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RESUMEN

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) se caracteriza por la presencia de inflamacion
cronica en el tracto gastrointestinal debido a diversos factores entre los que se destaca
una desregulacion de la respuesta inmune en individuos genéticamente susceptibles. La
Ell incluye dos formas clinicas: la Colitis Ulcerativa (CU) y la Enfermedad de Crohn (EC).
En México existen pocos estudios sobre la patogenia y la epidemiologia de la Ell, pero se
ha reportado un amento en la incidencia de este padecimiento en los Ultimos afios.

Entre los factores genéticos involucrados, se encuentran diversos polimorfismos de
nucledtido unico (SNP) que han mostrado relevancia en la susceptibilidad y progresion de
la Ell. Es asi como los SNPs rs11209026A localizado en el gen de IL23R, rs2066844T vy
rs2066845C presentes en la regién codificante del gen NOD2, rs1800896G y rs3024505T
presentes en el gen que codifica para IL10, y rs2241880G localizado en el gen de
ATG16L1; han sido fuertemente asociados con la EIl. Estos SNPs podrian estar
implicados en cambios de la expresion génica y en los niveles de proteina de estas
moléculas que impactan en la progresion de la enfermedad.

En este trabajo se realizd la identificacion de los SNPs presentes en los genes de IL23R,
NOD2, IL10, y ATG16L1 para establecer las frecuencias de los mismos y su posterior
asociacion con proteccién o susceptibilidad al desarrollo de Ell, utilizando para ello el
sistema de PCR en tiempo real por Sondas TagMan®. Se genotipificaron 93 pacientes
con diagnéstico de Ell y 200 individuos no relacionados como controles.

Se establecié una asociacion significativa entre el genotipo AG del rs1800896 presente en
el gen de IL10 con un mayor riesgo de presentar Ell (p=0.001); el andlisis con las formas
clinicas, estableci6 esta misma asociacion con el riesgo de desarrollar CU (p=0.005) y EC
(p=0.026), en tanto que el genotipo AA se asocio negativamente con la Ell (p=0.003), y de
igual manera con CU (p=0.011) y EC (p=0.038). A nivel alélico, se identifico el alelo G con
un mayor riesgo de presentar CU (p=0.043), pero no con la EC. El SNP rs3024505
presente en el mismo gen, mostré asociacion con el riesgo a desarrollar Ell cuando esta
presente el alelo T (p= 0.048), esta misma asociacion se estableci6 para la CU (p=0.011);
ademas, este alelo se asocié con el inicio de CU a una edad temprana (0 a 16 afos)
(p=0.033) y se demostr6 que existe una mayor frecuencia de individuos portadores de
este alelo que son tratados con esteroides (p=0.019). El analisis a nivel genotipico y
alélico de los SNPs presentes en IL23R, NOD2 y ATG16L1 no mostraron diferencias
estadisticamente significativas para determinar la asociacién con la Ell.

En este trabajo se describe por primera vez la frecuencia relativa de diversos SNPs en
moléculas del sistema inmune y su asociacidbn con proteccion o susceptibilidad en el
desarrollo de las formas clinicas de la Ell en una muestra de poblacién de origen
mexicano.



ABSTRACT

Inflammatory Bowel Disease (IBD) is a multifactorial disease characterized by chronic
intestinal inflammation, generated, at least in part, by a dysregulation of the immune
system, in genetically susceptible individuals. This pathology includes two clinical forms:
Crohn's disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC), which are distinguish by each other for
their location and severity. In Mexico, there is few studies about the pathogenesis and
epidemiology of IBD in spite of the increase incidence of this disease in the last 10 years.

Among the genetic factors involved in the etiology of IBD, several single nucleotide
polymorphisms (SNP’s) are become associated with protection or susceptibility to
development of both CD and UC. Thus, SNP’s rs2066844(C/T) and rs2066845 (G/C)
present in the coding region of NOD-2, rs11209026 (G/A) present in the gene of IL-23R,
rs2241880 (A/G) in ATG16L1, and rs1800896A/G and rs3024505C/T present in the gene
coding for IL-10, are strongly associated with IBD susceptibility. This SNP’s could been
implicated in expression changes both at transcript level as well as at protein level with
consequences on the outcome of the disease.

In this study, several SNPs were identified by real-time PCR (TagMan probes) in order to
stablish its association with IBD in a Mexican population. SNPs present in genes of IL23R,
IL10, NOD2 and ATG16L1 were genotyped in a group of 93 patients diagnosed with IBD
and 200 individuals with no history of IBD as controls.

The AG genotype for SNPs rs1800896 was associated with risk of both UC and CD
(p=0.005 and p=0.026, respectively) whereas AA genotype was negatively associated with
IBD (p= 0.011 for UC, and 0.038 for CD). For this SNP, G allele was also associated with
risk of UC (p=0.043) but not with CD. For the SNP rs3024505, T allele was associated with
UC (p=0.011). Moreover, presence of this allele was associated with early onset of UC
(p=0.033) and with the use of steroid treatment (p=0.019). No significant differences for
IL23R (rs11209026), rs2066844 and rs2066845 (NOD2) and ATG16L1 (rs22411880) were
found between cases and controls. The TT and CC genotypes for rs2066844 and
rs2066845, respectively, were not represent in the Mexican population evaluated.

This work describes for the first time in a representative cohort of Mexican population, the
relative frequency of several SNP’s in molecules of the immune system and its association
with protection or susceptibility for CD and UC.



1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad Inflamatoria Intestinal

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) pertenece a una serie de patologias
inflamatorias de etiologia desconocida (Yamamoto-Furusho, 2010), cuya
caracteristica principal es la presencia de inflamacion cronica en el tracto
gastrointestinal debido a una desregulacion de la respuesta inmune en individuos
genéticamente susceptibles. La Ell incluye dos formas clinicas: la Colitis Ulcerativa
y la Enfermedad de Crohn (Figura 1). El curso clinico de la Ell consiste en
periodos alternos de inactividad (fase de remisién) y actividad de diferente
intensidad (brotes o recidivas) (Gassull, et al., 2007). Su importancia radica en el
deterioro de la calidad de vida de quienes la padecen y el alto riesgo de desarrollar

cancer colorrectal (Sepulveda, et al., 2008).

Figura 1. Clasificacion y localizacion anatomica de la Ell
(http://www.cun.es/material-audiovisual/infografia/enfermedad-inflamatoria-
intestinal, 2016).



La Enfermedad de Crohn (EC) se caracteriza por presentar un patron discontinuo
de inflamacién, afectando cualquier zona del tracto digestivo desde la boca hasta
el ano; el ileon terminal es el area que presenta mayor frecuencia de este
padecimiento. Se considera una enfermedad transmural debido a que la
inflamacion altera todas las capas de la pared intestinal: mucosa, submucosa,
muscularis externa y capa serosa. La afeccidon transmural tiene como
complicaciones la aparicion de fistulas y estenosis (engrosamiento de la luz
intestinal) (Couto, et al., 2009). Por otro lado, la Colitis Ulcerativa (CU) afecta la
mucosa del intestino grueso, presenta un patron de inflamacién continuo que inicia
en el recto y se extiende hasta el colon descendente (Aguilera, 2004; Gassull, et
al., 2007).

Los sintomas mas frecuentes tanto de la EC como de la CU son mala absorcion,
diarrea, sangrado rectal, fiebre, dolor abdominal y pérdida de peso (Yamamoto-
Furusho y Fonseca-Camarillo, 2015). Ambas patologias pueden presentar
manifestaciones extraintestinales como dolor articular, artralgias, uveitis, aftas

bucales, Ulceras cutaneas, etc.

El diagnostico inicia con la sospecha clinica y precisa de la combinacion de una
serie de criterios clinicos, endoscépicos, radiolégicos, histolégicos y serolégicos
que son sugestivos; al mismo tiempo se descartan enfermedades que puedan

cursar con una clinica similar (Couto, et al., 2009).

En los ultimos afios se establecid la clasificacion de estas enfermedades tomando
en cuenta variables que permanecen constantes en los pacientes como la
extension, gravedad, comportamiento de la enfermedad entre otras; sin embargo,
la Ell es evolutiva en el tiempo y presenta sucesivas complicaciones, por lo que
cada paciente puede cambiar su clasificacion a lo largo de su vida. La clasificacion
de Montreal ha estratificado tanto a la EC como a la CU de acuerdo a estas
variables (Saro, 2008) (Tabla 1).



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

ENFERMEDAD DE CROHN

A (Age) ,Edad al L (Location) Localizacién B (Behavior) Comportamiento
Diagndstico
) L1: ileon B1: No
A~1' Menos de 17 terminal L1+L4 estenosante- Bl+p
anos
no penetrante
A2: De 17 a 40 afios | -2 Colon L2+L4 B2: B2+p
Estenosante
s . L3: ileo- .
A3: Més de 40 afos Colon L3+L4 B3: Penetrante B3+p
L4: Tracto gastrointestinal p: Enfermedad fistulosa perianal y
superior Ulcera anal
COLITIS ULCERATIVA
E (Extensidn) S (Gravedad)
E1l: Proctitis o S0: Colitis en o
ulcerosa Afeccion limitada al recto remision Sin sintomas
E2: Colitis Menos de 4

Afeccién limitada al colon

Izquierda o colitis S1: Colitis leve  deposiciones con

distal izquierdo sangre, sin fiebre
E3: Colitis extensa | Afeccion due se exiende | o5 gy Siempre con
0 pancolitis L 9 moderada gnos
esplénico afeccion leve
S3: Colitis geo (r)rjs?siones con
grave P

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 sedimentacion. Clasificando en leve, moderada
0 grave.

Aproximadamente el 50 % de los pacientes con Ell presentan sintomas leves con
baja prevalencia de recaidas, hospitalizaciones y complicaciones; mientras que
otros pacientes tienen un curso mas grave y pueden desarrollar complicaciones
gque requieren cirugia (Aguilera, 2004). El objetivo principal del tratamiento es
inducir y mantener el periodo de remisién y prevenir la recaida mejorando la
calidad de vida con los minimos efectos secundarios (Sepulveda, et al., 2008).

Actualmente el tratamiento de la Ell comprende el uso de antiinflamatorios,

inmunomoduladores y agentes bioldgicos:



a) Aminosalicilatos

La Mesalazina es el aminosalicilato mas utilizado en el tratamiento de la Ell; tiene
en su estructura quimica la molécula del acido 5-aminosalicilico (5-ASA) como
principio activo y un enlace azo que evita su absorcion en el intestino delgado
permitiendo su llegada intacta al colén. El mecanismo de accion implica la
inhibicion de la via de la cicloxigenasa y lipoxigenasa en el metabolismo del acido
araquidonico disminuyendo la sintesis de prostanglandinas E y F, troboxano A2 y
leucotrieno B4 (Medina, et al., 2014).

b) Corticoesteroides

Los corticoesteroides fueron los primeros farmacos en utilizarse para tratamiento
de la Ell. Los mas utilizados son la prednisona y la prednisolona. EI mecanismo de
accion depende de la afinidad hacia su receptor especifico iniciando un efecto
antiinflamatorio promovido por la inhibicién del acido araquidonico y la produccién
de eicosanoides; los corticoesteroides sistémicos son muy efectivos para controlar
la enfermedad activa, induciendo la remisién en un 60-90% de los casos, del tal
manera que un 35% de los pacientes pueden llegar a ser eventualmente

corticodependientes (Medina, et al., 2014).

c) Inmunomoduladores

La azatioprina y su metabolito mercaptopurina son analogos de las purinas y los
inmunomoduladores mas utilizados en la actualidad. La azatioprina es un
profarmaco que es convertido en mercaptopurina, la cual es metabolizada
enzimaticamente formando el 6 tioguanin-nucleétido (6-TGN) al cual se le atribuye
el efecto terapeutico teniendo un efecto antagonista sobre las purinas inhibiendo
asi la sintesis de acidos nucleicos y proteinas, y por tanto la proliferacion celular;
son indicados para el tratamiento de fistulas y de la corticodependencia
(Yamamoto-Furusho, 2013; Medina, et al., 2014).



d) Agentes Biologicos

Existen varios agentes biologicos que antagonizan a la molécula TNF-a y que se
han utilizado para el tratamiento de diversas enfermedades como artritis
reumatoide, psoriasis, espondilitis anquilosante, etc. Estos agentes biol6gicos son
representados por Infliximab y Adalimumab, que son anticuerpos monoclonales
anti-TNFa y actian uniéndose tanto a la forma soluble como a la forma
transmembranal del TNF-a, inhibiendo el efecto inflamatorio y la produccion de
otros mediadores inflamatorios (Yamamoto-Furusho, 2012, 2013).

