mas multirracial), casi siempre han mostrado una menor
prevalencia de EC entre razas no caucdsicas que en caucasicos. Asi en un estudio
poblacional realizado en California se observd que la prevalencia de EC en caucdasicos

era 43.6, 29.8 en afro-americanos, 4.1 en hispanos, y de 5.6 en asiaticos (60). Un
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reciente estudio realizado en nifos afro-americanos de Georgia mostrd una incidencia
de 7-12/100.000 (61), lo que sugiere que la prevalencia estd aumentando en estos
grupos. Otro estudio mostrdé que los jovenes de origen asidtico nacidos en el Reino
Unido tenian un riesgo de padecer EIl muy superior al de sus paises de origen y al de la
gente que hubiese emigrado de mayor (62).

Resulta de especial interés la alta prevalencia de EC en la etnia judia. Los judios
tienen una prevalencia de la enfermedad entre 2 y 9 veces superior a los caucdsicos no
judios (63), independientemente de la localizacion geografica. El mayor riesgo se ha
observado entre los judios Ashkenazi (originarios de Europa Central y del Este), en
comparacion con los judios orientales Sefardies (64). Se ha sugerido que esta mayor
prevalencia en estas sociedades muy heterogéneas (son raros los matrimonios con
miembros de otras etnias) seria como consecuencia de una predisposicion genética mas
fuerte (65).

Agregacion familiar:

El principal factor de riesgo para desarrollar EII es tener un familiar afectado
(66). Como veremos a continuacion, los familiares de primer grado, fundamentalmente
los hermanos son los de mayor riesgo, aunque este puede extenderse en menor grado a
familiares mas lejanos. Sin embargo el verdadero riesgo familiar de la EC es muy dificil
de cuantificar; los estudios de los centros de referencia tienden a magnificar los datos
con respecto a otros hospitales. Otro problema es que en muchas ocasiones el grado de
afectacion familiar varia de unos estudios a otros (67).

Los mayores porcentajes de familiares de primer grado afectados se han visto en
los estudios americanos, probablemente por una mayor proporcioén de poblacion judia y
por una mayor centralizaciéon de los casos graves (68,69). En cambio, los estudios

suecos, que por su sistema de salud totalmente codificado abarcan todo tipo de
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hospitales, muestran uno de los porcentajes mas bajos de familiares afectos de EC (70).

En la tabla 6 se muestran los resultados algunos de los estudios mas relevantes sobres la

afectacion de familiares de primer grado con EC.

TABLA 6: Estudios de familiares de primer grado con enfermedad de Crohn (EC)

AUTOR %FAMILIARES DE
POBLACION N° PACIENTES PRIMER GRADO
(REFERENCIA)
CONEC

Farmer et al (68) USA 522 15.1
Bayless et al (69) USA 554 12.2
Monsen et al (70) Suecia 1048 6.9
Freeman et al (71) Canada 1000 8.7
Carbonnel et al (72) Francia 1316 7.5
Peeters et al (73) Bélgica 640 13.6
Probert et al (73) Reino Unido 424 9.4
Weterman et al (75) Holanda 400 8

Halme et al (76) Finlandia 257 10.9

En los estudios familiares, se ha comprobado que los familiares de primer grado

con un mayor riesgo son los hermanos (65,77,78), en estos estudios se comprobd una

vez mas que el riesgo es mayor en EC que en CU.

Uno de los grupos de familiares més dificil de estudiar es el de la descendencia,

fundamentalmente porque debido a la temprana edad del diagnostico de los pacientes,

en un gran nimero de casos sus hijos no han alcanzado la edad suficiente para presentar

sintomas de la enfermedad. Esta circunstancia ha provocado que las cifras actuales en la

literatura sean muy dispares, con riesgos relativos que varian desde 2 a 30 (74, 79). En
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los anecdoticos e inusuales casos descritos de un hijo nacido de ambos progenitores con
EC, se ha descrito una posibilidad del 33% de desarrollar la enfermedad (80). En los
casos mas comunes, de un solo padre con EC, el riesgo es sustancialmente menor,
curiosamente estos pacientes también tienen un mayor riesgo de desarrollar otra E.L.I
que no sea EC. En un estudio s ha un mayor riesgo en las hijas (12.6%) en comparacion
con los hijos varones (7.9%) (73).

Los padres de los hijos con EC son claramente, de entre los familiares de primer
grado, el grupo con un menor riesgo para desarrollar la enfermedad. Los riesgos
relativos en EC son de 12 a 16 (74), muy similares a los descritos en CU. Solamente se
ha observado un ligero mayor riesgo en la etnia judia (81).

El riesgo de familiares de segundo grado (tios, sobrinos, abuelos...) y tercer
grado (primos) no ha sido estudiado en profundidad, aunque los pocos datos de la
literatura sugieren un ligero incremento con respecto a la poblacion general.

Una vez confirmado que existe una importante agregacion familiar en la EC, es
muy importante saber si existe una concordancia entre los miembros de la misma
familia con la enfermedad y los distintos fenotipos de la misma. La gran dificultad para
establecer estas comparaciones es que en el momento de realizarse la mayoria de los
estudios no existia un estandar comin o una clasificacion reglada de los distintos
fenotipos de la EC. En este ambito, la utilizacion de la clasificacién de Viena (9) ha
supuesto un gran avance para posteriores estudios.

Las caracteristicas fenotipicas que se han estudiado con mayor profundidad son
la edad de debut de la enfermedad, la localizacion, el patron evolutivo o
comportamiento, las manifestaciones extraintestinales y la necesidad de cirugia. En
cifras globales se observa una gran concordancia entre familiares con EC, con tasas que

varian del 78 al 100% (67,82).

30



En un estudio reciente que utilizaba la Clasificacion de Viena, Halme y
colaboradores (76) demostraron una mayor frecuencia de enfermedad puramente ileal
en los casos de EC familiar. Dos de los principales estudios familiares en EC (77,78)
establecieron unas concordancias cercanas al 80% tanto en localizacion como en
comportamiento de la enfermedad.

Dos estudios han reportado una alta tasa de concordancia en cuanto a la
presencia de manifestaciones extraintestinales (67-80%) (77, 83). En nuestro medio no
hemos observado relaciéon entre la historia familiar de EC y el desarrollo de
manifestaciones extraintestinales (84).

Anticipacion:

El término anticipacion describe un fendomeno genético que consiste en que
aumenta la severidad de la enfermedad y disminuye la edad de diagndstico de la misma
segun las distintas generaciones hayan ido padeciendo la enfermedad. Este fendmeno,
muy caracteristico de otras enfermedades como la corea de Huntingdong o la ataxia de
Friedrich’s, se ha intentado demostrar en la enfermedad a estudio. Aunque debe tenerse
en cuenta que la EC es una enfermedad poligénica, mientras que las otras en las que se
ha descrito la anticipacion son enfermedades monogénicas.

El primer autor en confirmar la anticipacion en la EC fue Polito (85) que en un
grupo de 59 familias describié 15 afos de diferencia media en el diagnostico de los
hijos con respecto a los padres, siendo ademas el 91% de los hijos diagnosticados antes.
En los hijos también observd una enfermedad més extensa en la mayoria de los casos.
Posteriormente otros estudios han confirmado el fendmeno de anticipacion en cuanto a
la edad de diagndstico (86,87), aunque seran necesarios mas estudios para confirmar la

anticipacion en cuanto a la mayor gravedad de la enfermedad.
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Estudios en gemelos:

Los estudios realizados en gemelos han sido un método eficaz para evaluar el
papel relativo de los factores genéticos y ambientales. Desde los afios 80 se han
reportado casos de concordancia de EC entre gemelos, sin embargo existen pocos
estudios poblacionales; los principales son un estudio britanico (88), otro danés (89) y
otro sueco, recientemente actualizado (90), cuyos datos globales se expresan en la tabla

7.

TABLA 7: Resumen de los grandes estudios con gemelos

POBLACION E.C MZ E.C.DZ C.UMZ C.UDZ
Gran Bretana (88) 5/25 3/46 6/38 1/34
Dinamarca (89) 5/10 0/27 3/21 3/45
Suecia (90) 9/18 1/26 3/16 0/20

E.C = enfermedad de Crohn MZ = monozigdticos

C.U = colitis ulcerosa DC = dizigéticos

De estos y otros estudios se puede extrapolar, desde el punto de vista practico,
una mayor influencia genética en la EC que en la CU. En la EC se observd una
concordancia media de 38-40% en gemelos monozigdticos, y de un 14-16% en gemelos
monozigoticos con CU. La concordancia en cuanto a gemelos dizigdticos fue del 4-6%
en EC y del 2-4% en CU. En cuanto a la influencia en el fenotipo de la enfermedad se
observo que los pares de gemelos con EC presentaban la misma localizacién de la
enfermedad en el 64% de los casos, y que el 57% habian sido diagnosticados con menos
de dos afnos de diferencia (67).

Enfermedades asociadas:

Las enfermedades inflamatorias intestinales en ocasiones se asocian con

sindromes genéticamente bien definidos como son el sindrome de Turner (91), el
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sindrome de Hermansky-Pudlak (92) y la fibrosis quistica (93). Los pacientes con estos
sindromes pueden ayudarnos a conseguir un mayor conocimiento de la susceptibilidad
genética de las enfermedades inflamatorias, de hecho, la asociaciéon de la EC con el
sindrome de Turner ha sido la causa por lo que se estd intentando buscar en el
cromosoma X un gen de susceptibilidad para la EC (94).

También se ha observado que la EC es mas comun en pacientes con espondilitis
(95), esclerosis multiple (96) y enfermedad celiaca (97). Todas ellas son enfermedades
de origen multifactorial con una fuerte evidencia de susceptibilidad genética y una
importante influencia del sistema inmune. De todas maneras las asociaciones reportadas
entre EC y otras enfermedades autoinmunes deben ser reportadas y confirmadas en
estudios poblacionales.

1.5.3. Identificacion de genes de susceptibilidad

Los analisis de segregacion no respaldan un modelo de herencia simple (método
Mendeliano) para la EII, sino que tanto la EC como la CU se consideran trastornos
poligénicos complejos resultando de la contribucion e interaccion de varios genes, que
junto a con factores medioambientales generan el fenotipo final. El nimero de genes
de susceptibilidad que determinan la EC y como interaccionan entre ellos y con los
factores medioambientales aun se desconoce.

Existen varias estrategias para identificar genes en enfermedades
multifactoriales, como es el caso de la EC: la clonacién posicional (basada en las
técnicas de linkage), la estrategia del gen candidato y el estudio de microarrays
(microseries de ADN).

El estudio del clonado posicional se basa en que se rastrea todo el genoma a través
de analisis estadisticos, tales como el analisis de ligamiento (linkage) y en estudios de

asociacion intrafamiliar. Se evalua el parecido de miembros afectos, para un gran
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numero de marcadores altamente polimorficos. Si se detecta un exceso de parecido, la
region donde se localiza el marcador es estudiada con mayor profundidad. La mayor
dificultad de este método es la falta de potencia, y que a menudo se necesitan grandes
muestras para poder demostrar diferencias.

Los estudios de genes candidatos comparan las frecuencias alélicas entre pacientes
portadores de la enfermedad y controles emparejados, pudiendo las diferencias apuntar
a la implicacion del gen en la patogénesis de la enfermedad estudiada. Esta estrategia
necesita siempre de una hipdtesis previa, que establezca una relacion fisiopatologica
entre el gen candidato y la enfermedad. Uno de los grandes problemas de estos estudios
es la correcta seleccion de los controles (98).

En los estudios con microarrays se analiza la expresion de un gran numero de
genes, comparando la expresion entre grupos con diferentes enfermedades, con lo que
se pueden detectar genes sobrexpresados. Ninguno de estos métodos es completo si no
se demuestra una correlacion entre el genotipo y el fenotipo (99).

Por otra parte, basandose en los estudios de linkage, se ha completado el analisis
del genoma para la EIl dando como resultado la identificacion de un nimero de
regiones de susceptibilidad en multiples cromosomas (1,3,4,5,6,7,10,12,14,16,19 y X)
(100). Segtn el orden cronolédgico en el que fueron descubiertos, las regiones en los
cromosomas 16,12,6,14,5 se han 1do nombrando desde EII1 hasta EII5,
respectivamente. En el afio 1997, se fund6 un consorcio internacional sobre la genética
de la EII para acelerar la identificacion de los genes que juegan un papel en la EIl. A
pesar de haberse identificado un gran ntimero de regiones de susceptibilidad para la EC
en diversos cromosomas, el problema ha sido la gran dificultad para la reproducibilidad
de los hallazgos entre los distintos grupos. Sin embargo, el hallazgo mas relevante de la

genética de la EII en los tltimos afios ha sido la identificacion del gen NOD2/CARDI1S5.
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1.5.4. Gen NOD2/CARDI1S5: estructura, mutaciones

En el afio 1996 Hugot y cols presentaron el primer locus que conferia
susceptibilidad para la EC, al que se denomin6 IBDI, y estaba en el cromosoma 16
(101). Esta fue la primera piedra que ha llevado a la identificacion del gen
CARDI15/NOD2 como el primer gen de susceptibilidad fuertemente asociado a la EC.
A pesar se que, como se ha dicho previamente, el descubrimiento de este gen ha
supuesto el mayor avance en la genética de esta enfermedad tan heterogénea, todavia no
se conoce con certeza el papel funcional y molecular del NOD2/CARDIS, ni su
influencia en las distintas poblaciones y en los fenotipos de esta enfermedad. En la
actualidad un gran niumero de centros estamos trabajando en esta area, que se encuentra
en continua evolucion.

La identificacién y caracterizacion del gen NOD2, localizado en la region
pericentromica del cromosoma 16 (16q12) fue identificado en el afo 2001 por dos
grupos independientes utilizando dos técnicas distintas, ya previamente descritas, como
son la clonacién posicional (58), y la estrategia del gen candidato (59). Por su gran
similitud y alta homologia con un gen previamente descrito, denominado NOD1 (34%
de homologia) (102), se denomind en un primer momento como NOD2. El gen fue
oficialmente rebautizado CARD15 por el comité de nomenclatura HUGO.

Estructura y caracteristicas del gen NOD2/CARD15 normal (wild type)

La region promotora del gen NOD2 tiene un sitio al que se uniria el factor de
trascripcion nuclear kappa- (NF-x-B), el cual es un importante regulador de la
expresion de multiples genes involucrados en diferentes procesos inflamatorios
(103,104). El gen CARDI15/NOD2 tiene 12 exones codificantes, que sintetizan una
proteina de 1040 aminoacidos. La estructura basica de la proteina sintetizada se divide

en tres regiones (figura 5):
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e[a region aminoterminal con 2 dominios N-Terminales, implicados en la

activacion de caspasas (CARD). Este dominio ha dado nombre al gen y a su

proteina.

e La region central con un dominio de unién a nucleotidos (NBD).

e La region carboxiterminal (C-terminal) con 10 secuencias repetidas ricas en

leucinas (LRR), de forma similar a los dominios extracelulares de los receptores

de membrana toll-like, implicados en reconocer patdgenos extracelulares.

CARD CARD NBD LRR
1 28 124 127 220 273 577 744 1020 1040
A
R702W G908R L1007fsinsC
SNP8 SNPI12 SNP13

FIGURA 5: Estructura del gen NOD2/CARD15 con la localizacion de las variantes o

polimorfismos asociados a la enfermedad de Crohn

Lugar vy regulacion de la expresion del gen NOD2/CARD15

Este gen se expresa fundamentalmente en las células inmunes de la linea

monolitica (monocitos, macréfagos y células dendriticas), aunque también a niveles

mas bajos en los granulocitos y linfocitos. También se ha encontrado que su expresion a

nivel epitelial es més marcada en las células de Paneth, que son células epiteliales

intestinales (localizadas fundamentalmente en el ileon terminal) con funciones de

defensa frente a patdgenos entéricos (105).
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En cuanto a la regulacién de la expresion recientemente se ha observado que
diferentes citoquinas y otros productos bacterianos pueden modular su expresion. Un
aumento de los niveles del factor de necrosis tumoral (TNF) aumenta la expresion del
gen NOD?2 a través de la activacion del NF-k-B, el cual se uniria a la region promotora
del gen, lo que estimularia su expresion. Existen otras citoquinas como el interferon
gamma, y productos bacterianos, como los peptidoglicanos (PG) y lipopolisacaridos
(LPS), que también actian a través del NF-k-B y son capaces de inducir este gen. La
regulacion de su expresion frente a citoquinas y productos bacterianos sugiere que
NOD2/CARDI15 juega un papel muy importante en la respuesta inmune innata a nivel
intestinal (106).

Funcidn de la proteina NOD2/CARD15

Como consecuencia de las caracteristicas de la proteina existen varias hipotesis
sobre su funcion. Los dominios CARD son dominios efectores y estan implicados, entre
otras funciones, en la activacion y reclutamiento de las caspasas, que son enzimas
implicadas en la muerte celular; de este modo es posible que exista una influencia de
NOD2/CARDIS5 sobre los procesos de apoptosis (107). El dominio NBD influye en los
cambios de forma de la proteina, permitiendo que los ligandos con los que interactian
los dominios CARD se aproximen a esta zona. La zona mas estudiada y de mayor
interés es la region C-terminal, que debido a sus secuencias LRR, como se ha dicho
muy similares a las de los receptores toll-like, podria funcionar como un sensor
intracelular de determinados microorganismos.

Las células epiteliales intestinales estdn expuestas a una enorme cantidad de
microorganismos y deben tener la capacidad de tolerar la mayor parte de ellos y de
responder frente a los agresores. Esta propiedad de las células epiteliales se observa en

los experimentos in vitro, en el que este tipo de células no responden a los LPS que se
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presentan externamente y si lo hacen a los productos bacterianos que se inyectan de
forma intracelular, por lo que se desarrollo la hipotesis de la existencia de receptores
intracelulares como NOD2/CARDI15 (108). Asi, sigiendo esta linea es de especial
importancia un estudio que evaluo in vitro el papel de la proteina NOD2/CARDIS5 en la
eliminacion de Salmonella tiphymurium. En lineas celulares epiteliales transfectadas
con diferentes tipos de NOD2/CARDIS5, e infectadas intracelularmente, se observd que
la capacidad de eliminar esta bacteria estaba muy disminuida en las células sin
NOD2/CARDIS5 o con un NOD2/CARDI15 mutado en la regién LRR, mientras que las
células con un NOD2/CARDIS5 normal si eliminaban la bacteria. Estos hallazgos
sugieren que el NOD2/CARD15 es critico en la defensa de las células epiteliales contra
los microorganismos intracelulares (109). Apoyando estas hipdtesis, se ha visto que
algunas mutaciones del NOD2/CARDI1S5 se asocian a una deficiente activacion del NF-
K-B en respuesta a productos bacterianos como PGN y LPS (110).

En otros estudios in vitro se ha observado que la region LRR del NOD2/CARD15
es la que interactua con los productos bacterianos; en un principio de pensé que el
producto bacteriano sobre el que interactuaba era un LPS, posteriormente se observo
que eran zonas especificas del PGN sobre lo que interactia especificamente la proteina
NOD2/CARDI5 (111). Los efectos de NOD2/CARDI15 son independientes de los
receptores de membrana plasmatica toll-like, 1o que hablaria de un nuevo eje de senales
intracelulares en respuesta al PGN (112). Por otra parte se ha descrito que la activacion
de NOD2/CARDIS5 puede producir un cambio conformacional de la estructura del
mismo, haciendo exponer su dominio CARD, que se asociaria a proteino-quinasas
especificas (RICK/RIP2/CARDIAK). Este complejo proteico activaria a su vez el NF-

x-B (113).
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Mutaciones del gen NOD2/CARD15

Como se ha comentado previamente, dos grupos independientes (europeo y
norteamericano) comunicaron la existencia de tres variantes relativamente poco
comunes del gen NOD2/CARDI15 que se encontraban asociadas de forma independiente
ala EC (58,59):

¢ R702W (también denominada Arg702Trp o SNPS): Existe un cambio de un solo
nucledtido en el que aparece una timidita en vez de una citosina en una
determinada posicion dentro del exén 4 del gen. Esto produce la sustitucion de
un aminodacido en la posicion 702 de la proteina.

e G908R (también denominada Gly908Arg o SNP12): Existe un cambio de un solo
nucledtido en el que aparece una citosina en vez de una guanina en una
determinada posicion dentro del exén 8 del gen. Esto produce la sustitucion de
un aminoacido en la posicion 908 de la proteina.

¢ [1007fsinsC (también denominada 3020insC o SNP13): Existe una insercion de
un nucledtido de citosina (mutacion tipo frameship) en una determinada
posicion dentro del exén 11 del gen, lo que codifica un codén de terminacion en
la sintesis de la proteina (stop codon) en la posicion 1007 de la misma.

