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RESUMEN

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) es una enfermedad caracterizada por la
presencia de inflamacion crénica sin tratamiento definitivo. Existen dos formas
clinicas de la Ell: la Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ulcerativa (CU). En
México, no existen datos concluyentes aunque se cree que la incidencia de CU esta
entre 0.2 % a 4.89 %, mientras que la EC se estima entre 0.0008 %y 1.11 %.

La Ell incluye sintomas digestivos como diarrea, dolor abdominal, sangrado rectal
0 manifestaciones extra intestinales que dificultan y retrasan el diagnostico,
condicionando en ocasiones una mayor extension de la enfermedad o la presencia

de complicaciones.

La etiopatogenia es compleja y no bien conocida, sin embargo, se propone que la
inflamacion cronica es desencadenada por una respuesta inmunoldgica en contra
de la microbiota, que a su vez podria ser promovida por factores ambientales en

individuos genéticamente susceptibles.

Entre los factores genéticos involucrados, se encuentran diversos polimorfismos de
nucledtido unico (SNP) que han mostrado relevancia en la susceptibilidad de
padecer esta enfermedad y su progresion. Se ha observado, por ejemplo, la
asociacion de SNPs presentes en la region promotora del gen que codifica para
IL-10, en la posicion -1082 [G/A] y en una region intergénica [C/T]. También se han
realizado estudios de un SNP en el gen que codifica para IL-23R en la posicion 381
[G/A], que sugiere cierta proteccion en la progresion de la enfermedad.
Adicionalmente, se han encontrado diferencias en la expresion de estas proteinas

de acuerdo al genotipo presentado.

Asi, en éste trabajo se realizo el analisis de los SNPs presentes en los genes que
codifican IL-10 tanto en la region promotora como en la region intergénica

(rs1800896, rs3024505, respectivamente) y en la region codificante del receptor de

Vi



IL-23 (IL-23R) (rs11209026) por medio de PCR en tiempo real (sondas TagMan).
Se genotipificaron 400 donadores del Distrito Federal y Area Metropolitana para

establecer la frecuencia de estos SNPs en la poblacion mexicana.

Para el SNP rs1800896 en el gen de IL-10, el genotipo AA fue el mas frecuente
(59.25 %) en la poblacion abierta, seguido del genotipo AG (39.5 %) y el genotipo
GG (6.25 %). Para el rs3024505 del mismo gen se analizaron 292 donadores
encontrandose que el genotipo CC fue el mas frecuente (94.863 %), seguido del
genotipo CT (5.1374 %), no se encontrd el genotipo TT. Por dltimo, para el gen de
IL-23R (rs11209026), el genotipo mas frecuente fue el GG (68.5 %), seguido del AG
(29 %) y el AG (2.5 %) en la poblacion abierta. De acuerdo con el equilibrio de
Hardy-Weinberg, los SNPs rs11209026 (p=0.58) del gen IL-23R y el rs1800896
(p=0.41) del gen IL-10, son buenos candidatos para ser utilizados como marcadores
biolégicos en la implementacion de un modelo predictivo del desarrollo de la Ell en
poblacion del Distrito Federal y Area Metropolitana. El rs3024505 (p=0.65) del gen
de IL-10 no cumple con tal equilibrio, sin embargo, el tamafio de la muestra debera

incrementarse en trabajos futuros para confirmar estas observaciones.
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1. Introduccidn

1.1  Polimorfismos de Nucleétido Unico

Un polimorfismo de nucle6tido unico (SNP; Single Nucleotide Polymorphisms) se
define como la variacion que se presenta en una secuencia del DNA y que afecta
solo a una base nitrogenada (figura 1). Para que estas variaciones sean
consideradas como SNP, deben presentarse por lo menos en el 1 % de la poblacion,
de lo contrario, se considerara una mutacion. A pesar de que todos los individuos
compartimos el 99.9 % de la secuencia genomica, cada persona tiene
un genoma unico. Un SNP no es mas que una mutacién puntual con un éxito
evolutivo importante que le ha hecho tener una incidencia significativa en la
poblacion, por lo que tiene la capacidad de funcionar como marcador biolégico

(Ramirez y cols., 2013).

Figura 1. Esquematizacion de un SNP.

1.2 Clasificacion de los SNPs

Los SNPs pueden estar presentes en regiones codificantes (cCSNP), los cuales se
subdividen en sinénimos (silenciosos), cuando el cambio de nucleétido no da lugar
a un cambio de aminoacido y en no sinénimos, cuando el cambio de nucleotido

modifica la secuencia de aminoacidos. Estos Ultimos afectan directamente la

1



funcién de la proteina, ya que se generan cambios que pueden estar localizados
en la regibn promotora del gen, influenciando su actividad transcripcional vy
modulando la unién de factores de transcripcién, en intrones (modulando la
estabilidad de la proteina) o en sitios de splicing (sitios donde ocurre la eliminacién
de intrones y unién de exones) o en regiones intragénicas (Checa, 2007; Ramirez y
cols., 2013) (figura 2).

Inicio de  Codon de Codon de
transcripcién  inicio término
5" [Promotor |5°'UTR| E I E I E | E [3'UTR— 3
rSNP cSNP iSNP gSNP
nsSNP  sSNP

Figura 2. Clasificacion de los SNPs de acuerdo a su localizacién (E: Exones;
I: Intrones; UTR: Regiones no codificantes) (Checa, 2007).

Segun su localizacién en el genoma, los SNPs se clasifican en: iISNP, si estan
localizados en regiones intrénicas; rSNP, si se presentan en regiones reguladoras;
srSNP si afectan a la estructura y funcion de los RNAmM (Ramirez y cools, 2013);
cSNP, aquellos presentes en regiones codificantes (exones); y en gSNP,
localizados en regiones intergendmicas. Cada uno de ellos puede afectar, en ultimo
término, a la cantidad y actividad de las proteinas codificadas en los respectivos
genes. Los cSNP pueden estar representados por SNP’s sinénimos (sSNP) o no
sinonimos (NsSNP) (Checa, 2007) (figuras 3y 4).



SNP funcionales
Cromosoma 1 GAGGTTCAAAATTGGTCGTACTCCGTAAATC
Cromosoma 1GAGGTTCAAAATTAGTCGTACTCCGTAAATC
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Figura 3. Clasificacion de los SNPs (Ramirez y cols., 2013).

A Afecta a la expresién génica B Afecta al corte y empalme y la generacion

de isoformas de las proteinas

- '.4.._,
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u,-.-» "
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| 0 é I || L ADN

; ;-%1 .-,_
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Promotor E1 b i E2 12 E3 14 E4
Cap AUG UAG AAA ARNm
5'UTR Regién codificante JUTR PoliA
GCGCT CG SNPT/A CTTA CG SNP A/C CACG G!A GG SNP G/A
C Afecta a la traduccion D Afecta a la funcién de la proteina E Afecta a la estabilidad
del ARNm sin cambiar aminoacido del ARNm

Figura 4. Los rSNP pueden afectar a los niveles de expresion si estan en el
promotor (A). Si se encuentran en la estructura de los RNAm pueden afectar al
corte y empalme (B), la traduccion del RNAm a proteinas (C) en la region 5’UTR
se ha observado tienen un papel importante en la funcién de la proteina (D) en la
region 3’'UTR pueden afectar a la estructura y estabilidad del RNAm (E). UTR:
regiéon no traducida; E: exén; I: intrén; AUG: sitio de inicio de la traduccion; UAG:
codon de paro (Ramirez y cols., 2013).




1.3 SNPs y susceptibilidad genética a enfermedades

La variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la
resistencia individual a distintas enfermedades radica principalmente en los SNPs 'y
en menor grado a otras variaciones en el genoma, como inserciones, deleciones o

secuencias repetidas (Checa, 2007).

Algunas enfermedades como la Hipertension Arterial (HTA), Sindrome Metabdlico,
Obesidad, Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2), Asma y ciertas enfermedades
autoinmunes, como Lupus Eritematoso Generalizado (LEG) y la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (Ell), tienen un origen multifactorial, es decir, que para que se
desarrollen se requiere de la participacion e interaccion de multiples genes de baja
penetrancia y tanto de factores genéticos, como de factores ambientales que
dependen de cada poblacion. Estas patologias complejas no tienen un patrén de
herencia definido como las enfermedades mendelianas, sin embargo, se sabe que
el componente genético y variantes comunes de SNP, desempefian un papel

determinante en el desarrollo de estas (Ramirez y cols., 2013).

Los estudios genéticos para conocer las causas de ciertas enfermedades, han
pasado por diferentes fases a medida que han evolucionado las técnicas de Biologia
molecular. En este sentido, el desarrollo de la tecnologia necesaria para realizar
estudios de asociacion de genoma completo (GWAS; Genome Wide Association
Studies) ha supuesto un punto de inflexion en el estudio de la genética de las
enfermedades complejas y han facilitado la descripcién de numerosas regiones que

estudios previos no habian tenido en consideraciéon (Norrgard, 2008).

Los GWAS pueden explorar la variabilidad de todo el genoma sin realizar una
selecciéon de los genes a estudiar. Este tipo de estudios permite encontrar
asociaciones entre el desarrollo de patologias y genes cuya funcién adn no se
conoce y ademas de que se analizan una gran cantidad de SNP a lo largo de todo
el genoma (Norrgard, 2008) (figura 5).



La base de datos de SNP (http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/SNP/)
constantemente se actualiza con nuevos genomas secuenciados, muestra el
namero de SNPs ubicados en el genoma humano, el cambio de alelo de cada
polimorfismo, su distribucién alélica y genotipica en las diferentes poblaciones

(caucasica, africana, asiatica, mexicana, entre otras) (Ramirez y cols., 2013).

LPP
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=

Figura 5. Genes que contienen SNPs asociados al desarrollo de diferentes
enfermedades (Heap y Heel, 2009).
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1.4 Identificacion de los SNPs

Las estrategias a seguir para la identificacién de los SNPs varian en funcion del
ensayo y el conocimiento previo acerca de la base genética de la patologia de
interés. El genotipado de los SNPs puede plantearse mediante el gen candidato y
la elaboracion de mapas de ligamiento a partir del genoma completo (Lopez y cols.,
2005).

La aproximacion del gen candidato requiere del conocimiento previo de la

patogénesis de la enfermedad para poder identificar los genes relevantes. Esta



identificacion se consigue por medio de fuentes variadas como literatura cientifica,
herramientas bioinformaticas o incluso técnicas de andlisis de expresion génica
como pueden ser los microarreglos de DNA. Se hace el genotipado del SNP de la
region del genoma que contiene los genes candidatos con el objetivo de identificar
SNPs relevantes en la patologia de la enfermedad. La ventaja es que este método
va dirigido a zonas especificas en el genoma y su principal limitacién es que los
SNPs que se encuentren en regiones del genoma, fuera de los genes, quedan

excluidos al no tenerse en cuenta desde la primera etapa (LOpez y cols., 2005).