Se ha observado en estudios de cohorte que poco mas del 50% de los pacientes
con EC requieren tratamiento con corticoesteroides para inducir la remision;
mientras que, en la CU la remisién se logra con aminosalicilatos en alrededor del

50 al 70% de los pacientes (Rogler, et al., 2012) (Tabla 2).

Tabla 2. Tratamiento utilizado para inducir remision en la Ell de acuerdo a su forma
clinica (Rogler, et al., 2012).

= 50% Corticoesteroides = 70% Aminosalicilatos
= 25% Aminosalicilatos = 12% Corticoesteroides
15% Azatioprina/6-Mercaptopurina 10% Azatioprina/6-Mercaptopurina

10% Agentes Bioldgicos (Infliximab/Adalimumab) 5% Agentes Biologicos (Infliximab/Adalimumab)

1.2. Epidemiologia

El estudio epidemiolégico de la Ell no se limita a la incidencia y prevalencia, sino
gue trata de identificar los factores de riesgo asociados a su aparicion o que
modifican su historia natural, por ejemplo las diferencias étnicas y la localizacion

geografica del paciente (Sandoval y Bosques, 2008).



Establecer los valores de incidencia y prevalencia de Ell ha sido un reto debido a
al sesgo en los criterios de diagndstico y a los escasos registros prospectivos, sin
embargo, conforme aumenta el interés en estas enfermedades y en el desarrollo
de diversos protocolos de investigacion, se ha recabado una mayor cantidad de
informacion que proporciona datos aproximados del comportamiento a nivel

mundial de estos padecimientos (Gassull, et al., 2007).

En general la prevalencia de la Ell es 100 pacientes por cada 100,000 habitantes
a nivel mundial, con 10,000 nuevos casos diagnosticados anualmente. En cuanto
a la incidencia, para la CU es mayor en la mayoria de los paises que para la EC
(Yamamoto-Furusho, 2015). Tradicionalmente se hablaba de 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; observandose una mayor incidencia en los paises con mayor
desarrollo industrial y urbanizacion; sin embargo, estas diferencias también
pueden observarse por los criterios utilizados para realizar el diagnéstico
(Aguilera, 2004; Ananthakrishnan, 2015).

En términos generales se puede sefalar 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, Sudafrica, Australia y
Latinoamérica (Aguilera, 2004). Globalmente la tasa de incidencia de la CU en
paises occidentales se estima de 0.5 a 24.5 pacientes por 100,000 habitantes;
mientras que la incidencia para la EC se estima de 0.1 a 16 pacientes por 100,000
habitantes (Rodriguez, 2001; Gassull, et al., 2007; Sandoval y Bosques, 2008;

Yamamoto-Furusho, 2015).

En cuanto a las diferencias étnicas, las enfermedades inflamatorias intestinales
presentan mayor frecuencia entre poblaciones caucéasicas (Basu, et al., 2005;

Yamamoto-Furusho, 2015).



A nivel Latinoamérica existen pocos estudios publicados sobre la incidencia y
prevalencia y los datos reportados en México son escasos y no son concluyentes
(Rodriguez, 2001). Basu y colaboradores sugieren una mayor frecuencia de CU en
poblacibn mexicoamericana comparada con otras etnias donde observan una
mayor frecuencia de EC (Figura 2). Por otra parte un estudio realizado en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran reportd que
en la ultima década se observdé un aumento de casos nuevos diagnosticados por
aflo comparado con la década anterior (Yamamoto-Furusho, 2009) y que tanto
mujeres como hombres son afectados de manera similar (Gassull, et al., 2007;
Yamamoto-Furusho, 2010), con una distribucion bimodal respecto a la edad de
incidencia con un pico entre la edad de 15-25 y un segundo pico entre los 55-65

afios (Rodriguez, 2001; Yamamoto-Furusho, 2010).
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Figura 2. Distribucion de las formas clinicas de la Ell en diferentes grupos
étnicos con la Ell en Estados Unidos (Basu y cols, 2005).

1.3. Etiopatogenia

La etiologia de la Ell no se ha comprendido completamente, siendo clasificada
como una enfermedad multifactorial, no obstante, los estudios epidemiolégicos
sugieren la participacion de una serie de factores ambientales, inmunolégicos y
genéticos (Figura 3), los cuales han permitido conocer la heterogeneidad de la

enfermedad.



Figura 3. Factores involucrados en la etiopatogenia de la Ell.

1.3.1. Factores Ambientales

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

con la Ell (Gassull, et al., 2007; Yamamoto-Furusho, 2015).

Se han propuesto diversos factores infecciosos como desencadenantes de la Ell:
Mycobacterium paratuberculosis, Pseudomonas, Listeria y el virus del sarampién
han sido sugeridos como causales de la EC, mientras que especies de Bacillus, E.
coli y Fusobacterium varium han sido relacionadas con el desarrollo de CU,
aunque no se ha demostrado de manera convincente su relacion con la
etiopatogenia de estas enfermedades (Bueno-Hernandez, et al., 2015; Yamamoto-
Furusho, 2015).



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 maduro a generar respuestas cruzadas frente a autoantigenos
(Lidar, et al., 2009).

En este sentido, la hip6tesis de la higiene propone que la falta de exposicion a
agentes microbianos durante la infancia predispone el desarrollo de la Ell (Cho,
2008). Al parecer estas enfermedades son mas comunes en las ciudades que en
el campo, aunque esta tendencia puede deberse a que existen mayores recursos
de deteccion en las areas urbanas, sin poder descartarse las exposiciones

ambientales o diferencias en los estilos de vida (Thompson y Lees, 2011).

El primer factor ambiental asociado a la Ell fue el tabaco, ya que se piensa que su
efecto esta relacionado con la modulacion de la composicion de la microbiota
intestinal, de la respuesta inmune y la generacion de radicales libres por estrés
oxidativo (Cosnes y Seksik, 2009; Nikfar, et al., 2010; Yamamoto-Furusho, 2015).

Asi mismo se ha propuesto que la apendicetomia tiene efectos
inmunomoduladores que confieren cierta protecciéon contra la Ell, posiblemente
debido a que el apéndice estd compuesto mayoritariamente por tejido linfoide y su
extirpacion puede alterar el equilibrio entre células T reguladoras y efectoras
(Yamamoto-Furusho, 2010).

En cuanto a la dieta, su composicion varia dependiendo del sexo, edad,
localizacion geogréfica, nivel socioecondmico, costumbres y gustos de cada
individuo, por lo que existen diversas formas de alimentacion que modifican la
composicion de la microbiota intestinal y por esto la alimentacion previa al
desarrollo de la enfermedad representa un factor de riesgo (Yamamoto-Furusho,
2010; Bueno, et al., 2012; Yamamoto-Furusho, 2015).



1.3.2. Factores Inmunolégicos

El sistema inmune intestinal es considerado un sistema complejo, constituido por
el tejido linfoide asociado a intestino (GALT). El GALT puede dividirse en dos tipos
de compartimentos: los tejidos linfoides organizados como las Placas de Peyer
(PP), los ganglios linfaticos mesentéricos (MLN, por sus siglas en ingles) y
foliculos linfoides aislados; responsables de la fase de induccion de la respuesta
inmune y por otra parte los sitios efectores: linfocitos dispersos en el intestino y la
Lamina Propia (LP), que son los encargados de llevar a cabo la respuesta inmune
(Mowat, 2003).

El tracto gastrointestinal constituye una extensa superficie mucosa que favorece
una amplia area de contacto y la absorcion de nutrientes (Sepulveda, et al., 2008).
Los componentes del intestino interactian no solo con antigenos provenientes de
los alimentos, sino que ademas hospedan una gran cantidad de diferentes
microrganismos (10%°) (Gassull, et al., 2007; Fonseca-Camarillo y Yamamoto-
Furusho, 2015) por esta razon el sistema inmune tiene que distinguir entre
antigenos inofensivos y antigenos invasivos, generando adecuadas respuestas de

inflamacion o tolerancia (Figura 4).
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Figura 4. Respuesta inmune intestinal. Proceso de tolerancia e inflamacién
(Mowat, 2003).

La respuesta inmunoldgica en la Ell es compleja y se piensa que la pérdida de la
funcion del sistema inmune intestinal y la falta de tolerancia inmunoldgica frente a
la microbiota intestinal son componentes fundamentales en la patogénesis de esta
enfermedad (Sepulveda, et al., 2008; Fonseca-Camarillo y Yamamoto-Furusho,
2015).

La respuesta inmune innata en el intestino esta mediada por la barrera epitelial; el
epitelio intestinal consiste en una capa de células especializadas responsables de
la absorcion dispuestas en microvellosidades, permanecen unidas por uniones
estrechas, asegurando el paso selectivo de moléculas microscoépicas, iones y
microrganismos seleccionados (Mowat, 2003). Las principales poblaciones
celulares que se pueden encontrar son: los enterocitos, responsables del
transporte de nutrientes; las células caliciformes, encargadas de la produccion de
moco; y las Células Paneth (CP), que secretan péptidos antimicrobianos y se
encuentran en la base de las criptas intestinales (Fonseca-Camarillo y Yamamoto-
Furusho, 2015).
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En condiciones fisiolégicas normales, los antigenos de la luz intestinal son
constantemente monitoreados por Células Presentadoras de Antigeno (APC),
especialmente por Ceélulas Dendriticas (DC) localizadas tanto en los foliculos
linfoides como en las PP; estas células reciben los antigenos procedentes de las
células M y los presentan a las células T naive que en condiciones normales y en
ausencia de moléculas estimuladoras generan una respuesta de tolerancia por
medio de un proceso de anergia o supresion de células efectoras potencialmente

reactivas (Mowat, 2003).

El reconocimiento antigénico ocurre a través de la deteccion de los PAMPS
(patrones moleculares asociados a patdgenos) que a su vez son reconocidos por
receptores de reconocimiento de patrones (PRR). Los principales PRR en el
intestino son los receptores tipo Toll (TLR,Toll) y NOD. El reconocimiento del
ligando de estos receptores promueve la activacion de la respuesta inmune y por
tanto la producciébn de citocinas y mediadores inflamatorios. En condiciones
normales los PRR mantienen la homeostasis intestinal mientras que en la
enfermedad inducen la inflamacién crénica persistente y descontrolada contra la
microbiota intestinal y los agentes patégenos (Abreu, et al., 2005; Fonseca-

Camarillo y Yamamoto-Furusho, 2015).

La activacion de la respuesta inmune desencadena la produccion de citocinas, la
respuesta celular a estos polipéptidos implica cambios en la expresion génica de
células blanco. En la EIll se ha observado un aumento en la produccién de
citocinas pro inflamatorias y una disminucion en citocinas reguladoras (Yamamoto-
Furusho, 2010).

Los avances en la investigacion sobre la participacion de los factores
inmunoldgicos en la etiologia de la Ell han permitido proponer nuevas moléculas
implicadas en la respuesta inmune y se han clasificado en: Integridad y barrera
epitelial, receptores de la inmunidad innata, citocinas y linfocitos T reguladores

(Shih y Targan, 2009; Fonseca-Camarillo y Yamamoto-Furusho, 2015).

12



a) Integridad y Barrera Epitelial

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
través de una barrera eficaz que impide que estos entren en contacto con las

células inmunes (Podolsky, 2002).

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. El defecto en la barrera
intestinal conlleva a un aumento en la permeabilidad intestinal y por tanto a un

exceso de presentacion antigénica (Podolsky, 2002).

b) Receptores de la Inmunidad Innata

La inmunidad innata se basa en el reconocimiento de los PAMP’s por receptores
PRR, su activacion promueve la fagocitosis, la liberacibn de citocinas y
qguimiocinas pro-inflamatorias (IL-8, IL-18 y TNF-a); la segunda consecuencia es la
activacion de la actividad de los PRRs sobre la superficie de las DC dando lugar a

la presentacion de antigenos a las células T (Siegmund y Zeitz, 2011).

En un entorno particular de citocinas las DC tienen la capacidad de dirigir una
respuesta inmune a través de la induccién de células efectoras con perfiles Thil,
Th2 o Thl7 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 oligomerizacion de nucleétidos)
(Siegmund y Zeitz, 2011).
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c) Citocinas

Muchos estudios realizados aislando las células mononucleares de la lamina
propia de pacientes con EC, han mostrado niveles altos de citocinas
caracterizando el proceso inflamatorio cronico que se desarrolla en el intestino:
IFN-y, TNF-a, IL-12, IL-8, IL-21, IL-23, etc. Actualmente los tratamientos estan
basados en contrarrestar la respuesta inflamatoria, tratamientos basados en el uso

de anticuerpos monoclonales dirigidos contra TNF-a (Siegmund y Zeitz, 2011).

d) Linfocitos 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, et al., 2011).