Existe otra mutacion dentro de este gen que se ha asociado a EC, es el
polimorfismo 268 (P268S), pero los estudios ya han demostrado que no es una
mutacion independiente y que solo aparece asociada a las otras 3 mutaciones.

Estas mutaciones producen una serie de efectos estructurales, funcionales y
clinicos (estos ultimos no seran tratados ahora, sino con mas detenimiento en la

discusion).
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A) Estructurales:

Las 3 mutaciones estan en el tercio carboxi-terminal distal del gen, es decir, dentro
del dominio LRR o cercanas a ¢l (figura 5). Las dos primeras mutaciones (R702W y
GI908R) causan cambios de aminoacidos puntuales, mientras que la L1007fsinsC causa
una proteina truncada, ya que, al producirse la insercion C, se produce una mutacion de
tipo frameship que lleva a que se codifique precozmente un codén de parada en la
sintesis de la proteina, por lo que la proteina sintetizada carece de los 33 aminoacidos
terminales. La region LRR suele adoptar forma de herradura, por lo que estas variantes
pueden estar asociadas a una alteracion de la configuracion espacial de la proteina.

B) Funcionales:

Existen diferentes y multiples hipotesis que pueden explicar la asociacion entre las
distintas variantes génicas encontradas y la EC; los principales campos de estudio se
han desarrollado sobre la interaccion microorganismo-sistema inmune y sobre la
apoptosis.

El hallazgo de estas variantes en la region LRR de la proteina NOD2/CARDI1S,
que posiblemente esté¢ implicada en el reconocimiento de los microorganismos, ha
supuesto un fuerte respaldo para la teoria del papel de los agentes microbianos en la EC
(41). En los receptores de membrana plasmatica to//-like, las diferencias secuenciales de
LRR de cada receptor determinan el tipo de patdégeno extracelular que éste reconoce,
por lo que las variaciones en la zona LRR de la proteina NOD2/CARDI15 podrian
alterar el reconocimiento de tales patégenos a nivel intracelular (114).

Un aspecto de especial interés y que refuerza la hipdtesis de que las variantes del
NOD2/CARDIS5 asociadas a la EC alterarian la respuesta inmune, es que el fenotipo de
la EC mas frecuentemente asociado a las variantes de NOD2/CARDI1S5 es la afectacion

ileal, que es la region del intestino con mayor densidad de nodulos linfoides (placas de
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Peyer) y, probablemente, el segmento intestinal en el que ocurre una mayor interaccion
entre las bacterias y el sistema inmune (115).

El NOD2/CARDI15 tiene dos dominios CARD que activan caspasas y se asocia
funcionalmente a determinadas quinasas (RICK/RIP2/CARDIAK) que intervienen
activamente en la apoptosis, por lo que es posible que tengan algin efecto en la
modulacién de la misma. En la EC se ha visto que las células T tienen disminuidos sus
mecanismos de apoptosis, lo que podria condicionar, de forma compensatoria, un
aumento de la produccion de TNF, que es un fuerte inductor de la apoptosis que, a la
vez, tiene importantes efectos proinflamatorios (116). Sin embargo, el efecto funcional
de las variantes de NOD2/CARDI15 sobre la apoptosis no ha sido estudiado
extensamente. Los estudios preliminares no han encontrado asociacion entre la
presencia de alguna de las variantes y los distintos niveles de apoptosis in vitro (110).
1.5.5. Receptores Toll-like (TLR)

El descubrimiento de la familia de moléculas denominadas receptores Toll-like
(TLR) en los mamiferos (ya se conocian previamente en invertebrados como la
Drosophila) ha supuesto un importante avance en la investigacion del sistema inmune
innato. Los TLR juegan un papel importante en la transduccion de la sefal para la
activacion de la inmunidad innata y estan localizados en la superficie de macrofagos,
células dendriticas y tejidos como el epitelio intestinal y fosas nasales. Los TLR
participan en la defensa contra la infeccion microbiana en distintas especies que van
desde las plantas hasta los humanos (117).

Los TLR contienen una fijacion extracelular en la superficie que incluye
repeticiones ricas en leucina (LRRs), un unico dominio transmembrana y un dominio
intracelular que interviene en la transduccion de la sefal, pero no tiene actividad

catalitica (figura 6). El primer TLR, el ahora llamado TLR4, fue identificado en 1997
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(118); posteriormente se han localizado otros 9. También ha sido importante el

descubrimiento del gen que codifica al receptor TLR4 en el cromosoma 9 (9q32-q33)

(119).
LER LRE LER
M-flank
C-flank C-Hank C-flank
TIR TIE TIR
Toll Toll-9 IL-1R TLR4
Drosophila mammals

FIGURA 6: Estructura de los receptores Toll-like en invertebrados y mamiferos

Las moléculas TLR constituyen por tanto, los elementos de reconocimiento

principales del sistema inmune para luchar contra determinados agentes infecciosos. Se

ha descubierto que cada tipo de TLR reconoce un patrén molecular especifico al que

estan asociados los diferentes patogenos o PAMP (una macromolécula patogena

codificada). Como cada tipo de microorganismo se asocia a diferentes PAMPs, un

macréfago o célula dendritica puede utilizar su familia de TLRs para clasificar al

invasor y responder de forma personalizada.
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En la inmunidad innata los receptores de las superficies de las células al unirse con
los LPS de las bacterias, inician una via de transduccion de la sefial que libera
directamente NF-k-B, en concreto la union del LPS al recetor toll-like TLR4 permite la
activacion final de NF-k-B. Todas las evidencias conducen a pensar que los LPS
interactiian directamente con TLR4 en la activacion de la seiial de transduccion (120).

CD14 es una proteina glicosilfosfatidilinositol que se une a la membrana celular sin
tener dominio intracelular, se expresa en monolitos, macréfagos y polimorfonucleares.
Tiene alta afinidad por el LPS de las bacterias gram negativas. Los receptores CD14 son
fundamentales para el reconocimiento de LPS, pero al no tener dominio intracelular
tienen que interactuar con un receptor que lo tenga para poder enviar informacion
transmembrana. De esa manera CD14 se une a TLR2 y TLR4 formado los complejos:
CD14-TLR2 y CD14-TLR4 que son de gran importancia en la inmunidad innata y en la
generacion de la respuesta inflamatoria (121).

Es importante resaltar que los TLR pueden estar implicados en enfermedades
inflamatorias produciendo un activacion cronica de los macrofagos, asi, si ciertas vias
de senales relacionadas con los TLR fueran bloqueadas sin comprometer la
vulnerabilidad a la infeccion, se podrian disefar terapias que prevengan el proceso
inflamatorio antes de que se extienda (122).

Recientemente se ha descrito en TLR4 una variante (A299G) que podria estar
asociada a la EC; esta variante, también llamada Asp299Gly, se habia descrito que
podria predisponer a la sepsis en sujetos con infecciones por gram negativos. Esta
variante consiste en un cambio de un solo nucleoétido en la region rica en leucina en la
proteina TLR4 (123). También se ha identificado una débil asociaciéon de un

polimorfismo del gen que codifica CD14 con la EC (124).
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1.6. Importancia de las terapias bioldgicas en el tratamiento de la enfermedad de

Crohn

Las terapias biologicas han supuesto una verdadera revolucion en el tratamiento
de la enfermedad de Crohn, hasta hace 10 afios los corticoesteroides eran la primera
linea de tratamiento por su alta eficacia en inducir la remision, pero sin embargo su
perfil de efectos secundarios no permitia el tratamiento a largo plazo de estos pacientes.
La introduccion de infliximab, un anticuerpo quimérico anti TNFa de administracion
intravenosa, en el afio 1999 en Estados Unidos y en el 2000 en Europa ha modificado de
forma importante la evolucion clinica de los pacientes con EC refractarios a
tratamientos convencionales, pudiendo afirmarse que las terapias bioldgicas han
cambiado la historia natural de la EC.

Este farmaco ha demostrado su eficacia en ensayos clinicos multicéntricos
controlados con placebo tanto para la induccion de la respuesta y remision clinica como
para el mantenimiento de de la respuesta en pacientes con EC moderada-grave tanto en
los fenotipos inflamatorios como en las formas fistulizantes (125-127). Este tratamiento
ademads de su eficacia, en principio muy superior a las otras terapias empleadas en la
enfermedad, nos ha aportado otros avances como son que con su empleo se puede
reducir el requerimiento de corticoesteroides, puede inducir y mantener la curacién
mucosa, disminuir las tasas de hospitalizacion, disminuir el nimero de intervenciones
quirargicas y, por ultimo, pero tremendamente importante, mejorar la calidad de vida de
los pacientes con EC (128-130). En un estudio de cohortes poblacional realizado en
Suecia, se realizd6 un seguimiento a 191 pacientes con EC tratados con infliximab
durante dos afios (131) y se comprobd que la tasa de respuesta era del 75%, incluso

superior al referido en los ensayos clinicos, en los cuales en ocasiones no superaba el
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50%. Todos estos datos nos han hecho plantearnos en qué pacientes y en qué momentos
debemos utilizar estas terapias, pues se trata de medicacion muy costosa y el
conocimiento de potenciales factores pronosticos que pudiesen influir en la respuesta a
este farmaco podria ser de gran ayuda para una correcta seleccion de los mismos.

En la actualidad existe comercializado en nuestro pais una segunda terapia
bioldgica, se trata del adalimumab, un anticuerpo monoclonal IgG anti-TNF 100%
humanizado de administracién subcutanea. Adalimumab ha demostrado su eficacia en
ensayos clinicos controlados con placebo, tanto para la inducciéon como para el
mantenimiento de la remisidon en pacientes naive (no tratados previamente con terapias
biologicas, fundamentalmente infliximab) tanto en formas inflamatorias como en
fistulizantes (132,133). Este farmaco también ha demostrado su eficacia en pacientes
con pérdida de respuesta o reaccion adversa al infliximab, asi el studio GAIN (134), un
ensayo clinico doble ciego controlado con placebo en pacientes con EC moderada-grave
previamente tratados con infliximab, demostr6 que los pacientes tratados con
adalimumab tenian mayores tasas de respuesta que los tratados con placebo, si bien
estas cifras resultaron en todos los casos inferiores a las registradas en los pacientes
tratados con adalimumab y que nunca habian recibido otras terapias bioldgicas.

Recientemente también se ha publicado que los pacientes tratados con
adalimumab reducen el numero de ingresos hospitalarios, disminuye el riesgo de
cirugias y, se produce en ellos una marcada mejoria en su calidad de vida (135,136).

Sin embargo, al igual que ocurria con infliximab la gran duda clinica que nos
plantea este tratamiento es el saber qué pacientes obtendran una buena respuesta clinica
a los mismos; con este farmaco esta area de estudio aun permanece mas oscura al ser de

mas reciente aparicion.
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En general en las terapias bioldgicas, el conocimiento de potenciales factores de
respuesta podria suponer un avance muy importante; actualmente existen muy pocos
datos sobre la potencial influencia de las mutaciones genéticas implicadas en la
susceptibilidad de la EC en la respuesta clinica de estos farmacos, esperamos que este

trabajo permita aportar algo de luz a este tema.
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1.7. Caracteristicas de Galicia y su poblacion

Galicia estd situada en el extremo nor-occidental de la peninsula ibérica,
ocupando una superficie de 29.575 Km2. Es una extension similar a la de un pequefo
pais europeo (Bélgica o la Republica Checa) o a la de un estado de tamaiio
medio/pequenio en Estados Unidos (por ejemplo, Massachussets o Maryland). Su
peculiar situacion y su especial morfologia le confieren unas caracteristicas geograficas
realmente diferentes al resto de la peninsula, destacando, tanto sus costas como su
interior, por su gran riqueza y diversidad. De hecho son estas dos palabras las que mejor
definen la geografia gallega.

Galicia es la region mas antigua de la Peninsula Ibérica. Esto, unido a una
intensa actividad orografica en el pasado, ha formado una verdadera red de pequenas y
suaves montafias: el Macizo Galaico. Este macizo montafioso, unido a la humedad
climatoldgica ha favorecido la formacion de una densa red fluvial, que se articula en
torno a una principal via de agua (el rio Mifio) y a otras menores que desembocan
directamente en el mar. Estos ultimos han formado las Rias Gallegas: una serie de
pequeiias bahias formadas por la desembocadura de los rios, que le dan a la costa un
perfil sinuoso. El clima calido y humedo, la suavidad de los montes y los numerosos
rios, han favorecido el crecimiento de una variada y rica vegetacion. Junto a las especies
autdctonas (fundamentalmente bosques de hoja caduca y sotobosque), se han
introducido numerosa especies foraneas que se han adaptado perfectamente a nuestras
condiciones.

La poblacion gallega es aproximadamente de 2.800.000 habitantes, resultando
en una densidad de poblacion de 94,4 habitantes por Km2. Esta elevada densidad de

poblacion se concentra especialmente en las zonas costeras, y mas en el eje A Corufia -
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Santiago - Vigo. Las principales ciudades gallegas (con mas de 50.000 habitantes) son
7: A Coruna, Ferrol, Santiago, Pontevedra, Vigo, Lugo y Ourense. En torno a ellas se
concentra un 40% de la poblacion de Galicia. El resto se halla desperdigado en multitud
de pequeiios asentamientos que cubren la practica totalidad de la region, especialmente
en las citadas zonas costeras. Esta atomizacion de la poblacion convierten a Galicia en
uno de los lugares del mundo con una mayor densidad de nucleos de poblacion: el 50%
de los nucleos de poblacion de Espana estd en Galicia, y casi Y de los toponimos
Europeos (aqui se incluirian los nombres de accidentes geograficos) son igualmente

gallegos.

La historia

Por su situacion geografica, la actual Galicia quedo6 fuera de las rutas maritimas
del Mediterraneo, que servian para relacionar las culturas florecientes de su ribera,
aislamiento que se vio compensado por la riqueza minera de su suelo, y cuya poblacion,
se mantuvo practicamente al margen de las caracteristicas culturales de finales de la

Edad del Bronce.

Hasta el establecimiento de los celtas, Galicia no empez6 a tener una cultura con
identidad historica propia. Los celtas, procedentes de la zona del Mar Caspio y del
Caucaso, penetraron en la peninsula ibérica en dos grandes oleadas, a partir del 950
a.C., llegando a esta region a través de la cuenca del rio Sil a lo largo del siglo VI a.C.,

empujados por los iberos.

Desde finales de la Edad del Bronce hasta la llegada de los romanos, se
desarroll6 la cultura castrefia, pueblo formado fundamentalmente de raza céltica y que

tomo6 su nombre de los llamados castros, que eran cabafias de planta circular erigidas en

48



lugares estratégicos facilmente defendibles, pudiendo estar rodeadas de recintos
amurallados. Un ejemplo puede ser apreciado en la cima del Monte de Santa Tegra
(Santa Tecla), en el extremo sudoeste, con vista al Mifio y al Atlantico.
Los celtas, de intensa religiosidad, introdujeron la técnica del hierro, desconocida por

ese entonces en esta zona.

Los romanos llegaron a Galicia bastante tardiamente; una primera campana, fue
dirigida por Décimo Bruto hasta el Mifo, (entre 138 y 136 a.C.), luego Julio César
consigui6 llegar hasta Brigantium (A Coruna), y el final de la resistencia se produjo en
el afio 26 a.C., en época de Augusto, siendo los celtas gallegos, junto a los cantabros y
los vascos, las ultimas y menos influenciadas comunidades que fueron integradas al
imperio romano. La cultura celta conservd su hegemonia en las zonas rurales, y los
romanos construyeron calzadas que unian ciudades y comarcas mineras (137).

Desde siempre hasta ahora Galicia se ha mantenido relativamente aislada del
exterior, por lo que se puede concluir que su poblacion es considerada como
relativamente homogénea, con las connotaciones que esto tiene a la hora de realizar un
estudio genético.

Por todo esto tenemos muchos indicios de que el origen de la poblacion gallega
es celta, al igual que la poblacién irlandesa y escocesa. Sin embargo existen tendencias

que discuten estas afirmaciones y es dificil asegurarlo al 100%.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo principal
e Determinar la influencia de las tres principales mutaciones del gen
NOD2/CARDIS5 en la susceptibilidad para la enfermedad de Crohn en la
poblacion gallega y su posible influencia en los distintos fenotipos de la

enfermedad.

2.2. Objetivos secundarios

e Determinar la influencia de las mutaciones de los receptores del
lipopolisacarido: RTL-4, RTL-9 y CDI14 en la susceptibilidad para la
enfermedad de Crohn en la poblacion gallega.

e Determinar la influencia de las mutaciones del gen NOD2/CARDI15 en las
distintas cirugias que se realizan en la enfermedad de Crohn y determinar si
estas mutaciones podrian tener un valor prondstico para alguna de ellas.

e Determinar la influencia de las mutaciones del gen NOD2/CARD15 y de las de
RTL-4 y CD14 en la respuesta clinica a las terapias biologicas, tanto infliximab

como adalimumab, en la enfermedad de Crohn.
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3. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio casos-controles, para analizar la asociacion de de los
polimorfismos del gen NOD2/CARD15 y los polimorfismos de los genes que codifican
los receptores toll-like tipo 4, tipo 9 y CD14 como factor de riesgo para padecer la
enfermedad de Crohn (EC), y posteriormente poder establecer potenciales relaciones
con los fenotipos y caracteristicas clinicas de los pacientes.

Tomando como base los porcentajes de mutaciones en casos y controles de los
primeros estudios poblacionales publicados, en concreto el que incluyé un mayor
nimero de pacientes (138), (41,5% de mutaciones de NOD2 en casos y 14,6% en
controles), se realizé un céalculo del tamafio muestral con el programa EPIDAT. Dio por
resultado que para un nivel de confianza del 95% se necesitaban como minimo 78 casos
y 78 controles.

3.1. Material
3.1.1. Poblacion de estudio

Se incluyeron 165 pacientes adultos (mayores de 18 afos) que acudian
regularmente a las consultas Monograficas de Enfermedad Inflamatoria Intestinal
Cronica del Servicio de Aparato Digestivo del Hospital Clinico Universitario de
Santiago y 165 controles sanos que acudian al Servio de Laboratorio para una
extraccion rutinaria de sangre. Los controles fueron pareados en edad, sexo, origen rural
o urbano y raza con los casos.

- Los criterios de inclusion de los casos fueron los siguientes:

e Sujetos con edad superior a los 18 afos.
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Diagnostico de enfermedad de Crohn establecida por hallazgos clinicos,
radiologicos, endoscopicos e histopatoldgicos, de acuerdo con los criterios de la
clasificacion de Lennard-Jones (4).

Pacientes gallegos y residentes en Galicia y con ambos progenitores también
gallegos.

Firma del consentimiento informado.

- Los criterios de exclusion de los casos consistieron en:

Pacientes con colitis ulcerosa.

Pacientes con colitis indeterminada.

En los pacientes con familiares de primer o segundo grado con enfermedad
inflamatoria intestinal cronica solamente se incluy6 aleatoriamente uno de ellos,
excluyéndose el resto.
- Los criterios de inclusion de los controles fueron:

Edad superior a los 18 afos.

Firma del consentimiento informado.
- Los criterios de exclusion de los controles fueron:
Padecer cualquier tipo de enfermedad inflamatoria intestinal.

Tener familiares con enfermedad inflamatoria intestinal.

Padecer cualquier enfermedad gastrointestinal o reumatologica de tipo crénico.

Todos los pacientes y controles recibieron un consentimiento informado, escrito
tanto en gallego como en castellano, que tras leer libremente y con la posibilidad de
preguntar las dudas al investigador, fue firmado en presencia del investigador del
estudio. En el Anexo 1 estan los consentimientos informados tanto en gallego como en

castellano de los participantes en el estudio.
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El proyecto de investigacion de esta tesis fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica (CEIC) de Galicia. El nimero de protocolo que se le asigno y se

aprobo fue el 2002/151.

3.1.2. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio

Para realizar una correcta y exhaustiva evaluacion de las caracteristicas
demograficas y, sobre todo, fenotipicas y clinicas de los pacientes, todos y cada uno de
ellos fueron entrevistados y explorados por el investigador, en presencia de su historia
clinica hospitalaria con el fin de corroborar todos los datos y comprobar que cumpliese
los criterios de inclusion y no presentase ningun criterio de exclusion.

Se investigd sobre las caracteristicas demograficas de los pacientes, que incluyeron
nombre, edad, sexo, procedencia rural o urbana tanto de los pacientes como de sus
progenitores, nimero de hijos, nimero de afios desde el diagndstico de la EC y sobre la
presencia de algun familiar afecto bien con EC, bien con CU, y en caso de respuesta
positiva especificar el grado de parentesco. Asimismo se preguntd sobre los habitos
tabaquicos, tanto previos al diagnostico como durante el momento de la entrevista.