El segundo método es el andlisis del genoma completo mediante mapas genéticos,
en este estudio no se necesita conocimiento previo acerca del papel que juegan
distintos genes en la patologia de estudio. Se necesitan datos procedentes de
grandes poblaciones de individuos, asi como el genotipado de cientos de miles de
SNPs para conseguir resultados relevantes. La identificacion de los SNPs
relacionados con genes de interés se realiza por medio de estudios de asociacion
genética, esta es mas apropiada para el andlisis genético de enfermedades
complejas en las que estan implicados multiples genes. Esta estrategia consiste en
la medicion del Desequilibrio de Ligamento (DL) entre un marcador y una
enfermedad determinada, mediante el andlisis de una poblacién de individuos
afectados e individuos control. Se considera que existe DL en una region
cromosdmica cuando se observan grupos de marcadores genéticos o haplotipos
que tienden a transmitirse conjuntamente a la siguiente generacion. La estrategia
permite refinar la localizacién de un gen. La principal limitacion de esta estrategia
es que debido a que la fuerza del equilibrio de ligamento disminuye con la distancia
entre marcadores genéticos, es necesario genotipar cientos de individuos para
obtener un gran nimero de SNPs que avalen la asociacion genética (Lopez y cols.,
2005).

Identificar a los SNPs que estén relacionados con la enfermedad usando un nimero
reducido de SNPs es una estrategia que emplea el proyecto internacional de

HapMap iniciado en el 2002, con el objetivo de caracterizar patrones de DL y



haplotipos a lo largo del genoma humano, asi como identificar SNPs que capturen
la mayoria de informacion que permitan asociacion genética a gran escala (Lopez y
cols., 2005).

Las técnicas que permiten el genotipado de los SNPs son diversas y pueden ser

empleadas de manera conjunta:

1. Geles de electroforesis en gradiente desnaturalizante/térmico (D/TGGE):
Con esto se puede analizar el polimorfismo a través de la estabilidad, a distintas

condiciones desnaturalizantes o a diferentes temperaturas del DNA amplificado.

2. Polimorfismo de conformaciones de cadena sencilla (SSCP):
Es una técnica basada en el andlisis del polimorfismo a través de las diferencias
conformacionales de fragmentos de DNA de cadena sencilla. Las distintas
conformaciones son detectables como un cambio de movilidad en geles de
poliacrilamida no desnaturalizante. Es especialmente util cuando las reacciones de
PCR producen bandas de DNA de gran tamafio, o bien, bandas de tamafio muy

parecido; puede llegar a distinguir cambios de pocos nucleétidos.

3. Secuenciacion por hibridacién:
Cuando se conoce la secuencia de un fragmento de DNA, es posible colocar un
juego de oligonucleétidos cortos representando el fragmento completo de DNA o
“chip” de DNA. Debido a que se conoce la secuencia de los oligonucleétidos en
cada posicion, se puede inferir la secuencia de DNA de una prueba de DNA

marcada con fluorescencia, analizando el patrén de hibridacion.

4. Discriminacion alélica:
No existe el método ideal, sin embargo, los usados actualmente emplean cuatro
mecanismos generales para llevar a cabo la discriminacién alélica: a) hibridacion
alelo-especifica; b) ligacion de oligonucledtidos alelo-especificas; ¢) incorporacion

de oligonucledtidos alelo-especifica y d) corte enzimatico alelo-especifico.



Algunos ejemplos de estas técnicas son:

a)

b)

5.

Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP). Se
usan enzimas de restriccion que cortan secuencias especificas de ADN; es
decir, un fragmento de DNA amplificado por PCR se somete a digestion con
una endonucleasa, ésta tendra un sitio de corte especifico y las variaciones
alteraran este patrén de corte; dando como resultado un patrén diferente de
migracion que puede ser visualizado mediante el corrimiento de estos
fragmentos en geles de agarosa, comparando y distinguiendo los distintos

genotipos.

Hibridacion. En ésta se disefian dos pruebas alelo-especificas para hibridar
a una secuencia blanco, solamente cuando éstas sean totalmente
complementarias. Cuando las sondas alelo-especificas son inmovilizadas
sobre un soporte, se capturan las muestras de DNA y se visualizan los

eventos de hibridacion detectando una marca fluorescente.

PCR en tiempo real:

Método basado en la aplicacién de la técnica de PCR y en la creacién de dos sondas

alelo-especificas, las cuales emiten una sefal fluorescente al unirse al templado.

Este tipo de analisis es mas utilizado hoy en dia porque ya existen sondas

predisefiadas para un sinnimero de polimorfismos, ya descritos (Checa, 2009).

2. Antecedentes

Como se ha mencionado anteriormente el estudio de los SNPs permite encontrar

asociaciones de diferentes genes que pueden o no estar vinculados con la patologia

de una enfermedad, pero se ha observado que juegan un papel importante en el

desarrollo, prevencion y tratamiento de la misma. Una de estas enfermedades que

ha sido objeto de muchos estudios es la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell).



2.1. Enfermedad Inflamatoria Intestinal

La Ell incluye varias manifestaciones clinicas cuya caracteristica principal es el
proceso inflamatorio crénico e idiopatico del tubo digestivo en diferentes
localizaciones y posee etiologia multifactorial (Yamamoto, 2007; Sepulveda y cols.,
2008). Su importancia radica en el deterioro de la calidad de vida de quienes la

padecen y el riesgo de desarrollar cancer colorrectal.

La Ell posee dos formas clinicas: la Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ulcerativa
(CU), dos entidades que a pesar de ser diferentes entre si, tienen caracteristicas
comunes que no permiten diferenciarlas aproximadamente en un 10 % de los casos
(Aguilera, 2004), los cuales son denominados como Colitis Indeterminada (Cl). Los
sintomas y la gravedad de cada una de estas enfermedades dependen de la
extension, localizaciébn, comportamiento, grado de inflamacion y de las

manifestaciones extraintestinales (figura 6) (Gassull y cols., 2007).

/

Enfermedad
de Crohn (EC)

Figura 6. Clasificacion y localizacion anatémica de
la Ell (Rubio,2013).

Su clasificacion fenotipica es de gran utlidad para la toma de decisiones
terapéuticas, el comportamiento de la enfermedad, su respuesta al tratamiento y
predice las necesidades quirurgicas. Se ha tratado de clasificar a la Ell con el fin de
unificar criterios y uniformar grupos de pacientes para la comparacion entre

poblaciones y etnias asi como ensayos clinicos de forma que los grupos sean
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comparables. La clasificacion mas aceptable es la de Montreal (2005) cuya base
central es integrar marcadores seroldgicos y genéticos asociados con la
susceptibilidad y el fenotipo en la Ell (Saro, 2008) (tabla 1).

Tabla 1. Clasificacion de Montreal 2005 de la Ell (Saro, 2008).

A (Age) Edad al L (Location) Localizacién B (Behavior) Comportamiento

Diagnostico
Al: Menos de 17 L1: fleon L1+L4 B1l: No Bl+p
afnos terminal estenosante-
no penetrante
A2: De 17 a 40 L2: Colon L2+L4 B2: B2+p
afios Estenosante
A3: Mas de 40 L3: ileo- L3+L4 B3: Penetrante B3+p
anos Colon
L4: Tracto gastrointestinal p: Enfermedad
superior fistulosa
perianal y
ulcera anal

E (Extension)

S (Gravedad)

El: Proctitis Afeccion limitada al recto S0: Colitis en Sin sintomas
ulcerosa remision
E2: Colitis Afeccion limitada al colon S1: Colitis leve  Menos de 4
Izquierda o colitis  izquierdo deposiciones
distal con sangre, sin
fiebre
E3: Colitis extensa Afeccion que se extiende S2: Colitis Siempre con
o pancolitis mas alla del angulo moderada signos de
esplénico afeccion leve
S3: Colitis 6 0 mas
grave deposiciones
con sangre,
fiebre

** [ndice Truelove-Witts: Clasificacion para medir gravedad clinica de CU,
evaluando numero de evacuaciones sangre en heces, temperatura, pulso,
hemoglobina y velocidad de sedimentaciéon. Clasificando en leve, moderada o

grave.

La EC es una enfermedad inflamatoria paraintestinal crénica, granulomatosa y
transmural con una distribucién discontinua que puede afectar a cualquier punto del
tracto digestivo desde la boca hasta el ano. La CU, por su parte, es una enfermedad

inflamatoria crénica no granulomatosa, tiene una distribucion continua y se
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caracteriza por presencia de ulceraciones en la mucosa y submucosa del intestino
grueso, preferentemente en la zona distal del colon. Ambas patologias cursan con
mala absorcion, diarrea, sangrado rectal, fiebre, dolor abdominal y pérdida de peso.
Tanto EC como CU pueden tener sintomas extraintestinales, que consisten
fundamentalmente en artritis, dolor lumbar, aftas bucales, ulceras cutaneas y

alteraciones hepéticas (Aguilera, 2004).

Aproximadamente el 50 % de los pacientes con Ell presentan una enfermedad leve
con una baja prevalencia de recaidas, hospitalizaciones y complicaciones (Aguilera,
2004). Otros pacientes tienen un curso mas grave y pueden desarrollar
complicaciones que requieren cirugia. Actualmente, su tratamiento se basa en el
uso de moduladores de la inflamacion, como mesalazina o acido 5-aminosalicilico,
esteroides e inmunosupresores, que son de elevado costo y en muchos casos de
evolucion clinica desfavorable (Sepulveda y cols., 2008). Por estas razones, el
estudio de los mecanismos que participan en su patogénesis es relevante y
prioritario, y puede orientar hacia el desarrollo de mejores herramientas diagndsticas

y de tratamiento.

2.2. Epidemiologia de la Ell

El estudio epidemiolégico de la Ell no se limita a la incidencia y prevalencia sino que
trata de identificar los factores de riesgo asociados a su aparicion o que modifican
su historia natural. La incidencia de la Ell varia enormemente dependiendo de la
localizacion geografica y grupos étnicos (Aguilera, 2004). Tradicionalmente se
mencionaba un gradiente norte-sur con mayores tasas de incidencia en los paises
escandinavos, seguidos del Reino Unido y Norteamérica, mientras que la incidencia
del centro y sur de Europa parecia ser menor; sin embargo un estudio europeo
confirma una mayor incidencia en el norte de Europa pero muestra unas diferencias
escasas, apuntando que la Ell constituye un problema frecuente en paises del sur

de Europa. Asi globalmente las tasas de incidencia de la CU en paises occidentales
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se estima en 5-18 pacientes por 100,000 habitantes; mientras que la incidencia para
la EC se estima en 3.9-7 pacientes por 100,000 habitantes (Gassull y cols., 2007).
Entre grupos étnicos, los Judios Ashkenazis tienen el riesgo més alto de desarrollar
Ell. Hasta hace poco tiempo, la Ell se consideraba rara en afroamericanos, hispanos
y asiaticos, sin embargo, la incidencia y prevalencia no se han evaluado con
exactitud (Aguilera, 2004).