Varias observaciones experimentales indican que una respuesta inmune alterada
de la mucosa es de importancia en la patogénesis de la Ell. Esta reaccion esta
dirigida contra antigenos producidos por microorganismos que residen
normalmente en el intestino, la estimulacién antigénica masiva da lugar a una
infiltracién extensa de la mucosa intestinal que desarrolla un estado de inflamacién
(Lidar, et al., 2009; Kaser, et al., 2010).

1.3.3. Factores Genéticos

Con el conocimiento del genoma humano y los estudios de asociacién del genoma
completo (GWAS, por sus siglas en inglés) se han identificado mas de 50 genes y
mas de 5 millones de polimorfismos de nucledtido Unico (SNP, por sus siglas en
inglés) involucrados en la patogénesis de la Ell. Estos se han clasificado segun su
localizacién en nueve diferentes loci, denominandose IBD 1 a 9 (Yamamoto-
Furusho, 2010; Yamamoto-Furusho y Sanchez, 2015) (Tabla 3).
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Tabla 3. Clasificacion de la Ell de acuerdo a los genes involucrados en su
patogénesis segun diferentes estudios de asociacion (Rodriguez-Bores, et al., 2007).

REGION LOCALIZACION GENES
IBD 1 Chr 16 NOD2, IL4R

IBD 2 VDR, STATG6, IFNy
IBD 3 MHC clase I, I1'y 11l
IBD 4 TCR

IBD 5 OCTN, IL6, CD14
IBD 6 Tromboxano A2

IBD 7 TGFpB, Receptor de TNFa
IBD 8 Chr 16 En investigacion
IBD 9 Chr 9 CCT5, CCRY9, IL12

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 asociacion de la
enfermedad con determinados sindromes genéticos. Algunos de estos estudios
mostraron que la concordancia en la EC en gemelos era del 58 % para
monocigotos y el 4 % para dicigotos, indicando que los factores genéticos
desempefian un papel importante. Para el caso de la CU los porcentajes de
concordancia fueron menores,10 % y 3 % para gemelos monocigéticos vy
dicigéticos, respectivamente; sugiriendo un menor impacto genético en

comparacion con la EC (Peeters, et al., 1996).

Los estudios familiares han mostrado que entre un 5.5 % y un 22.5 % de los
pacientes con Ell tienen algin otro familiar diagnosticado con la enfermedad. El
mayor riego ocurre en nifilos donde ambos progenitores tienen ElIl (>30 % a la
edad de 28 afios) (Orholm , et al., 1991).

Actualmente, se esta llevando una estrategia para la busqueda de nuevos factores
genéticos de susceptibilidad, en una colaboracion internacional para reunir un
mayor nimero de muestras e intentar confirmar o refutar sefiales sugerentes de

asociacion (Gassull, et al., 2007).
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1.3.3.1. Polimorfismos de nucle6tido unico y moléculas del sistema
inmune

Un polimorfismo de nucleétido anico (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. 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 gendmica, cada persona tiene un genoma unico (Ramirez,
et al., 2013).

Como se ha mencionado anteriormente el estudio de los SNPs permite encontrar
asociaciones de diferentes genes involucrados con el sistema inmunolégico que
pueden estar vinculados con la patologia de la Ell (Khor, et al., 2011). 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-Furusho y Podolsky, 2007; Yamamoto-Furusho, 2007),
TNFa (Sanchez, et al.,, 2009), TLR4 (Tsianos, et al., 2011), IL10, IL10R
(Thompson y Lees, 2011), IL23R (Glas, et al., 2007), NOD2 (Kabi, et al., 2012),
ATG16L (Kaser, et al., 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 (Rodriguez-Bores, et al.,
2007).

1.3.3.1.1. IL-23R

La interleucina 23 (IL-23) es una citocina heterodimérica compuesta por dos
subunidades, pl9 (especifica de IL-23) y p40 (Cummings, et al., 2007), es
secretada por varios tipos de células como monocitos, macrofagos, células Thl7
activadas y DC (Li, et al., 2016). Participa junto con IL-6, IL-1 y TGF-B en la
activacion de la respuesta Thl7 (Teng, et al., 2015; Abdollahi, et al., 2016) (Figura
5).
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Figura 5. IL-23 y su receptor de membrana. IL-23 (p19 y p40) es captada por su
receptor compuesto por IL-23R e IL-12Rp, este reconocimiento activa la cascada
de sefalizacién JAK-STAT que promueve la produccién de IL-17, IL-22 e induce la
respuesta TH17 (Teng, et al., 2015).

El receptor de IL-23 (IL-23R) esta compuesto por las subunidades IL-23R e IL-
12RB1; este ultimo es parte funcional de IL-12R. Por otra parte, la subunidad IL-
23R esté constituida por un dominio extracelular, un dominio transmembranal y un
dominio intracelular (dominio aminoacido citoplasmatico 252), codificado en el
cromosoma 1p31 y es altamente expresado en células T y NK, pero minimamente
expresado en monocitos, macrofagos y CD (Cummings, et al., 2007; Liu, et al.,
2015).

La unién de IL-23R a su receptor activa la via de tirosin cinasas, induciendo la
fosforilacion y activacion del factor de transcripcion STAT3 (Transductor de sefial y
activador de la transcripcion 3), el cudl transloca al nicleo donde actia como
activador de la transcripcién de genes que codifican la sintesis de citocinas como
IL-6, IL-22, IL-23, IL-17Ay IL-17F (Naser, et al., 2012; Teng, et al., 2015).

La funcion que desempefia la IL-23, es regular la actividad de células del sistema

inmune y juega un papel importante en la respuesta inflamatoria frente a la

infeccion por bacterias o virus y en combinacién con IL-6, IL-1 y TGFpB, induce la

17



expresion del factor de transcripcion RORYt que estimula la respuesta Th17 y

promueve la secrecion de IL-17 (Liu, et al., 2015; Teng, et al., 2015).

La via IL-23/IL-17 juega un papel importante en el desarrollo de inflamacion
crénica y en la defensa del hospedero contra microorganismos; promueve la
inflamacion local en tejido por estimulacion de células T, macréfagos vy
fibroblastos, asi como también en células endoteliales y epiteliales produciendo

citocinas proinflamatorias, metaloproteinasas y quimiocinas (Glas, et al., 2007).

Diversos grupos de investigacion han estudiado y reportado SNPs presentes en la
region correspondiente a IL23R, siendo el de mayor relevancia el rs11209026,
presente en el exon 9 de dicho gen, el cual afecta el domino intracelular del
receptor en la region rica en triptéfano. Se ha reportado que el alelo A de este
SNP reduce la funcion del receptor sugiriendo que la interrupcion de la via de
sefializacibn de IL-23 tiene relevancia en la fisiopatologia de algunas
enfermedades como espondilitis anquilosante, artritis reumatoide, psoriasis, asma,
Ell, entre otras (Yu, et al., 2015; Abdollahi, et al., 2016).

1.3.3.1.2. IL-10

La Interleucina 10 (IL-10) es una citocina pleiotrépica conocida por sus
propiedades antiinflamatorias (Zou, et al.,, 2014), se codifica en el cromosoma
1931 y tiene 5 exones. Es sintetizada por diversas poblaciones celulares como
linfocitos T y B, aunque las principales células productoras son los monocitos y los
macrofagos (Le, et al., 1997).

Es una citocina que desempefia un papel muy importante en la inmunoregulacion
y la inflamacion. Suprime las funciones efectoras de macréfagos, células T y NK,
inhibiendo la sintesis de citocinas pro-inflamatorias (IL-1B, IL-8, IL-12, IFNY y
TNFa), bloquea la maduracién de DC e inhibe la expresion de moléculas HLA

clase Il y de moléculas coestimuladoras (Engelhardt y Grimbacher, 2014).
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Los efectos antiinflamatorios contrastan con sus efectos sobre los linfocitos B,
donde actia como un factor estimulante de la proliferacion celular, asi como de la

secrecion de inmunoglobulinas y promueve el cambio de isotipo (Reyes, 2010).

En cuanto a su receptor, esta formado por un tetramero formado por dos cadenas
alfa de IL-10R1 y dos cadenas Peta de IL-10R2. El reconocimiento de IL-10 por su
receptor activa la cascada de sefalizacion via tirosin cinasas (Jakl-Tyk2),
proteinas que por fosforilacion de sus residuos de tirosina permite el reclutamiento
de STATS3 (transductor de sefial y activador de la transcripcién 3) en su dominio
SH2 resultando en la dimerizacién y translocacién al nlcleo de este factor de
transcripcién, promoviendo la expresion de genes SOCS (Supresor de la
sefalizacion de citocinas), que son reguladores negativos de la sintesis de
citocinas (Paul, et al., 2012; Engelhardt y Grimbacher, 2014) (Figura 6).
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Figura 6. IL-10 y su receptor de membrana. El receptor de IL-10 esté& constituido
por las subunidades IL-10R1 e IL-10R2, las cuales reconocen a la IL-10 activando
la via de sefializacion JAK-STAT que promueve la expresion de genes SOCS
inhibiendo la sintesis de citocinas pro inflamatorias (Mosser y Zhang, 2008).

Diversas investigaciones se han enfocado en el estudio del papel que desempefia
la IL-10 en la patologia de enfermedades autoinmunes y recientemente en
enfermedades inflamatorias cronico degenerativas, como artritis reumatoide,

cancer colorrectal, Ell, entre otras (Khor, et al., 2011; Doecke, et al., 2013).
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Se ha observado que ratones deficientes en la produccion de IL-10 desarrollan
enterocolitis de forma espontdnea en condiciones libres de microorganismos
dando la pauta de la importancia de la IL-10 en la patogénesis de la Ell
(Thompson y Lees, 2011; Paul, et al., 2012).

Mediante GWAS se han identificado una gran cantidad de genes involucrados en
la Ell, incluyendo IL10. La regién promotora del gen es altamente polimorfica,
principalmente se han reportado los polimorfismos: -1082A/G (rs1800896), -
819C/T (rs1800871), y -592C/A (rs1800872) (Lv, et al., 2014).

En forma particular, el rs1800896 se ha asociado con la expresion y produccion de
IL-10 in vitro (Zou, et al., 2014). El rs1800896 afecta el sitio de union para el factor
de transcripcion Ets modificando asi la expresion de IL10 (Romero-Valdovinos, et
al., 2012; Zou, et al., 2014). Se ha reportado también que el genotipo AA se asocia
con bajos niveles de IL-10, AG con niveles intermedios y GG con altos niveles de
citocina en la mucosa intestinal (Turner, et al., 1997; Romero-Valdovinos, et al.,
2012).

Nuevos estudios han reportado la relacion del rs3024505 con la susceptibilidad a
la Ell, este SNP se localiza en la regién 3"’UTR del gen y se piensa que también
afecta la expresion de IL10 por regulacion post-trascripcional; la presencia de
motivos AUUUA en secuencias ricas en AU (ARE) localizadas en la region 3'UTR
podrian estar participando como desestabilizadores del RNAm afectando la
traduccion del gen (Le, et al., 1997; Powell, et al., 2000; Doecke, et al., 2013).

1.3.3.1.3. NOD-2

Los receptores tipo NOD (NLRs) son una familia de PRRs y localizados en el
citoplasma celular (Kutikhin, 2011). NOD-2 es miembro de esta familia, el gen que
codifica esta proteina se localiza en el cromosoma 16q12 que consta de 12
exones y 11 intrones (Boukercha, et al., 2015).
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Esté receptor esta implicado en el reconocimiento intracelular de
microorganismos; se expresa en monocitos, macrofagos, CD, células epiteliales,
asi como en las CP presentes en la mucosa intestinal (Yamamoto-Furusho, et al.,
2010; Kutikhin, 2011).

Se ha demostrado que reconoce peptidoglicano (PGN), que es el componente de
la pared celular de bacterias y que participa generando sefales para la respuesta
inmune adaptativa (Carneiro, et al., 2004). EIl PGN se compone de cadenas de
glicano que contienen N-acetilglucosamina (GIcNAc) y acido N-acetilmuramico
(MurNAc). NOD-2 ha sido implicado como un sensor general tanto para los PGN
de Gram-positivas y Gram-negativas y se ha identificado el muramil dipéptido
(MurNAc-L-Ala-D-isoGIn) (MDP) como la estructura esencial reconocida por el
receptor NOD-2, la cual es el minimo componente bioactivo del PGN (Carneiro, et
al., 2004; Yamamoto-Furusho, et al., 2010).

La deteccion de MDP por NOD-2, induce la produccibn de citocinas pro-
inflamatorias, un aumento en la expresion del MHC Il (Complejo principal de
Histocompatibilidad clase Il) en APC, ademas de que funciona como un adyuvante
para las respuestas de células T y la produccion de anticuerpos, lo que sugiere un
papel importante de NOD-2 en el acoplamiento de la respuesta inmune innata y
adaptativa (Carneiro, et al., 2004; Antosz y Osiak, 2013).