Posteriormente, y tras comprobar y revisar las pruebas radiologicas y endoscopicas
se procedid a la clasificacion fenotipica de acuerdo con la clasificacion de Viena (9)
(tabla 3). Los pacientes que presentasen los dos fenotipos estenosante (B2) y fistulizante
(B3), fueron considerados para los analisis como fenotipo fistulizante (B3).

Se analizaron las manifestaciones extraintestinales de la enfermedad, y se
incluyeron tanto las manifestaciones directamente relacionadas con la inflamacioén
intestinal (eritema nodoso, pioderma gangrenoso, uveitis, aftas orales recidivantes y

artritis periférica), como las manifestaciones no directamente asociadas con la
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inflamacién aguda intestinal (espondilitis anquilosante, sacroileitis, tromboembolismos
y enfermedades bilio-hepaticas asociadas como colangitis esclerosante y litiasis biliar
sintomatica). Las sacroileitis fueron confirmadas por radiologia. Las manifestaciones
reumatoldgicas, dermatoldgicas y oftalmoldgicas fueron todas ellas confirmadas por sus
correspondientes especialistas. Se descartaron las artralgias, debido a su dificil
definicion concreta y, se excluyeron aquellas manifestaciones secundarias a la
cronicidad de la enfermedad (anemia, hipoalbuminemia...) y las secundarias a efectos
adversos de farmacos (139).

En colaboracion con el Servicio de Cirugia General del Hospital Clinico de
Santiago todos los pacientes se estratificaron segin hubiesen sido sometidos a cirugia
previa en relacion con la EC o no. Asi mismo se subestratificaron y se evaluaron de
forma individual las principales cirugias relacionadas con la EC: Reseccion ileal y
cirugia de fistulas. También se objetivd el haber sido apendicectomizados previamente,
en el momento del diagndstico, o bien en el transcurso clinico de la enfermedad.

Se analizaron todos los tratamientos recibidos por los pacientes: aminosalicilatos
orales y topicos, corticoesteroides orales y tdpicos, budesonida, antibidticos, prebidticos
e inmunosupresores tiopurinicos. Se prestd especial atenciébn y un exhaustivo
seguimiento a los pacientes que hubiesen recibido terapias bioldgicas. Como en la
actualidad existen dos terapias biologicas en el mercado, los dos anticuerpos
monoclonales anti-tnf alfa, uno de administracion intravenosa hospitalaria (infliximab)
y otro totalmente humanizado de administracion subcutanea (adalimumab), realizamos
un andlisis individualizado de cada uno de ellos para evaluar las posibles influencias de
las mutaciones en la respuesta a cada uno de ellos. Se definid respuesta a las terapias
bioldgicas como disminucion de al menos 100 puntos en el CDAI en los pacientes con

EC inflamatoria y en las formas fistulizantes como cierre de mas del 50% de las fistulas.
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El reciente aumento de estas medicaciones hizo que la evaluacion de la respuesta al
mismo en todos los pacientes se llevase a cabo anualmente hasta el afio 2008.

Se analizaron condiciones especiales de la EC como son la corticodependencia y
la corticorresistencia, que podrian condicionar el pronodstico de la enfermedad.
Definimos corticodependencia como la recidiva del brote en los 30 dias siguientes a
retirar los corticoides o tras al menos dos intentos de reducir los corticoides sistémicos
en los ultimos 12 meses y corticorresistencia se definid como la falta de respuesta
clinica y bioldgica al tratamiento con corticoides a dosis plenas (minimo 50 mg de
prednisolona) durante al menos 7 dias (140).

Con todos estos datos se rellenaron unos cuestionarios que incluian un nimero,
que corresponderia con el de las muestras sanguineas para conferir anonimato a las
mismas. En el anexo 2 se muestran los formularios de recogida de datos tanto de los

pacientes como de los controles.

3.2. Métodos
3.2.1. Extraccion de ADN en muestras de sangre periférica

Se realizé una recogida de 15 ml de sangre venosa periférica en cada paciente y
en cada control para la posterior extraccion del ADN gendémico de los leucocitos. La
sangre se recolectd en tubos con EDTA y fue almacenado a -20°C. Todos los tubos de
cada paciente y cada control fueron rotulados con un nimero y con un céddigo de letras,
que también se escribidé en cada uno de los formularios, con la idea de mantener el
anonimato, pero sin poder confundirse unas muestras con otros.

Tras solicitar los permisos correspondientes, la sangre se trasladé de manera

urgente, utilizando un Servicio de Correo de muestras que garantizaba el correcto
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mantenimiento de las condiciones, al laboratorio de inmunogenética de la VU
University Medical Center en Amsterdam (Holanda).

La sangre fue centrifugada a 1500 rpm durante 15 minutos y a continuacion se
extrajo la capa leucocitaria o también llamado coagulo blanco (buffy-coat), que fue
transferido a tubos de eppendorf, con la misma identificacion que los tubos de EDTA, y

almacenado a -20°C.

3.2.2. Genotipado
El ADN fue aislado de las muestras sanguineas utilizando el kit de
aislamiento de ADN de Roche (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany).

Todos los participantes del estudio fueron genotipados para las tres principales
variantes del gen NOD2/CARDIS5 asociadas con la EC (R702W, G908R y 1007fs).
Estas variantes han sido etiquetadas como SNP 8, 12 y 13, respectivamente (58). El
genotipado se llevo a cabo a través de la reaccion en cadena de la polimerasa con
restriccion de longitud de los polimorfismos (PCR-RFLP). Tras la digestion, los
productos resultantes fueron aislados al 2% (G908R) o al 4% (R702W y 1007fs) en
geles de agarosa.

La variante R702W fue analizada utilizando los “primers” o cebadores:
5S’CGCACAACCTTCAGATCACAY “sense” 0 sentido) y
5’GGATGGAGTGGAAGTGCTTG3’ (“antisense” o contrasentido). Las condiciones
de la PCR fueron: Desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos, seguido de 40
ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, recocidos a 59°C durante 30
segundos y estirado a 72°C durante 30 segundos, llevandose a cabo un alargamiento
final a 72°C durante 7 min. Los fragmentos de PCR fueron cortados con el enzima de

restriccion Hpall (5 horas a 37°C).
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La variante G908R fue analizada utilizando los “primers” o cebadores:
5S’AAGTCTGTAATGTAAAGCCAC3’ “sense” 0 sentido) y
5’CCCAGCTCCTCCCTCTTC3’ (“antisense” o contrasentido). Las condiciones de la
PCR fueron: Desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, recocidos a 59°C durante 30
segundos y estirado a 72°C durante 30 segundos, llevandose a cabo un alargamiento
final a 72°C durante 7 min. Los fragmentos de PCR fueron cortados con el enzima de
restriccion Hhal (5 horas a 37°C).

La variante 1007fs fue recocida de acuerdo con Crane y cols. (141).Los
“primers” o cebadores empleados fueron 5’GGCAGAAGCCCTCCTGCAGGGCC3’
“sense” o sentido) y S’CCTCAAAATTCTGCCATTCC3’ (“antisense” o
contrasentido). Los fragmentos de PCR fueron cortados con el enzima de restriccion
Apal (11 horas a 30°C). En la figura 7 se muestra la fotografia de un gel tras la
realizacion de una PCR de la variante SNP 13 en las condiciones descritas

anteriormente.

1 2 3 4

SNP13/CARDI15/NOD2 x Apal, 0.5xTBE gel, 4% agarosa.
1= 50bp marcador de ADN

2=12
3=1.1
4=2.2

FIGURA 7: Fotografia de gel tras la realizacién de PCR correspondiente al SNP 13 del

gen NOD2
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El genotipado del SNP CDI14 -260 C<T se realizO con los primers
5’TCACCTCCCCACCTCTCT3’ “sense” 0 sentido) y
5S’CCTGCAGAATCCTTCCTGTT3’ (“antisense” o contrasentido). Las condiciones de
la PCR fueron: Desnaturalizaciéon inicial a 94°C durante 5 minutos, seguido de 35
ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, recocidos a 59°C durante 30
segundos y estirado a 72°C durante 1 minuto, llevandose a cabo un alargamiento final a
72°C durante 7 min. Los fragmentos de PCR fueron cortados con el enzima de
restriccion Haelll (142). En la figura 8 se muestra la fotografia de un gel tras la
realizacion de una PCR de la variante SNP CDI14 en las condiciones descritas

anteriormente.

CD14-260 x Haelll, 0.5xTBE gel, 4% agarosa.

1=CC
2=TT
3=CT

FIGURA 8: Fotografia de gel tras la realizacion de PCR correspondiente al SNP-260

C<T de CD14

El genotipado del SNP TLR4+896 A>G fue llevado a cabo con los primers
S’TTACCCTTTCAATAGTCACACTCA3’ “sense” 0 sentido) y
5’AGCATACTTAGACTACCTCCATG3® (“antisense” o  contrasentido). Las

condiciones de la PCR fueron: Desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 minutos,
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seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos, recocidos a 55°C
durante 30 segundos y estirado a 72°C durante 30 segundos, llevandose a cabo un
alargamiento final a 72°C durante 7 min (143). Los fragmentos de PCR fueron cortados
con el enzima de restriccion Ncol. En la figura 9 se muestra la fotografia de un gel tras
la realizaciéon de una PCR de la variante SNP TLR4+896 A>G en las condiciones

descritas anteriormente.

el L L L I L T
5

------—-----—------—-"
— - — —

TLR4 x Ncol. 0.5xTBE gel, 4% agarosa.

1=12
2=1.1
3=22

FIGURA 9: Fotografia de gel tras la realizacién de PCR correspondiente al TLR4+896
A>G

El genotipado de de los SNPs de TLRY fue llevado a cabo con el método
Tagman, los primers o cebadores del SNP TLR9-1237 T>C fueron
5’GGCCTTGGGATGTGCTGCT3’ “sense” 0 sentido) y
5’"GGTGACATGGGAGCAGAGACA3Z’ (“antisense” o contrasentido), mientras que los
preimers del SNP TLR)+2848 G>A fueron 5’CCGGTCTGCAGGTGCTAGAC3’

(“sense” o sentido) Y 5S’CCAAAGGGCTGGCTGTTGTA3’ (144).

59



3.2.3. Analisis estadistico

Se calcularon las frecuencias genotipicas, alélicas y el equilibrio de Hardy-
Weinberg en pacientes y controles. El desequilibrio gamético se estimé empleando el
coefficiente D" de Lewontin (145).

Se realizaron analisis caso-control para averiguar la influencia global en la
susceptibilidad para la EC de las 3 mutaciones, asi como la individual de cada
polimorfismo de CARDI1S5.

La EC fue estratificada de acuerdo con multiples caracteristicas demograficas y,
fundamentalmente fenotipicas y clinicas, para averiguar el posible efecto de las
mutaciones de CARD15 individualmente en cada subgrupo.

Todas las comparaciones fueron estudiadas usando el test chi-cuadrado (x°) o el
test exacto de Fisher cuando fue necesario, en caso de que la frecuencia de las
observaciones en alguna de las celdas fuese menor de 10 se emple6 la correcion de
Yates. En ocasiones se han realizado andlisis de regresion logistica. Las asociaciones
fueron expresadas bien en porcentajes o bien como riesgo relativo (RR) o con odds ratio
OR con un intervalo de confianza del 95%. Se considero estadisticamente significativo
un valor de p<0.05. Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa SPSS

12.0 y el programa Epidat.
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4. RESULTADOS
4.1. Caracteristicas de los pacientes

Se realizo el andlisis casos-controles de 165 pacientes con enfermedad de Crohn
y de un niimero similar de sujetos sanos. Las principales caracteristicas demograficas y
clinicas de los pacientes se muestran en la tabla 8.

El tiempo medio de seguimiento de los pacientes desde su diagnéstico fue de
7,5 £ 0,5 afos (con un rango desde 1 hasta 33 afios). Alrededor de un 10% de los
pacientes presentaban una historia familiar (bien de primer, bien de segundo grado) de
EIl; estos datos son ligeramente inferiores al rango encontrado en otras poblaciones
estudiadas (66), si bien hemos de recordar que nosotros, de acuerdo con los criterios de
inclusion y exclusion, solamente incluiamos en el presente estudio un miembro de cada
familia. Se encontré un discreto predominio de mujeres entre los pacientes de EC,
aunque esta parece ser la norma general de casi todos los estudios. Asimismo, se
observé un porcentaje mayor de pacientes originarios del ambito rural, aunque este dato
no deberia ser indicativo de una mayor prevalencia de la enfermedad en éreas rurales,
sino como consecuencia de que la poblacion del 4area geografica estudiada es
predominantemente rural. No se observaron diferencias entre pacientes y controles en
relacion a la edad, el sexo ni al origen rural o urbano. Si que se han observado
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al habito tabaquico, dato
totalmente logico pues es sabido que el tabaco es un factor de riesgo y de mal
pronostico para la EC.

En la tabla 9 se muestra una comparativa de las caracteristicas demograficas
entre el grupo de pacientes y el grupo control. Se describieron asociaciones

estadisticamente significativas entre los diferentes subgrupos fenotipicos de los
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TABLA 8: Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes

Pacientes con EC

Numero total 165
Sexo (Hombres/Mujeres) 70 (42,4)/95 (57,6)
Origen (Rural/Urbano) 91 (55,2)/74 (44,8)
Origen de los padres (Rural/Urbano) 104 (63,0)/ 61 (37,0)
Fumadores en la actualidad 75 (45.5)
Fumadores (actuales y ex-fumadores) 99 (60,0)
Edad

Rango 18-76

Media *+ desviacion 36,3£1,0
Edad diagndstico

Rango 9-65

Media *+ desviacion 289+1,0
Historia familiar EII 17 (10,3)
Edad diagnéstico

<40 afios (A1) 135 (81,8)

> 40 afios (A2) 30 (18,2)
Patron comportamiento- Fenotipo

Inflamatorio (B1) 66 (40,0)

Estenosante (B2) 35(21,2)

Penetrante (B3) 64 (38,8)
Localizacion de la enfermedad

Ileon terminal(L1) 69 (41,8)

Colon (L2) 28 (17,0)

Ileocolon (L3) 66 (40,0)

Tracto gastrointestinal alto (L4) 2(1,2)
Corticorresistencia 27 (16,4)
Corticodependencia 35(21,2)
Cirugia 85 (51,5)
Manifestaciones extraintestinales 58 (35,2)

Los porcentajes (%) se expresan entre paréntesis



pacientes con EC. De este modo, los pacientes de origen urbano presentaban una edad
de diagnostico mas precoz que los pacientes de origen rural (origen vs. edad de
diagnostico de acuerdo con la Clasificacion de Viena, p < 0,05). Se observd mas
frecuentemente corticodependencia en los pacientes fumadores y en los que presentaban

historia familiar positiva de EII (p <0,05 y p <0,01, respectivamente).

TABLA 9: Comparativa entre las caracteristicas demograficas de los pacientes y de los

controles
Patientes con EC Controles Valor de P

Numero total 165 165
Sexo (Masculino/Femenino) 70/95 71/94 0,911
Origen (Rural/Urbano) 91/74 78/87 0,152
Origen Progenitores (Rural/Urbano) 104/61 96/69 0,367
Fumadores actuales 75 31 0,000
Fumadores (actuales y ex-fumadores) 99 40 0,000
Edad 0,093

Rango 18-76 18-84

Media £ Desviacion estandar 36,3+1,0 415+ 14
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4.2. Frecuencia de mutaciones en el gen NOD2/CARDI1S y relacion con la
susceptibilidad para enfermedad de Crohn

La mutacion R702W fue la que mostré una frecuencia mas alta en los pacientes
con EC gallegos (6,7%), sin embargo esta mutacion fue la que se encontré con mayor
frecuencia en los controles (5,8%). De este modo, este polimorfismo parece que no tiene
influencia en la susceptibilidad para padecer EC en la poblacion estudiada. Por otra
parte, los alelos mutantes de G908R y 1007fs se observaron significativamente mas
frecuentes en los pacientes con EC que en los controles sanos (4,5% vs. 1,0 en ambos
grupos, p <0,01). La presencia de ambas mutaciones incrementaba el riesgo de
desarrollar EC (OR = 5,2 95% IC 1,5-18,1). Se observaron unos resultados similares
cuando se consideraron para el andlisis los portadores (es decir, las personas que
presenten al menos una copia del alelo mutante) de cada polimorfismo, aunque en este
caso el riesgo de desarrollar EC fue ligeramente superior en los portadores de mutacion
en 1007fs (OR = 4,6 95% IC 1,3-16,5, p <0,05; y OR = 5,0 95% IC 1,4-17,8, p <0,01,
para G908R y 1007fs, respectivamente).

El mismo andlisis se llevo a cabo teniendo en cuenta los portadores de al menos
una copia de alelos mutados en cualquier variante, asi como en los portadores de 2
copias. El 27,9% de los pacientes con EC eran portadores de al menos un alelo mutante
en cualquiera de las tres variantes estudiadas del gen NOD2, en contraste con el 15,2%
de los controles (OR 2,17 95%IC 1,26-3,73 p < 0,01) (figura 10). El 3,6% de los
pacientes con EC eran portadores de dos copias de alelos mutados (bien homocigotos
para una variante o bien heterocigotos compuestos), mientras que ningun paciente
resultd ser homocigoto para mas de una mutacion (p<0,05) (figura 11). En el grupo
control, ningun individuo presentd 2 copias de ninguna de las variantes. Los portadores

de al menos una copia de alelos mutados del gen NOD2/CARDIS5 tienen un mayor
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riesgo de desarrollar EC (OR 2,23 95% IC 1,36-3,72, p<0,01), y este riesgo es el doble
cuando consideramos solamente a los individuos portadores de las mutaciones G908R y
1007fs (las dos implicadas en esta poblacion en cuanto a susceptibilidad para EC) (OR

4,73 95% IC 1,88-11,86, p = 0,001) (figura 12).

Pacientes Controles

(OR 2,17 95%IC 1,26-3,73 p < 0,01)

FIGURA 10: Porcentaje de portadores de al menos un alelo mutante en cualquiera de

las tres variantes estudiadas del gen NOD2
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Pacientes
21 SNP8

40 heterocigotos simples 9 SNP12

43 heterocigotos (24,2%) 10 SNP13
/ (26,1%)
46 portadores 3 Heterocigotos compuestos| 1 SNP8 y SNP13
(27,9%) (1,8%) 2 SNP12 y SNP13

I

3 homocigotos 2 SNP12

(1,8%) 1 SNP13

Controles
19 SNP8
25 heterocigotos simples 3 SNP12
25 heterocigotos (15,2%) 3 SNP13
/ (15.2%)
25 portadores 0 Heterocigotos compuestos
(15,2%) (0%)

I

0 homocigotos
(0 %)
FIGURA 11: Numero de portadores heterocigotos y homocigotos en pacientes y

controles
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3,1

Pacientes Controles

(OR 4,73 95%1C 1,88-11,86 p < 0,01)

FIGURA 12: Porcentaje de portadores de al menos una variantes de NOD2 de las dos

que influyen en el riesgo de EC en nuestra poblacion (SNP12 y SNP13)
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El riesgo que confiere el hecho de ser portador de dos alelos mutados no ha

podido ser calculado porque no hay ningln sujeto con dos copias mutadas en la muestra

de los controles. Estos hallazgos han sido comunes en otras poblaciones estudiadas, lo

cual es indicativo del alto riesgo que confiere tener mas de una mutacién. En al tabla 10

se muestran las frecuencias de alelos y de portadores de las variantes de

NOD2/CARDIS5 en pacientes y controles.