Los datos de esta enfermedad en nuestro pais son escasos, aunque se ha
observado una tendencia a incrementar el nimero de pacientes con CU, 50 % mas
en comparacion con el 2004, observando una tasa ajustada al nimero de ingresos
de 2.3/1,000 pacientes hospitalizados con Ell en el 2004 a 3.6/1,000 pacientes en
el 2007. Se analizo la base de datos de registros del departamento de patologia por
considerar gue no necesariamente se hospitalizan a todos los casos de Ell, ya que
algunos de ellos acuden de manera ambulatoria a la consulta externa, de esta
manera se observé un total de 95 casos de CU en el mismo periodo del 2004 al
2007, ademas se encontr6 el reporte de otros 20 casos de pacientes que fueron

calificados como CI (Sandoval y Padilla, 2008) (figura 7).
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Figura 7. Frecuencia de la Ell en México (Sandoval y Padilla, 2008).
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En México, no existen datos concluyentes aunque la incidencia de CU se cree estar
entre 0.2 % a 4.89 %, mientras que para la EC se calcula de 0.0008 % a 1.11 %.
También se ha observado que dentro de un mismo pais, la presencia de la
enfermedad es mas comun en el norte de esos paises que en el sur (Sandoval y
Padilla, 2008). No existen otros datos publicados acerca de incidencia y/o

prevalencia en el pais.

2.3. Etiologia

La etiologia de la Ell es desconocida, no obstante, los estudios epidemioldgicos
sugieren que en la patogenia de la EIll estan implicados factores ambientales,
inmunologicos y una predisposicion individual genéticamente determinada (figura
8).

Integridad
dela ) g
oo S mucosa . Microbiota
IL-10 F. res ‘ Citoci
Inmunolégicos
IL-23R SNP
Factores
Genéticos IF“.c.tom, Teoria dela
higiene
Tabaco
Infecciones
Dieta bacterianas

Figura 8. Factores involucrados en la patogénesis de la Ell
(adaptado de Sepulveda y cols., 2008).

2.3.1.Factores ambientales

Muchos han sido hasta ahora los factores ambientales relacionados con Ell, algunos
de estos se comportan de manera diferente en la CU y en la EC. Los agentes
infecciosos, la dieta, el tabaco, la apendicetomia y la toma de anticonceptivos orales
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son los factores que mas frecuentemente se han asociado con la etiologia de esta

enfermedad (Gassull y cols., 2007).

En términos generales se puede sefialar que la Ell es mas frecuente en los paises
del norte siendo mas comunes en los Estados Unidos, Inglaterra, Noruega y Suecia
y menos frecuentes en los paises del sur de Europa, Sudéfrica, Australia y
Latinoamérica. La incidencia varia desde 0.5 % en Japén, hasta 12.8 % en Noruega
para CU, y de 0.08 % a 6 % para la EC en esos mismos paises (Aguilera, 2004).

La variacion en las tasas de incidencia puede ser explicada por diferencias en los
disefios de los estudios, los datos sugieren que estas enfermedades aparecen mas
frecuentemente en residentes que habitan en zonas de baja incidencia y que

emigran a zonas de alta incidencia.

La Ell tiende a ser una enfermedad que afecta principalmente a adolescentes y
adultos jovenes, con un pico de incidencia entre los 15 y los 30 afios de edad y se
ha observado un segundo pico de frecuencia después de los 60 afios (Aguilera,
2004). Hay ligeramente mas mujeres afectadas que hombres con EC, pero la
distribucién es mas uniforme en la CU. Se considera que la aparicion de la
enfermedad en nifios y jovenes se debe mas a una predisposicién genética y a la
mala respuesta inmune ante los antigenos de la luz intestinal, mientras que en los
adultos, la aparicion de la enfermedad puede ser ocasionada por una exposicion
ambiental cronica (Aguilera, 2004).

Al parecer estas enfermedades son mas comunes en las ciudades que en el campo,
aungue esta tendencia puede deberse a que existen mayores recursos de deteccion
en las areas urbanas, sin poder descartarse exposiciones ambientales o diferencias
en los estilos de vida. Varios datos epidemioldgicos apoyan la implicaciéon de
factores ambientales en la etiopatogenia de la Ell, como la mayor frecuencia en
paises industrializados, el aumento de la incidencia paralelo al aumento del

desarrollo de un pais, la frecuencia creciente al adoptar costumbres occidentales,
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la aparicion de la enfermedad 10 afios después de haber emigrado de un pais del
tercer mundo a un pais desarrollado, y la mayor frecuencia en areas urbanas que

rurales (Aguilera, 2004).

Parece ser que el factor ambiental mas fuertemente relacionado con la Ell es el
tabaco; este lleva a un diagnéstico a temprana edad y a una mayor probabilidad de
requerir terapia con inmunomoduladores o cirugia en las personas con EC. Por lo
contrario, fumar lleva a un diagnéstico tardio de CU y generalmente el curso clinico
es mejor. Los mecanismos del porqué el tabaco predispone a la frecuencia y al
curso de las enfermedades, no se conoce. Los mecanismos propuestos incluyen
alteraciones en la produccion de moco intestinal, reduccién en el flujo sanguineo
rectal y alteraciones en el sistema inmune y en la produccién de citocinas (Gassull,
2004).

Numerosos estudios tratan de la relacion entre la composicion de la dieta, el tiempo
de exposicion a antigenos dietéticos y el posterior desarrollo de Ell. Los alimentos
mas estudiados han sido el azucar refinado, los acidos grasos saturados y las fibras
vegetales. Segun varios trabajos, existe un mayor consumo de hidratos de carbono,
en particular azucar refinado, en pacientes con EC. Sin embargo, estos
descubrimientos podian reflejar estilos de vida comunes en poblaciones con Ell,
mas que una verdadera relacion de causa-efecto que refleje un verdadero factor de
riesgo. Otros autores sugieren efectos terapéuticos de los acidos grasos omega 3
en ECy CU, lo cual hace pensar en un posible papel de los lipidos en la Ell. Aunque,
en este caso, tampoco se ha establecido un papel claro para las grasas de la dieta
como causante real del desarrollo de EIll. Tampoco proporcionan resultados
concluyentes los estudios sobre el efecto de frutas y verduras sobre la Ell, aunque
algunos han sugerido una relacion negativa entre el consumo de alimentos que
contienen fibra y el desarrollo de la enfermedad. En general, los estudios
epidemioldgicos dietéticos no han sido muy utiles, principalmente porque se basan

en métodos imprecisos como historias dietéticas, cuestionarios y recuerdos, que no
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permiten la identificacion de verdaderos antigenos dietéticos relevantes (Gassull y
cols., 2007).

De los factores infecciosos, la exposicion al virus del sarampion, fue la primera en
sefalarse como causal de la EC, cuando en Suecia en 1945 y 1954 se observé una
epidemia de sarampion que coincidid con un aumento de casos de EC. Otros
agentes infecciosos que se han sefialado como asociados a la Ell son E. coli y

Mycobacterium tuberculosis (Gassull y cols., 2007).

Por otra parte, se ha investigado la exposicion a agentes infecciosos en la infancia.
Se postula que las infecciones, principalmente intestinales, podrian actuar como
posibles efectos activadores de la Ell en individuos genéticamente predispuestos, o
bien, que las infecciones lleven a un Sistema Inmunolégico no completamente
desarrollado a generar respuestas cruzadas frente a autoantigenos (Gassull y cols.,
2007).

2.3.2.Factores inmunologicos

Varias observaciones experimentales indican que una respuesta alterada de la
mucosa es de importancia en la patogénesis de la Ell; esta reaccion alterada del
sistema inmune de la mucosa esta dirigida contra antigenos producidos por
microorganismos que residen normalmente en el intestino. La mucosa del intestino
con sus 400 m? de superficie representa el area mas amplia de contacto con
antigenos externos del organismo; esta estimulacion antigénica masiva da lugar a
una infiltracion extensa de la mucosa intestinal por células mononucleadas que
desarrollan un estado de inflamacién. Esta infiltracion inmunoldgica controlada esta
dirigida de forma precisa y es capaz de diferenciar entre antigenos inofensivos y
antigenos patdgenos. La mucosa del intestino ha desarrollado un sistema inmune
altamente organizado que le permite evaluar constantemente los antigenos de la
luz intestinal generando tolerancia o respuesta de proteccidbn ante antigenos

potenciales (figura 10). En el caso de la Ell la respuesta de tolerancia esta dafiada
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generando una respuesta inmune hacia antigenos normalmente tolerados. Durante
mucho tiempo esta respuesta anormal ha sido motivo de estudio para identificar el
mecanismo por el cual no existe tolerancia intestinal y se han identificado varios

procesos inmunoldgicos (Gassull y cols., 2007) (figura 9).
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Figura 9. Respuesta inmune vs generacion de tolerancia. En condiciones normales
los antigenos son captados por las células dendriticas (CD) dispersas a lo largo del
intestino. Los antigenos presentados por las CD en estas condiciones no activan el
sistema inmune a través de apoptosis y anergia de los clones de células T que
reaccionan contra antigenos inofensivos del intestino. Cuando los patdgenos entran
en la barrera intestinal, el sistema inmune de la mucosa se activa dando lugar al
inicio de la respuesta inmune correspondiente (perfil Th1/Th2) (Gassull y cols.,
2007).

a) Integridad de la Barrera Intestinal
Se ha estudiado la barrera epitelial como un factor importante que puede influir en
el inicio o mantenimiento de un proceso inflamatorio. La luz intestinal contiene gran
cantidad de microorganismos, la mayoria implicados en el proceso de absorcion de
nutrientes, sin embargo, los antigenos potencialmente capaces de provocar una
respuesta inmune se mantienen aislados del sistema inmunologico a traves de una
barrera eficaz que impide que estos entren en contacto con las células inmunes.
Entre los elementos que constituyen esta barrera tenemos la capa epitelial, el moco
superficial producido por células especializadas intercaladas entre las células
epiteliales y la secrecion de factores protectores. Debido a un defecto en la barrera

intestinal 0 a una respuesta epitelial a la microbiota, llevan a un aumento en la
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permeabilidad intestinal y por tanto a un exceso de presentacion antigénica
(Podolsky, 2002).

Se ha observado en modelos murinos a los que se les administré Sulfato de
Dextrano Sodico (DSS), que se induce un efecto toxico sobre las células epiteliales
alterando la permeabilidad de la barrera epitelial a los antigenos de la luz intestinal,
esto activa la respuesta inmune innata y si se mantiene la administracion de DSS,
la respuesta adaptativa actla y se observa una inflamacién crénica de la mucosa

intestinal (Gassull y cols., 2007).