Por lo general, NOD-2 tiene una estructura de tres dominios. EI dominio amino
terminal que presenta dos dominios de reclutamiento de caspasas (CARD-CARD);
el dominio central de union a nucleétidos (NBD) y el dominio carboxilo terminal de
repeticién rica en leucina (LRR) (Yamamoto-Furusho, et al., 2010; Kutikhin, 2011).
El dominio CARD media la interaccién proteina-proteina y es caracterizado por la
presencia de 6 a-hélices que forman trimeros o dimeros con otras proteinas y

activan el proceso de apoptosis.
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Por su parte el dominio NBD tiene una actividad de ATPasa intrinseca y es
responsable de la auto-oligomerizacion y formacién de un complejo para la
activacion y reclutamiento de proteinas implicadas en la sefalizacion celular del
NOD-2. Por ualtimo, el dominio LRR, es el dominio de reconocimiento de ligando
(MDP), esta formado por repeticiones en tandem de una unidad estructural de 20
a 30 aminoacidos que forman una estructura rica en leucina (Kutikhin, 2011;

Castafno-Rodriguez, et al., 2014) (Figura 7).
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Figura 7. Representacion de la estructura del receptor NOD-2. El dominio amino
terminal CARD-CARD media la interaccién proteina-proteina; el dominio central
de uniébn a nucledtidos actia como ATPasa, es responsable de la auto-
oligomerizacion y el dominio carboxilo terminal LRR lleva a cabo el reconocimiento
del MDP (Philpott, et al., 2014).

El dominio CARD de NOD-2 interactua con el dominio CARD de una proteina
adaptadora conocida como Rip2 (RICK2), Rip2 activa la ubiquitinacion de IKKy
(NEMO, modulador escencial de NFkB) y activa a su vez el complejo IKK (kB
cinasa); este complejo fosforila el inhibidor de NFkB (IkBa), la liberacion del factor
de transcripcion NFKB permite su translocacion al nucleo e induce la expresion de
mas de 200 genes, incluyendo genes que codifican la sintesis de citocinas pro-
inflamatorias (Carneiro, et al., 2004). Rip2 también puede activar TAK1 cinasa
(factor de crecimiento transformante cinasa 1 B-activado), que puede afectar el
complejo IKK, y activar MAP cinasas: p38, JNK y ERK. Como resultado se libera el
factor de transcripcion AP1, el cual es responsable del control de la proliferacion
celular, la diferenciacion celular, y la apoptosis (Kutikhin, 2011; Antosz y Osiak,
2013; Zhong, et al., 2013; Jakopin, 2014).
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La activacion de NFkB y MAPK desencadena la sintesis de mediadores
inflamatorios. 1L-1B, IL-6, TNFa, IL-8, IL-18, IL-12, el 6xido de nitrégeno y las
moléculas de adhesion celular se producen en las CD, linfocitos, monocitos y
macréfagos. Las células epiteliales producen mediadores pro-inflamatorios como
el TNF-a, IL-6, IL-8, MIP2 (Proteina Inflamatoria de Macréfagos 2) y péptidos
antimicrobianos (a y B-defensinas), lo que acelera significativamente la eliminacion

de agentes patogenos (Antosz y Osiak, 2013).

Las mutaciones presentes en el gen que codifica para NOD2 se han asociado con
una mayor susceptibilidad a trastornos inflamatorios croénicos. La pérdida de la
actividad de reconocimiento del receptor NOD-2 puede dar lugar a la incapacidad
de la respuesta inmune en la mucosa intestinal para controlar la infeccion
bacteriana, iniciando de este modo respuestas sistémicas y por tanto a la

presencia de inflamacion cronica (Carneiro, et al., 2004).

Los SNPs rs2066844TT y rs2066845CC se encuentran en la region codificante del
gen NOD2 (dominio LRR) (Kutikhin, 2011) y su presencia afecta el dominio
carboxilo terminal LRR y por tanto la funcion de reconocimiento de ligando y
activaciéon de NFkB, permitiendo la multiplicacion bacteriana y disminuyendo la
tolerancia inmunolégica hacia los microorganismos comensales. En particular,
estas mutaciones en NOD2 se encuentran asociadas con los fenotipos de la EC
en cuanto a su localizacion (lleén) y el comportamiento fistulizante; el genotipo CT
y TT del SNP rs2066844 ha sido asociado con la susceptibilidad a padecer la Ell
al igual que el genotipo GC y CC del rs2066845 (Yamazaki, et al., 2002;
Boukercha, et al., 2015).

1.3.3.1.4. ATG16L1

La autofagia es un proceso de degradacion intracelular que permite obtener
nutrientes esenciales en condiciones de inanicion o estrés oxidativo, eliminar

componentes citoplasmaticos toxicos o dafados y participa principalmente en el
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mantenimiento de la homeostasis celular (Naser, et al., 2012). Recientemente se
ha relacionado como mecanismo de respuesta inmune innata mediante la
eliminacion de microorganismos por degradacion lisosomal; es un proceso

conservado evolutivamente (Levine y Deretic, 2007).

La autofagia puede dividirse en tres clases: macroautofagia, microautofagia y
autofagia mediada por moléculas chaperonas. La macroautofagia o llamada en
general autofagia, es la mas estudiada y esta implicada en la regulacion de la
inflamacion cronica (Randall-Demllo, et al., 2013). La via de la autofagia implica la
participacion de aproximadamente 30 proteinas codificadas por genes de
autofagia (Atg). El proceso se divide en varias etapas: induccion, nucleacion,
elongacion, fusion lisosoma/autofagososma y degradacion (Naser, et al., 2012)
(Figura 8).

Atg7 Nucleacion/Elongacion
AL >
AtglelLl
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Fagof
agotoro Formacion del Maduracion del
autofagosoma Autofagosoma

Antigenos pueden ser procesados y
liberados, proporcionando senales
para el Sistema Inmune Innato

Induccion

0

Figura 8. Proceso de autofagia. El proceso se activa con la fosforilacién consecutiva
de proteinas Atg (Atgl3, Atgl7, Atg2, Atg9, y Atgl8), permitiendo la formacion de
una doble capa fosfolipidica (fagéforo); el proceso continta con el reclutamiento del
complejo Atg5-Atgl2-ATG16L1 formando el autofagosoma; mientras que las
proteinas Atg8, Atgl0, Atg7 y Atg3 permiten la maduracién del mismo, el cual se
fusiona con lisosomas permitiendo la degradacibn del material secuestrado.
Antigenos pueden procesarse y proporcionar sefiales que permitan la activacion del
sistema inmune (Tang, et al., 2012).
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La inducciobn se activa principalmente por la sefializacion de mTORC1
(serin/treonin cinasa), en condiciones ricas en nutrientes, MTORC1 se encuentra
altamente expresado inhibiendo la formacion del autofagosoma; la ausencia de
nutrientes inactiva mMTORCL1 y se activa la fosforilacion de Atgl3 induciendo el
proceso. La segunda etapa involucra la formacion de una vesicula con doble capa
fosfolipidica conocida como fagdforo por reclutamiento de Atgé y Atgl4d. El
proceso de elongacién o formacion del autofagosoma implica la participacion del
complejo Atg5-Atgl2-ATG16L1. El autofagosoma ya maduro se fusiona con
lisosomas (Atg8, Atgl0, Atg7 y Atg3) resultando en la degradacion del material

secuestrado (Mdzes, et al., 2013; Randall-Demllo, et al., 2013).

Recientemente se ha planteado el concepto de inmunofagia, proceso de autofagia
aplicado a la inmunidad adaptativa (homeostasis en linfocitos, procesamiento y
presentacion antigénica, asi como eliminacion de cuerpos apoptoticos) e imunidad
innata (regulacion de la respuesta inflamatoria y regulacion en la produccion de
citocinas) (Tang, et al., 2012). También se ha estudiado la participacion de NOD-2
en la activacibn de la autofagia como un mecanismo no selectivo: para la
eliminacion de patégenos por degradacion via autofagosoma, activacion de la
respuesta inflamatoria, remocion de cuerpos apoptoticos y presentacion antigénica
via MHC clase Il (Tang, et al., 2012).

Estudios de asociacion han identificado una relacion entre los genes que
participan en la autofagia y la Ell (Levine y Deretic, 2007). Uno de los genes mas
estudiados es el ATG16L1, se encuentra localizado en el cromosoma 2937 y es
una molécula altamente expresada en colon, intestino delgado, células epiteliales

intestinales, leucocitos y en bazo (Naser, et al., 2012).
El rs2241880 A/G representa una sustitucion nucleotidica que da lugar a un

cambio de aminoacido (treonina por alanina) en la posicion 300 del exén 9 de
ATG16L1 (Murthy, et al., 2014) y se ha asociado con el desarrollo de Ell.
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La proteina ATG16L1 se compone de tres dominios: el dominio amino terminal,
gue media la interacciébn con proteinas Atg; un dominio CCD (Dominio Coiled-
Coil), que proporciona la capacidad de autodimerizacion y uniébn no covalente con
ATG5-ATG12 y el dominio WD, que consta de siete repeticiones de triptéfano y
acido aspartico (Salem, et al., 2015). La presencia del rs2241880 afecta el dominio
CCD disminuyendo la capacidad de formacion del autofagosoma y, por lo tanto,
del proceso de autofagia y eliminacion de patdgenos (Cheng, et al., 2010; Naser,
et al., 2012). La importancia de esta proteina radica en la participacién en el
complejo proteico Atg5-Atg12-ATG16L1 que inicia la formacién del autofagosoma.

1.4. Genética de poblaciones: Equilibrio de Hardy-Weinberg

En los dltimos afios han aumentado los estudios de asociacion entre las variantes
de secuencias de DNA y 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 bioldgica, directa o
indirecta entre ambos o de riesgo de padecer la enfermedad en funcién de
determinado genotipo. Sin embargo, para que una asociacion pueda ser asumida
como bioldgicamente valida es preciso antes estar seguro de que no se han
producido sesgos sistematicos o aleatorios en el disefio experimental. Una manera
rapida de valorar la situacion de la distribucion de frecuencias de los genotipos
estudiados es mediante el ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) (Soriguer
y Morcillo, 2007) (Figura 9).
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Figura 9. Relacion entre las frecuencias genotipicas y alélicas en una
poblacién en Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Frecuencia genotipica
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En la reproduccién sexual hay una relacion entre el genotipo de una generacion y
el patrén de apareamiento de los padres de esta generacion. Si el apareamiento
es al azar entonces la frecuencia genotipica de los descendientes esta
determinada por la frecuencia alélica. La frecuencia alélica es la variable
cuantitativa méas importante desde el punto de vista genético de cualquier

poblaciéon (Soriguer y Morcillo, 2007).

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

estaria en equilibrio.

El HWE implica que:

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

¢ No hay mutacién, migracion, ni seleccion reciente.

Tradicionalmente, la desviacion del equilibrio se ha considerado 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. Una desviacion de las condiciones de HWE puede
significar que algunas de aquellas condiciones no se cumplen. En los estudios de
asociacion 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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2. JUSTIFICACION

Se ha observado que diversos factores genéticos del hospedero afectan la
regulacion de la respuesta inmune a nivel intestinal y se relacionan con el
desarrollo de la Ell, por lo que en este trabajo se determiné la frecuencia
genotipica de diversos SNPs presentes en genes relacionados con moléculas del
sistema inmune: IL23R(rs11209026), IL-10 (rs3024505 y rs1800896), NOD2
(rs2066844, rs2066845) y ATG16L1 (rs2241880), asi como su asociacion con el
desarrollo de la enfermedad para proponerlos como posibles marcadores
biolégicos de la progresion clinica de la Ell en poblacién mexicana.

3. HIPOTESIS

Si la susceptibilidad y progresion clinica de la Ell estd determinada por factores
genéticos del hospedero que afectan la regulacién de la respuesta inmune a nivel
intestinal, entonces la presencia de determinados genotipos y alelos en los genes
de IL-23R, IL-10, NOD2 y ATG16L1 estaran asociados con el pronéstico de

susceptibilidad y progresion clinica de la Ell.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia genotipica de los SNPs presentes en los genes de IL23R,
IL-10, NOD2 y ATG16L1 y su asociacion con la susceptibilidad y la progresion
clinica de la Ell en poblacion mexicana y establecer asociaciones que contribuyan

para la generacion un modelo predictivo de desarrollo de la enfermedad.
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4.2.

5.

OBJETIVOS PARTICULARES

Seleccionar muestras de sangre completa de donadores de poblacion
abierta sin Ell y de pacientes con Ell del Area Metropolitana de la Ciudad de
México.