TABLA 10: Frecuencia de alelos y de portadores de las variantes de NOD2/CARD15

en pacientes y controles

N Frecuencia Frecuencia de Portador | Portador
alélica (%) portadores (%) de de 2
Snp8 | Snp12 | Snp13 | Snp8 | Snpl12 | Snp13 |cualquier copias'
mutacion
Pacientes | 165[6,7 [4,5%% [4,5%+* [133 [7,0%" [85%*¢ [279%xd |3 g
Controles 165/58 1,0 1,0 11,5 |1,8 1,8 15,2 0,0

" Homocigotos o heterocigotos compuestos

“P < 0,01 (Con y sin correccion de Yates) OR = 5,19 95% IC 1,49-18,11

bp < 0,05 (Con y sin correccion de Yates) OR =4,62 95% IC 1,29-16,52

‘P<0,01 (P=0,013 con correccion de Yates) OR = 5,01 95% IC 1,41-17,77

ip < 0,01 (Con y sin correccion de Yates) OR =2,17 95% IC 1,26-3,73

°P < 0,05 (Con y sin correccion de Yates)

Las frecuencias de los genotipos en controles y pacientes estaban en las

proporciones de Hardy-Weinberg excepto para G908R en el grupo de pacientes. Debido

a que la estimaciéon de la frecuencia de haplotipos usando el algoritmo esperanza-
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maximizacion o algoritmo EM puede ser influenciada por desviaciones de las
proporciones de Hardy-Weinberg, las frecuencias de haplotipos cuando estaban
presentes heterocigotos compuestos se obtuvieron empleando el algoritmo EM vy
directamente de la muestra tras eliminar los heterocigotos compuestos. Los resultados
obtenidos resultaron muy similares a los previamente expuestos y se muestran en la
tabla 11. Los alelos mutantes de esas variantes no fueron encontrados en los mismos
haplotipos. Una vez mas las diferencias entre pacientes y controles fueron debidas a las
variantes G908R y 1007fs, y no a la R702W. Por lo tanto, s6lo los haplotipos que
contienen alelos mutantes en las variantes G908R y 1007fs se encontraron aumentados
significativamente en los pacientes con EC de esta poblacion. Al igual que en estudios
previos (146), no se encontrdé desequilibrio gamético entre ninguno de los pares de

variantes estudiadas.

TABLA 11: Frecuencias de haplotipos en pacientes y controles

Frecuencias de haplotipos

R702W  G908R  1007fs Pacientes Controles Valor P OR (95%IC)
1 1 1 85,8 92,4 <0,01 0,5 (0,3-0,8)
2 1 1 6,5 5,8 n.s. 1,1 (0,6-2,2)
1 2 1 4,0 0,9 <0,05 4,6 (1,2-16,2)
1 1 2 3,7 0,9 <0,05 4,2 (1,2-15)

1, Alelo salvaje (wild); 2 Alelo mutante
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4.3. Frecuencia de mutaciones en los receptores toll-like y CD14 y relacion con la
susceptibilidad para enfermedad de Crohn

Las frecuencias de los alelos mutados de TLR4 > fueron significativamente mas
bajas en el grupo de pacientes en comparacion con en el grupo de controles (3,7% vs
7,7%; p < 0,05, OR: 0,45, 95% IC: 0,22-0,92). Cuando se analizaron las frecuencias de
portadores también se observo que la frecuencia de pacientes portadores del alelo
mutado de TLR4™" era significativamente inferior que la frecuencia hallada en los
controles sanos (6,7% vs 14,1%; p <0,05, OR: 0,43, 95% IC: 0,20-0,92). En la figura 13

+299

se muestran las frecuencias de alelos y de portadores de 7LR4 en pacientes y

controles.

La frecuencia de alelos mutados de CD147%%°

fue del 51,5% en los pacientes y
del 50.9% en los controles (OR: 1,01, 95% IC: 0,70-1,47; n.s). Analizando los
individuos portadores observamos que 128 pacientes (77,6%) y 128 controles (78,5%)
fueron portadores del alelo mutado de CD/ 420 (OR 0,94, 95% IC: 0,56-1,59; n.s). En
la figura 14 se muestran las frecuencias de alelos y de portadores de CDI14°% en
pacientes y controles.

No se encontraron diferencias en cuanto a la presencia de mutaciones entre
pacientes y controles en ninguna de las dos variantes estudiadas de RTL9. La frecuencia
de pacientes portadores de mutacién en TLRO'®7 fue del 28% y de controles el 33%
(OR 0,66, 95% IC: 0,19-2,24; n.s). Tampoco se observaron diferencias entre la

+2848

presencia de pacientes con mutaciones en TLR9 (74%) y de controles portadores

(75%) (OR 1,01, 95% IC: 0,63-1,63; n.s).
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B Pacientes
I Controles

P<0,05

14,1
7,7

Alelos Portadores

(OR: 0,45, 95% IC: 0,22-0,92 p<0.05) (OR: 0,43, 95% IC: 0,20-0,92 p<0,05)

FIGURA 13: Frecuencias de alelos y de portadores de TLR4 > en pacientes y

controles
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n.S.

77,8 78,8

n.Ss.
51,5 50,9 B Pacientes
I I I Controles

Alelos Portadores

(OR: 1,01, 95% IC: 0,70-1,47; n.s) (OR 0,94, 95% IC: 0,56-1,59; n.s)

FIGURA 14: Frecuencias de alelos y de portadores de CDI14>% en pacientes y

controles
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4.4. Relacion de las mutaciones en gen NOD2/CARD1S5 con los distintos fenotipos
segun la Clasificacion de Viena

En el momento de estratificar y seleccionar los pacientes aun estaba vigente la
Clasificacion de Viena, pues todavia no habia sido publicada la Clasificacion de
Montreal, por lo que la primera fue la empleada para clasificar a los pacientes en los
distintos fenotipos. En la tabla 12 se muestra la frecuencia de alelos y de portadores en
los pacientes estudiados en relacion con los distintos fenotipos segun la Clasificacion de
Viena.

En cuanto a la edad de diagnostico, parece que no existe influencia de ninguna
de las mutaciones de gen NOD2/CARDIS5 estudiadas. No se observaron diferencias
significativas en cuanto a las frecuencias de alelos o las frecuencias de portadores entre
el grupo de pacientes diagnosticados mas jovenes Al (<40 afos) y el grupo de pacientes
diagnosticados con mayor edad A2 (>40 afios). Ademas, analizando individualmente
cada una de las tres variantes no se observaron diferencias en cuanto a la edad de debut
de la EC, al igual que tampoco se observaron diferencias en cuanto a la edad de
diagnéstico entre los pacientes portadores de al menos una mutaciéon y los no
portadores. Sin embargo, hemos observado que todos los pacientes con EC portadores
de dos copias de alguna de las tres variantes tenian una edad de debut de la enfermedad
mas precoz (media 22 afios con un rango entre 18 y 29 afios); a pesar de estos hallazgos
es dificil establecer una conclusion robusta, debido a que el numero de pacientes de este
subgrupo es muy limitado, tan solo 6 pacientes. En la tabla 13 se muestra la edad media
y el rango de debut de la enfermedad de los pacientes en relacion a la presencia de las

mutaciones.
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TABLA 13: Edad media y rango de debut de la enfermedad de los pacientes en relacion

a la presencia de las mutaciones

NO
PORTADOR PORTADOR
PORTADOR NO DE ALGUNA PORTADOR DE DOS
PORTADOR VARIANTE DE COPIAS
VARIANTES
30,1+2,5 | 28,7+1,0
P > > s s
SNPS (15-65) (9-63)
27,3+£2,9 | 29,0+1,0
SNPI2 (16-54) (9-65) 209+1,8 | 285+1,0 | 222+2,1
(15-85) (9-58) (18-29)
30,1+4,0 | 28,8409
SNP13 T N
(18-63) (9-65)
Edad media (rango)

Tras realizar el andlisis univariante se observo que el comportamiento de la
enfermedad (B) estaba influenciado por la presencia de los polimorfismos alterados del
gen NOD2 (ver tabla 12) y el analisis aislado de los portadores de alguna de las dos
mutaciones que conferian susceptibilidad a la poblacion gallega (SNP12 y SNP13) nos
mostrd un riesgo relativo de 3,4 para el desarrollo de formas penetrantes-fistulizantes.
Sin embargo todos los resultados estadisticamente significativos se perdieron cuando
realizamos el andlisis multivariante teniendo en cuenta los afios de evolucion de la
enfermedad desde el momento del diagndstico. De este modo, la relacion entre el
comportamiento de la EC y las mutaciones de NOD2/CARDIS5 parece deberse a la
influencia de los afos de enfermedad en el comportamiento de la EC. De hecho, un
analisis mas detallado de la poblacion de nuestro estudio mostré un predominio
significativo de las formas inflamatorias (no estenosante-no penetrante) en los primeros
5 afios de la enfermedad y con el paso del tiempo un predominio del fenotipo
penetrante-fistulizante. En la figura 15 se muestran los porcentajes de pacientes del

estudio con los distintos fenotipos de comportamiento de la enfermedad segin
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pertenezcan al grupo de diagnosticados en lo ultimos 5 afos o al grupo con mas de 5
anos de diagnoéstico. Estos datos sugieren que la mayoria de los casos que en principio
son diagnosticados como formas inflamatorias con el tiempo evolucionan hacia formas

mas complicadas.

100

90 B Inflamatorio

80

I Estenosante

70 Fistulizante
60
50
40
30
20

10

% <5 anos >5 anos

FIGURA 15: Porcentajes de pacientes con los distintos fenotipos de comportamiento
de la enfermedad segun pertenezcan al grupo de diagnosticados en lo ultimos 5 afios o

al grupo con mas de 5 afios de diagndstico
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Apenas existe influencia de las mutaciones del gen NOD2/CARDIS5 en la
localizacion de la enfermedad. En nuestra muestra tan solo observamos una ligera
tendencia a la asociacion con las formas ileales, hallazgo previamente descrito en otras
poblaciones. Asi, todos aquellos pacientes con dos mutaciones, tanto homocigotos como
heterocigotos compuestos tenian una EC ileal o ileocolénica y en ninguno de ellos se
observé una forma coldnica pura; una vez mas debido al escaso numero de pacientes
con dos mutaciones es complicado sacar conclusiones. Por otra parte, a pesar de que la
frecuencia de alelos mutados de G908R y1007fs fue siempre mas alta en los pacientes
con afectacion ileal o ileocolonica que en los pacientes con formas exclusivamente
coldnicas, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos. Los pacientes que presentaban alelos mutados en R702W (la mutacion sin
influencia en la EC en nuestra poblacién) presentaban una mayor afectacion colonica,
aunque tampoco estadisticamente significativa. En la figura 16 se muestra el porcentaje
de pacientes portadores de cada una de las tres mutaciones del gen NOD2 en cada una
de las localizaciones de la enfermedad de acuerdo con la Clasificacion de Viena. Como
tan solo dos pacientes presentaban afectacion de tramos digestivos altos (L4), y a pesar
de que uno de ellos presentaba mutaciones, no se pudieron realizar calculos estadisticos
especificos para este subgrupo.

Tras el analisis aislado de los pacientes que presentaban solo las mutaciones en
las variantes del gen NOD2 que conferian susceptibilidad a nuestra poblacion (SNP12 y
SNP13), no se observaron asociaciones estadisticamente significativas con ninguno de
los distintos fenotipos de la Clasificacion de Viena a excepcion de lo explicado con el

patrén fistulizante.
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L1 L2 = L3

% R702W GI908R 1007fs
(OR 0,33 95%IC 0,10-1,13) (OR 2,57 95%IC 0,30-23,53) (OR 1,37 95%IC 0,41-4,57)

FIGURA 16: Porcentaje de pacientes portadores de cada una de las tres mutaciones del

gen NOD?2 en cada una de las localizaciones de la enfermedad de acuerdo con la

Clasificacion de Viena
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4.5. Relacion de las mutaciones en gen NOD2/CARD15 con factores demograficos
y ambientales

Analizamos si podia existir algin tipo de influencia en la presencia de
mutaciones del gen NOD2/CARDI5 en pacientes con EC en dependencia del sexo, del
origen rural o urbano, del habito tabaquico, asi como de la existencia de familiares de
primer grado con EII.

Analizando de manera global las tres mutaciones e individualmente cada una de
ellas, no observamos diferencias estadisticamente significativas entre hombres y
mujeres y el riesgo de padecer EC (figura 17).

Tampoco se observaron de manera global ni individualizada diferencias
estadisticamente significativas entre la presencia de las mutaciones y los pacientes de
origen urbano y los de origen rural (figura 18).

En cuanto al habito tabaquico tampoco se encontr6 ninguna diferencia en cuanto
el porcentaje de pacientes portadores de las mutaciones segiin fuesen fumadores o no
fumadores en el momento del diagnostico de su enfermedad, aunque analizando
individualmente las mutaciones se observd una tendencia a un mayor numero de
mutaciones de la insercion (1007fs) entre los individuos no fumadores (OR 0,33 95%IC
0,10-1,05,p=0,05)(figura 19).

No se observd una mayor presencia de mutaciones entre los pacientes con
familiares de primer grado con EII (figura 20), pero estos resultados no deben ser
tenidos de todo en cuenta, pues en el presente estudio solamente se incluyd un familiar
por cada familia de sujetos con EC. Esta misma situacion puede haber condicionado el
hecho de que no observasemos el fenomeno de anticipacién (debut previo de la
enfermedad en generaciones posteriores); asi en nuestra poblacién los pacientes con

familiares con EII no presentaban una edad de debut mas temprana de la enfermedad.

79



® Hombres

% Mujeres

%  CARDI5 R702W G908R 1007fs

(OR1,20 95%IC 0,60-2,38) (OR0,93 95%IC 0,37-2,31)  (OR1,64 95%IC 0,52-6,13)  (OR1,39 95%IC 0,46-4,18)

FIGURA 17: Porcentaje de pacientes portadores (tanto global como individualmente)

de cada una de las tres mutaciones del gen NOD2 seglin el sexo
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35

30 ® Urbano
E Rural

25

20

15

10

0
% CARD15 R702W G908R 1007fs

(ORO0,92 95%IC 0,46-1,83) (OR1,26 95%IC 0,51-3,11)  (ORL,05 95%IC 0,33-3,29)  (ORO0,46 95%IC 0,13-1,54)

FIGURA 18: Porcentaje de pacientes portadores (tanto global como individualmente)
de cada una de las tres mutaciones del gen NOD2 segun el origen urbano o rural de los

pacientes
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B Fumador

B No fumador

% CARD15 R702W GI908R 10071s

(OR 0,69 95%IC 0,34-1,39) (OR1,00 95%IC 0,40-2,46)  (OR1,03 95%IC 0,33-3,21) (OR 0,33 95%IC 0,10-1,05)

FIGURA 19: Porcentaje de pacientes portadores (tanto global como individualmente)
de cada una de las tres mutaciones del gen NOD2 segtin su hébito tabaquico en el

momento del diagnostico
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B Historia familiar EII
® No familiares con EII

% CARD15 R702W GI908R 1007fs

(OR 1,47 95%IC 0,51-4,29)  (OR1,45 95%IC 0,38-5,53) (ORO0,70 95%IC 0,08-5,81) (OR 1,51 95%IC 0,30-7,40)

FIGURA 20: Porcentaje de pacientes portadores (tanto global como individualmente)
de cada una de las tres mutaciones del gen NOD2 seglin tuviesen o no historia familiar

de primer grado de enfermedad inflamatoria intestinal
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Tras el analisis de los pacientes portadores de solamente alguna las dos variantes
del gen NOD?2 con influencia en nuestra poblacion, tampoco se observaron asociaciones
estadisticamente significativas con ninguno de los pardmetros demografico-
epidemiologicos analizados (sexo, tabaco, origen rural o urbano ni antecedentes

familiares de EII).

4.6. Relacion de las mutaciones en gen NOD2/CARD1S5 con las manifestaciones
extraintestinales

Desarrollaron al menos una manifestacion extraintestinal de la EC 58 pacientes
(35,2%), 17 de ellos (10,3% del total) habian presentado dos o mds manifestaciones
extraintestinales distintas durante el curso de la enfermedad. La manifestacion
extraintestinal mas comunmente observada fue la artritis periférica, estando presente en
el 17,6% de los pacientes. En la tabla 14 se muestran todas las manifestaciones
extraintestinales observadas.

TABLA 14: Frecuencia de las diferentes manifestaciones extraintestinales observadas

Manifestaciones Numero | % de pacientes
Artritis periférica 29 17.6
Eritema nodoso 12 7.3
Sacroileitis 12 7.3
Litiasis biliar sintomatica 10 6.0
Manifestaciones oculares * 6 3.6
Espondilitis anquilopoyética 4 2.4
Estomatitis recidivante 4 2.4
Colangitis esclerosante primaria 1 0,6
Tromboembolismos 1 0,6

*Uveitis y epiescleritis
Observamos que el 24,4% de los pacientes que tenian manifestaciones
extraintestinales presentaban alguna de las tres mutaciones estudiadas del gen CARDI1S,

mientras que entre los pacientes que no presentaban manifestaciones extraintestinales, el
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29,9% de los mismos presentaba alguna variante mutada. Estos resultados no mostraron
significacion estadistica (OR 0,74, 95%IC: 0,36-1,55; n.s.), al igual que tampoco se
observaron tras analizar solamente los pacientes portadores de las dos mutaciones
implicadas en el riesgo de EC en nuestra poblacion (OR 0,84, 95%IC: 0,34-2,10; n.s.).
A pesar de estos resultados, analizamos individualmente las tres manifestaciones
extraintestinales mas comunes de nuestra poblacién y tampoco observamos diferencias

entre la presencia o no de mutaciones con cada una de estas manifestaciones (figura 21).

En el andlisis detallado e individualizado de cada una de las tres mutaciones
estudiadas, tanto con la presencia global de manifestaciones extraintestinales como
individualmente con las tres manifestaciones mas frecuentes, solamente observamos que
los pacientes con eritema nodoso tenian una mayor presencia de la mutacion G908R
(25%) en comparacion con los pacientes sin eritema nodoso (6,1%)(OR 4,76 95%IC
1,11-20,43; p<0.05), el resto de las asociaciones no fueron estadisticamente
significativas (tabla 15). Debido al escaso numero de pacientes en alguno de los

subgrupos en ocasiones es dificil interpretar los calculos y establecer datos definitivos.
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o, Artritis periferica Eritema nodoso Sacroileitis

(OR 0,48 95%IC 0,17-1,35)  (OR 1,95 95%IC 0,58-6,49) (OR 1,32 95%IC 0,37-4,61)

FIGURA 21: Porcentaje de pacientes portadores de al menos una de las tres mutaciones
del gen NOD2 seglin la presencia o no de las tres manifestaciones extraintestinales mas

comunes observadas
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4.7. Relacion de las mutaciones en el gen NOD2/CARD1S con los antecedentes
quirurgicos por enfermedad de Crohn

Un total de 85 pacientes (51,5%) fueron intervenidos quirirgicamente en
relacion con la EC. Entre ellos, 51 pacientes (60%) habian sufrido algun tipo de
reseccion ileal, en ocasiones mas de una, mientras que 19 pacientes (22,4%) se habian
sometido a algln tipo de intervencion en relacion con su enfermedad fistulizante. Asi
mismo, 32 pacientes (19,4%) habian sido apendicectomizados, ya fuese antes o en el
momento de diagnostico de la enfermedad.

Analizando los resultados de forma global, se observa que el 39,1% de los
pacientes que habian sido intervenidos quirGirgicamente en alguna ocasion por su EC
(cirugia de fistulas o reseccion ileal) presentaban al menos una de las tres principales
mutaciones en el gen CARDIS, frente al 19,8% en los pacientes con EC que no habian
sido intervenidos en ninguna ocasion. Las diferencias entre ambos grupos eran
estadisticamente significativas (OR 2,50 95%IC 1,25-5,03 p< 0,01) (figura 22). Al
considerar Unicamente las dos mutaciones que parecian estar asociadas con la EC en
poblacion gallega, G908R y 1007fs, el 27,5% de los individuos que portaban ambas
mutaciones habian sido sometidos a algun tipo de cirugia, frente a tan so6lo el 6,3% de
individuos portadores no intervenidos quirirgicamente, observandose también
diferencias estadisticamente significativas (OR 3,55 95%IC 1,33-9,42; p<0,001) (figura
23). El analisis més detallado de las intervenciones realizadas, mostrd que las
mutaciones en CARDIS5 eran significativamente mas frecuentes en pacientes que habian
sufrido algun tipo de reseccion ileal (43,1%) que en los que no habian presentado esta
cirugia (21,1%) (OR 2,84 95%IC 1,39-5,80 p < 0,01) (figura 24), observandose del
mismo modo diferencias estadisticamente significativas cuando se consideraban

unicamente portadores de G908R y 1007fs (29,4% frente al 8,8% de individuos
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portadores con o sin cirugia, respectivamente, (OR 4,33 95%IC 1,81-10,33 p < 0,01)
(figura 25). En el caso de los pacientes que habian sido intervenidos por sus fistulas,
aunque en ambos casos se observaba una mayor frecuencia de mutaciones en CARD15
en pacientes que habian experimentado este tipo de cirugia (figura 24), las diferencias
solo eran significativas cuando se consideraban pacientes portadores de las dos
mutaciones asociadas a EC en poblacion gallega. Asi, el 31,6% de los pacientes que
habian experimentado cirugia de fistulas portaban las variantes G908R 6 1007fs, frente
al 13,3% en pacientes sin este tipo de cirugia (OR 3,08 95% IC 1,08-8,86 p < 0,05)
(figura 25).