Recientemente se ha demostrado la asociacion de genes implicados en el
mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial y la susceptibilidad a la EII.
Entre estos se ha estudiado el gen que codifica un transportador de cationes

organicos (OCTN1-2) cuya alteracién dafia su funcién (Khor y cols., 2011).

b) Inmunidad Innata
La inmunidad innata se basa en una serie de receptores (Receptores de
Reconocimiento de Patrones; PRR) que reconocen estructuras altamente
conservadas que se encuentran en los microorganismos (Patrones Moleculares
Asociados a Patdgenos; PAMPs). Los PAMPs son reconocidos por PRRs
expresados en muchos tipos celulares incluyendo células epiteliales, macréfagos,
CD y células B. Su activacion promueve la fagocitosis, la liberacién de citocinas y
quimiocinas pro-inflamatorias (IL-8, IL-1B y TNFa); la segunda consecuencia es la
activacion de la actividad de los PRRs sobre la superficie de las CD dando lugar a
la presentacion de antigenos a las células T. En un entorno particular de citocinas
las CD tienen la capacidad de dirigir una respuesta inmune a través de la induccion
de células efectoras con perfiles Thl, Th2 o Th17 o hacia la induccion de tolerancia
mediante células T reguladoras (Treg). Se han descrito familias de PRR, en el
intestino los receptores tipo Toll (TLR) y las proteinas NOD o NLR (dominios de
oligomerizacién de nucleétidos). El primer grupo esta representado por proteinas

transmebranales que se expresan en diferentes tipos de células, mientras que las
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proteinas NOD se localizan en el citoplasma y reconocen productos bacterianos que
entran en la célula. Ha surgido gran interés en las proteinas NOD2, dado que
mutaciones en este gen se han asociado a un grupo de individuos con aumento del

riesgo de desarrollar EC (Siegmund y Zeitz, 2011).

c) Inmunidad Adaptativa

Muchos estudios realizados aislando las células mononucleares de la ldmina propia
de pacientes con EC, han mostrado niveles altos de citocinas Thl caracterizando el
proceso inflamatorio crénico que se desarrolla en el intestino: IFNy, TNFa, IL-12,
IL-8, IL-21 e IL-23. El papel que juega cada molécula en la respuesta inmune es
importante ya que en estudios recientes se ha encontrado polimorfismos que
regulan la expresion del gen y se han asociado a la presencia de la EC. Actualmente
los tratamientos estdn basados en contrarrestar la respuesta inflamatoria,
tratamientos basados en el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra TNFa
(Siegmund y Zeitz, 2011).

d) Células Presentadoras de Antigeno
Como se ha mencionado, la mucosa intestinal forma un compartimiento
inmunologico Unico en el cual los estimulos pro inflamatorios que proceden del
reconocimiento de la microbiota intestinal, coexisten en equilibrio dinamico con una

respuesta inmune inflamatoria controlada (Gassull y cols., 2007).

Las células presentadoras de antigeno (APC) juegan un papel crucial en este
proceso, se piensa que son responsables de la respuesta inmune adaptativa
generada por los estimulos antigénicos especificos. Muchas citocinas derivadas de
las APC han demostrado tener un papel en el desarrollo de una respuesta inmune
especifica. La IL-6, una citocina producida ampliamente por las CD activadas, se ha
visto previamente que bloquea la actividad de las células Treg, siendo responsable
de uno de los posibles mecanismos de los cuales las CD pueden bloquear la
tolerancia, favoreciendo una respuesta inmune activa hacia un antigeno especifico
(Khor y cols., 2011).
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Se ha comprobado que la IL-6 promueve junto con el TGF-B el desarrollo de una
nueva clase de células T llamadas Th17 debido a la expresion de la IL-17. Los
niveles de IL-17 se encuentran elevados en EC y en muchos modelos
experimentales de colitis. Cabe destacar que mientras el TGF-$ de forma aislada
estimula la diferenciacion de células T naive a células Treg, la coestimulacion con

IL-6 da lugar a la generacion de una respuesta Th17 (Naser y cols., 2012).

Otra citocina clave para el desarrollo de inflamacion es la IL-12, esta citocina
también es producida por las CD activadas y esta formada por un heterodimero
constituido por la subunidad p40 y p35. Esta interleucina esta relacionada con la IL-
23, otra citocina derivada de las APC ya que comparte con la IL-12 la subunidad
p40 y forma un heterodimero de p40 y pl19. La IL-23 se ha implicado con la
expansion de las células Thl7, ya que su receptor se encuentra en las células T

CD4+ e induce la produccion de IL-17 (Naser y cols., 2012).

e) Células Treg
Las células Treg tienen un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis
del sistema inmune. En el caso de la Ell, se observa la pérdida de la homeostasis
inmunoldgica, que puede ser debida al menos en parte a una pérdida de tolerancia

hacia la microbiota intestinal (Khor y cols., 2011).

Antigenos y productos de la luz intestinal

Intensidad y Resistencia a Dano
Sistema inmune duracicn de regulacion tisular
de la mucosa -—’ la produccién iyl Reparacién
de citocinas incompleta
f Edad de inicio (anticipacion genética)
Respuesta Th1 o Th2 Intensidad de la enfermedad
T Comportamiento de la enfermedad
Susceptibilidad genética >

1 1+2 143 14243

Namero de genes

Figura 10. Patogénesis de la Ell. El tipo de respuesta inmune del organismo
depende de varios genes y la activacion de ellos condiciona el inicio, la
intensidad y el comportamiento de la enfermedad (Gassull y cols., 2007).
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2.3.3.Factores genéticos

La Ell tiene un importante componente genético, la metodologia actual ha permitido
encontrar asociaciones entre diversos genes y la susceptibilidad a padecer esta
enfermedad, fenotipo de la misma e incluso la respuesta a determinados

tratamientos.

Se han identificado un nimero de genes relacionados con la susceptibilidad a estas
enfermedades que ayudaran de forma indudable a desenmarafar la fisiopatologia
de la Ell (Murphy y cols., 2012).

Los primeros datos de las bases genéticas de la Ell procedieron de estudios a partir
de gemelos, estudios familiares, de diferentes etnias y de la asociacién de la
enfermedad con determinados sindromes genéticos. En la EC, los gemelos
monocigoticos tienen una mayor concordancia de enfermedad (37 %) que los
gemelos dicigoéticos (7 %), indicando que los factores genéticos desempefian un
papel importante. Para el caso de la CU los porcentajes de concordancia son
menores (10 % contra 3 % para gemelos monocigéticos y dicigdticos,
respectivamente), sugiriendo un menor impacto genético en comparacion con la EC.
(Peeters y cols., 1996). Los estudios familiares han mostrado que entre un 5.5 % y
un 22.5 % de los pacientes con Ell tienen algun otro familiar diagnosticado con Ell.
El mayor riego ocurre en nifios donde ambos progenitores tienen Ell (>30 % a la
edad de 28 afios) (Orholm y cols., 1991).

El analisis de segregacion no ha apoyado el modelo genético simple de herencia
(modelo mendeliano) en la Ell; mas bien es catalogada como una enfermedad
poligénica compleja: varios genes se encuentran implicados junto con los factores
ambientales e inmunoldgicos. En su conjunto todos ellos contribuyen a interaccionar

y entender el comportamiento de la enfermedad (Yamamoto, 2001).

Uno de los principales factores genéticos involucrados en la susceptibilidad a las

enfermedades infecciosas es la presencia de polimorfismos en los genes de
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respuesta inmune, entre los cuales encontramos los genes de IL-10, IL-23R, IL-18,
HLA, TLR4, TNF-a, NOD2 entre otros que se han postulado como posibles genes
candidatos de susceptibilidad a la Ell (Gassull y cols., 2007).

Se ha demostrado que las alteraciones en dichos genes, alteran la respuesta
inmune protectora que se genera luego de la entrada del agente infeccioso al
organismo disminuyendo o incrementando la produccién de citocinas relacionadas
con la proteccion a la infeccidén o alterando la produccion de citocinas reguladoras
de la respuesta inmune producidas con el fin de evitar la inmunopatologia. La
regulacion de la respuesta inmune es determinante en la evolucion hacia la

enfermedad (Khor y cols., 2011).

Hay dos sistemas principales para identificar genes en enfermedades
multifactoriales: la aproximacion basada en la clonacion posicional usando estudios
de ligamento y la aproximacion de genes candidatos usando estudios de casos y

controles (estudios de asociacion).

e Clonacion Posicional
Los analisis de ligamento estudian la co-segregacion de la enfermedad a estudio
con un marcador dentro de las familias afectadas. Dado que en las enfermedades
complejas no se dispone de informacion sobre el tipo de herencia (dominante o
recesiva) 0 los porcentajes de penetrancia, se usan aproximaciones no
paramétricas, que no requieren la asuncién de estos parametros. Los resultados se
expresan principalmente como escalas de ligamento no paramétrico o como escalas
LOD, que representan un logaritmo de odds, reflejando que las odds estan a favor
de la presencia del ligamento o de la posibilidad de que el ligamento ocurra. La
mayor desventaja de esta técnica es la falta de potencial estadistico dado el gran

namero de regiones cromosémicas investigadas (Bores y cols., 2007).

En la Ell se han realizado varios escaneos del genoma objetivando un numero de

regiones generadoras de susceptibilidad en los cromosomas 1, 3, 4, 5, 7, 10, 12,
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14, 16, 19, de acuerdo con las regiones de los cromosomas 16, 12, 6, 14 y 5 se han

denominado EIlI1 a EII9, respectivamente (Bores y cols., 2007) (figura 11).

REGION LOCALIZACION GENES INVOLUCRADOS

Elll Cromosoma 16 NOD2, IL-4R; CD11B

Ell2 Cromosoma 12 VDR (Receptor de Vitamina D), STAT6, IFNy

EII3 Cromosoma 6 Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) clase
I, 1yl

Ell4 Cromosoma 14  TCR (Receptor de Linfocitos T)

Ell5 Cromosoma 5 OCTN, IL-6, CD14

Ell6 Cromosoma 19  Tromboxano A2, ICAM-1(Moléculas de adhesién
intracelular)

Ell7 Cromosoma 1 TGFB, Receptores de TNFa

EIlI8 Cromosoma 16 En investigacion

EII9 Cromosoma 9 CCT-5 (Receptor de quimiocina 5), CCR9 (Receptor
de quimiocina 9), IL-12

Figura 11. Clasificacion de la Ell segun la susceptibilidad genética (adaptado de
Bores y coals., 2007).

e Estudios de Asociacién
En los estudios de genes candidatos, se comparan las frecuencias alélicas entre
pacientes portadores de la enfermedad y controles ajustados, debiendo las
diferencias encontradas apuntar hacia la implicacion de este gen particular en la
patogenia de la enfermedad objeto de la investigacidon. Esta aproximacion requiere
de una hipétesis previa de como el gen candidato podria estar implicado en la

patogenia de la enfermedad (Gassull y cols., 2007).