Realizar la genotipificacion de los SNP de IL23R, IL-10, NOD2 y ATG16L1,
en ambos grupos mediante PCR en tiempo real (QPCR).

Determinar la frecuencia alélica y genotipica de los SNP en la poblacion de
estudio.

Establecer la asociacion estadistica entre los marcadores analizados

(SNPs) vy la susceptibilidad en el desarrollo de la ElI.

PLAN GENERAL DE TRABAJO
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6. METODOLOGIA

Determinacion de los tamafios de muestra.

De acuerdo a lo reportado por el INEGI, la poblacion del Area Metropolitana esta
conformada por: la Ciudad de México, con una poblacion de 8,851,080 habitantes;
el Estado de México, con una poblacion de 15,175,862 habitantes y Tizayuca,
Hidalgo; con una poblacion de 100,562 habitantes dando un total de 24,127,504
habitantes por lo que se requiri6 del andlisis de 400 individuos que se
establecieron como poblacion control para alcanzar una representatividad con un
nivel de confianza del 95 % y un margen de error del 5 %. En este estudio se
obtuvieron muestras del periodo 2013 y 2014 que corresponden a 400 individuos

sin diagnéstico meédico de Ell (Figura 10).

Grupos de estudio.

Se colectaron muestras de sangre completa de 400 individuos no relacionados
con la enfermedad de estudio, residentes del Area Metropolitana de la Ciudad de
Meéxico; estos individuos fueron tomados como poblacion abierta para establecer
las frecuencias genotipicas y alélicas en la poblacién mexicana. De esas 400
muestras se seleccionaron 200 al azar como poblacion control para el posterior
analisis de asociacion con la enfermedad. Asi mismo, se colectaron 93 muestras
de pacientes con diagnéstico de Ell, de los cuales, 78 fueron diagnosticados de
CU y 15 con EC. Estos individuos son derechohabientes de los servicios de salud
otorgados por el area de gastroenterologia del Hospital Regional “Lic. Adolfo
Lépez Mateos” del ISSSTE y del Hospital General Centro Médico Nacional La
Raza del IMSS. Las muestras de sangre obtenidas fueron inmediatamente

congeladas a -70 °C para su preservacion.
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HIDALGO

ESTADO DE MEXICO

MORELOS

Figura 10. Mapa de la Zona Metropolitana del Valle de México; en amarillo
claro estan representados los municipios que conforman el estado de México,
en amarillo oscuro las delegaciones de la Ciudad De México y en naranja el
Municipio de Tizayuca, Hidalgo.

Genotipificacién de SNPs

Se realiz6 la extraccion de DNA a partir de muestras de sangre total mediante el
uso del estuche comercial QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Valencia, USA).
El DNA purificado fue utilizado como molde para la amplificacion de fragmentos
especificos para la identificacion de los SNPs rs11209026 localizado en la region
promotora del gen de IL-23R, rs1800896 y rs3024505 presentes en la region
promotora y region intergénica respectivamente del gen de IL-10, asi como
también los SNPs rs2066844 y rs2066845 localizados en la region codificante de
NOD-2 y el rs2241880 localizado en la region codificante del gen de ATG16L1.
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La amplificacion se llevd a cabo en un termociclador de tiempo real Stratagene
Mx3000P gPCR System (Agilent Technologies) utilizando el método TagMan®
SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems), para lo cual se utilizaron las

siguientes sondas:

rs11209026  ATTGGGATATTTAACAGATCATTCC[A/G]AACTGGGTAGGTTTTTGCAGAATTT C_1272298 10
rs1800896 TCCTCTTACCTATCCCTACTTCCCC[I/C]TCCCAAAGAAGCCTTAGTAGTGTTG C_1747360_10
rs3024505  GGGCTGCCCAGGCAGAGCGTGAGGG[A/GIGACTAGTGTTTACTCAGCTCATTTT  C_15983681_20
rs2066844  CCAGACATCTGAGAAGGCCCTGCTC[C/T|GGCGCCAGGCCTGTGCCCGCTGGT C_11717468_20
rs2066845  CTCTTTIGGCCTTTTCAGATTCTGG[C/G]GCAACAGAGTGGGTGACGAGGGGGC  C_11717466_20
rs2241880  CCCAGTCCCCCAGGACAATGTGGAT[A/G]CTCATCCTGGTTCTGGTAAAGAAGT C_9095577_20

La reaccién de PCR se realizd bajo las siguientes condiciones: activacion, 95 °C
por 10 min; seguido por 40 ciclos de amplificaciéon a 92 °C por 15 seg y 60 °C por
1 min y el analisis de los SNP se llevd a cabo utilizando el TagMan Genotyper

Software.

Andlisis Estadistico.

Las distribuciones genotipicas y alélicas para cada SNP se encuentran
representadas en porcentaje. Se realizd una prueba de x? para determinar si
seguian las proporciones del HWE, donde se compararon las frecuencias
observadas y las esperadas de homocigotos y heterocigotos. Se realiz6 el estudio
de asociacion de los SNPs y la susceptibilidad a la Ell, asi como un analisis
fenotipico mediante la prueba de x2 y tablas de contingencia, calculando el odss
ratio (OR) con un nivel de confianza del 95 % utilizando los programas GraphPad
Prism 5 y MedCalc 13.3.3.0. El poder estadistico se determind con el Software
QUANTO (http://hydra.usc.edu/GxE/).
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7. RESULTADOS

Determinacion de frecuencias genotipicas y alélicas en la poblacion de

estudio.

La genotificacion de los SNPs rs11209026, rs2066844, rs2066845, rs1800896,
rs3024505 y rs2241880 se realiz6 por gPCR mediante el uso de sondas TagMan y
para el analisis de los resultados se emple6é el programa TagMan Genotyper

Software. En la figura 11 se muestra un diagrama representativo de la

genotipificacion.
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Figura 11. Diagrama de puntos obtenido al realizar una reaccion de gPCR para la
genotipificacion del SNP rs11209026. Tres muestras son heterocigotos y presentan
sefial en los dos canales de fluorescencia (fluorocromos FAM y VIC), dos muestras
homocigotas para el alelo A que solo es detectado para el fluorocromo VIC y una
muestra homocigota para el alelo G que esta marcado con el fluorocromo FAM. Se

incluye la lectura obtenida para los controles negativos de la reaccién.

A partir del analisis de 400 muestras de donadores se obtuvieron las frecuencias
alélicas y genotipicas de poblacion abierta. Los SNP rs11209026 (p=0.580),
rs2066844 (p=0.436), rs2066845 (p=0.741), rs1800896 (p=0.418), rs3024505
(p=0.327) y rs2241880 (p=0.712) se encuentran en HWE y no hay diferencias
significativas entre las frecuencias observadas y las esperadas por lo que este
estudio permitid establecer que estos SNP’s pueden ser utilizados en un estudio

de asociacion de casos y controles.
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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 (Soriguer y Morcillo,
2007).

Tabla 4. Frecuencias genotipicas y alélicas de los SNPs presentes en IL23R,
NOD2, IL10 y ATG16L1 en poblacién abierta.

GG 274|1685| G 664 | 83.0

IL23R rs11209026 | 400 AG 116 | 29.0 0.580
AA 10 | 25 A 136 [ 17.0
CC 3701 925| C 770 | 96.3

NOD2 rs2066844 | 400 CT 30 | 7.5 0.436
T 0 [ 00 T 30 | 3.8
GG 3871968 G 787 | 98.4

NOD2 rs2066845 | 400 CG 13 | 3.3 0.741
CcC 0 [ 00 C 13 | 1.6
AA 2371 59.3| A 612 | 76.5

IL10 rs1800896 | 400 AG 138 | 34.5 0.418

GG 25 | 6.3 G 188 | 23.5
CC 370{925| C 767 | 95.9
IL10 rs3024505 | 400 CT 27 | 6.8 0.327
1T 3 |1 038 T 33 | 41
AA 240/ 60.0| A 618 | 77.3
ATG16L1 | rs2241880 | 400 AG 138| 34.5 0.712
GG 22| 5.5 G 182 | 22.8

* SNP, Polimorfismo de Nucleétido Unico; N, Poblacién total; FG, Frecuencia Genotipica;
FA, Frecuencia Alélica; HWE, Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Aunado al calculo del HWE, se determin6 el poder estadistico que permite
detectar una asociacion real entre los SNPs rs11209026, rs2066844, rs2066845,
rs1800896, rs3024505 y rs2241880 con la Ell tomando en cuenta las frecuencias
alélicas reportadas en otras poblaciones, el nimero de casos, la incidencia de la
enfermedad en México y el modelo de herencia. En la tabla 5 se muestra que para
los SNP’s analizados se obtiene un poder estadistico 6ptimo superior al 0.8
excepto para el rs2066844 y el rs2066845, cuya frecuencia alélica es muy baja en
la poblacion estudiada; este calculo se determind con el Software QUANTO
(http://hydra.usc.edu/GxE/).
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Tabla 5. Poder Estadistico calculado para la asociacion de SNPs con la Ell.

rs11209026 93 Aditivo 0.170 0.06 0.99
rs2066844 93 Aditivo 0.038 0.06 0.79
rs2066845 93 Aditivo 0.016 0.06 0.43
rs1800896 93 Aditivo 0.235 0.06 0.99
rs3024505 93 Aditivo 0.041 0.06 0.83
rs2241880 93 Aditivo 0.228 0.06 0.99

* SNP, Polimorfismo de Nucleétido Unico

Una vez obtenido el poder estadistico y el HWE en poblacién abierta, se realizé la
genotipificacion de 93 pacientes con Ell, de los cuales 78 estaban clinicamente
diagnosticados con CU y 15 con EC y se determinaron las frecuencias genotipicas

y alélicas tomando 200 muestras de la poblacién abierta como control (Tabla 6).

Para determinar las asociaciones de los SNPs con la Ell se calcul6 el HWE en la
poblacion enferma, obteniendo que los SNPs presentes en los genes de IL10
(rs1800896 [p=0.0029] y rs3024505 [p=0.0011]) y ATG16L1 (rs2241880
[p=0.0001]) no se encuentran en equilibrio, este valor de HWE en el grupo de los
casos sugiere ser indicio de la existencia de una asociacion entre el genotipo y el

desarrollo de la enfermedad estudiada (Tabla 6).
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Tabla 6. Frecuencias genatipicas y alélicas de los SNPs presentes en IL23R, IL10, NOD2
y ATG16L1 en poblacién control y pacientes con ElL.

Gen Ell CuU EC Controles Gen Ell Cu EC Controles
IL23R 0.15 HWE 0.58 IL10 0.0029 HWE 0.418
rs11209026 (n=93) (n=78) (n=15) (n=200) rs1800896 (n=93) (n=78) (n=15) (n=200)
Alelo n (fa) n (fa) n (fa) n (fa) Alelo n (fa) n (fa) n (fa) n (fa)
G 158(85.0) 133 (85.3) 25 (83.3) 338 (84.5) A 132 (71.0) 112 (71.8) 20 (66.7) 319 (79.8)
A 28 (15.0) 23 (14.7) 5(16.7) 62 (15.5) G 54 (29.0) 44 (28.2) 10 (33.3) 81 (20.2)

NOD2 0.706 HWE 0.436 1L10 0.0011 HWE 0.32
rs2066844 (n=93) (n=78) (n=15) (n=200) rs3024505 (n=38) (n=32) (n=6) (n=200)
Alelo n (fa) n (fa) n (fa) n (fa) Alelo n (fa) n (fa) n (fa) n (fa)

€ 179 (96.2) 150 (96.2) 29 (96.7) 370 (92.5) € 170 (91.4) 140 (89.7) 30 (100.0) 382 (95.5)
T 7 (3.8) 6 (3.8) 1(3.3) 30 (7.5) T 16 (8.6) 16 (10.3) 0 (0.0) 33 (4.5)
Genotipo n (fg) n (fg) n (fg) n (fg)
cc 79 (84.9) 64 (82.1) 15 (100.0) 183 (91.5)
cT 12 12.9) 12 (15.4) 0 (0.0) 16 (8.0)
T 2 (2.2) 2 (1.28) 0 (0.0) 1 (0.5)
NOD2 ATG16L1 0.001 HWE 0.712
rs2066845  (n=93) (n=78) (n=15) (n=200) rs2241880 (n=69) (n=57) (n=12) (n=200)
Alelo n (fa) n (fa) n (fa) n (fa) Alelo n (fa) n (fa) n (fa) n (fa)
G 185 (99.5) 156 (100.0) 29 (96.7) 389 (97.3) A 159 (85.5) 135 (86.5) 24 (80.0) 313 (78.3)
€ 1(0.5) 0 (0.0) 1(3.3) 11 (2.7) G 27 (14.5) 21 (13.5) 6 (20.0) 87 (21.7)

* Ell, Enfermedad Inflamatoria Intestinal; CU, Colitis Ulcerativa, EC, Enfermedad de Crohn; n,
ndmero de individuos; fa, frecuencia alélica; fg, frecuencia genotipica; HWE, Equilibrio de Hardy-
Weinberg .