Analizando de forma individual cada una de las tres mutaciones, se observa que
la variante R702W aparece aproximadamente con igual frecuencia en pacientes
intervenidos o no quirargicamente (13,0% frente al 13,5%, respectivamente). Sin
embargo, la situacion es muy diferente al observar la frecuencia de las otras dos
mutaciones. La mutacion G908R se observé mas frecuentemente en pacientes con
cirugia previa (14,5%) que en los que no habian sido intervenidos (3,1%), siendo estas
diferencias significativas. La variante de insercion (1007fs) se observé en el 14,5% de
los pacientes operados y en el 4,2% de los no intervenidos (p < 0,05). La frecuencia de
cada una de las tres variantes con respecto a los tres tipos de cirugia considerados en
este estudio se muestra en la tabla 16. Al analizar los resultados para cada tipo de
cirugia en particular, se observa que los individuos portadores de G908R presentan
significativamente una mayor frecuencia de intervenciones por fistulas (31,6% frente al
4,8% en los no intervenidos, p< 0,01). En cuanto a las intervenciones por cirugia ileal,
la mutacién 1007fs se encontrd significativamente asociada a este tipo de cirugia (el
17,6% de los pacientes con cirugia ileal portaban esta mutacion frente al 4,4% de los

pacientes sin cirugia ileal, p < 0,05). La variante G908R también era mas frecuente en
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pacientes intervenidos quirurgicamente por fistulas (13,7% frente al 5,3%) y las
diferencias se aproximaban a la significacion (p < 0,01).

El analisis de la relacion entre las mutaciones en CARDI1S5 y la apendicectomia
no reflejé en ningun caso resultados significativos, si bien se observé en todos los casos
que la frecuencia de mutaciones en CARD15 era siempre mayor en los pacientes que no

habian experimentado apendicectomia.

TABLA 16: Frecuencia de portadores de las principales mutaciones del gen CARD15

en cada tipo de cirugia estudiada

R702W G908R 10071s
Si 15,7 13,7 17,6
Reseccion Ileal P=0,55 P=0,06 P=0,01
NO 12,3 5,3 4.4
Si 5,3 31,6 0
Cirugia Fistulas P=0,27 P=10,001 P=0,16
NO 14,4 4,8 9,6
Si 12,5 0 6,3
Apendicectomia P=0,88 P=0,07 P=0,61
NO 13,5 9,8 9,0

Las frecuencias se expresan en porcentajes.
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Cirugia Crohn No cirugia

(OR 2,50 95%]IC 1,25-5,03 p< 0,01)

FIGURA 22: Porcentaje de portadores de al menos un alelo mutante en cualquiera de

las tres variantes estudiadas del gen NOD2 y su relacion con la cirugia de la enfermedad

de Crohn
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6,9

Cirugia Crohn No cirugia

(OR 3,55 95%IC 1,33-9,42; p<0,001)

FIGURA 23: Porcentaje de portadores de al menos un alelo mutante de las dos
variantes estudiadas del gen NOD2 que confieren susceptibilidad a la poblacion gallega

y su relacion con la cirugia de la enfermedad de Crohn
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% Reseccion ileal Cirugia fistulas

(OR 2,84 95%IC 1,39-5,80 p < 0,01) (OR 1,60 95%IC 0,58-4,35 n.s)

FIGURA 24: Porcentaje de pacientes portadores de al menos una de las tres mutaciones
del gen NOD2 en relacion con las principales cirugias de la enfermedad (reseccion ileal

y cirugia fistulas)
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% Reseccion ileal Cirugia fistulas

(OR 4,33 95%I1C 1,81-10,33 p < 0,01) (OR 3,08 95%]IC 1,08-8,86 p < 0,05)

FIGURA 25: Porcentaje de pacientes portadores de al menos una de las dos mutaciones
del gen NOD2 que influyen en la poblacion gallega y su relacidon con las principales

cirugias de la enfermedad (reseccion ileal y cirugia fistulas)
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4.8. Relacion de las mutaciones en el gen NOD2/CARD1S5 con los antecedentes de
corticodependencia y corticorresistencia

En el momento de realizar la estratificacion de los pacientes el 16,4% de los
pacientes con EC habian presentado criterios de corticorresistencia y 21,2% criterios de
corticodependencia.

A pesar de que el 40,7% de los pacientes corticorresistentes presentaba alguna
mutacion en alguna variante del gen NOD?2 vy, éstas solo se encontraban presentes en el
25,4% de los pacientes que no habian desarrollado corticorresistencia, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (OR 2,02 95% IC 0,85-
4,77 p=0,08) (figura 26). El 22,9% de los pacientes previamente diagnosticados como
corticodependientes presentaban alguna mutacioén del gen NOD2 en comparacion con el
29,2% de los pacientes no corticodependientes que las presentaban, sin observarse
diferencias entre ambos grupos (OR 0,79 95% IC 0,29-1,72, p=n.s.) (figura 26).

Analizando solo las dos mutaciones que confieren susceptibilidad a nuestra
poblacion, no observamos diferencias estadisticamente significativas entre los
corticorresistententes y los no corticorresistentes ni entre los corticodependientes y los
no corticodependientes (figura 27).

Tras realizar un andlisis individualizado de las tres mutaciones tanto con los
antecedentes de corticorresistencia como de corticodependencia, no se encontraron
diferencias  estadisticamente  significativas entre corticodependientes y no
corticodependientes en ninguna de las tres (figura 28), mientras que entre
corticorresistentes y no corticorresistentes no se observaron diferencias en las
mutaciones G908R y 1007fs, pero si observamos que los pacientes con antecedentes de
corticorresistencia eran portadores de mas mutaciones de R702W que los pacientes sin

corticorresistencia previa (OR 2,87 95% IC 1,04-7,91, p<0,05) (figura 29).
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% Corticorresistencia Corticodependencia

(OR 2,02 95% C 0,85-4,77 p=0,08 ) (OR 0,71 95%IC 0,29-1,72 n.s)

FIGURA 26: Porcentaje de pacientes portadores de al menos una de las tres mutaciones
del gen NOD?2 en relacion con los antecedentes de corticorresistencia o

corticodependencia
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% Corticorresistencia Corticodependencia

(OR 1,34 95% IC 0,45-3,95) (OR 0,91 95% IC 0,31-2,64)

FIGURA 27: Porcentaje de pacientes portadores de al menos una de las dos mutaciones
del gen NOD2 que confieren susceptibilidad para la EC en nuestra poblacion en

relacion con los antecedentes de corticorresistencia o corticodependencia
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B Corticodependencia

E No corticodependencia

% R702W G908R 1007fs
(OR 0,54 95% IC 0,15-1,96) (OR 1,73 95% IC 0,50-6,00) (OR 1,01 95% IC 0,26-3,19)

FIGURA 28: Porcentaje de pacientes portadores individualmente de cada una de las

tres mutaciones del gen NOD2 segun tuviesen o no antecedentes de corticodependencia
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B Corticorresistencia

B No corticorresistencia

% R702W GI908R 1007fs
(OR 2,87 95% IC 1,04-7,91) (OR 0,92 95% IC 0,19-4,42) (OR 1,44 95% IC 0,37-5,56)

FIGURA 29: Porcentaje de pacientes portadores individualmente de cada una de las

tres mutaciones del gen NOD2 seglin tuviesen o no antecedentes de corticorresistencia
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4.9. Relacion de las mutaciones en el gen NOD2/CARD15 y en RTL4 y CD14 con la
respuesta al tratamiento con terapias bioldgicas

En total 67 pacientes, es decir el 40,6% han recibido tratamientos con terapias
biologicas. De este grupo el 58,2% habia recibido tratamiento por tener un patrén
fistulizante perianal, mientras que el 41,9% eran pacientes con una EC inflamatoria.

El 26,9% de los pacientes que recibieron estos tratamientos presentaban alguna
mutacion de las tres variantes estudiadas, si consideramos solamente las dos variantes
que se observd que conferian susceptibilidad a nuestra poblacion, el 19,4% de los
pacientes que recibieron terapias bioldgicas presentaba alguna de las mutaciones. En la
tabla 17 se muestra el porcentaje de portadores de cada una de las tres variantes en los

pacientes que recibieron terapias bioldgicas.

TABLA 17: Porcentaje de pacientes portadores de cada una de las tres mutaciones del

gen NOD2 que han recibido tratamiento con terapias biologicas

Mutacion N %
R702W (SNPS) 5 7,5
G908R (SNP12) 9 13,4
1007fr (SNP13) 6 9,0

El 6% de los pacientes presentaba mutacion en la variante TLR4 >’ mientras
que el 76,1% presentaba mutaciones en CD147>% .
Se observo que el 70,1% de los pacientes que recibieron terapias biologicas

presentaron una respuesta positiva a las mismas. Analizando por separado los dos

patrones evolutivos observamos que el 78,6% de los pacientes con patron inflamatorio
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presentd buena respuesta a estas terapias, mientras que entre los pacientes con patron
fistulizante la respuesta fue del 64,1% (figura 30).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la respuesta a
las terapias bioldgicas entre los pacientes con mutaciones en CARD15 (respondieron el
66,7%) y los pacientes sin mutaciones (respuesta en el 71,4%) (OR 0,80 95%IC 0,25-
2,55). Si analizamos solamente los pacientes que tienen alguna de las mutaciones que
confieren susceptibilidad a la poblacion gallega, tampoco se observaron diferencias en
cuanto a la respuesta a las terapias bioldgicas entre el grupo con mutaciones y que no las
tenia (OR 0,61 95%IC 0,17-2,18). En el analisis individualizado de cada una de las tres
mutaciones de CARD15, tampoco se observaron diferencias en cuanto a la respuesta a
las terapias bioldgicas dependiendo de si tuviesen o no mutaciones (figura 31).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la
respuesta a las terapias biologicas entre los pacientes portadores de mutaciones en
TLR4™% (100%) y los que no las tenian (66,7%) (p=0,17), ni entre los que tenian
mutaciones en CD/4>* y los que no (OR 1,58 95%IC 0,48-5,18).

Con el fin de valorar la posible influencia de las mutaciones en la respuesta a las
terapias biologicas se analizaron por separado los pacientes con patrén inflamatorio y
patron fistulizante; en ninguno de los dos subgrupos se observd diferencias en cuanto a
las respuestas a las terapias biologicas entre los pacientes con mutaciones y los que no
las tenian (figura 32). El andlisis de la respuesta seglin la presencia de alguna de las
mutaciones que como se observo previamente conferian susceptibilidad para la EC en
nuestra poblacion tampoco mostr6d diferencias en ninguno de los dos subgrupos (figura
33). En el andlisis individualizado de las tres mutaciones de CARD15, ni en el subgrupo
de pacientes con patron inflamatorio (figura 34) ni en el de patron fistulizante (figura

35) se observaron diferencias en cuanto a la respuesta a los biologicos.
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Inflamatorio Fistulizante

FIGURA 30: Porcentaje de pacientes respondedores a las terapias biologicas segun el

patrén evolutivo de su enfermedad
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B Mutaciones ® No mutaciones
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0
% R702W G908R 10071s

(OR 1,76 95% IC 0,18-16,88) (OR 0,47 95% IC 0,11-2,00) (OR 2,26 95% IC 0,24-20,70)

FIGURA 31: Porcentaje de pacientes respondedores al tratamiento con terapias

biologicas segun la presencia o no de cada una de las mutaciones en el gen NOD2
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B Mutaciones ® No mutaciones

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

% B1 Inflamatorio B3 Fistulizante
(OR 1,47 95% IC 0,13-15,68) (OR 0,70 95% IC 0,17-2,83)

FIGURA 32: Porcentaje de pacientes respondedores al tratamiento con terapias
biologicas segin tuviesen o no mutaciones en CARDIS5 en cada uno de los dos

subgrupos (inflamatorio o fistulizante de la clasificacion de Viena)

104



B Mutaciones ® No mutaciones

100
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10

% B1 Inflamatorio B3 Fistulizante
(OR 0,50 95% IC 0,03-6,68) (OR 0,78 95% IC 0,17-3,46)

FIGURA 33: Porcentaje de pacientes respondedores al tratamiento con terapias
bioldgicas seglin tuviesen o no alguna de las dos mutaciones en CARD15 que confieren
susceptibilidad en nuestra poblacién en cada uno de los dos subgrupos (inflamatorio o

fistulizante de la clasificacion de Viena)
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FIGURA 34: Porcentaje de pacientes con patron inflamatorio (B1) respondedores al
tratamiento con terapias biologicas segun la presencia o no de cada una de las

mutaciones en el gen NOD2
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B Mutaciones ® No mutaciones

100

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0
% R702W G908R 10071s

(OR 0,54 95% IC 0,03-9,39) (OR 0,50 95% IC 0,08-2,89) (OR 2,47 95%IC 0,24-24,64)

FIGURA 35: Porcentaje de pacientes con patron fistulizante (B3) respondedores al
tratamiento con terapias bioldgicas segun la presencia o no de cada una de las

mutaciones en el gen NOD2
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En el analisis de las mutaciones en TLR4 no se observaron diferencias en

cuanto a la respuesta a las terapias bioldgicas ni en el patron inflamatorio (p=0,34) ni en

2 y
%0 se observd

el fistulizante (p=0,44). En cuanto al analisis de las mutaciones en CD/4
que los pacientes con patréon inflamatorio respondian mejor a las terapias bioldgicas
aquellos que presentaban mutaciones (OR 6,80 95%IC 1,07-42,22; p<0,05), sin
embargo en el patrén fistulizante no se encontraron diferencias (OR 0,66 95% IC 0,11-
3,90; n.s.) (figura 36).

Recibieron tratamiento con infliximab 61 pacientes, de ellos el 60,7% obtuvo
respuesta clinica al mismo, el 23% presentd pérdida de respuesta al tratamiento tras
haber respondido inicialmente, mientras que el 11,5% presentd algin tipo de reaccion
adversa que obligd a suspenderlo.

No se observaron diferencias en cuanto a la respuesta al fiarmaco segun la
presencia o no de mutaciones de CARDI5, ni de manera global (OR 0,89 95%IC 0,28-
2,81; n.s), ni analizando solo las mutaciones con influencia en nuestra poblacion (OR
0,70 95%IC 0,20-2,41; n.s), ni en el analisis individualizado de las tres mutaciones
(figura 37). No se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la

+299

respuesta al infliximab entre los pacientes que portaban mutaciones en 7LR4 ~ y los

. . -260
que no, pero los pacientes con mutaciones en CD/4

presentaban mejor respuesta al
infliximab que los que no las tenian (68,1 vs 35,6%) (OR 3,84 95%IC 1,09-13,44;
p<0,05).

En cuanto a la valoracion de la pérdida de respuesta al infliximab, no se observo
influencia de mutaciones en CARDI15 ni en TLR4, pero si que los pacientes que no
tenian mutaciones en CD14 tenian una mayor pérdida de respuesta al tratamiento (figura

38). En cuanto a las reacciones adversas no se ha observado asociacion entre ninguna de

las mutaciones estudiadas y un mayor riesgo de reacciones adversas del farmaco.
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Recibieron tratamiento con adalimumab 24 pacientes, 8 naive y 16 por fracaso,
pérdida de respuesta o reaccion adversa al infliximab. El 75% obtuvo respuesta clinica
al adalimumab, el 16,7% presento pérdida de respuesta al tratamiento tras haber
respondido inicialmente, mientras que el 12,5% present6 algun tipo de reaccion adversa
que obligd a suspenderlo.

En cuanto a la respuesta, no se observaron diferencias en cuanto a la respuesta al
farmaco segiin la presencia o no de mutaciones de CARD15, TLR4 ™ ni CD14>%°
(figura 39). Tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas para la
pérdida de respuesta, ni para los efectos adversos del adalimumab en relacion con la

presencia o no de las mutaciones estudiadas, tanto en NOD2, como en RTL4 o CD14.
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FIGURA 36: Porcentaje de pacientes respondedores al tratamiento con terapias

+299

biologicas segun tuviesen o no mutacion en 7LR4 en cada uno de los subgrupos

(inflamatorio o fistulizante) de la clasificacion de Viena
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B Mutaciones ® No mutaciones
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FIGURA 37: Porcentaje de pacientes respondedores al tratamiento con infliximab

segun la presencia o no de cada una de las mutaciones en el gen NOD2

111



B Mutaciones ® No mutaciones

% NOD2 RTL4 CD14
(OR 2,45 95% IC 0,69-8,61) (p=0,33) (OR 0,27 95% IC 0,07-0,96)

FIGURA 38: Porcentaje de pacientes con pérdida de respuesta al tratamiento con

infliximab segun la presencia o no de mutaciones en NOD2, RTL4 o CD14
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FIGURA 39: Porcentaje de pacientes con respuesta al tratamiento con adalimumab

segun la presencia o no de mutaciones en NOD2, RTL4 o CD14
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5. DISCUSION
5.1. Frecuencia de mutaciones en el gen NOD2/CARD15 y relacion con la
susceptibilidad para enfermedad de Crohn

Desde que en 2001 dos grupos independientes identificase al gen NOD?2,
posteriormente rebautizado como CARDI1S5, como el primero que conferia
susceptibilidad para la EC (58,59), se ha confirmado y validado en diversas poblaciones
que la presencia de las variantes de NOD2/CARDI15 se asocian a la EC y no a la CU. El
analisis de los resultados confirma la idea de la EC como una enfermedad poligénica, ya
que, a pesar de las asociaciones descritas, la mutacion en NOD2/CARDIS5 no es
necesaria ni suficiente para el desarrollo de la enfermedad. En la actualidad se cree que
la variante CARD15 puede explicar alrededor del 20% de la predisposicion genética de
la EC.

La mayoria de los estudios se han realizado en poblaciones caucésicas. Los
datos aproximados que se han reportado de estudios multicéntricos y con un gran
nimero de pacientes (147) indican que entre el 30-40% de los pacientes son
heterozigotos para una de las tres mutaciones, y entre el 3 y el 15% son homozigotos (la
misma mutacion en ambos cromosomas) o heterocigotos compuestos (dos mutaciones
diferentes, una en cada cromosoma), en comparacion con la poblacion de controles
sanos, en la que un 7-12% son heterozigotos y un 0-1% son homocigotos. El riesgo
relativo de desarrollar EC cuando se porta una mutacion es de 2 a 3, pero aumenta hasta
un 20-40 en el caso de dos mutaciones (heterozigoto compuesto u homozigoto), lo que
sugiere un efecto gen-dosis para las tres mutaciones. En el supuesto de que la
prevalencia de la EC sea de 1-2/1000, de estos riesgos relativos se deduce que la
probabilidad de desarrollar EC es del 4-6% en el grupo con dos mutaciones. Con estos

resultados se puede observar que menos del 10% de los pacientes portadores de dos
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alelos de riesgo NOD2/CARDI1S5 desarrollaran la enfermedad, lo que implica que otros
genes y estimulos medioambientales estan implicados en la misma (148).

La reciente publicacion del primer metaanalisis sobre las variantes del NOD2 en
las diferentes poblaciones (149) nos ha aportado nuevos datos, tanto de frecuencia como
de variaciones geograficas. En el mismo se hace referencia a 42 poblaciones (en la
actualidad hay aproximadamente 80 estudiadas), la mayoria de ellas europeas y de
origen caucasico. En este metaanalisis se demostro un riesgo relativo de 2,39 (95% IC:
2,00-2,86) en los portadores de una mutacion y de 17,1 (95% IC: 10,7-27,2) en los
portadores de 2 o mas variantes. Analizando por separado las tres variantes se observé
un mayor riesgo de padecer EC en los que presentaban mutacion de la variante de la
insercion (SNP13).

En nuestra poblacion, exclusiva de individuos gallegos, los portadores de al
menos una copia de alelos mutados del gen NOD2/CARD15 tenian un mayor riesgo de
desarrollar EC (OR 2,23 95% IC 1,36-3,72; p<0,01). Nuestros datos, aunque
ligeramente inferiores, se asemejan a la media de la mayoria de las poblaciones; pero si
solo consideramos los estudios con individuos de raza caucésica, el riesgo que confieren
las mutaciones en nuestra poblacion es ligeramente inferior, pues el metanaalisis de
Economou et al incluye poblaciones asiaticas (150-152) en las que no se encontrd ni un
solo individuo ni caso ni control con mutaciones, como posteriormente explicaremos
con mas detalle. El riesgo que confiere el hecho de ser portador de dos alelos mutados
no ha podido ser calculado porque no hay ningun sujeto con dos copias mutadas en la
muestra de los controles, aunque si 6 pacientes homocigotos o heterocigotos
compuestos (p<0,05).