Los estudios de asociacién de genes candidatos en la Ell se han centrado de forma
importante en genes incluidos dentro de las vias inflamatorias, tales como citocinas
o receptores de citocinas. La region HLA de clase 1l es la region mas estudiada, esta
molécula presenta el antigeno parcialmente digerido al receptor de las células T y
juegan un papel central en la respuesta inmune. Tras descubrir el gen
NOD2/CARD15 como el gen principal para conferir susceptibilidad para la EC, los
estudios genéticos se han centrado en otros genes relacionados con la inmunidad

innata (Gassull y cols., 2007). En el 2004, se describié una asociaciéon entre el
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polimorfismo TLR4 (Asp299Gly) y la Ell. Este polimorfismo se asocia con una
sefalizacion alterada tras exposicion a lipopolisacaridos (LPS) y un aumento en la
susceptibilidad a infecciones por gram negativos. En el estudio, realizado por
Franchimont y cols., la frecuencia alélica del polimorfismo TLR4 Asp299Gly fue
significativamente superior en pacientes con EC (11 % contra 5 %; odds ratio: 2.31;
p=0.004) y con CU (10 % contra 5 %; OR: 2.05; p=0.027) en comparacién con la

poblacion control (Tsianos y cols., 2011).

La asociacion de la enfermedad con un polimorfismo particular puede no implicar
necesariamente que este gen sea su causa. La asociacion puede ser debida al
hecho de que exista un DL en el gen en los alrededores de su localizacion (Checa,
2007).

e Microarreglos de DNA

Una estrategia relativamente nueva, consiste en los escaneos de genoma total o
parcial y las aproximaciones de genes candidatos, que son los analisis de los
patrones de expresion génica a través de la tecnologia basada en los microarreglos.
Las diferencias en los patrones de expresion génica entre pacientes con Ell y
controles, o entre pacientes con EC y CU, pueden explicar determinadas vias
genéticas que son diferentes en EC y CU. Se pueden estudiar los perfiles de
expresion génica entre el tejido inflamado y el no inflamado para indicar que genes
se sobreexpresan durante la inflamacion (Gassull y cols., 2007).

e Farmacogenética
Hay genes que interfieren con las vias metabdlicas de farmacos y que pueden influir
en la respuesta clinica y en la toxicidad relacionada con ellas. Con el aumento en el
conocimiento de las variaciones dentro de la secuencia del genoma, se intenta
optimizar el tratamiento de los pacientes en funcion al genotipo (Gassull y cols.,
2007). La sulfasalazina (SASP) y los 5- aminosalicilatos (5-ASA) son farmacos de
primera linea en el tratamiento de CU. La toxicidad producida por SASP se

determina por polimorfismos genéticos en genes que repercuten en una acetilacién

24



lenta lo que impide su biotrasnformacion produciendo efectos adversos como

nauseas, vomito, cefalea, anemia hemolitica entre otros (Dubinsky y cols., 2000).

El incremento en la comprension de las vias implicadas en la inflamacién intestinal
ha llevado al desarrollo de tratamientos bioldgicos dirigidos hacia estos mediadores
inflamatorios. Uno de los primeros agentes biolégicos y también de los mas
extensamente usados actualmente son los anticuerpos monoclonales quiméricos
dirigidos contra el factor de necrosis tumoral (TNFa) (infliximab, Remicade®). Es el
tratamiento de eleccion para la induccion y el mantenimiento de la remisién en la
EC y CU. Sin embargo se ha observado una falta de respuesta en un 25 % pero
esta falta de respuesta es constante en un paciente dado sugiriendo que existen
factores genéticos responsables. Se han examinado sin éxito varios polimorfismos
en los genes de TNF-a asi como en sus receptores pero tras el descubrimiento de
NOD2/CARD15, se postuld que las mutaciones en este gen podrian predecir los
resultados evolutivos del tratamiento basandose en los cambios en la activacion de
NF-kB y en consecuencia de la produccién de TNF-a pero hasta ahora no se ha

logrado hacer un asociacion (Mascheretti y cols., 2002).

Un posible punto de partida seria continuar con la busqueda de genes asociados a
otras enfermedades autoinmunes y cuya funcion sugiera un posible papel en EC.
Genes interesantes en la susceptibilidad en la EC serian NKX2-3 (NK2 transcription
factor related, locus 3) factor de transcripcion que en ratones esta implicado en
desarrollo intestinal, ATG16L1 (autophagy-related 16-like 1) e IRGM (immunity-
related GTPase family M) genes que codifican proteinas implicadas en autofagia e
IL-23R (interleukin 23 receptor) gen que codifica la subunidad especifica del
receptor de la IL-23; esta citocina parece intervenir en la expansion y/o
estabilizaciéon del fenotipo Thl7 actuando sobre los linfocitos previamente
diferenciados. También el estudio del gen CLEC16A (KIAA0350) podria resultar
interesante por su asociacion a DMT1 y por estar localizado en el mismo bloque de

DL que el gen CIITA anteriormente mencionado (Khor y cols., 2011).
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Por otro lado, una estrategia que actualmente se esta llevando a cabo para la
basqueda de nuevos factores genéticos de susceptibilidad, es la colaboracion
internacional para reunir un mayor nimero de muestra e intentar confirmar o refutar
sefales sugerentes de asociacion por estudios de barrido genético previo (GWAS)
(Gassull y cols., 2007). Ademas durante la udltima década ha aumentado
enormemente el interés por la busqueda de genes asociados con la Ell por lo que
se han utilizado varios métodos para detectar influencias genéticas, incluyendo el
analisis de genes candidatos que codifican proteinas implicadas en la
inmunoregulacion, como HLA (Yamamoto, 2007), TNF-a (Sanchez y cols.,
2009),TLR4 (Tsianos y cols., 2011), IL10 (Fonseca y cols., 2011), IL-10R
(Thompson, 2011), IL-23R (Glas y cols., 2007), NOD2 (Kabi y cols., 2012), ATG16L
(Kaser y cols., 2010) entre otros. Sin embargo, la asociacion de estos genes con la
presentacion clinica de la enfermedad se ve afectada por las caracteristicas étnicas

de cada poblacion de estudio (Bores y cols., 2007).

2.4. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Aunado a la asociacién de genes, es indispensable que este fendmenos cumpla con
el equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), que es la distribucién polimorfica cuya
evaluacion es una condicidn necesaria previa a cualquier tipo de estudio genético
(Soriguer y Morcillo, 2007).

En los ultimos afios han aumentado los estudios de asociacion entre las variantes
de secuencias de DNAy determinados fenotipos o enfermedades. En estos estudios
la presencia de una asociacion estadistica independiente del azar entre el genotipo
y el fenotipo podria implicar algun tipo de relacion biolégica, directa o indirecta, entre
ambos o de riesgo de padecer la enfermedad en funcidén de determinado genotipo.
Sin embargo, para que una asociacion pueda ser asumida como biolégicamente
valida es preciso antes estar seguro de que no se han producido sesgos

sistematicos o aleatorios en el disefio y en la elaboracion del trabajo. Una manera
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rapida de valorar la situacion de la distribucion de frecuencias de los genotipos

estudiados es mediante el ajuste al HWE (Soriguer y Morcillo, 2007).

En la reproducciéon sexual hay una relacion entre el genotipo de una generacion y
el patron de apareamiento de los padres de esta generacion. Si el apareamiento es
al azar entonces la frecuencia genotipica de los descendientes est4 determinada
por la frecuencia alélica. La frecuencia alélica es la variable cuantitativa mas
importante desde el punto de vista genético de cualquier poblacion (Soriguer y
Morcillo, 2007).

Si no hay diferencias significativas entre las frecuencias observadas y las esperadas
se dice que la poblacién estd en HWE. Si, por el contrario, hay un incumplimiento
de la distribucidon tedrica segun Hardy-Weinberg, la poblacién no estaria en

equilibrio.

El HWE implica que:

e Eltamafo de la poblacién es infinito (suficientemente grande).
e El apareamiento es al azar.
e Hay frecuencias alélicas similares.

¢ No hay mutacién, migracion ni seleccion.

Tradicionalmente, la desviacion del equilibrio se ha considerado como una
indicacién de que los alelos no segregan de forma independiente, el apareamiento
no es al azar, o que los alelos reflejan una mutacion reciente que aun no ha
alcanzado el equilibrio. Una desviacién de las condiciones de HWE puede significar
gue algunas de aquellas condiciones no se cumplen. En los estudios de asociaciéon
de casos y controles es de gran importancia que el grupo control esté en HWE. Sin
embargo, una desviacion del HWE en el grupo de los casos podria ser indicio de la
existencia de una asociacion real entre el genotipo y la enfermedad estudiada
(Soriguer y Morcillo, 2007).
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3. Justificacion

La identificacion de los factores etiolégicos (inmunolégicos y genéticos) han
permitido una mejor estratificacion de la Ell, promoviendo la mejora en el tratamiento
de los pacientes, por lo que en este trabajo, se determinara la frecuencia de los
SNPs presentes en los genes IL-23R (rs11209026) e I1L-10 (rs3024505 y rs1800896)
en poblacibn mexicana para proponerlos como posible modelo predictivo de
progresion clinica de la Ell y de mejora en el esquema de tratamiento en los

pacientes.

4. Hipotesis

La frecuencia de los SNPs rs11209026, rs3024505 y rs1800896 en poblacién
mexicana cumple con el HWE, lo que los convierte en candidatos para generar un

modelo predictivo de desarrollo y progresion de la ElI.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Determinar la frecuencia de los SNPs presentes en los genes de IL23R
(rs11209026) e IL-10 (rs3024505 y rs1800896) en poblacibn mexicana, para el
desarrollo e implementacion de un modelo predictivo de desarrollo de la Ell en

nuestro pais.

5.2. Objetivos Particulares

e Seleccionar muestras de sangre completa de donadores del Distrito Federal y
Area Metropolitana.

e Determinar los SNPs rs11209026, rs1800896 y rs3024505, en cada muestra,
mediante PCR en tiempo real (QPCR).

e Determinar la frecuencia de los polimorfismos analizados en cada poblacion.
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6. Plan General de Trabajo
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7. Metodologia

Determinacion de los tamanos de muestra.

De acuerdo a lo reportado por el INEGI, la poblacion del Area Metropolitana esta
conformada por: el Distrito Federal, con una poblacion de 8,851,080 habitantes; el
Estado de México, con una poblacién de 11,168,301 habitantes y Tizayuca, Hidalgo;
con una poblacion de 100,562 habitantes dando un total de 20,119,943 habitantes
por lo que se requiere del andlisis de 400 controles para alcanzar un nivel de
confianza del 95 % y un margen de error del 5 %. En este estudio se obtuvieron

muestras del periodo 2013 que correspondieron a 400 donadores sanos (figura 12).
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Figura 12. Mapa del Distrito Federal y Zona Metropolitana del Valle de México; en
amarillo claro estan representados los municipios que conforman el estado de
México, en amarillo oscuro las delegaciones del Distrito Federal y en naranja el
Municipio de Tizayuca, Hidalgo.
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Grupo de estudio.