Estudio de asociacién de los SNPs presentes en los genes de IL23R, IL10,
NOD2 y ATG16L1 con la Ell.

En la tabla 7 se muestran los principales datos obtenidos del historial clinico de los
pacientes, los cuales se obtuvieron para hacer un andlisis de asociacién de los
SNP’s con caracteristicas fenotipicas como el género, edad de diagndstico, la
extension de la CU, la localizacion y comportamiento de las lesiones en EC, las
manifestaciones extraintestinales, el tipo de tratamiento, la necesidad de reseccion
intestinal y apendicectomia y los antecedentes familiares, aunados a los estudios
de asociacion genotipica.

Tabla 7. Caracteristicas clinicas de los pacientes con Ell. Se presenta el nimero
de pacientes y entre paréntesis el porcentaje del total al que corresponde.

Género
Masculino 29 (37.2) 7 (46.7)
Femenino 49 (62.8) 8 (53.3)
Edad al Diagnéstico (afios)
Menor de 17 5(6.4) 1(6.7)
Entre 17 y 40 36 (46.2) 4 (26.7)
Mas de 40 37 (47.4) 10 (66.6)
Extensién CU
Proctitis 19 (24.4)
Colitis Distal 20 (25.6)
Pancolitis 39 (50.0)
Localizacion EC
lleal 10 (66.7)
Coloénica 2 (13.3)
lleocoldnica 3 (20.0)
Comportamiento EC
No estenosante-No fistulizante 7 (46.7)
Estenosante 6 (40.0)
Fistulizante 2 (13.3)
Manifestaciones Extraintestinales
Si 50 (64.1) 7 (46.7)
No 28 (35.9) 8 (53.3)
Tratamiento
Mesalazina 37 (47.4) 8 (53.4)
Esteroides 22 (28.2) 5(33.3)
Infliximab/Adalimumab 19 (24.4) 2 (13.3)
Reseccion Intestinal Si 8 (10.3) 8 (53.3)
Apendicectomia Si 12 (15.4) 2 (13.3)
Antecedentes Familiares Si 4 (5.1) 2 (13.3)
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Mediante el establecimiento de los modelos genéticos dominante y recesivo

mostrados en las tablas, se analizaron

las asociaciones de

los diferentes

genotipos para cada SNP con la Ell, CUy EC, asi como la asociacion con el alelo

menor (tabla 9) para obtener la significancia estadistica y la razén de momios (OR)

con un intervalo de confianza del 95%.

Tabla 8. Modelos Genéticos y distribucidon genotipica en pacientes con Ell y controles.

Genotipos, N (%)

Genotipo 12 vs 11+22

Genotipo 22 vs 12+11

GG AG AA p OR (95% 1C) p OR (95% ClI)
IL23R Controles G/A 141 (70.5) 56 (28.0) 3 (1.5)
rs11209026 Ell 67 (72.0) 24 (25.8) 2(2.2) 0.694 0.89 (0.51-1.56) 0.689 1.44 (0.23-8.79)
cu 57 (73.1) 19 (24.4) 2 (2.5) 0.538 0.82 (0.45-1.51) 0.548 1.72 (0.28-10.55)
EC 10 (66.7)  5(33.3) 0 (0.0) 0.658 1.28 (0.42-3.93) 0.632 1.82 (0.08-36.88)
CcC CT TT
NOD2 Controles C/T 170 (85.0) 30 (15.0) 0(0.0)
rs2066844 Ell 86 (92.5) 7(7.5)  0(0.0) 0.073 0.46 (0.19-1.09)
CuU 72 (92.3) 6 (7.7) 0 (0.0) 0.103 0.47 (0.18-1.18)
EC 14 (93.3) 1(6.7)  0(0.0) 0.375 0.40 (0.05-3.19)
GG GC CC
NOD2 Controles G/C 189 (94.5) 11 (55) 0 (0.0)
rs2066845 Ell 92 (98.9) 1(1.1) 0(0.0) 0.075 0.18 (0.02-1.46)
cu 78 (100.0) 0(0.0)  0(0.0) 0.034 0.10 (0.006-1.80)
EC 14 (93.3) 1(6.7)  0(0.0) 0.849 1.22 (0.14-10.21)
AA AG GG
IL10 Controles G/A 133 (66.5) 53 (26.5) 14 (7.0)
rs1800896 Ell 45 (48.3) 42 (45.2) 6 (6.5) 0.001 2.28 (1.36-3.82) 0.003 0.47 (0.28-0.78)
cu 39 (50.0) 34 (43.6) 5(6.4) 0.005 2.14 (1.24-3.70) 0.011 0.50 (0.29-0.85)
EC 6 (40.0) 8(53.3) 1(6.7) 0.026 3.17 (1.09-9.16) 0.038 0.33 (0.11-0.98)
CC CT TT
IL10 Controles C/T 183(91.5) 16 (8.00 1(0.5)
rs3024505 Ell 79 (84.9) 12 (12.9) 2(2.2) 0.183 1.70 (0.75-3.84) 0.191 4.37 (0.50-63.65)
cu 64 (82.1) 12 (15.3) 2(2.6) 0.066 2.09 (0.91-4.78) 0.134 5.23 (0.59-76.20)
EC 15 (100.0) 0(0.0)  0(0.0) 0.254 0.00 (0.00-2.70) 0.783 0.00 (0.00-120)
AA AG GG
ATG16L1  Controles A/G 124 (62.0) 65 (32.5) 11 (5.5)
152241880 Ell 74 (79.6) 11 (11.8) 8(86) 0278  0.0002 (0.13-0.55) 1.617 0.315 (0.63-4.09)
cu 63 (80.8) 9(115) 6(7.7) 0.271 0.0004 (0.12-0.56) 1.432 0.493 (0.51-4.06)
EC 11 (73.4) 2(13.3) 2(13.3)  0.319 0.122 (0.07-1.29) 2.643 0.219 (0.53-11.65)

* SNP, Polimorfismo de Nucleétido Unico; 1, Alelo mayor; 2, Alelo menor; N, nimero de individuos; 12 vs

11+22, Modelo dominante; 22 vs 12+11, Modelo recesivo; OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianza.

Para el SNP rs1800896 presente en la region promotora del gen de IL10 se

encontré una asociacion con el riesgo a desarrollar CU (OR= 2.14, 95% IC=1.24-
3.70, p=0.005) o EC (OR= 3.17, 95% IC=1.09-9.16, p=0.026) cuando se presenta
el heterocigoto AG.
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Mientras que al evaluar el genotipo AA se encontré una asociacién negativa con
CU (OR= 0.50, 95% 1C=0.29-0.85, p=0.011) y EC (OR= 0.33, 95% IC=0.11-0.98,
p=0.038). Se realiz0 el analisis del alelo G, mostrando una asociacion con el
riesgo de presentar CU (OR= 1.54, 95% IC= 1.01-2.36, p=0.043) y no se encontrd

asociacion a nivel alélico con la EC.

Tabla 9. Frecuencias del alelo menor de los SNPs presentes en IL-23R, IL-10, NOD2 y
ATG16L1 en pacientes con Ell y controles.

Grupo AM Analisis de asociacion a nivel alélico
OR (95% IC) p- value
Controles
IL23R (n=200) A 338/62 15.5
rs11209026 Ell (n=93) 158/28 15.0 0.96 (0.59-1.56) 0.889
CU (n=78) 133/23 14.7 0.94 (0.56-1.58) 0.823
EC (n=15) 25/5 16.7 1.09 (0.40-2.95) 0.865
Controles
NOD2 (n=200) T 370/30 7.5
rs2066844 Ell (n=93) 179/7 3.8 0.48 (0.20-1.11) 0.083
CU (n=78) 150/6 3.8 0.49 (0.20-1.21) 0.115
EC (n=15) 29/1 3.3 0.42 (0.05-3.23) 0.394
Controles
NOD2 (n=200) C 389/11 2.8
rs2066845 Ell (n=93) 185/1 0.5 0.19 (0.02-1.49) 0.078
CU (n=78) 156/0 0.0 0.11 (0.006-1.84) 0.036
EC (n=15) 29/1 3.3 1.21 (0.15-9.78) 0.851
Controles
IL10 (n=200) G 319/81 20.3
rs1800896 Ell (n=93) 132/54 29.0 1.61 (1.08-2.40) 0.018
CU (n=78) 112/44 28.2 1.54 (1.01-2.36) 0.043
EC (n=15) 20/10 33.3 1.96 (0.88-4.37) 0.091
Controles
IL10 (n=200) T 382/18 45 1.99 (1.02-4.06) 0.048
rs3024505 Ell (n=38) 170/16 8.6 2.42 (1.23-4.96) 0.011
CU (n=32) 140/16 10.3 0.00 (0.00-2.72) 0.235
EC (n=6) 30/0 0.0
Controles
ATG16L1 (n=200) G 313/87 21.8 0.61 (0.37-0.96) 0.039
rs2241880 Ell (n=69) 159/27 14.5 0.55 (0.33-0.92) 0.026
CU (n=57) 135/21 13.5 0.89 (0.37-2.22) 0.822
EC (n=12) 24/6 20.0 1.99 (1.02-4.06) 0.048

* SNP, Polimorfismo de Nucleétido Unico; AM, Alelo menor; FAM, Frecuencia del alelo menor; n, nimero de
individuos; OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianza.

El andlisis del SNP rs3024505 presente en el gen de IL10, mostro una asociacion
con el riesgo a desarrollar CU para el alelo T (OR= 2.42, 95% IC= 1.23-4.96,
p=0.011) pero no para el desarrollo de EC.
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El andlisis a nivel genotipico y alélico para los SNP rs11209026 presente en
IL23R, rs2066844 y rs2066845 presentes en NOD2 y el rs2241880 presente en
ATG16L1 no mostraron diferencias estadisticamente significativas para determinar

la asociacion con la Ell en poblacién mexicana.

Por otra parte la asociacion genotipica del alelo T encontrada para el SNP
rs3024505 y la Ell permitio establecer la posibilidad de que existiera una relacion
con las caracteristicas clinicas de la enfermedad previamente mencionadas, por lo
cual se realizé un andlisis de este alelo a nivel fenotipico, donde se observé una
asociacion entre el alelo T y el inicio del padecimiento a una edad temprana (0 a
16 afios) para CU (OR=4.385, 95% IC= 1.11-19.94, p=0.033) y se demostré que
existe una mayor frecuencia de individuos tratados con esteroides cuando son
portadores de este alelo (OR= 3.33, 95% IC= 1.19-8.69, p=0.019) (Tabla 10).

Para el rs1800896 presente en el mismo gen se encontré la asociacion del alelo G
con el riesgo de presentar CU, pero al realizar el analisis fenotipico no se

demostré asociacion significativa con las caracteristicas clinicas evaluadas.

Tabla 10. Analisis fenotipico de los SNPs rs1800896 y rs3024505 presentes en
IL10 en pacientes con Colitis Ulcerativa.

Edad al Diagnéstico
0-16 afios 1.09 (0.27-4.45) 0.896 4.38 (1.11-19.94) 0.033
17-40 afios 1.09 (0.54-2.19) 0.804  3.69 (0.65-20.7) 0.117
>40 afios 0.89 (0.44-1.80) 0.756 0.05 (0.002-0.96) 0.005
Extensi6on CU
Proctitis 1.37 (0.61-3.06) 0.043 0.12 (0.006-2.24) 0.058
Colitis Distal 0.95 (0.42-2.12) 0.908  5.00 (0.98-25.4) 0.046
Pancolitis 0.57 (0.29-1.10) 0.095  0.96 (0.19-4.68) 0.959
Manifestaciones
Extraintestinales 0.57 (0.26-1.24) 0.159 0.30 (0.01-5.7) 0.227
Tratamiento
Mesalazina 0.94 (0.47-1.90) 0.876 0.09 (0.004-1.67) 0.029
Esteroides 0.79 (0.36-1.71) 0.553  3.33 (1.19-8.69) 0.019
Infliximab/Adalimumab  1.44 (0.62-3.31) 0.384  0.55 (0.09-3.07) 0.491
Reseccién Intestinal 1.30 (0.37-4.55) 0.681  0.38 (0.02-7.45) 0.289

* CU, Colitis Ulcerativa; OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianza.