Al igual que se ha referido una importante variacion geografica en cuanto al

riesgo de desarrollar EII, los estudios poblacionales han demostrado grandes diferencias
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poblacionales y geograficas en cuanto a la presencia de las variantes del gen
NOD2/CARDIS5 en los pacientes con EC. La prevalencia de pacientes con EC
portadores de al menos un alelo de susceptibilidad del gen CARD15 varia en general
del 27% al 50% en la mayoria de las poblaciones europeas de raza caucasica. El estudio
multicéntrico de Lesage et al (138), con participacion de varios paises europeos como
Bélgica, Dinamarca, Francia, Alemania, Irlanda, Italia, Espafia y Suecia mostr6 una
frecuencia de portadores del 50%. Otros estudios en paises centroeuropeos mostraron
cifras similares, asi en Gran Bretafia (Oxford) (153) la frecuencia de pacientes
portadores era del 38,5%, en Bélgica (154) del 46,3%, en Italia (155) 38,2, en Francia
(156) 38, en Alemania (157) 36,5 y del 46% en la Republica Checa (158). Curiosamente
el estudio que ha descrito una mayor frecuencia de pacientes portadores de al menos un
alelo del gen NOD?2 ha sido en Grecia (159), donde se observaron mutaciones en el
81,7% de los pacientes. En el primer estudio realizado en Espaiia (el nuestro ha sido el
segundo en tiempo), por el grupo del Hospital Clinico San Carlos de Madrid (160), se
observo una frecuencia de portadores del 32,8%, ligeramente superior a la de nuestra
poblacion. En las poblaciones irlandesa (161) y escocesa (162) se encontraron
frecuencias bastante similares a las de nuestra poblacién, del 274 y 22,8%
respectivamente. Sin embargo en los paises escandinavos, generalmente caracterizados
por ser poblaciones mas homogéneas, se encontraron frecuencias mucho mas bajas de lo
esperado para poblacion europea: en Finlandia (163) la frecuencia de portadores fue del
15,5%, en Suecia (164) del 15,2% y en Dinamarca (165) del 21%.

En las poblaciones caucésicas relativamente alejadas de Europa, pero
descendientes directos sin apenas mestizaje de poblacion europea, las frecuencias que se
encontraron fueron similares a las de los paises centroeuropeos. En Estados Unidos

(166,167) los porcentajes de portadores varian desde el 36,5 al 45%, en Canada
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(168,169) entre el 32,5 y el 45% (esta ultima en la region de Québec); finalmente en
Australia (170) se observaron mutaciones en el 36,7% de los portadores. Por otro lado
ha sido muy llamativo el hecho de que no se hayan podido identificar ni una sola
variante ni en pacientes ni en controles en las poblaciones asiaticas de Japon (150),
Corea (151), China (152, 171) e India (172), con la caracteristica afiadida de que estas
poblaciones son mucho mas homogéneas. Muy recientemente se ha publicado un
estudio en Iran (173), aunque es cierto que con un nimero escaso de pacientes, en el que
se observaron mutaciones en el 32% de los pacientes con EC, con lo que se confirma el
dato de que en poblaciones asiaticas también pueden estar presentes estas mutaciones.
En otros paises de origen arabe como Turquia (174) la frecuencia de pacientes con EC
portadores de las mutaciones fue muy baja (10,7%), mientras que en Tunez (175) la
frecuencia resultdé tan baja que no se observaron diferencias estadisticamente
significativas con el grupo control. En el otro estudio realizado en poblacion africana,
en concreto en pacientes de color de Sudéfrica (176), la frecuencia de mutaciones
resulté muy baja.

Como curiosidad, en Latinoamérica se han realizado solamente dos estudios.
Uno en Chile (177) con un niimero de pacientes tan escaso que apenas se pueden
extrapolar conclusiones, aunque la tendencia de los resultados parece orientares a un
nimero muy bajo de pacientes portadores. El otro se ha realizado en Brasil (178) y se
han observado mutaciones en el 30% de los pacientes con EC; es importante recordar
que la poblacion de Brasil es muy heterogénea y existe un importante niimero de
descendientes alemanes.

Con todos estos datos parece claro que el origen étnico de los pacientes juega un
papel primordial en el nimero de portadores de las mutaciones. En un estudio realizado

en Israel (179) en judios tanto de origen Ashkenazi como de origen no Ashkenazi se

117



observaron mutaciones en el 27% de los mismos, sin observarse diferencias entre los
origenes Ashkenazi o no, pero en un reciente estudio realizado en Israel en poblacion de
origen arabe (180) se observo una frecuencia de mutaciones muy baja (menos del 9% de
portadores) sin apreciarse diferencias con los controles. En mas paises se han
encontrado diferencias étnicas. En un estudio realizado en pacientes pediatricos de
Estados Unidos (181) se observo que tanto los nifios afroamericanos con EC (p<0.001)
como los hispanos con EC (p<0,001) presentaban unas tasas mucho mdas bajas de
mutaciones que los de origen caucésico. Algo parecido se observd en Nueva Zelanda,
donde se vio que los pacientes de origen Maori tenian menos mutaciones (182). En las
islas britanicas se observaron importantes diferencias entre la poblacion de Oxford
(153) y la escocesa (162).

En Espafna no existen tantas diferencias étnicas pero si se observan grandes
diferencias entre los habitantes de distintas comunidades auténomas. En cuanto a las
mutaciones del gen CARDI15 en los pacientes con EC no iba a ser distinto. Aunque
posteriormente se analizaran mas detalladamente todos los estudios, en cuanto al
porcentaje de portadores de alguna de las mutaciones en el estudio del Hospital Clinico
de Madrid (160) se observaron mutaciones en el 32,8% de los pacientes y el 10,7% los
controles. El siguiente estudio realizado, unos pocos meses después, ha sido el nuestro,
en poblacion exclusivamente gallega y hemos visto mutaciones en el 27,9% de los
pacientes y en el 15,2% de los controles. Posteriormente se han realizado dos estudios
independientes en Catalufia, uno sin poblacion control (183), en el que se observaron
mutaciones en el 30,5% de los pacientes y otro con poblacion control (184) en el que el
porcentaje de portadores fue del 30,9% y del 6% para pacientes y controles
respectivamente. Se ha realizado otro estudio en Toledo (185), donde la frecuencia de

pacientes era del 27,3% y la de controles del 13,3%. EI tltimo estudio publicado hasta
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ahora es el realizado en poblacion asturiana (186), y fue el Gnico realizado en nuestro
pais en el que no se han observado diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes con EC portadores de mutaciones (17,3%) y los controles (17,6%); es decir
parece que las mutaciones del gen NOD2 en la poblacion asturiana no confieren
susceptibilidad para la EC.

En un estudio realizado en Oporto (Portugal) (187) se observaron mutaciones en
el 34,6% de los pacientes y en el 12,9% de los controles. Sin embargo en otro estudio
realizado en Lisboa (188), aunque con un numero muy limitado de pacientes, se
observaron mutaciones en el 21% de los pacientes y en el 16% de los controles, sin
observarse diferencias estadisticamente significativas.

Los estudios realizados inmediatamente después de los dos pioneros (58,59)
(que descubrieron la susceptibilidad de las tres mutaciones (R702W, G908R y 10071fs)
del gen NOD2/CARDI15) confirmaron la influencia de las tres mutaciones en la
susceptibilidad para la EC (138,147,153). Sin embargo segun se fueron realizando mas
analisis, se fueron descubriendo poblaciones que tenian influencia de una o dos
mutaciones, pero no siempre de las tres. En general un denominador comin es que
normalmente la mutacion con mas influencia es la de la insercion (1007fs), siendo
excepcionales las poblaciones (solamente en un estudio sueco) (164), en las que
habiéndose visto diferencias entre casos y controles en general con las tres mutaciones,
no se observan en particular en la variante 1007fs. Sin embargo lo que no ha resultado
tan raro son las poblaciones en las que la unica mutacidon que confiere susceptibilidad
para la EC es la 1007fs; este hallazgo suele observarse en poblaciones con un porcentaje
bajo de pacientes portadores como la de Finlandia (163), Dinamarca (165) y Nueva

Zelanda (189).
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En el metaanalisis de Economou et al (149) se comprobd que la mutacion que
conferia mayor riesgo era la de la insercion, siendo los riesgos relativos referidos en
dicha publicacion de 2,20 (95%IC 1,84-2,62) para R702W, de 2,99 (95%IC 2,38-3,74)
para G908R y de 4,09 (95%IC 3,23-5,18) para 1007fs.

En nuestra poblacion la tnica mutacién que no confiere susceptibilidad para la
EC es R702W (tabla 10). En ninguna de las poblaciones geograficamente cercanas a la
nuestra se ha observado un resultado similar, curiosamente en los tres estudios
realizados en Espafia en Madrid (160), Toledo (185) y Barcelona (184), era esta
mutacion (SNP8) la que conferia una mayor susceptibilidad. Como se dijo
anteriormente en la poblacién de Asturias (186) no se observaron diferencias entre
pacientes y controles ni en general ni en particular en ninguna de las tres variantes. En
el estudio realizado en Oporto (187) también fue SNP8 la que conferia mayor
susceptibilidad y la que se presentaba en mayor porcentaje en los pacientes portugueses,
sin observarse influencia del SNP12. Estos hallazgos de Oporto coinciden plenamente
con los referidos en la poblacion de Brasil (178), que como es sabido es descendiente
directa de la de Portugal. Con todos estos datos parece claro que la influencia de las
mutaciones del gen NOD2/CARDI15 en la poblacion gallega es distinta a la del resto de
la peninsula ibérica.

Tras una revision de los trabajos publicados puede comprobarse que las unicas
poblaciones en las que los resultados coincidian con la nuestra, es decir presencia de
portadores inferior al 30% e influencia de los SNP12 y SNP13 pero no del SNPS,
fueron las poblaciones escocesa (162) e irlandesa (161). Ambas poblaciones, al igual
que la nuestra podrian tener un origen comun a la nuestra, en concreto raices celtas.
Existe una gran controversia en este tema, mientras que existen grandes defensores del

origen celta de Galicia que agumentan una gran coincidencia a pesar de los siglos y los
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kilometros en cuanto a herencia cultural, folclérica y fundamentalmente de hallazgos
arqueologicos como los petroglifos con otras poblaciones celtas, existen detractores de
la teoria que se basan en la ausencia de datos historicos concretos que confirmen el
origen.

Otros estudios recientes realizados sobre la transmision del DNA mitocondrial
han abierto nuevas puertas sobre esta teoria. Asi, un estudio realizado en poblacién
britanica con analisis de haplotipos del cromosoma Y, establece diferencias entre los
escoceses y el resto de los habitantes de la isla, justificandolas por el origen celta de los
primeros (190). En un estudio multicéntrico liderado por el Instituto de Medicina Legal
de Santiago en el que se analizaban varios loci del cromosoma Y para determinar la
variabilidad genética de varias poblaciones europeas concluyd que existia una alta
asociacion genética entre las poblaciones de Galicia e Irlanda (191).

Los hallazgos genéticos encontrados en nuestro estudio y que relacionan unas
mutaciones de una determinada enfermedad con el origen genético comun /celta? no
son los primeros. En un estudio realizado en poblacion gallega sobre las mutaciones del
gen C282Y de la hemocromatosis hereditaria apunta la posible influencia celta al
asemejarse los resultados a los de los paises de ese origen y diferir mucho de los del
resto de la peninsula ibérica (192). En un estudio sobre hipercolesterolemia familiar
multicéntrico espafiol se observd que solamente la poblacion gallega presentaba
mutaciones en el gen R3500Q de la apolipoproteina B, siendo estos resultados
plenamente coincidentes con los de otras poblaciones de origen celta, apuntandose una
posible relacion con la herencia genética celta (193). Asi pues, creemos que los
resultados de nuestro estudio en cuanto a la influencia de la mutaciones del gen
NOD2/CARDIS5 en la susceptibilidad para padecer la EC son bastante concluyentes y

aportan algunas novedades con respecto a lo previamente descrito.
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5.2. Influencia de las mutaciones en las formas de presentacion de la enfermedad
El primer anélisis realizado sobre genotipo-fenotipo fue el referente a la edad de

presentacion de la enfermedad. En nuestra poblacion no observamos influencia de las

mutaciones con la edad de presentacion de la enfermedad, aunque si una tendencia a un
debut mas precoz en los pacientes portadores de dos copias (media de 22 afios) que el
resto de los pacientes (media 28 afios). Probablemente, si hubiese un mayor nimero de
pacientes hubiese resultado estadisticamente significativo, como previamente habia sido
descrito en los estudios de Lesage et al (138), en el que la edad de presentacion de la
enfermedad fue de 16,9 afios en los portadores de dos mutaciones y de 19,8 en los
pacientes sin mutaciones (p<0,001), y en el del grupo de Oxford (153) en el que los
pacientes portadores de dos mutaciones tenian una edad de presentacion de 23,5 afios en
comparacion con los 29 de los que no tenian mutaciones (p<0,05). Si los resultados de
la mayoria de los estudios hubiesen sido similares se hubiese podido comprobar la
hipotesis de que los polimorfismos del gen CARDIS estarian asociados a una mayor
precocidad de la enfermedad, ya que en los nifios y jovenes deberia haber 16gicamente
una menor influencia de los factores ambientales y si una mayor de los genéticos en el
riesgo para padecer la EC. El problema es que casi ninglin estudio recoge la influencia
de los portadores de dos copias limitandose a los de una sola mutacion, por lo que es
dificil extrapolar los datos.

En general, los resultados respecto a la posible influencia en la edad de
presentacion de la enfermedad por la presencia de portadores de las mutaciones son
muy controvertidos. Mientras un gran nimero de estudios (147, 160, 163, 168, 169,
194) incluyendo uno exclusivamente realizado en pacientes pediatricos en Estados
Unidos (195), obtuvieron unos resultados muy similares a los nuestros, es decir no

diferencias en cuanto a la edad de presentacion en los portadores de una mutacion, en
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otros si que se asoci6 la presencia de mutaciones (al menos una) con una edad mas
temprana de debut de la enfermedad (157,159,196,197). Son especialmente
significativos los resultados que se obtuvieron en un estudio en poblacién judia de Israel
(179), en donde los portadores de al menos una mutacion debutaban a los 18,7 afos
mientras que los pacientes sin mutacion debutaban a los 25,8 afos. Existen muy pocos
datos con respecto a la posible influencia de alguna mutacioén en concreto en la edad de
debut, tan solo en dos estudios, uno francés (156) y otro aleman (198) se observo que
los pacientes portadores de mutaciones en la variante de la insercion (1007fs) tenian una
edad de debut precoz.

En cuanto a la localizacién de la enfermedad, globalmente no se observan

diferencias estadisticamente significativas a favor de la localizacion ileal (L1), estos
hallazgos, a pesar de haberse descrito resultados similares en algunas poblaciones
(178,179,194,199), difieren con la gran mayoria de las poblaciones estudiadas en las
que se observa un claro predominio de las formas ileales en los pacientes con alguna
mutacion del gen NOD2 (155,157,163,165,187,197). En uno de los primeros estudios
realizados, en concreto en poblacion britanica (153) se observo que las mutaciones sélo
se asociaban significativamente con la enfermedad ileal, con un riesgo relativo de 4
cuando se portaba una mutacion y de 30 con dos o mas mutaciones. En otro de los
primeros estudios multicéntricos europeos (146) realizado con 444 pacientes con EC, la
frecuencia de mutaciones en NOD2 fue mas alta en los pacientes con localizacion ileal
(26,9%), intermedia en los pacientes con localizacion ileocoldnica (19,7%) y muy baja
en los de localizacion puramente colonica (12,7%). Estos resultados han sido
corroborados en otros estudios posteriores como el del grupo de Madrid (160) en donde
se referia un riesgo relativo de 1,6 para localizacion ileal en los pacientes, asi como en

el metaanalisis de Economou et al con un OR 2,53 (95% IC: 2,01-3,16) (149). Una
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posible explicacion acerca de esta asociacion de las mutaciones con las formas ileales
que recientemente aporta el grupo de Ann Arborg, liderado por el espafol Gabriel
Nufez (uno de los codescubridores del papel de este gen en la EC) (59), podria ser el
reciente descubrimiento del importante papel que juega NOD2 en la regulacion de las
respuestas mediadas por células de Paneth (de localizacion tipicamente ileal) contra las
bacterias intestinales (105,200).

Ademas de una mayor asociacion con las formas ileales, otros estudios han
descrito que las variantes CARDI5/NOD2 se correlacionan inversamente con la
enfermedad de Crohn de colon: el estudio pionero Francés (138) que en 612 pacientes
mostrd que los que tenian dos mutaciones tenian afectacion de colon mucho menos
frecuentemente que los que no tenian mutaciones (43% vs 62%, p=0,0003, OR=0,44) y
el realizado en Québec (169) en el que las variantes del gen NOD2/CARDI1S5 se
relacionaban inversamente con la localizacién colonica con un OR de 2,86 (95%IC
1,41-5,78). Una probable hipodtesis que justifica estos resultados es la gran diferencia
entre los mecanismos de tolerancia inmune entre ileon y colon, estando este ltimo
expuesto a una mayor concentracion de bacterias que el ileon, pudiendo el colon utilizar
mecanismos inmunologicos que no dependieran de la funcion del CARD15 (201).

El andlisis mas detallado de nuestros resultados revela una ligera tendencia a la
asociacion con las formas ileales ya que todos aquellos pacientes con dos mutaciones,
tanto homocigotos como heterocigotos compuestos tenian una EC ileal o ileocoldnica y
en ninguno de ellos se observo una forma coldnica pura; una vez mas debido al escaso
nimero de pacientes con dos mutaciones es dificil sacar conclusiones, pero estos
resultados podrian considerarse superponibles a los resultados de un estudio
estadounidense (202) donde se consideraba que el mayor riesgo para tener una

localizacion ileal era la presencia de dos mutaciones del gen NOD2 (OR= 10,1) y a los
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previamente descritos en las poblaciones de Oxford (153) y de Québec (169) en donde
la presencia de dos mutaciones conferia mayor fuerza a la localizacion ileal.

En el analisis individualizado de las tres mutaciones observamos que en nuestra
poblacion la frecuencia de alelos mutados de G908R y1007fs fue siempre mas alta en
los pacientes con afectacion ileal o ileocoldnica que en los pacientes con formas
exclusivamente coldnicas. Sin embargo a pesar de esta tendencia no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas que hubiesen podido corroborar los
resultados de algunos estudios previos que conferian a la mutaciéon 1007fs una
asociacion directa con las formas ileales como el de Ahmad et al (153) con un riesgo
relativo de 6,5 para los portadores de esta mutacion y como los del multicéntrico
europeo (146) y el realizado en Roma (203) en los que también se observo una
asociacion entre la mutacion de la insercion y la localizacion ileal.

Un dato observado en nuestra poblacion fue que los pacientes que presentaban
alelos mutados en R702W (la mutacion sin influencia en la EC en nuestra poblacion)
presentaban una mayor afectacion coldnica. Estos hallazgos no han sido referidos en
ningin otro grupo, si bien es cierto que no todos los estudios han analizado
individualmente las tres mutaciones. Esta mayor afinidad de las formas coldnicas con
la mutacién sin susceptibilidad podria justificar el hecho de que globalmente no se
hubiese encontrado relacion estadisticamente significativa con las formas ileales a pesar
de la tendencia hacia la asociacion en las dos mutaciones que conferian susceptibilidad
(SNP12 y SNP13).

De nuestra cohorte de pacientes solamente 2 presentaron localizacion de tramos
gastroduodenales altos, pero uno de ellos presentd mutaciones en gen NOD2; ademas
era un heterocigoto compuesto con mutaciones en SNP8 y SNP13. Es cierto que con

dos pacientes es imposible extraer conclusiones relevantes, pero también es sabido que
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los porcentajes de pacientes con estas localizaciones son muy bajos en general.
Solamente existe un estudio que ha evaluado la asociacion de las formas
gastroduodenales de la EC con las mutaciones NOD2 y concluyé que son mas
frecuentes en los pacientes con mutaciones que en los que no las tienen y dentro de los
pacientes con mutaciones son mas especificas en los que tienen mutaciones del SNP13
y aun mucho mads especificas en los portadores de dos mutaciones (204). Estos
hallazgos parece que son coincidentes con los nuestros, pero el escaso numero de
pacientes con Crohn gastroduodenal no permite obtener informacion concluyente.