Se seleccionaron individuos que fueron aceptados como donadores de poblacién
abierta. Asi mismo, se seleccionaron 36 pacientes con diagnostico clinico de ElI.
Estos individuos son residentes del Distrito Federal y Area Metropolitana y son
derechohabientes de los servicios de salud otorgados por el area de
gastroenterologia del Hospital Regional “Lic. Adolfo Lépez Mateos”, del ISSSTE. Se
obtuvo sangre con anticoagulante (EDTA), la cual fue inmediatamente congelada a
-70 °C para su preservacion.

Genotipificacion de los SNPs IL-23R (rs11209026) e IL-10 (rs1800896 y
rs3024505).

El DNA de muestras de sangre total fue aislado mediante el empleo del equipo
comercial QlIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Valencia, USA). EI DNA purificado
fue utilizado como molde para la amplificacion especifica de los SNP rs11209026
localizado en la region codificante del gen de IL-23R, asi como también para los
SNP rs1800896 y rs3024505 localizados en la regién promotora y regién intergénica
respectivamente, del gen de IL-10. La amplificacion se llevd a cabo en un
termociclador de tiempo real Light Cycler 480 Il (Roche) utilizando el método
TagMan SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems). Para lo cual se utilizaron
las siguientes sondas comerciales (tabla 2):

Tabla 2. Secuencias de sondas comerciales para los SNP de IL-23R e IL-10

SNP SECUENCIA Assay ID*
IL-23R ATTGGGATATTTAACAGATCATTCCI[A/GJAACTGGGTAGGTTTTTGCAGAATTT
C__ 1272298 10
(rs11209026) — -
IL-10 TCCTCTTACCTATCCCTACTTCCCC[T/C]TCCCAAAGAAGCCTTAGTAGTGTTG | C__ 1747360_10
(rs1800896)
(rs ?!(L)Zi% 05) GGGCTGCCCAGGCAGAGCGTGAGGG[A/GIGACTAGTGTTTACTCAGCTCATTTT = C_ 1598368120

La reacciéon de PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: prePCR 95 °C por
10 min, seguido por 40 ciclos de amplificacion a 92 °C por 15 seg y 60 °C por 10
min, el andlisis de los SNP se llevé a cabo utilizando el TagMan Genotyper Software.
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Analisis Estadistico.

Las distribuciones genotipicas para cada SNP se encuentran representadas en

nameros (porcentajes). Se realizdé una prueba de los SNPs para determinar si

seguian las proporciones del equilibrio de Hardy-Weinberg, donde se comparan las

frecuencias observadas y las esperadas de homocigotos y heterocigotos. Estos

andlisis se realizaron con la ayuda del programa GraphPad Prism 5.

8. Resultados

Determinacion de frecuencias genotipicas en la poblacién abierta.

Tabla 3. Frecuencias genotipicas de los SNPs rs11209086, rs1800896 y rs3024505 en
poblacion abierta del Distrito Federal y Area Metropolitana.

POBLACION ABIERTA

FRECUENCIA FRECUENCIA
GEN SNP POBL. GENOTIPO| n GENOTIPICA | ALELO n ALELICA HWE
TOT. (%) (%) (Y
GG 274 68.500 G 664 83.000
IL-23R | rs11209026 | 400 AG 116| 29.000 0.580
AA 10 2.500 A 136 17.000
AA 237 59.250 A 612 76.500
IL-10 | rs1800896 | 400 AG 138| 34.500 0.418
GG 25 6.250 G 188 23.500
CcC 277 94.863 (o 569 97.432
IL-10 | rs3024505 292 CT 15 5.137 0.652
TT 0 0.000 T 15 2.568
P < 0.05 no hay HWE
P > 0.05 si hay HWE
No es vélido si hay <5
individuos en cualquier
genotipo.

Para el SNP presente en la region codificante del gen IL-23R (rs11209026) se

analizaron 400 muestras (poblacion abierta) (figura 13).
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Figura 13. Genotipificacion del SNP rs11209026. Diagrama de puntos
representativo de 30 muestras obtenido al realizar la reaccién de gPCR. Se observa
gue la mayoria de las muestras son homocigotas para el alelo G que esta marcado
con el fluorocromo FAM, una muestra presenta el genotipo heterocigoto por lo que
dan sefial en los dos canales (fluorocromo FAM para el alelo G y VIC para el alelo
A) y una muestra homocigota para el alelo A que esta marcado con el fluorocromo
VIC. Se indican los controles negativos que requiere la reaccion.

Se obtuvo la frecuencia genotipica del SNP rs11209026 [A/G] que esta presente
en el gen de IL-23R, en donde se observé que el 68.5 % de los individuos de la
poblacion analizada fueron homocigotos para el alelo G, el 29 % heterocigotos AG
y el 2.5 % homocigoto para el alelo A (figura 14).
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Figura 14. Frecuencia genotipica del SNP rs11209026 [A/G] presente en el
gen de IL-23R. Mediante gPCR se obtuvieron las frecuencias genotipicas de la
poblacion abierta (n=400).
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La frecuencia alélica del SNP rs11209026 [A/G] mostro la presencia del alelo G en
el 83 % de los individuos mientras que para el alelo A fue del 17 % en poblacién
abierta (Figura 15).
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Figura 15. Frecuencia alélica en poblacion abierta del SNP rs11209026 (n=400).

Para el SNP presente en la region promotora del gen IL-10 (rs1800896), también se

analizaron 400 muestras (poblacién abierta) (figura 16).
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Figura 16. Genotipificacion del SNP rs1800896. Diagrama de puntos
representativo de 30 muestras obtenido al realizar la reaccion de gPCR. Se
observa que dos muestras son homocigotas para el alelo G que esta marcado con
el fluorocromo FAM, 18 muestras presentan el genotipo heterocigoto por lo que
dan sefal en los dos canales (fluorocromo FAM para el alelo G y VIC para el alelo
A) y 10 muestras homocigotas para el alelo A que estd marcado con el
fluorocromo VIC. Se indican los controles negativos que requiere la reaccion.
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Se obtuvo la frecuencia genotipica del SNP rs1800896 [A/G] presente en el gen de
IL-10, en donde se observé que el 59.25 % de los individuos de la poblacion
analizada fueron homocigotos para el alelo A, el 34.5 % heterocigotos AG y el 6.25
% homocigotos para el alelo G (figura 17).
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Figura 17. Frecuencia genotipica del SNP rs1800896 [A/G] presente en el gen
de IL-10. Mediante qPCR se obtuvieron las frecuencias genotipicas de la poblacion
analizada (n=400).

La frecuencia alélica del SNP rs1800896 [A/G] mostro la presencia del alelo A en el

76.5 % de los individuos mientras que para el alelo G fue del 23.5 % en poblacién
abierta (figura 18).
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Figura 18. Frecuencia alélica en poblacion abierta del SNP rs1800896 (n=400).
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Asi mismo, para el SNP presente en la region intergénica del gen IL-10 (rs3024505)
se analizaron 292 muestras de donadores residentes y originarios del Distrito

Federal y Area Metropolitana (figura 19).
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Figura 19. Genotipificacion del SNP rs3024505. Diagrama de puntos
representativo de 30 muestras obtenido al realizar la reaccion de qPCR. Se
observan 25 muestras homocigotas para el alelo C que estd marcado con el
fluorocromo FAM y 5 muestras presentan el genotipo heterocigoto por lo que dan
sefial en los dos canales (fluorocromo FAM para el alelo C y VIC para el alelo T).

Se indican los controles negativos que requiere la reaccion.
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Se obtuvo la frecuencia genotipica del SNP rs3024505 [T/C] presente en el gen de
IL-10, en donde se observo que el 94.863 % de los individuos de la poblacion
analizada fueron homocigotos para el alelo C, el 5.137 % heterocigotos CT y no se

encontraron homocigotos para el alelo T (figura 20).
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Figura 20. Frecuencia genotipica del SNP rs3024505 [T/C] presente en el
gen de IL-10. Mediante gPCR se obtuvieron las frecuencias genotipicas de la
poblacién analizada (n=292).

La frecuencia alélica del SNP rs3024505 [T/C] mostro la presencia del alelo C en el
97.432 % de los individuos mientras que para el alelo T fue del 2.568 % en poblacién
abierta (figura 21).
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Figura 21. Frecuencia alélica en poblacion abierta del SNP rs3024505 (n=292).
Determinacion de frecuencias genotipicas en pacientes con Enfermedad
Inflamatoria Intestinal.

Tabla 4. Frecuencias genotipicas de los SNPs rs11209086, rs1800896 y rs3024505 en
pacientes con Ell.
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CASOS
GEN SNP POBL. | enoTIPO | n | GEnoTICA |ALELO| n || ALetica. | HWE
TOT. (%) (%) ()
GG 35 97.22 G |71| 98611
IL-23R | rs11209026 | 36 AG 1 2.78 0.93
AA 0 0.00 A | 1] 1389
AA 19 51.35 A |52| 70270
IL-10 | rs1800896 | 37 AG 14 37.84 0.57
GG 4 10.81 G |22] 29.730
cC 25 86.21 Cc |s4| 93103
IL-10 | rs3024505 | 29 cT 4 13.79 0.69
T 0 0.00 T | 4| 6897

Una vez que se conoci6 la frecuencia de los SNPs de interés en poblacion abierta,
se procedi6 a obtener la frecuencia genotipica del SNP rs11209026 [A/G] presente
en el gen de IL-23R en pacientes con Ell, en donde se observo que el 97.22 %
fueron homocigotos para el alelo G, el 2.78 % heterocigotos AG y no se encontraron
homocigotos para el alelo A (figura 22).
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Figura 22. Frecuencia genotipica del SNP rs11209026 [A/G] presente en el gen
IL-23R en pacientes con Ell. Mediante gPCR se obtuvieron las frecuencias
genotipicas (n=36).

de

Se obtuvo la frecuencia genotipica del SNP rs1800896 [A/G] presente en el gen de

IL-10, en donde se observd que el 51.35 % de los pacientes con EIl fueron
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homocigotos para el alelo A, el 37.84 % heterocigotos AG y el 10.85 % homocigoto
para el alelo G (figura 23).

rs1800896
1001

80+

601 51.35%

10.81 %

1

AA AG GG
GENOTIPOS

Frecuencia Genotipica (%)

Figura 23. Frecuencia genotipica del SNP rs1800896 [A/G] presente en el gen
de IL-10 en pacientes con Ell. Mediante gPCR se obtuvieron las frecuencias
genotipicas (n=37).