40



8. DISCUSION

La incidencia de la Ell ha ido en aumento en los uUltimos afios, paralelamente al
progreso de las sociedades y en especial en paises industrializados. Aunque
existen pocos datos epidemioldgicos en México, en 2009 se reportd un incremento
en la incidencia de CU con 76 pacientes diagnosticados por afio (1997 a 2006)
comparado con la década anterior (28 pacientes por afio) (Yamamoto-Furusho,
2009). Es probable que este incremento este asociado con los cambios del estilo
de vida, habitos alimenticios y un mejor conocimiento de los factores que
favorecen la aparicion de la enfermedad y en la unificacion y sistematizacion de
los criterios de diagndstico de la misma. Si bien la etiologia no se comprende en
su totalidad, se ha descrito que tanto factores inmunolégicos como genéticos,

contribuyen en la patogenia y son clave para el entendimiento de la enfermedad.

Durante los ultimos afios se ha confirmado la existencia de mas de 5 millones de
SNP asociados con la Ell, de los cuales un nimero importante se localizan en
genes que participan en la respuesta inmune y varios han sido asociados
especificamente con EC o CU; algunos son compartidos por ambas entidades
(Sepulveda, et al., 2008; Murthy, et al., 2014).

La importancia de la determinacion de las frecuencias alélicas y genotipicas entre
diferentes poblaciones se pone de manifiesto en las diferencias de susceptibilidad
gue presenta cada poblacién a la Ell; en este trabajo se establecen por primera
vez las frecuencias para los polimorfismos presentes en 1L23, NOD2, IL10, y
ATG16L1 en poblacion mexicana, las cuales presentan diferencias significativas
cuando se comparan con las frecuencias reportadas en otras poblaciones a nivel

mundial (Figura 12).

En el caso del rs11209026 presente en IL23R, se observa un aumento muy
marcado en la frecuencia del alelo A (17%) en comparacion con otras reportadas
en el continente americano y europeo, en tanto que en poblacion asiética y

africana el alelo no esta presente. Para el rs1800896 del gen IL10, el alelo A es el
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mas representado en todas las poblaciones y las frecuencias en la poblacion aqui
analizada son similares. Para el alelo G se observa una menor frecuencia en la
poblacion asiatica. El alelo T del rs3024505 presente en el mismo gen esta mas
representado en poblacion europea, seguido de la poblacibn americana y en
poblacibn mexicana se obtuvo un 4.13%, semejante a la poblacién asiatica y
africana. Para los SNPs rs2066844 y rs2066845 presentes en NOD2 las
frecuencias se mantienen parecidas en poblacibn americana, europea; siendo un
alelo ausente en poblacion asiética y africana. El alelo G presente en ATG16L1 se
mantienen las frecuencias en poblacion americana, asiatica y africana y se
observa una mayor frecuencia en el continente europeo (Figura 12). Estos datos
reflejan la variabilidad genética de estos SNP en diversas poblaciones a nivel
mundial y permiten establecer que la identificacion de las frecuencias en cada
étnica es de suma importancia para poder realizar los estudios de asociacion en

pacientes con Ell.

GENES ALELOS| MX | AMR | EUR | ASN | AFR
G 83% | 95%| 93%-~+ 100% | 100%
IL-23R J¥$11209026 a< E -
A * 17% 6% - PR s
A 76.5% ] 55% | 95% | 69%:
rs1800896 N =
G 23.5% |¢30%.) 45% | 5% | 31% )
IL-10 Y X
C 95.88% | 92% ‘| .83% | 97% 9
rs3024505 > ZK{‘: 2 X /f\: %
o T | a13% | s%f 17% f 3% 3.
y ) C 96.25% | 98% | 95% | 1009w 10b%
i| rs2066844 |— oy < .
NOD-2 Yy T 3.75% 2% 5% - e
) P A
; W G 98.38% | 99% | 99% | 100% | 100%
rs2066845 s )
| o c 163% | 1% | 1% - | BTV
b A 77.25% | 68% | 46% | 68% | 69% | 7
ATG16L1| rs2241880
G 22.75% | 32% | 54% | 32% | 31%

Figura 12. Frecuencias alélicas reportadas a nivel mundial para los SNPs
presentes en IL23R, IL10, NOD2 y ATG16L1 (datos consultados en
http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Info/lndex, 2016). MX, poblacién
mexicana estudiada; AMR, poblacién americana; EUR, poblacion europea; ASN,
poblacién asiatica; AFR, poblacion africana.
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Con el desciframiento del genoma humano y el desarrollo de nuevas técnicas de
biologia molecular, se han identificado nuevos genes de susceptibilidad con la Ell
gue se han delimitado en 9 diferentes regiones cromosdmicas. Dentro de estas se
han localizado algunos polimorfismos en genes como NOD2, STAT6, IFNG, VDR,
MHC, TLR4, IL23R, Tromboxano A2, Leucotrieno B4, I1L10, TNFa, ATG16L1, que
estan involucrados en la patogénesis y que contribuyen al desarrollo de la
enfermedad. También se han realizado estudios de estos polimorfismos en
diferentes poblaciones, en donde se han encontrado asociaciones con la
gravedad, localizacién de la enfermedad y edad del paciente a la que se realiza el
diagnostico (Oliver, et al.,, 2007; Rodriguez-Bores, et al., 2007; Yamamoto-
Furusho, 2010).

La presencia de SNPs tiene implicaciones en una serie de alteraciones a nivel de
DNA, RNA o proteinas que generan modificaciones en los mecanismos de
defensa de la mucosa intestinal y que se han asociado con el desarrollo de la Ell
(Yamamoto-Furusho y Sanchez, 2015). Por ejemplo, se ha observado que los
pacientes con Ell que presentan los alelos rs2266844T y rs2266845C de NOD2,
tienen una menor capacidad de secretar a-defensinas por parte de las CP,
favoreciendo de esta manera la colonizacion intestinal por microorganismos
patdgenos y comensales, creando un desbalance en el microambiente de
citocinas que da lugar a una activacién constante del sistema inmune (Kaser, et
al., 2010).

Los SNPs localizados en el gen NOD2 son los mas estudiados, durante varios
afios se han investigado las posibles implicaciones en la patologia de diversas
enfermedades como cancer colorrectal y Ell, asi como su progresion a formas
graves (Alvarez-Lobos, et al., 2005; Gazouli, et al., 2010). Los SNPs rs2066844
(T) y rs2066845(C) se han identificado en el 30-40% de los pacientes con EC en
poblaciones norteamericanas y europeas (Ogawa, et al., 2011) y también se ha

descrito su asociacion con el riesgo a desarrollar CU (Kutikhin, 2011).
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Estos SNPs presentes en NOD2 han sido ubicados en el locus IBD1, primer gen
relacionado con la Ell (Khor, et al., 2011; Ogawa, et al., 2011). El SNP rs2066844
estd ubicado en el exdn 4 de NOD2, este polimorfismo provoca un cambio de
Arginina por Triptéfano en la posicion 702, mientras que el rs2066845 se ubica en
el exdn 8 de la misma proteina con una sustitucion no sinénima de Glicina por
Arginina en posicidon 908, lo cual puede estar directamente asociado con la

susceptibilidad a desarrollar EC (Boukercha, et al., 2015).

Los SNPs rs2066844 y rs2066845 afectan el dominio carboxilo terminal LRR de
NOD-2, inhibiendo la funcién de reconocimiento de ligando y la activacion de
NFkB, de esta manera permite la multiplicacidbn bacteriana, disminuyendo la
tolerancia inmunolégica hacia los microorganismos comensales. En particular,
estas mutaciones estan asociados con la EC en cuanto a su localizacion (lle6n) y
el comportamiento (fistulizante); el genotipo CT y TT del SNP rs2066844 ha sido
asociado con la susceptibilidad a padecer la Ell al igual que el genotipo GC y CC
del rs2066845 (Yamazaki, et al., 2002; Boukercha, et al., 2015).

En poblacién caucésica se realizd un estudio de asociacion con 1196 pacientes
con EIll y 435 controles, donde reportaron una asociacion significativa con el riesgo
a presentar Ell (p< 0.03) para los SNPs rs2066844 y rs2066845; el rs2066845 se
asocid solo con EC (p=0.01) pero no con CU. Mientras que el rs2066844 se asocio
con las dos formas clinicas EC y CU (p<0.005) (Kanaan, et al., 2012). En
pacientes de Argelia se encontré asociacion con la EC y el rs2066844 (p=0.09,
OR=3.67) y para el rs2066845 (p=0.5, OR=1.67) (Boukercha, et al., 2015). Otro
estudio en poblacion sudafricana incluyo 76 pacientes con Ell y 100 controles; en
esta poblacion no reportan asociacion significativa entre los SNP rs2066844 y
rs2066845 y la Ell (Zaahl, et al., 2005). Al igual que en poblacion marroqui y
poblacién china no encontraron asociacion de estos SNPs y la Ell . Los alelos T
para el rs2066844 y C para el rs2066845 no se encuentran representados en

poblaciones del continente africano y asiatico, segun reportes de frecuencias
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alélicas (http://browser.1000genomes.org/Homo_sapiens/Info/Index, consultado
2016).

Los resultados obtenidos en este proyecto no reflejaron asociacion a nivel
genotipico ni alélico para el rs2066844; al determinar las frecuencias alélicas y
genotipicas se observa que el genotipo TT, para el que se ha reportado asociacion
con la Ell en otras poblaciones, no se encuentra representada en los datos
analizados, por lo que no refleja una asociacion con la enfermedad. Para el
rs2066845, el genotipo CC no se encuentra representado en la poblacion
analizada, sin embargo, en otras poblaciones este SNP se asocia con el desarrollo
de EIl. Nuestros resultados concluyen que el rs2066844 y rs2066845 presentes en
NOD2 no se encuentran representados en la poblacion de origen mexicano

analizada.

Aun no se conoce exactamente como participan estos SNPs en la patogénesis de
la Ell, pero la perdida en la funcién de reconocimiento de ligando por el dominio
LRR de NOD-2, esta asociada a una proliferacion de microorganismos,
propiciando la persistencia del proceso inflamatorio debida a la sobre-estimulacion
de la respuesta inmune y a la disminucion de la tolerancia inmunolégica (Corridoni,
et al., 2014).

Por otra parte, también se ha investigado acerca de la participacion del receptor
de IL-23 (IL-23R) en el desarrollo de la Ell. La IL-23 es una citocina descubierta
recientemente que tiene estructura y funciones semejantes a la IL-12. Esta
proteina esta implicada en la produccion de IL-17 a traveés de la activacion de
linfocitos Thl7 y juega un papel muy importante en la respuesta inflamatoria
(Naser, et al., 2012) (Naser y cols., 2012).

Los linfocitos Thl7 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 es un regulador clave en
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la diferenciacion de los linfocitos Th-17 y la expresion del receptor heterodimérico
IL23R e IL-12RB1 el cual regula las actividades de la IL-23. Por lo tanto, en
conjunto, la IL-23 e IL-17 constituyen un mecanismo que media el desarrollo y el

progreso de la inflamacién por células Th-17 (Oliver, et al., 2007).

En modelos animales, se ha demostrado que la IL-23 es esencial para las
manifestaciones de inflamacién cronica intestinal; se observd que ratones
knockout para IL-23 no desarrollan colitis; lo que sugiere la participacion de esta
citocina en la patogénesis de la Ell (Sanchez-Mufioz, et al., 2008). La participacion
de la IL-23 e IL-17 en el desarrollo de EC, se pone de manifiesto por el aumento
en los niveles de estas citocinas, tanto en mucosa intestinal como en el suero de

pacientes con esta patologia (Naser, et al., 2012).

En un estudio con 2, 877 muestras de DNA de pacientes con Ell (dos tercios con
EC y un tercio con CU), se establecié al alelo A en el SNP rs11209026 como una
variante de proteccion. Este polimorfismo provoca un cambio de aminoacido de
Arginina a Glutamina, el cual afecta al residuo 50 de la proteina, concretamente se
sita en la region inicial de la porcién intracitoplasmatica del receptor afectando la
sefalizacion celular; al no existir la unidn citocina-receptor no existe el efecto

biol6gico de la citocina (Oliver, et al., 2007).

Yu y colaboradores demostraron que este SNP presente en el gen de IL-23R
altera la expresion del RNAm y favorece la codificacion para una fraccion soluble
del receptor mediante splicing alternativo, por lo tanto, el alelo A del rs11209026
aumenta la expresion de la forma soluble del receptor y disminuye la sefializacion
de IL-23 y en consecuencia la respuesta Thl7. Los exones son secuencias del
gen que no solo codifican informacion para los aminoacidos, también contienen
elementos cis que influyen en el uso de los sitios de splicing por lo que pueden

regular el procesamiento del RNAm (Watakabe, et al., 1993).
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Por otra parte, Schmidt y colaboradores realizaron un analisis a nivel de expresion
de RNAm de la subunidad p19 de IL-23, los resultados muestran un aumento en la
expresion de los transcriptos de IL-23Rp19 en la mucosa intestinal inflamada estos
estudios sugirieren que la subunidad especifica juega un papel importante en la
patologia de la Ell (Schmidt, et al., 2005; Thompson y Lees, 2011).