En nuestro estudio, a pesar de que los primeros resultados nos mostraron una
asociacion de la presencia de mutaciones con las formas fistulizantes, estos resultados
se perdieron cuando realizamos el analisis multivariante teniendo en cuenta los afios de
evolucion de la enfermedad desde el momento del diagnéstico. De este modo, la

relacion entre el comportamiento de la EC y las mutaciones de NOD2/CARD15 parece

deberse a la influencia de los afios de enfermedad en el comportamiento de la EC. Este
resultado no es muy sorprendente, ya que previamente se ha descrito que el
comportamiento de la EC (incluyendo los fenotipos de la Clasificacion de Viena)
cambia con el tiempo de evolucion de la enfermedad (205), disminuyendo gradualmente
el porcentaje de formas inflamatorias con el paso del tiempo (206).

El principal problema a la hora de comparar nuestros resultados con los de otras
poblaciones es que en casi ninguna otra esta referido si han realizado el factor de
correccion con el tiempo. En lineas generales nuestros resultados en cuanto al
comportamiento o patron evolutivo de la enfermedad difieren con los de la mayoria de
los estudios, sin embargo en algunos otros como el de Louis et al (199), utilizando la

correccion del factor temporal tampoco encuentra diferencias en el comportamiento de
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la enfermedad. Otros estudios en los que tampoco se han encontrado asociaciones
genotipo-fenotipo han sido los realizados en Holanda (194), Israel (179) y Brasil (178).

Muy pocos estudios han establecido asociacion aislada de las mutaciones del gen
NOD2 con el desarrollo de formas fistulizantes de la enfermedad. En los dos estudios
que han mostrado este aspecto (147,163), las mutaciones siempre estaban asociadas a
las dos formas estenosante (B2) y fistulizante (B3), nunca aisladamente a la 0ltima. Por
otra parte otros estudios como el de Oxford (153) encontraron una asociacion negativa
entre la presencia de mutaciones y el desarrollo de fistulas.

Varios estudios han encontrado asociacion entre las formas estenosantes y los
pacientes con mutaciones del gen NOD?2; en el estudio de Lesage et al (138) se observd
que los pacientes con una mutacion presentaban mas formas estenosantes, pero que la
predisposicion era aun mayor en los pacientes con dos mutaciones (53 vs 28%
p<0,0001, OR=2,92). Similares resultados se obtuvieron en el estudio de Abreu et al
(166) en el que se observo que en los pacientes con estenosis tenian mutaciones el 46%,
en comparacion con el 23% de mutaciones de aquellos que no tenian estenosis (OR 2,8
95%IC 1,6-5,2, p=0,001). Otros estudios relevantes con similares resultados son el de
Heresbach et al (156) en el que se mantienen los resultados tras la realizacion de
analisis multivariante y en uno britdnico recientemente publicado (207) en el que
ademds de las formas estenosantes relacionan las mutaciones con la presencia de
granulomas en el estudio histologico de la enfermedad. En mi opinién es de especial
importancia un estudio realizado en poblacion pediatrica (167) con una edad media de
12,4 afios en el que se observd una mayor asociacion del fenotipo estenosante con la
presencia de mutaciones; teniendo en cuenta que la media de afios de enfermedad en
estos niflos era de 3,2 afios, este dato contradice en parte la teoria que relacionaba las

mutaciones con el patron evolutivo con los afios de enfermedad desde el diagndstico.
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A pesar de que los resultados son menos consistentes que en la localizacion de la
enfermedad, en el anteriormente citado metaandlisis (149) se ha observado una
asociacion de las variantes de CARDI1S5 con los pacientes con formas fibroestenosantes
de la EC con un OR de 1,94 (95% IC 1,61-2,34). En alguno de los pocos estudios que
analiza individualmente las tres variantes se observd que la mayor asociacion con este
patrén de la enfermedad estaba presente en los pacientes que presentaban la variante de
la insercion (L1007insC) (208).

La asociacion de las mutaciones con las formas estenosantes necesitan estudios
mas detallados en el futuro, en primer lugar porque es sabido que los patrones
evolutivos en la EC pueden variar con los afios de enfermedad, y en segundo lugar
porque la enfermedad estenotica se asocia positivamente con la enfermedad ileal, lo que
podria suponer un sesgo a la hora de interpretar estos resultados. De hecho en nuestra
opinién el hecho de que en nuestra poblacion las mutaciones no se asocien claramente a
una localizacion ileal influye directamente en que no se asocien con las formas
fibroestenosantes.

En cuanto al andlisis de los factores ambientales, intentar relacionarlos podria

parecer controvertido ya que los factores genéticos deberian ser totalmente
independientes de los ambientales, pero en el caso de hallar asociaciones negativas con
alguno de ellos, como por ejemplo el tabaco, podria dar todavia mas fuerza de
asociacion a los hallazgos genéticos. En nuestra poblacién en lineas generales no
encontramos ninguna asociacion entre las mutaciones del gen NOD2/CARDI15 con
ninguno de los factores ambientales asociados.

En cuanto al sexo de los pacientes, es bien sabido que en la gran mayoria de los
estudios demograficos no se han encontrado diferencias en cuanto a prevalencia e

incidencia entre hombres y mujeres (35, 209), aunque excepcionalmente se ha descrito
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alguno con mayor incidencia en varones como el Corporativo Europeo (210) y algin
otro como el realizado en Aragén en mujeres (211). A tenor de nuestros resultados y de
los obtenidos en otras poblaciones en las que tampoco se observaron diferencias entre
hombres y mujeres (168,169,202), parece que el sexo no tiene ningun papel en la
presencia de mutaciones del gen NOD2/CARDI15. Desde el punto de vista genético
tiene cierta logica pues el gen NOD2 esta situado en el cromosoma 16, sin diferencias
entre hombres y mujeres; normalmente las enfermedades con carga genética en las que
se observan diferencias entre sexos son aquellas en las que las mutaciones estan en el
cromosoma X o en el cromosoma Y. Sin embargo un interesante estudio del grupo de
Leuven (154) evalu6 la transmision de los polimorfismos de CARDIS5 en las familias de
pacientes con EII: los autores realizaron un estudio con 1670 individuos (570 EC, 173
CU, 165 controles sanos y 762 familiares de primer grado de pacientes con EC),
concluyendo que la transmision materna de los alelos de CARD15 esta asociada a una
menor proporcioén de individuos afectados en comparacion con la transmision paterna.
Se especula con la posibilidad de que puedan existir factores protectores maternos,
como un gen protector localizado en el cromosoma X o en el ADN mitocondrial.

En cuanto a las diferencias de habitat urbano-rural cldsicamente se ha
considerado la EC como una enfermedad mas frecuente en nticleos urbanos (212), datos
confirmados en el primer estudio realizado en Galicia (213) y esto se ha justificado a
través de estudios que evaluaban el estilo de vida urbano como la dieta (214) o la
higiene (215). Esta relacion no siempre ha sido corroborada, asi en un estudio Nacional
Sueco no se han observado diferencias en la incidencia en relacién con el origen (36).
En nuestro estudio no hemos encontrado tampoco ninguna asociacion entre el origen

rural o urbano de los pacientes y la presencia de mutaciones del gen NOD2/CARD15, ni
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en el analisis global ni en el individual de las mismas. El unico otro estudio de NOD2
que analizo esta posible relacion tampoco encontrd diferencias (202).

El tabaco es el factor ambiental claramente mas relacionado con el riesgo de
padecer EC (39). Ademas, se sabe que el tabaco es muy perjudicial en el curso
evolutivo de la enfermedad (216). En el andlisis global en nuestra poblacion no
encontramos relacion entre el hecho de ser fumador en el momento del diagnostico de la
enfermedad y la presencia de mutaciones del gen NOD2, aunque en el andlisis de las
tres mutaciones por separado observamos una mayor frecuencia de la mutacion 1007fs
(una de las que confiere susceptibilidad en nuestra poblacién) en los pacientes no
fumadores. Este resultado tiene su cierta ldgica ya que en estos pacientes la tasa de
riesgo de padecer la enfermedad que hubiesen reducido por el hecho de no ser
fumadores estaria neutralizada por la presencia de la mutacion. De hecho en ninguna de
las poblaciones que se ha estudiado el factor tabaco se han establecido relaciones entre
las mutaciones y el hecho de ser fumador (165,168,202,217).

Una de las grandes incognitas con grandes diferencias de unos estudios a otros
ha sido saber si existen disparidad en cuanto a la frecuencia de portadores entre los
individuos con EC esporadico y aquellos con EC con antecedentes familiares. En
nuestro estudio no encontramos ni globalmente ni en el analisis individualizado de cada
mutacion diferencias en cuanto al porcentaje de portadores de mutaciones entre los
casos esporadicos y los familiares, pero estos resultados no deben ser tenidos de todo en
cuenta, pues en el presente estudio solamente se incluy6 un familiar por cada familia de
sujetos con EC. La gran mayoria de los estudios (155,160,202,217), incluyendo uno en
poblacion pediatrica (195) presentaron resultados totalmente coincidentes con los
nuestros, es decir ausencia de relacion entre formas familiares y mutaciones del gen. Sin

embargo otros estudios como el de Lagui et al (218) y el de Zhou et al (219) se
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observaron mayores contribuciones de los polimorfismos del gen CARDI15 en los casos
familiares en comparacion con los esporadicos. El analisis global de los datos en el
metaanalisis que incluia mas de 40 estudios (149) nos muestra que la presencia de al
menos una mutacion incrementa el riesgo de EC con un OR de 1,41 (95% IC: 1,17-
1,69), resultados en principio sorprendentes teniendo en cuenta que en la mayoria de los
estudios no se habian observado diferencias entre los casos familiares y los esporadicos.
Se pueden obtener datos indirectos del estudio de Leuven (154) que analizaba las
mutaciones de CARDI1S5 en pacientes y familiares. En el se observd que presentaban
mutaciones el 46,3% de los pacientes, el 37,3% de los familiares de los pacientes con
EC, el 22% de los pacientes con CU y el 20,6% de los controles.

En cuanto al andlisis individualizado de las mutaciones solamente en dos
estudios, uno finlandés (163) y otro italiano (203), se observéd una asociacion entre los
casos de EC familiar y una mutacion, en concreto fue la 1007fs; en el tltimo de ellos
solo se observo en los pacientes homocigotos para dicha mutacion.

En nuestra poblacion no observamos relacion entre las mutaciones y las

manifestaciones extraintestinales de la enfermedad, en lineas generales casi todos los

estudios que analizaron esta posible relacion obtuvieron resultados muy similares al
nuestro (138,160,169,187) con excepcion del de Crawford et al (220) en el que si que se
observd una asociacion entre la presencia de mutaciones y un mayor numero de
manifestaciones extraintestinales.

En nuestro estudio analizamos las tres principales manifestaciones
extraintestinales presentes en nuestra poblacion (artritis periférica, eritema nodoso y
sacroileitis) sin observarse tampoco influencias de las mutaciones para ninguna de ellas,
tan solo observamos una mayor presencia de la mutacion G908R en los pacientes con

eritema nodoso. Casi ningin estudio ha analizado en detalle las principales
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manifestaciones extraintestinales, pero alguno de los pocos grupos que las analizaron
(187) no encontraron diferencias entre las mismas. En el estudio de Lakatos et al (217),
aunque no encontraron diferencias estadisticamente significativas como en el nuestro,
observaron un mayor porcentaje de mutaciones de G908R en los pacientes con eritema
nodoso. La manifestacion extraintestinal individualmente méas estudiada ha sido la
sacroileitis, en la cual en un primer estudio (221) se encontré una asociaciéon entre las
mutaciones de NOD?2 vy sacroileitis asociada a EC, pero el mismo grupo en un nuevo
trabajo mas reciente no pudieron confirmar aquella relacion (222) por lo que los
resultados se asemejan mas a los nuestros.

En el caso de la cirugia debida especificamente a la EC, si parece existir una

clara influencia del gen CARD15. El numero de casos que han requerido intervencion
quirargica es significativamente superior para individuos portadores de al menos una de
las mutaciones descritas como previamente asociadas a EC. Cuando se analiza cada
mutacion en particular, se observa que las mutaciones G908R y 1007fs son también mas
frecuentes de manera individual en individuos operados. Resultados similares ofrece el
estudio especifico de cada uno de los subgrupos quirurgicos: reseccion ileal y cirugia de
fistulas. En ambos casos, los individuos portadores de una de las mutaciones G908R 6
1007fs presentan un mayor riesgo a sufrir intervenciones quirdrgicas. El hecho de que la
mutacion R702W no parezca relacionada con la necesidad de cirugia no debe
sorprender, puesto que esta mutacion no se habia encontrado asociada a EC en la
poblacion gallega.

Con respecto a la mayor necesidad de cirugia ileal en los individuos con
mutaciones en CARDI15 estos datos son coincidentes con la mayoria de los estudios
publicados (147,155,163,187,196,198,217) con la excepcion de uno de Israel (179) y

otro de Italia (223) en el que no se encontré esa asociacion. En la mayoria de los
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estudios la mutacion asociada con mas fuerza ha sido la de la insercion (1007fs); de
hecho en un estudio en el que solamente se analiz6 esta mutacion también se encontrd
asociacion con la cirugia (208). Algunos estudios merecen especial atencion al aportar
conceptos diferentes al nuestro, asi Kugathasan et al (167) observaron que en poblacion
pedidtrica los pacientes con mutaciones en CARDIS5 tenian un riesgo mayor de cirugia
(hazard ratio, 5,8; p <0,0001) y de que la cirugia era mas precoz (hazard ratio, 2.24). En
dos estudios independientes, uno realizado en Alemania (157) y otro por el grupo del
Hospital Clinic de Barcelona (183) con una tasa de cirugia en los pacientes con
mutaciones muy similar a la nuestra, observaron ademas que los pacientes con
mutaciones del gen presentaban mads riesgo de reoperaciones y que estas ademas eran
MAs precoces.

Si consideramos la necesidad de cirugia como un indice de gravedad, estos
resultados estarian de acuerdo con las afirmaciones que apuntan un importante papel del
gen CARDI5 en la susceptibilidad para casos mas graves de la EC. En nuestra opinion
estos resultados en nuestra poblacion aun adquieren mas fuerza e importancia que en
otras, pues como previamente se ha referido en nuestro estudio las mutaciones no
estaban asociadas a localizacion ileal ni a patron fibroestenosante, asi que las
mutaciones estan directamente relacionadas con una mayor agresividad de la
enfermedad independientemente de su patron evolutivo. Por otra parte, continuando con
el mismo razonamiento, probablemente la asociacion con la cirugia fistulizante de las
mutaciones pueda estar sesgada por la tendencia en nuestros pacientes a un mayor
numero de mutaciones en las formas penetrantes.

Sin embargo, hay que resaltar que a pesar de la relacion existente entre estas
mutaciones y la necesidad de cirugia en la EC, la proporcion de pacientes portadores de

mutaciones dentro de aquellos que requieren cirugia es todavia demasiado baja como
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para poder utilizar esta relacion como método predictivo. Ademas, hay que considerar
que existe siempre un porcentaje de individuos que requieren intervencion quirrgica y
no portan mutaciones en este gen.

Es interesante observar que en nuestro estudio en ningun caso la apendicectomia
parece significativamente asociada con las mutaciones en el gen CARDIS5. Sin
embargo, llama la atencidon que existe en todos los casos una mayor frecuencia de
mutaciones en pacientes que no han sido intervenidos por apendicectomia, datos
contrarios al estudio de Madrid (160) que encontrd asociacion entre la mutacion G908R
y la apendicectomia previa y también contrarios a un estudio reciente (224) que, en este
caso, encontrd asociacion entre la mutacion de la insercion y la apendicectomia previa.

Se sabe que la apendicectomia tiene un papel protector frente al desarrollo de la
colitis ulcerosa. Sin embargo, con respecto a la EC, los resultados son todavia
contradictorios. Parece que aquellos pacientes que requieren apendicectomia en una fase
de desarrollo activo de la enfermedad presentan una forma maés grave de la misma,
mientras que en aquellos que han experimentado la apendicectomia previamente, ésta
podria tener un papel protector para la EC, sugiriéndose ademas que retrasa la edad de
aparicion de la enfermedad. (225,226) Por tanto, los resultados observados en este
estudio podrian ser debidos a que la apendicectomia estaria previniendo la aparicion de
la EC en individuos con genes de susceptibilidad a la misma, lo que podria romper la
asociacion entre mutaciones en CARD15 y la EC. La posible asociacion negativa podria
ademas estar indicando que los casos de EC en individuos que han sufrido
apendicectomia se deben a un mecanismo independiente de CARD15.

No se encontrd asociacion entre la presencia de mutaciones del gen

NOD2/CARDIS vy los antecedentes de corticorresistencia o corticodependencia, aunque

si una clara tendencia a un mayor numero de mutaciones en los pacientes con

134



corticorresistencia. Este hallazgo, que probablemente hubiese sido significativo en caso
de un mayor nimero de pacientes, podria corroborar la hipotesis establecida tras
analizar los resultados de los antecedentes quirurgicos de la enfermedad, es decir que las
mutaciones se asocian a las formas mas graves de la EC. A dia de hoy ningln otro
estudio ha intentado analizar la posible asociacion de las mutaciones del gen NOD2 con
los antecedentes de corticorresistencia o de corticorresistencia, por lo que debemos
esperar a la aparicion de trabajos futuros para valorar la importancia de nuestros
hallazgos.
5.3. Frecuencia de mutaciones en los receptores toll-like y relacion con la
susceptibilidad para enfermedad de Crohn

El papel principal de los TLR es el de reconocer bacterias, virus, hongos o
cualquier otro organismo patdgeno que pueda ser deletéreo para el huésped.
Recientemente se han publicado estudios fenotipo-genotipo de TLR que han
demostrado que mutaciones en algiin RTL o en CD14 (otra proteina de membrana afin a
los RTL y que tiene como principal funcion reconocer el LPS) pueden contribuir a
aumentar la susceptibilidad para ciertas infecciones o modificar el curso en
determinadas enfermedades (117,227).

En los pocos estudios realizados hasta el momento sobre la influencia de las

mutaciones del receptor toll-like tipo 4 (en concreto la mutaciéon TLR4+299 A>G) en la

susceptibilidad para la EC, los resultados han sido un poco contradictorios. Asi en
algunas poblaciones como la belga (228), con dos cohortes independientes de pacientes
(en total 448 pacientes y 140 controles), se observo que tanto analizando la frecuencia
alélica de las mutaciones (OR 2,35 95%IC 1,32-4,18, p<0,01) como el porcentaje de
portadores de las mutaciones (pacientes 20,7, controles 9,4, p=0,01), las mutaciones

estaban mads presentas en pacientes que en controles confiriendo susceptibilidad para la
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EC. Se obtuvieron resultados muy similares en un estudio realizado en Amsterdam
(229) sobre 112 pacientes con EC y 170 controles en los que la frecuencia de portadores
en los pacientes fue del 19% y en los controles del 10% (OR 2,07 95%IC 1,04-4,12,
p<0,05). El tercer estudio importante que demostré susceptibilidad para la EC en los
pacientes portadores de la mutacion fue el realizado en 204 pacientes y 199 controles en
Munich (230) en el que tanto en la frecuencia de portadores (14,3% en pacientes vs
7,5% en controles, p=0,03) como en la frecuencia alélica (7,4% en pacientes vs 3,9%
en controles, p=0,04) se observaron diferencias significativas. Posteriormente otros dos
estudios han mostrado una mayor susceptibilidad para la enfermedad en pacientes
portadores de mutaciones. Uno realizado en Grecia (231), en el que también se mostrd
una mayor frecuencia alélica en pacientes (7,92%) que en controles (3%) con un OR de
2,78 (95%IC 1,08-7,10) (p=0,02) y otro en Australia (232), en el que la frecuencia
alélica fue del 7% en los pacientes y del 5% en los controles (OR 1,53 95%IC 1,02-
2,29, p=0,04).

Sin embargo en la mayoria de los estudios realizados no se han corroborado
estos resultados, incluso en poblaciones muy cercanas tanto geografica como
étnicamente a las previamente descritas. En otro estudio realizado en Groningen
(Holanda) (233), sobre mas de 700 pacientes no se observo influencia de las mutaciones
en la susceptibilidad de la enfermedad. Tampoco se observaron diferencias entre
pacientes y controles en un estudio hungaro con mas de 500 pacientes (217), ni en otro
italiano (234) en el que la frecuencia de portadores en pacientes fue de 7,5% y en
controles de 7,8% (OR 0,96 1C95% 0,37-2,54, n.s). Baumgart et al (235) realizaron un
estudio sobre la influencia de las mutaciones de TLR4 en dos poblaciones
independientes de pacientes con EC y no observaron diferencias entre pacientes y

controles en alemanes (p=0,78) ni en hungaros (p=0,38). La poblacién alemana es sin
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duda en la que mas estudios se han realizado sobre la posible influencia de las
mutaciones de TLR4 en la susceptibilidad para el Crohn; asi ademas de los estudios ya
descritos (230, 235) se realizd otro con menos pacientes (236) en el que a pesar de
observarse una mayor frecuencia de alelos (7% vs 4%) y de portadores de mutaciones
(15% vs 9%) en pacientes que en controles, las diferencias no alcanzaron significacion
estadistica. Finalmente tampoco se encontrd influencia de estas mutaciones ni en la
poblacion escocesa (162) ni en la de Nueva Zelanda (237): en ambas, tanto la frecuencia
alélica como la de portadores, fue muy similar entre pacientes y controles.