Se obtuvo la frecuencia genotipica del SNP rs3024505 [T/C] presente en el gen de
IL-10, en donde se observé que el 86.21 % de los pacientes con Ell presentaron el
genotipo homocigoto para el alelo C, el 13.79 % fue heterocigoto y no se

encontraron homocigotos paran el alelo T (figura 24).
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Figura 24. Frecuencia genotipica del SNP rs3024505 [T/C] presente en el gen
de IL-10 en pacientes con Ell. Mediante gPCR se obtuvieron las frecuencias
genotipicas (n=29).
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9. Discusion

La incidencia de la Ell ha ido en aumento en los ultimos tiempos paralelamente al
progreso de las sociedades, en especial de paises industrializados. Si bien la
etiologia no se comprende en su totalidad, se han descrito factores ambientales,
inmunologicos y genéticos que contribuyen a la patologia y que son clave para el

entendimiento de la historia natural de la enfermedad.

La microbiota juega un papel importante en la patogenia de la enfermedad y la
aparicién de algunos defectos funcionales en las células de la inmunidad podria
asociarse con el desarrollo de la Ell. Un ejemplo de esto es que se ha observado
que pacientes con EC tienen una menor capacidad de secretar a-defensinas
favoreciendo asi la colonizacion intestinal por microorganismos patégenos y
creando un desbalance en el microambiente de citocinas provocando una activacion

constante del sistema inmune (Sepulveeda y cols., 2008).

En el 2001 se descubrio la implicacion del gen NOD2/CARD15 (nucleotidebinding
oligomerization domain containing 2) en la EC, este gen esta relacionado con la
destruccion de microorganismos de la luz intestinal, por lo que esto supuso la
primera evidencia de cdmo una serie de variantes genéticas estaban asociadas con
la Ell (Oliver, 2008).

Desde el punto de vista de la interaccién entre la inmunologia y la genética se ha
postulado que existe cierta predisposicion genética de algunos individuos a
desarrollar Ell, que estaria relacionada con una inadecuada respuesta inmunoldgica
frete a la microbiota. Diferentes grupos de estudio han demostrado tanto en
pacientes como en modelos murinos de Ell, que existen factores genéticos capaces
de aumentar el riesgo de desarrollar la enfermedad (Sepulveday cols., 2008). Hasta
el momento se han localizado 9 regiones cromosomicas candidatas y dentro de ellas
se han localizado algunos polimorfismos en genes como NOD2/CARD15, TLR4,
IL-23R, IL-10, TNFa, ATG16L1, que estan involucrados en la patogénesis y que

contribuyen al desarrollo de la enfermedad (Bores y cols., 2007; Oliver, 2008).
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También se han realizado estudios de estos polimorfismos en diferentes
poblaciones, en donde se han encontrado asociaciones con la gravedad,
localizacion de la enfermedad y edad de diagnéstico.

Una de las moléculas mas estudiadas es la interleucina 23 (IL-23), que es una
citocina descubierta recientemente y que tiene estructura y funciones semejantes a
la IL-12. La ubicacién molecular del gen de IL-23R esta en el cromosoma 1 y se
forma de la unién de dos subunidades: p40, que comparte con la IL-12 y p19. Es
altamente expresado en la membrana de células T, NK, monocitos y células
dendriticas. Esta proteina esta implicada en la produccion de IL-17 a través de la
activacion de linfocitos Th1l7 y juega un papel muy importante en la respuesta

inflamatoria (Naser y cols., 2012).

Los linfocitos Th17 son un conjunto de células T que producen principalmente IL-17
y en menor medida IL-6 y TNF-a. La IL-17 in vitro e in vivo actla como una potente
citocina inflamatoria. Se ha descrito que la IL-23 podria ser un regulador clave en la
diferenciacion de los linfocitos Th-17 y la expresion del receptor heterodimérico,
IL23R e IL-12RpB1, regula las actividades de la IL-23. Por lo tanto, el conjunto IL-23
e IL-17 es un mecanismo patogénico clave que media el desarrollo y el progreso de
la inflamacion por células Th-17 (Oliver, 2008). El papel de la IL-23 e IL-17 en
pacientes con EC fue apoyado en pacientes humanos donde se observan
aumentados los niveles de IL-17 tanto en mucosa intestinal como en el suero de

pacientes con EC (Naser y cols., 2012).

Durante un estudio con 2,877 muestras de DNA de pacientes con Ell (dos tercios
de EC y un tercio de la CU), se planteé el SNP rs11209026 como una posible
variante de proteccion identificado en el gen IL-23R en el cromosoma 1p31. Hay
muchas otras variantes de polimorfismos en IL-23R que estan asociadas con la Ell,
pero el rs11209026 tiene la asociacion mas fuerte que confiere proteccion contra
Ell. Este polimorfismo provoca un cambio de aminoacido de arginina a glutamina,
el cual afecta al residuo 50 de la proteina, concretamente se sitla en la regién inicial

de la porcién intracitoplasmatica del receptor afectando la afinidad; esta regién
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interviene en la transmision de sefales a la célula, al no existir la unidn citocina mas

receptor no existe el efecto bioldgico de la citocina (Oliver, 2008).

Estudios adicionales han confirmado que el SNP rs11209026 confiere proteccion,
esto en poblaciones norteamericanas y europeas. Incluyen cohortes que van desde
poblacién griega (Gazouli y cols., 2010), ingleses (Fraser y cols., 2012), alemanes
(Glas y cols., 2007; Dubinsky y cols., 2007), iranies (Hayatbakhsh y cols., 2012),
japoneses entre otros. Debido al papel de la IL-23 en la activacion de las respuestas
inflamatorias, la orientacién de esta via puede ser un buen enfoque terapéutico
(Naser y cols., 2012).

En otro estudio se ha demostrado que esta variante en el gen de IL-23R protege
contra la EC en poblaciones judias y no judias (Dubinsky, 2007). Ademas, en un
estudio con Ell (tanto CU como EC) se observa en los pacientes de origen caucasico
que la variante del rs11209026 esta asociada con la proteccion de la Ell (OR=0.4,
95 %, IC= 0.3 a 0.7) (Oliver y cols., 2007).

En un estudio de poblacién entre los nifios canadienses franceses e ingleses, se
investigd la asociacion entre las variantes genéticas del gen IL-23R y la aparicion
temprana de la EC. Para el estudio se llevo a cabo un caso control y un estudio
basado en la familia. Ellos se basaron en 10 SNP de IL-23R y tres SNP de
NOD2/CARD15. En total se estudiaron 259 pacientes con EC y 139 controles,
fueron agrupados con una edad media al diagnéstico de 13.3 afios (rango: 2.6 a 20
afnos). El alelo protector IL-23R, rs11209026, s6lo estaba presente en el 2 % de los
cromosomas de casos de EC y un 6 % de los cromosomas de control. Todas las
frecuencias de los alelos variantes de NOD2/CARD15 fueron mayores entre los
pacientes con EC en comparacién con el grupo control. En el gen IL-23R, se
observd una asociacion significativa con el inicio precoz de EC entre los nifios

canadienses (Hradsky y cols., 2010).

No sélo las variantes genéticas del IL-23R son asociadas con la EC, también se
asocian con otras enfermedades inflamatorias cronicas, como el SNP rs10489629
gue se asocia con periodontitis cronica. En la psoriasis, la variante rs11209026 ha
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sido descrita como un haplotipo de predisposicion. Tanto en la EC como la psoriasis,
el tratamiento con un anticuerpo anti-p40 IL-12/23 ha mostrado resultados
prometedores. Por lo tanto, IL-23R puede servir blanco terapéutico en muchas y
diferentes enfermedades inflamatorias cronicas, aunque las variantes pueden diferir

entre las distintas enfermedades (Naser y cols., 2012).

En este estudio se analizd el SNP rs11209026 en poblacion abierta del Distrito
Federal y del Area Metropolitana determinando su frecuencia, ya que no existen
datos en la poblacion mexicana sobre esta variacion genética. Se encontraron los
tres genotipos distribuidos en diferente frecuencia; teniendo el genotipo GG con una
frecuencia del 68.5 %, seguido del genotipo AG en un 29.0 %y por ultimo el genotipo
AA con 2.5 %. En cuanto a la frecuencia alélica tenemos que el alelo G se encuentra
en un 83% y el alelo A en un 76.5 %. El célculo de la frecuencia genotipica nos
ayuda a entender si este SNP puede ser candidato para la asociacion con la
enfermedad ya que se ajust6 al equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). En cuanto a
la frecuencia alélica en estudios posteriores se puede ver si existe asociacién con

la sola presencia del alelo o solo asociacion con el genotipo.

El rs11209026 en esta poblacion se encuentra en HWE (p=0.58) y no hay
diferencias significativas entre las frecuencias observadas y las esperadas.
Tradicionalmente, la desviacion del equilibrio o cuando una poblacién no esta en
HWE se considera como una indicacion de que los alelos no segregan de forma
independiente, el apareamiento no es al azar, o que los alelos reflejan una mutacion
reciente que aun no ha alcanzado el equilibrio. Sin embargo, existen otras
posibilidades a tener en cuenta para este desequilibrio: errores de genotipificacion
en el laboratorio, sesgos en la seleccion de los sujetos controles o la existencia de

una estratificacion de la poblacion (Soriguer y Morcillo, 2007).

En los estudios de asociacion de casos y controles es de gran importancia que el
grupo control esté en equilibrio de HWE para evitar tanto errores técnicos como
asociaciones falsas-positivas. Sin embargo, una desviacion del HWE en el grupo de
los casos podria ser indicio de la existencia de una asociacion real entre el genotipo

y la enfermedad estudiada (Soriguer y Morcillo, 2007).
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También se realiz6 la genotipificacion de 36 pacientes con Ell, obteniendo para el
genotipo GG una frecuencia del 97.22 %, seguido del genotipo AG en un 1.389 %,
el genotipo AA no se encontrd en estos pacientes. Aun no se puede realizar una
asociacion como tal, ya que el interés de este trabajo fue establecer la frecuencia
en poblacion abierta, se realiz6 el calculo de HWE (p=0.93) teniendo que la
poblacion con Ell se encuentra en equilibrio pero para poder considerar este valor
es necesario tener como minimo 5 muestras de cada genotipo y en este caso el
genotipo AA no esta presente en la poblacion; se pretende aumentar el nUmero de
muestras de pacientes con Ell y calcular el HWE para calcular estadisticamente si

existe asociacion bioldgica con la enfermedad o no.

Por otro lado, la interleucina 10 (IL-10) es una citocina inmunoreguladora que actla
en las células presentadoras de antigeno (células dendriticas, macrofagos y células
T) mediante la inhibicion tanto de la sintesis de citocinas como de moléculas

coestimuladoras y moléculas HLA clase Il (Fonseca y cols., 2011).