Estudios adicionales han confirmado que el SNP rs11209026 confiere proteccion,
esto en poblaciones norteamericanas y europeas. Estos estudios Incluyen
cohortes de poblacién griega (Gazouli, et al., 2010), alemana (Dubinsky, et al.,
2007; Glas, et al., 2007), e irani (Hayatbakhsh, et al.,, 2012), entre otros. En
poblacién alemana reportan una asociacion protectora de este SNP y la EC
(OR=0.43, p=8.04x10-8), asi como con la CU (OR=0.70, p=3.61x10-2) (Glas, et
al., 2007). Se encontr6 una asociacion parecida en poblacion sueca para EC
(OR=0.51, p=0.038) y CU (OR=0.43, p=0.007) (Einarsdottir, et al., 2009). En Reino
Unido también se mostr6 una asociacidbn protectora para EC (OR=0.45,
p=6.65x10-6) y UC (OR=0.63, p=0.008) en 1251 pacientes con Ell y 1134
controles (Cummings, et al., 2007). En una poblacion de nifios caucasicos con
ascendencia no judia, se encontr6 asociacion solo con EC (OR=0.26, p=0.009)
(Dubinsky, et al., 2002).

Debido al papel de la IL-23 en la activacién de las respuestas inflamatorias, el
estudio de esta citocina y de su receptor en todos sus niveles, representa un

blanco importante desde un punto de vista terapéutico (Naser, et al., 2012).

En este estudio se analiz6 el SNP rs11209026 en poblacién control y en los
pacientes con EIll, determinando que las frecuencias genotipicas y alélicas
cumplen con el HWE (p=0.58) y no se observa una desviacion del equilibrio en los
pacientes con EIll. En los estudios de asociacion de casos y controles es de gran
importancia que el grupo control esté en equilibrio de HWE; una desviacion del
HWE en el grupo de los casos podria ser indicio de la existencia de una

asociacion entre el genotipo y la enfermedad estudiada (Soriguer y Morcillo, 2007).
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En el caso del rs11209026 no existid una desviacion del HWE en los pacientes
con Ell y al realizar el andlisis genotipico no se observé asociacion del SNP con la
susceptibilidad a desarrollar la EII.

Asi mismo se analizaron los SNP rs1800896 y rs3024505 presentes en el gen de
IL10, en ambos SNPs se observo una desviacion en el HWE (p=0.029 y p=0.0011
respectivamente). La interleucina 10 (IL-10) es una citocina inmunoreguladora que
actua en las APC, inhibiendo tanto de la sintesis de citocinas como de moléculas

coestimuladoras y moléculas HLA clase Il (Fonseca-Camarillo, et al., 2011).

La regién promotora del gen de IL10 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 forman
estos tres polimorfismos se asocia con la baja produccion in vitro de IL-10 en
linfocitos (Andersen, et al., 2010). En forma particular, el rs1800896 se ha
asociado con la expresion y sintesis de IL-10 in vitro (Zou, et al., 2014). La region
promotora del gen contiene un nimero importante de sitios de reconocimiento
para factores de transcripcié, el rs1800896 afecta el sitio de unién para el factor
de transcripcion Ets modificando asi la expresion de IL10 (Romero-Valdovinos, et
al., 2012; Zou, et al., 2014). Se ha reportado que el genotipo AA se asocia con
bajos niveles de IL-10, AG con niveles intermedios y GG con altos niveles de
citocina en la mucosa intestinal (Turner, et al., 1997; Romero-Valdovinos, et al.,
2012). Con relacién a la asociacion de los SNP’s en la regién promotora del gen

de IL-10 y su asociacion con Ell los resultados ain son contradictorios.

Fonseca y colaboradores reportaron la comparacion en los niveles de expresion
del RNAm de IL-10 en mucosa intestinal de pacientes con CU, en las diferentes
condiciones de la enfermedad (remision y actividad) y las compararon con
poblacién control. La expresion génica de IL-10 fue mayor en los pacientes con

CU en remision en comparacion con CU activa (p=0.001) y con el grupo control
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(p=0.05). Estos resultados muestran la importancia de IL-10 como factor

inmunoregulador en la CU.

Por otro lado, Garza y colaboradores realizaron un estudio de asociacion donde el
heterocigoto AG del rs1800896 se observa incrementado significativamente en EC
y CU (OR=7.76, p<0.01; OR=10.91, p<0.01; respectivamente) y el homocigoto AA
con baja ocurrencia en Ell (OR=0.18, p=0.028). Mientras que en poblacion italiana
se encontré asociacion del alelo A con CU (OR=1.66, p=0.00003) cuando se
compararon con controles (Tedde, et al., 2008).

Se han reportado asociaciones con EC en individuos neo zelandeses con el
genotipo CT y el alelo T (OR=1.5, p=0.022; OR=1.37, p=0.011; respectivamente),
ademas que el alelo T se asocio con el riesgo a un primer diagnéstico de la
enfermedad entre los 17 y 40 afios de edad, desarrollar la EC con comportamiento
estenosante y con el riesgo de reseccion intestinal (p=0.017) para el rs3024505,
mientras que el heterocigoto AG del rs1800896 se asocié con EC (OR=1.73,
p=0.001) (Wang, et al., 2011).

En poblacion danesa se observo un incremento en el riesgo a desarrollar EC y CU
en individuos con el genotipo CC y TT (OR=1.4, p=0.02; OR=1.43, p=0.004;
respectivamente) y riesgo de un diagnostico a edad temprana (antes de los 40
afos) para EC (OR=1.47) y CU (OR=1.35) (Andersen, et al., 2010).

Las contradicciones en estos estudios pueden deberse particularmente a las
limitaciones de las muestras de pacientes con Ell, por lo que es dificil observar
diferencias significativas que demuestren la asociacion y adicionalmente puede
deberse a las diferencias geogréficas y étnicas que hacen mas dificil la

interpretacion de resultados.

La importancia biolégica de rs3024505 en la EIll sigue siendo poco clara, esta

situado en una region intergénica proximal al extremo 3'UTR del gen de IL10. La
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region tiene un alto potencial para contener secuencias reguladoras, se ha
descrito que también afecta la expresion de IL10 por regulacion post-
trascripcional; la presencia de motivos AUUUA en secuencias ricas en AU (ARE)
localizadas en la region 3'UTR podrian estar participando como
desestabilizadores del RNAm (Le, et al., 1997; Powell, et al., 2000; Doecke, et al.,
2013).

En este estudio, para el SNP rs1800896 se encontrd una asociacion con el riesgo
a desarrollar CU (OR= 2.14, p=0.005) o EC (OR= 3.17, p=0.026) cuando se
presenta el genotipo heterocigoto AG. Para el genotipo AA se encontré una
asociacion negativa con CU (OR= 0.50, p=0.011) y EC (OR= 0.33, p=0.038).
Mientras que el alelo G se asocidé con el riesgo de presentar CU (OR= 1.54,
p=0.043) pero no EC; con un poder estadistico de 0.99.

El rs3024505, mostro una asociacion con el riesgo a desarrollar CU para el alelo T
(OR= 2.42, p=0.011) pero no para el desarrollo de EC. El alelo T se asocio,
ademas, con el inicio a una edad temprana (0 a 16 afios) en pacientes con CU
(OR=4.38, p=0.033) y se demostré que existe una mayor frecuencia de individuos
tratados con esteroides cuando son portadores de este alelo (OR= 3.33, p=0.019),

observandose un poder estadistico de 0.94.

Se ha observado que los pacientes con una alteracion en la producciéon de IL-10
presentan casos graves de CUy EC. La regién promotora del gen de IL-10 cuenta
con diferentes variaciones genéticas en donde se ven afectados los niveles de
citocina producida, como es el caso del rs1800896 (Andersen, et al., 2010).

La importancia biol6gica del rs3024505 en la EIll sigue siendo poco clara, esta
situado en una region intergénica proximal al extremo 3'UTR del gen de IL10, la
cual tiene un alto contenido de secuencias reguladoras, por lo que puede estar

implicado en la regulacién de la expresion de IL10 (Wang, et al., 2011).
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Por ultimo, se analizé el rs2041880 presente en el gen de ATG16L1, molécula
implicada en el proceso de autofagia. Durante un estudio del genoma completo, el
mapeo de 19,779 SNP no sinbnimos permitio identificar el SNP rs2241880 A/G; la
cuya variante alélica esta implicada en un cambio de aminoacido treonina por
alanina en posicion 300 del exén 9 de ATG16L1 (Murthy, et al., 2014). La proteina
ATG16L1 se compone de tres dominios: el dominio amino terminal, que media la
interaccion con proteinas Atg; un dominio CCD (Dominio Coiled-Coil), proporciona
la capacidad de autodimerizacion y unién no covalente con ATG5-ATG12; y por
ultimo el dominio WD, consta de siete repeticiones de triptéfano y acido aspértico
(Salem, et al., 2015). EI SNP presente en esta proteina afecta el dominio CCD
disminuyendo la capacidad de formacion del autofagosoma por tanto del proceso
de autofagia y la eliminacion eficiente de patégenos (Cheng, et al., 2010; Naser, et
al., 2012).

La importancia de esta proteina radica en la participacion en el complejo proteico
Atg5-Atg12-ATG16L1 que inicia la formacion del autofagosoma. Estudios en
ratones neonatales deficientes en ATG16L1 muestran baja sobrevivencia; un
segundo modelo utilizando ratones con mutacion en el gen de ATG16L1 muestran
deficiencia en la formacion del autofagosoma en CP y por tanto hay una secrecion
anormal de péptidos antimicrobianos, proponiendo a estas células como
susceptibles a los defectos de autofagia (Khor, et al., 2011; Randall-Demllo, et al.,
2013).

Cheng y colaboradores realizaron un meta-analisis de estudios de asociacion del
rs2241880 vy la Ell realizados en diferentes poblaciones a nivel mundial, mostrando
que el alelo G se asocia con susceptibilidad a EC (OR= 1.32; p<0.00001) y riesgo
a CU (OR=1.06, p=0.02) (Cheng, et al., 2010).

Un estudio en poblacién hingara mostro asociacion del genotipo GG y la EC
(OR=1.39, p=0.037), con un desarrollo de la enfermedad preferentemente en

colon (OR= 1.83, p=0.036) (Lakatos, 2009). Una asociacion similar se observé en
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neo zelandeses (OR=1.41, p=0.0001) para EC, pero no para CU (Roberts, et al.,
2007). Blning y colaboradores reportan una asociacion con el riesgo a EC (OR=
1.31, p=0.0005) en poblacién europea (alemanes, hungaros y holandeses).

En la cohorte analizada para este SNP no se encontré asociacion con el desarrollo
de la enfermedad. En estudios de asociacion genética en otras poblaciones como
en griegos y chinos, el genotipo GG se ha encontrado asociado con
susceptibilidad a desarrollar EC (OR= 1.38 y OR=1.18 respectivamente) (Gazouli,
et al., 2010; Zhang, et al., 2014).

En este trabajo se describe por primera vez la frecuencia relativa de diversos
SNP’s presentes en genes implicados en la respuesta inmune y su asociacion con
proteccion o susceptibilidad en el desarrollo de las formas clinicas de la Ell. La
aparicion 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 como 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.
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9. CONCLUSIONES

Los SNPs presentes en los genes IL23R (rs11209026), IL10 (rs1800896 y
rs3024505), NOD2 (rs2066844 y rs2066845) y ATG16L1 (rs2241880) cumplen
con el HWE por lo que pueden ser considerados marcadores biolégicos en

poblacién de origen mexicano.

Los genotipos asociados a riesgo en los SNP’s rs2066844 y rs2066845 en
NOD2, no se encuentran representados en la poblacion de origen mexicano

analizada.

Los SNPs rs1800896 y rs3024505 en el gen de IL10, presentan diversas
asociaciones genotipicas tanto con EIl como con CU y EC en la poblacion
analizada, por lo que se establecen como marcadores de riesgo en la

enfermedad.

El alelo T del rs3024505, en IL-10, se asoci6 a un inicio temprano de los
sintomas en CU y se demostré que existe una mayor frecuencia de individuos

tratados con esteroides cuando son portadores de este alelo.

Este estudio demuestra que diversos SNP’s relacionados con la respuesta
inmune, estan asociados con factores genotipicos y fenotipicos en pacientes
con EIl de origen mexicano y pueden ser propuestos como marcadores de

riesgo, proteccion o progresion de la Enfermedad.
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