En cuanto a los resultados que obtenidos en nuestro estudio no puede dejar de
sorprender el resultado de que poseer mutaciones sea un factor protector de riesgo para
la EC, por lo que debe ser analizado con cautela. Solamente en un estudio realizado en
Hungria (217) se habia descrito una mayor frecuencia de portadores (12%) en sujetos
sanos que en pacientes con EC (9,9%), pero las diferencias no habian sido
estadisticamente significativas. Hemos observado que la frecuencia de alelos mutados y
de portadores descrita en nuestra poblacion es la mas baja de todas las publicadas hasta
este momento, mientras que el porcentaje de alelos mutados y portadores en sujetos
sanos es mas alto que los hallados en la mayoria de las poblaciones caucdasicas
estudiadas (228,231,234) solamente asemejandose al de la poblacion escocesa (162).

Parece dificil explicar desde el punto de vista epidemiologico estos resultados.
Probablemente sean debidos al azar, por lo que creemos que se necesitan mas estudios
en otras poblaciones cercanas a la nuestra o con mayor nimero de pacientes para poder
dar mas fuerza y validez a los resultados obtenidos. De todas formas una conclusion
obtenida con suficiente evidencia es que las mutaciones de los TLR4 en nuestra

poblacion no aumenta la susceptibilidad de padecer EC.
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En nuestro estudio ninguna de las dos mutaciones del receptor toll-like tipo 9

estudiadas (TLR9 '’ y TLR9™**) esta significativamente mas presente en pacientes
que en controles, por lo que tampoco la presencia de las mismas conferia susceptibilidad
para padecer la EC. Con respecto a estas mutaciones existe mucha menos evidencia
cientifica publicada. En un estudio alemén (238) con 174 pacientes y 265 controles se
observo que la frecuencia de portadores de mutaciones en TLR9'**” fue de 34,5% en los
pacientes y de 22,6% en controles (p<<0,01); en otro estudio realizado sobre la misma
mutacion en Nueva Zelanda (237) se obtuvieron unos resultados muy similares a los
nuestros sin observarse diferencias entre pacientes y controles. El unico estudio

publicado para evaluar la susceptibilidad que confiere la mutacion TLR9 ™%

para el
desarrollo de la EC (238), analogo al nuestro, no mostr6 diferencias significativas entre
pacientes y controles, por lo que parece que esta mutacion no juega un papel muy claro
en la etiopatogenia de la enfermedad.

Ni en el analisis de la frecuencia alélica ni en el porcentaje de portadores

. . <z 7 -260
observamos diferencias en nuestra poblacion con respecto a la mutacién CDI14", por

lo que tampoco parece conferir susceptibilidad para la EC. El primer estudio que mostr6
la susceptibilidad para la EC de los portadores de esta mutacion fue el de Klein et al
(124) que en 219 pacientes y 410 controles habian descrito una mayor frecuencia alélica
(51% vs 43%, p=0,04) y de portadores de las mutaciones (72% vs 60%, p=0,03) en
pacientes con EC que en controles sanos. Posteriormente un estudio griego (231), con
un menor numero de pacientes, obtuvo resultados similares también con diferencias
significativamente estadisticas de mas mutaciones en los pacientes (OR 2,78 95%IC
(1,08-7,10, p=0,02). Merece especial atencion por lo novedoso de sus resultados el
estudio realizado conjuntamente en dos cohortes de pacientes de paises distintos

(Alemania y Hungria) (235) en el que se observé que los portadores con mutaciones en
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CD14 de Hungria tenian mas riesgo para la EC (p=0,02), pero que los portadores
alemanes no tenian mas riesgo (p=0,19) para esta enfermedad, pero si mas riesgo para la
CU. Esta mayor susceptibilidad para la CU en los portadores de mutaciones en CD14 no
ha vuelto a ser reproducida por ningun otro estudio, si bien es cierto que la mayoria de
ellos, al igual que el nuestro, solo incluyen pacientes con EC.

El resto de los estudios publicados en Alemania (236), Holanda (229), Hungria
(239) y Nueva Zelanda (189) no mostraron relacion de la mutacion con mayor
susceptibilidad siendo los porcentajes tanto de las frecuencias alélicas como de los
portadores de la enfermedad muy similares a los hallados en nuestro estudio. Los
resultados en cuanto a la frecuencia alélica (pacientes 49%, controles 50%, p=n.s) y el
porcentaje de portadores de mutaciones (pacientes 74,9%, controles 79,5%, p=n.s) de
CD14% observados en la poblacion escocesa (162) fueron practicamente idénticos a
los de nuestra poblacion (recordamos 51,5% en los pacientes y del 50.9% en los
controles en frecuencia alélica y 77,6% pacientes y 78,5% en controles en portadores de
mutaciones), sin observarse tampoco susceptibilidad. Una vez més estos resultados
ayudan a reforzar la hipotesis previamente expuesta de las similitudes entre los
pacientes gallegos y escoceses en cuanto a susceptibilidad genética para la EC. ;Por las
mismas raices genéticas, por ejemplo “célticas™?
5.4. Influencia de las mutaciones en la respuesta al tratamiento con las terapias
biologicas
Las terapias biologicas son unas terapias nuevas muy potentes que han demostrado su
eficacia en los casos mas graves de la EC, con el gran beneficio ademas de que son
resolutivas atn en los casos que han fracasado las terapias convencionales como los
corticoides. El problema es que mientras la mayoria de los pacientes tienen una buena

respuesta a estos tratamientos, otros responden peor, se pierde antes su efecto o
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simplemente no responden en absoluto a los mismos (125,240). En la actualidad existe
muy poca evidencia sobre los posibles predictores clinicos de respuesta a estas terapias
a pesar de haberse analizado multitud de ellos. Dentro de las dos terapias bioldgicas que
nosotros analizamos, todos los estudios y revisiones previas se han realizado sobre los
predictores de respuesta al infliximab, por ser este el primero y el que lleva mas tiempo
en el mercado.

Parece que los pacientes no fumadores, mas jévenes y sin estenosis responden
mejor al infliximab (241). Un tema mucho madas controvertido es si el uso de
inmunosupresores concomitantes influye en la respuesta a estas terapias (242). En
cuanto a los marcadores séricos, en principio ni los pANCA ni los ASCA parecen tener
un factor predictivo en la respuesta al infliximab (243); solamente se ha observado una
mejor respuesta en los pacientes con una proteina C reactiva alta (244,245). En cuanto a
los factores genéticos apenas existen estudios ni evidencia cientifica (246).

En nuestro estudio pretendimos establecer una relacion entre la presencia de las
mutaciones genéticas, en principio de CARDIS5, pero también de TLR4 y CD14 y la
respuesta a las terapias bioldgicas basdndonos en una hipdtesis segiin la cual estas
nuevas terapias, tanto infliximab como adalimumab dependen de la supresion del
sistema NF-x-B disminuyendo la expresion del TNF en la mucosa, mientras que por
otra parte NOD2/CARDI15 activa NF-k-B y potencialmente interactia sobre la
produccion de TNF. De este modo las mutaciones en NOD2/CARDIS5 producirian una
activacion inapropiada de NF-x-B, pudiendo asi estar relacionadas con las diferentes
respuestas a las terapias bioldgicas observadas en la practica clinica (247).

En nuestra poblacion no hemos observado ningun tipo de influencia de las
mutaciones en NOD2 sobre la respuesta clinica a las terapias bioldgicas, ni en el anélisis

por separado de las tres mutaciones, ni en el de las dos que influyen en nuestra
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poblacion. Tampoco desglosando a nuestros pacientes segin la indicacion del
tratamiento (inflamatorio puro o fistulizante) hemos visto influencia de las mutaciones.

Al realizar posteriormente el analisis individualizado de las dos grandes terapias
biologicas empleadas, con respecto al infliximab observamos que las mutaciones en
NOD2 no solo no influian en la respuesta al tratamiento, sino que tampoco tienen valor
a la hora de predecir los pacientes que presentan una pérdida precoz de la respuesta o
reacciones adversas al farmaco. En este caso nuestros resultados coinciden totalmente
con los expuestos en dos estudios que también analizaron el potencial papel de estas
mutaciones como marcadores de la respuesta al infliximab sin obtener ninguna
asociacion (248,249). También observamos en nuestra poblacidon que las mutaciones del
gen NOD?2 no influyen en la respuesta al adalimumab, asi como tampoco en la pérdida
de respuesta o en la presencia de reacciones adversas. En esta ocasion nuestros
resultados también son coincidentes con el tnico estudio que habia analizado la posible
influencia de estas mutaciones en la respuesta a adalimumab (250), si bien en nuestro
estudio el numero de pacientes es superior (24 contra 16) por lo que alin tiene mayor
validez.

En cuanto a las mutaciones en TLR4 no se observd ninguna influencia sobre la
respuesta a las terapias biologicas. Observamos que los pacientes con mutaciones en
CD14 y patrén inflamatorio presentaban mejor respuesta al tratamiento, mientras que
los pacientes sin mutaciones en CD14 se asociaban a una mayor pérdida de respuesta.
En principio parece que pueden estar ambos resultados interrelacionados pero se
necesitan mas estudios con mas pacientes para poder obtener unas conclusiones sélidas.

A modo de resumen de conjunto podria afirmarse que a pesar de los datos
expuestos sobre la influencia de las variantes de CARDI15 en el curso clinico de la EC, a

dia de hoy, su utilidad en la practica clinica resulta escasa y controvertida (251).
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Claramente se necesitan mas estudios prospectivos que confirmen la asociacion de las
variantes de CARDIS5 con un patrén mas agresivo de la enfermedad vy,
fundamentalmente, que valoren la influencia de las mismas en la respuesta a los
distintos tratamientos empleados. Al conocerse que las mutaciones del gen
NOD2/CARDIS5 estan asociadas con la EC, pero no con la CU, se planteo su utilidad a
la hora de establecer el diagnodstico definitivo en las colitis indeterminadas (CI), que
pueden representar el 5-10% de todas las EII. Sin embargo, se descartd esta posibilidad
tras saberse que la mayoria de los polimorfismos se encuentran asociados a las formas
ileales de la EC.

En multiples ocasiones los pacientes y familiares con EC preguntan sobre la
posibilidad de realizar un screening de la enfermedad a sus descendientes, aunque se
encuentren asintomaticos (252). Se descart6 la realizacion de screening en la poblacion
con sintomas sugestivos de EC debido a la baja sensibilidad, ya que la ausencia de
mutaciones no excluiria que podria padecer la enfermedad, y la presencia de las mismas
no necesariamente nos daria el diagnéstico definitivo. En los proximos afios se valorara
la posibilidad de realizar screening entre los familiares de alto riesgo para EC, aunque a
dia de hoy continta siendo mas eficaz simplemente la prohibicion de fumar. Esta
recomendacion podria plantearse también para los controles sanos fumadores que hayan
presentado alguna mutacién (aproximadamente el 15%), ya que debido a la teoria
etiopatogénica multifactorial de la EC, tendrian dos factores de riesgo para el desarrollo

de la enfermedad (253).
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CONCLUSIONES

La presencia de mutaciones en el gen NOD2/CARD15 confiere susceptibilidad
para la enfermedad de Crohn en la poblacion gallega analizada.

La frecuencia de las mutaciones del gen NOD2/CARDI15 es mas baja que la
descrita en otras poblaciones caucasicas estudiadas.

Solamente las mutaciones G908R y 1007fs confieren susceptibilidad para la
enfermedad, mientras que la presencia de la mutaciéon R702W no se correlaciona
con esta susceptibilidad.

La presencia de mutaciones en el gen NOD2/CARDIS5 se asocia con un mayor
riesgo de resecciones quirdrgicas en los pacientes con enfermedad de Crohn.

La presencia de mutaciones en los receptores “toll-like” tipo 4, tipo 9 y CD14 no
confiere susceptibilidad para la enfermedad de Crohn en nuestra poblacion.

La presencia de mutaciones tanto en el gen NOD2/CARDI15 como en los
receptores “toll-like” no tiene valor predictivo para la respuesta al tratamiento

con terapias biologicas.
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ANEXO 1
INFORMACION O PACIENTE

ESTUDIO sobre os polimorfismos dos Xenes que influen na severidade e
tratamento da Enfermidade de Crohn

Numerosos estudios suxiren que os factores xenéticos estan implicados na
predisposicion a sufri-la Enfermidade de Crohn. Xa se tefien identificado vinculacions
nalguns cromosomas (3, 7 ¢ 12), ainda que non se chegou a ningun consenso.

O Servicio de Aparato Dixestivo do Hospital Clinico Universitario de Santiago en
colaboracion co Departamento de Xenética da Facultade de Bioloxia de Santiago e o
Laboratorio de Inmunoxenética do VU Medisch Centrum de Amsterdam, vai realizar
un estudio de inmunoxenética sobre os polimorfismos dos xenes que poden conferir
susceptibilidade a enfermidade e o seu papel na severidade dos pacientes con
Enfermidade de Crohn.

A sta participacion no estudio conleva a extraccion dunha mostra sanguinea;
completaraselle unha historia clinica. Nalguns pacientes asimesmo se solicitara, de
forma voluntaria, a obtencion dunha mostra sanguinea de familiares directos (pais,
irmans ou fillos).

Descripcion do procedemento
Extraeraselle unha mostra sanguinea da que se extraerd o ADN que se empleara para
realiza-lo estudio.

Medicamentos
Non influe a toma de ningiin medicamento para realiza-lo estudio.

Molestias e riscos

Se realizara unha simple extraccidon sanguinea, asimesmo realizaranselle unha serie
de preguntas sobre a sta enfermidade, para encuadralo dentro da Clasificacion de
Viena.

Beneficios que obten de participar neste estudio

Ainda que a sua participacion neste estudio non lle vai proporcionar un beneficio
inmediato, nun futuro, os resultados obtidos permitiran cofiece-la stia especificidade 6s
novos tratamentos para a Enfermidade de Crohn, asi como a susceptibilidade xenética
da sua familia.
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Tamén ten que saber que:

e Ten completa liberdade para negarse a participar no estudio, e a slla negativa non
tera repercusions na asistencia médica que recibe.

e Participar neste estudio non supon ningiin gasto extra para vostede.

e O Hospital, o Servicio de Aparato Dixestivo, centros colaboradores e o persoal
sanitario comprométense a gardar e respeta-la confidencialidade da sua historia
clinica, cualquera que sexa o uso que se faga dos resultados deste estudio.

e Mantenrase o seu caracter confidencial e a sua identidade non sera revelada.

e E posible que se publiquen datos dol estudio, pero manterase sempre o seu
anonimato.

Se durante a participacion no estudio cre necesario recibir mais informacion, pode
contactar o DI. .o no numero de teléfono
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FOLLA DE CONSENTIMENTO INFORMADO

B, e (nome e apelidos)

Lin a folla de informacién que se me entregéu
Puiden facer preguntas sobre o estudio
Recibin suficiente informacion.
Falel Con ...oovviieiiieiieceeee e (nome investigador)
Comprendo que poido retirarme do estudio:
1. Cando queira
2. Sin ter que dar explicacion

3. Sin que isto repercuta na mifia atencion médica.

Presto libremente a mifna conformidade para participar no estudio.

Sinatura Paciente Sinatura Investigador
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INFORMACION AL PACIENTE

ESTUDIO sobre los polimorfismos de los genes en la severidad y tratamiento de la
Enfermedad de Crohn

Numerosos hallazgos sugieren que los factores genéticos estan implicados en la
predisposicion a sufrir la Enfermedad de Crohn. Ya se han identificado vinculaciones en
algunos cromosomas (3, 7 y 12), aunque no se ha llegado a consenso.

El Servicio de Aparato Digestivo del Hospital Clinico Universitario de Santiago en
colaboracion con el Departamento de Genética de la Facultad de Biologia de Santiago y
el Laboratorio de Inmunogenética del VU Medisch Centrum de Amsterdam, va a
realizar un estudio de inmunogenética sobre los polimorfismos de los genes que
intervienen en la susceptibilidad a la enfermedad y su papel en la severidad de los
pacientes con Enfermedad de Crohn.

Su participacion en el estudio conlleva la extraccion de una muestra sanguinea; se le
completard una historia clinica. En algunos pacientes asimismo se solicitard, de forma
voluntaria, la obtencion de una muestra sanguinea de familiares directos (padres,
hermanos o hijos).

Descripcion del procedimiento
Se le extraera una muestra sanguinea de la cual se extraerd el ADN que se empleara
para realizar el estudio.

Medicamentos
No influye la toma de ningiin medicamento para realizar el estudio.

Molestias y riesgos

Se realizard una simple extraccion sanguinea, asimismo se le realizaran una serie de
preguntas sobre su enfermedad, para encuadrarlo dentro de la Clasificacion de Viena.

Beneficios que obtiene de participar en este estudio

Aunque su participacion en este estudio no le va a proporcionar un beneficio
inmediato, en un futuro, los resultados obtenidos permitiran conocer su especificidad a
los nuevos tratamientos para la Enfermedad de Crohn, asi como la susceptibilidad
genética de su familia.
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También tiene que saber que:

e Tiene completa libertad para negarse a participar en el estudio, y su negativa no
tendra repercusiones en la asistencia médica que recibe.

e Participar en este estudio no supone ningun gasto extra para usted.

e El Hospital, el Servicio de Aparato Digestivo, centros colaboradores y el personal
sanitario se comprometen a guardar y respetar la confidencialidad de su historia
clinica, cualquiera que sea el uso que se haga de los hallazgos de este estudio.

e Se mantendra su caracter confidencial y su identidad no sera revelada.

e Es posible que se publiquen datos del estudio, pero se mantendra siempre su
anonimato.

Si durante la participacion en el estudio cree necesario recibir mas informacion, puede
contactar con el DrI. ... en el nimero de teléfono
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

D 2 TSRS (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado
He podido hacer preguntas sobre el estudio
He recibido suficiente informacion.
He hablado con .......ccooeiiiieiiiieiieeeeeeeee e (nombre investigador)
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicacion

3. Sin que esto repercuta en mi atencion médica.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma Paciente Firma Investigador
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ANEXO 2

ESTUDIO DE FACTORES GENETICOS IMPLICADOS EN LA SEVERIDAD Y
TRATAMIENTO A LA ENFERMEDAD DE CROHN

Nombre:

Sexo: HOO M [

N° hijos:

Edad:

Procedencia: Rural [  Urbano [

Numero:

Fumador previo a enfermedad: SI [0 NO [0 Fumador actual: SI [1 NO [

Afos de enfermedad:

Confirmacion de la enfermedad:  Endoscopia []
Radiologia [
Histologia []

Edad

Procedencia de los padres: Rural [ ~ Urbano [

<40 afios (A1) [

O >40 afios (A2) [

CLASIFICACION DE VIENA

Extension Anatomica Patron evolutivo
diagndostico

Ileon terminal (L1) [] No estenosante ni penetrante (B1) [
Colon (L2) [1 Estenosante (B2)

Ileocolon (L3) [J Penetrante (B3) O
Tracto gastrointestinal alto (L4) [

Cirugia previa: SI0 NO [

Tratamientos recibidos: Azatioprina sid No[O
Corticoides orales SI0 NO O
Corticoides topicos SIC]  NO [
Budesonida sil No O
5-ASA oral sill No O
Infliximab sid ~NoO

Corticorresistencia: SI[J NO[O

Corticodependencia: SIC1  NO [

Familiar afecto: sid0 No O Grado:

Afectacion extraintestinal: SIC]  NO [ Tipo:

Consentimiento: SIC]  NO [

Fecha muestra:

NO

Tipo de intervencion:

Probidticos SI OO NO O

Ciprofloxacino Si [J
Metronidazol Si [J
Metotrexate S [J
5-ASA topico SI [
Respuesta:

NO [J
NO [
NO [I
NO O
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ESTUDIO DE FACTORES GENETICOS IMPLICADOS EN LA SEVERIDAD Y
TRATAMIENTO A LA ENFERMEDAD DE CROHN

Nombre: Numero:

Sexo: HO MO

N° hijos:

Edad:

Procedencia: Rural 1 ~ Urbano [ Procedencia de los padres: Rural [ ~ Urbano [

Fumador: SIO0 NO O

Consentimiento: SIC0  NO [0

Fecha muestra:
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