Se ha observado que los pacientes con una alteracion en la produccion de IL-10
presentan casos graves de CU y EC (Anderseny cols., 2010). Ha habido un nimero
de estudios en la region promotora del gen de IL-10 para pruebas de asociacion
con la Ell, con resultados contradictorios. Sin embargo, el primer estudio completo
de CU mostré una nueva relacion concreta con los SNP cerca del 3'UTR del gen
IL10 en el cromosoma 1932 (rs3024505). Aunque el gen de IL-10 ni los genes su
receptor previamente habian sido implicados en Ell, rs3024505 fue débilmente
asociada con EC en poblacion alemana (Thompson, 2010).

La importancia biolégica de rs3024505 en la Ell sigue siendo poco clara, esta
situado en una region intergénica proximal al extremo 3'UTR del gen de IL-10. La
region tiene un alto potencial para contener secuencias reguladoras, por lo que
puede regular la expresion de IL-10. En un estudio en poblacién de Nueva Zelanda
el rs3024505 se asocid significativamente con EC tanto alélica como
genotipicamente (Wang y cols., 2011). Los individuos con el genotipo CT tenian un
aumento significativo de riesgo de padecer EC en comparacion con los que tenian
el genotipo CC (OR=1.50, 95 % CI=1.12-2.00, p=0.022). Los individuos con el

44



genotipo TT también tenian un mayor riesgo de EC, aunque esto no fue

estadisticamente significativa (Wang y cols., 2011).

La region promotora del gen de IL-10 cuenta con diferentes variaciones genéticas
en donde se ven afectados los niveles de citocina producida tal como rs1800896
(G-1082A), rs1800872 (C-819T) y rs1800871 (C-592A). El haplotipo que abarcan
estos tres polimorfismos se asocia con la baja produccion in vitro de IL-10 en

linfocitos (Andersen y cols., 2010).

En un estudio en nifios canadienses se encontraron tres haplotipos con respecto a
los polimorfismos anteriores (GCC, ACC y ATA) se observo que nifios que llevan el
haplotipo GCC (OR = 2.0, IC =1.08-3.69) y ACC (OR = 2.5, IC = 1.2 a 6.2) se
encontraban en mayor riesgo de desarrollar la enfermedad ileo-col6nica e ileon
terminal, respectivamente. Y a la inversa, un efecto protector se observo en el
haplotipo GCC contra el ileon terminal (OR = 0.34, IC = 0.12 a 0.96) y el tracto
digestivo superior (OR = 0.4, IC = 0.17-0.91), mientras que el haplotipo ACC contra
la localizacion ileo-colénica (OR = 0.49, IC = 0.26-0.93). Esto sugiere que los SNP
-1082 G> A juega un papel importante en la determinacion de localizacién de la
enfermedad (Sanchez y cols., 2009). Otro estudio con poblacion de Nueva Zelanda
se encontrd asociacion con el genotipo CT (OR= 1.73, p= 0.001), con el riesgo de
desarrollar la EC (Wang y cols., 2011). El impacto funcional de este SNP se ha
demostrado en otros estudios: el genotipo GG -1082 fue el mas importante factor
genético en la regulacién de la expresion de la IL-10; los homocigotos AA se

asociaron con una disminucién de la IL-10 en pacientes con EC.

En este trabajo, se analiz6 el SNP rs1800896 en poblacion abierta del Distrito
Federal y Area Metropolitana, determinando su frecuencia ya que no existen datos
en esta poblacion sobre dicha variacion genética. Se encontraron los tres genotipos
distribuidos en diferente frecuencia; teniendo el genotipo AA con una frecuencia del
59.25 %, seguido del genotipo AG en un 34.5 % y por ultimo el genotipo GG con
6.25 %. En cuanto a la frecuencia alélica tenemos para el alelo A un 76.5 % y el

alelo G un 23.5 %. Al igual que el polimorfismo anterior se calcul6 el equilibrio de
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Hardy-Weinberg (HWE). EI rs1800896 en esta poblacion se encuentra en HWE
(p=0.41) y no hay diferencias significativas entre las frecuencias observadas y las

esperadas.

También se realiz6 la genotipificacion de 37 pacientes con Ell, obteniendo para el
genotipo AA una frecuencia del 51.35 %, seguido del genotipo AG en un 37.84 %y
el genotipo GG en 10.81 %. Aun no se puede realizar una asociacion como tal,
aungue el interés de este trabajo fue establecer la frecuencia en poblacion abierta,
se realiz6 el célculo de HWE (p=0.57) teniendo que la poblacion con Ell se
encuentra en equilibrio pero para poder considerar este valor es necesario tener
como minimo 5 muestras de cada genotipo y aun no se observan 4 del genotipo
GG,; se pretende aumentar el nimero de muestras de pacientes con Ell en un futuro
y calcular el HWE para evaluar estadisticamente si existe asociacion biolégica con

la enfermedad o no.

Por dltimo se analiz6 el SNP rs3024505 en el cual solo se encontraron dos
genotipos distribuidos en diferente frecuencia; teniendo en mayor proporcion el
genotipo CC con una frecuencia del 94.86 %, seguido del genotipo CT en un
5.13 % y no se encontro el genotipo TT en esta poblacion. Su frecuencia alélica es
para C de 97.437 % y 2.568 % para el alelo T. Al igual que el polimorfismo anterior
se hizo el al equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).

Para el rs3024505 el HWE (p=0.65) no se puede considerar ya que para aplicar este
ajuste se necesitan al menos 5 muestras de cada genotipo y como se menciond en
este SNP se trabajaron 292 pacientes de los cuales no se observé el genotipo TT.
Este resultado nos podria decir que en esta poblacién no puede considerarse como
un marcador genético debido a que los alelos no se segregan de forma
independiente, el apareamiento no es al azar, o que los alelos reflejan una mutacion
reciente que aun no ha alcanzado el equilibrio. Sin embargo, existen otras
posibilidades a tener en cuenta para este desequilibrio: errores de genotipificacion
en el laboratorio, sesgos en la seleccion de los sujetos controles o la existencia de

una estratificacion de la poblacion (Soriguer y Morcillo, 2007).
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De la genaotipificacion de 29 pacientes con Ell, se obtuvo para el genotipo CC una
frecuencia del 86.21 %, seguido del genotipo CT en un 13.79 %, y al igual que en
la poblacion abierta no se encontrd el genotipo TT. Se realiz6 el calculo de HWE
(p=0.69) teniendo que la poblacién con Ell se encuentra en equilibrio pero para
poder considerar este valor es necesario tener como minimo 5 muestras de cada
genotipo; se pretende aumentar el nUmero de muestras de pacientes con Ell y

calcular el HWE.

En México no se han realizado estudios de asociacion de estos SNP con la Ell, por
tanto, seria interesante analizar estos SNP y ver si existe asociacién con la
patologia, tratamiento y desarrollo de la Ell. Ademas, la aparicién de la Ell es un
complejo mecanismo en el que interactian factores genéticos y ambientales, por lo
que en este momento no puede establecerse un elemento Unico como causante del
problema. El uso de la biologia molecular como herramienta nos permite tener un
panorama mas amplio de cémo se origina el proceso inflamatorio caracteristico de
esta enfermedad y el estudio de diferentes SNPs involucrados en la patogénesis,

tratamiento y desarrollo permitirdn un manejo mejor en estos pacientes.

10. Conclusiones

e Los SNP rs11209026 del gen de IL-23R y el rs1800896 del gen de IL-10 son
buenos candidatos para ser utilizados como marcadores bioloégicos en la
implementacion de un modelo predictivo del desarrollo o evolucion de la Ell en
poblacion del Distrito Federal y Area Metropolitana ya que estos cumplen con
el HWE.

e EI SNP rs3024505 del gen de IL-10 no cumple el HWE por lo que no se puede
considerar como marcador en la poblacion del Distrito Federal y Area

Metropolitana.
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11. Perspectivas

e Aumentar el nUmero de muestras en poblacion abierta para el rs3024505 del
gen que codifica IL-10 para dar una mayor confiabilidad a los resultados
obtenidos.

e Andlisis de polimorfismos de nucleotido Unico en otras moléculas que estén
implicadas en la patogenia de la Ell y que puedan ser usadas como marcadores
bioldgicos de progresion en la poblacion de estudio.

e Realizar la genotipificacion de los SNP rs11209026 y rs1800896 en pacientes
de Ell y analizar la relacién con la progresion clinica de la Ell y la aparicion de

efectos secundarios debidos al tratamiento con inmunosupresores.
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13. Anexo |
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por este medio le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Frecuencia de
polimorfismos de nucle6tido Unico presentes en los genes de IL-10 e IL-23R en poblacién
mexicana” que de acuerdo con los lineamientos escritos en la declaracion de Helsinki y la Ley
General de Salud en México, se considera como un estudio de riesgo minimo y que requiere de esta
carta de consentimiento informado con la aceptacién de las personas participantes. Se me explico
que este proyecto se refiere Enfermedad Inflamatoria Intestinal. El objetivo es determinar la
frecuencia de SNP presentes en los genes de IL23R (rs11209026) e IL-10 (rs3024505 y rs1800896)
en poblacién mexicana, para la implementacién de un modelo predictivo de desarrollo de la Ell en

nuestro pais. Se me aseguro que puede preguntar todo lo relacionado al estudio y a mi participacion.

Se me informd que para este estudio es necesario que yo conteste varias preguntas en no mas de
15 minutos y permita que se me tome una muestra inicial de 5 mL de sangre y otra adicional del
mismo volumen en cada consulta programada por los médicos tratantes, mismas que serdn tomadas
por una persona capacitada y que no se espera causen molestia alguna. He sido informado (a) que
tengo toda la libertad de retirar mi consentimiento en cualquier momento y dejar de participar en el
estudio, sin que por ello se modifique la calidad de la atencién médica que requiere mi enfermedad.
Mi participacion en este permitira conocer las variaciones en los genes relacionados con la respuesta

inmune para desarrollar un modelo de evoluciéon de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal...

Autorizo la publicacion de los resultados de mi estudio y se me asegura que estrictamente se

mantendra el secreto profesional en todo momento, por lo que nadie sabrd mi nombre ni mi direccion.

Con fecha aseguro haber comprendido lo anterior y una vez que se me

aclaran todas las dudas que tuve sobre mi participacién en el proyecto, acepto participar.

Nombre y firma de la persona o responsable legal

Nombre y firma del testigo 1

Nombre y firma del testigo 2

Nombre y Firma de quien toma la muestra

Este documento se extiende por duplicado un ejemplar en poder de la persona que esta donando la

muestra y la otra en poder del investigador.

55



	Portada

	Índice General

	Resumen

	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Justificación   4. Hipótesis   5. Objetivos 
	6. Plan General de Trabajo
	7. Metodología
	8. Resultados
	9. Discusión
	10. Conclusiones
	11. Perspectivas
	12. Referencias
	13. Anexo

