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1. Resumen

Los polimorfismos de un solo nucleotido son variaciones que involucran el cambio
de una base nitrogenada por otra o bien la insercién de una sola base en una
posicion dada, se encuentran distribuidos a lo largo de todo nuestro genoma y su
presencia en él, los hace de gran importancia tanto medica como biologica pues
se ha descubierto su asociacion con diversas enfermedades, tal es el caso de los
polimorfismos del gen CARD15/NOD2 asociados a un mayor riesgo de padecer la
enfermedad de Crohn. Aunque se sabe con seguridad que los polimorfismos
R702W, G908R y L1007fsinC son un factor de riesgo en poblaciones caucasicas
también se ha demostrado que existen diferencias marcadas entre distintas
poblaciones. Esta revision bibliogréfica tiene como objetivo conocer la situacion
actual de las variantes en el gen CARD15/NOD2 y otros genes (polimorfismos de
un solo nucleotido) con respecto al riesgo de padecer la enfermedad de Crohn en
distintas poblaciones. Para ello se realiz6 una busqueda exhaustiva de la
informacion en buscadores especializados como PUDMED y Google scholar. Las
palabras clave incluyeron: IBD, Crohn’s disease, CARD15/NOD2, polymorphisms,
Asian, African, Latin-American, populations etc. La informacion se obtuvo de
articulos de revision, metaanalisis y articulos experimentales, se elaboraron tablas
para resumir la informacion de las frecuencias de los portadores en distintas
poblaciones y sobre polimorfismos de un solo nucle6tido en genes distintos a
CARD15/NOD2 en poblaciones no caucasicas. También se elaboro un mapa que
con la informacién de la tabla de frecuencia de portadores en diversas
poblaciones. La informacién que se tiene con respecto a la frecuencia de los
portadores, genes asociados y datos epidemiolégicos sobre EC es escasa en
Latinoamérica, Africa y Asia. CARD15/NOD?2 sigue siendo uno de los genes con
una fuerte asociacion al riesgo de padecer EC en la actualidad se han reportado
distintos genes que tienen mayor importancia en otras poblaciones y que también
tienen diferencias por lo que la genética de poblaciones es muy importante para

poder dilucidar esta diferencias



2. Introduccion

Se considera a los polimorfismos de un solo nucleétido o SNP (por sus siglas en
inglés) como variaciones en una secuencia genética en las que existe sustitucion o
insercién de un solo nucledétido por otro en una posicion dada (Vignal et al, 2002;
Thavamanikumar et al; 2011), no obstante no todas las variaciones que involucran
este tipo de cambios pueden ser consideradas como SNP ya que deben estar
presente en al menos 1% de la poblacion (Brooks, 1999; Vignal et al, 2002; Checa-
Caratachea, 2007). La mayoria de los SNP son bialélicos, lo que significa que tienen
2 alelos (Checa-Caratachea, 2007; Rao y Gu, 2008; Ramirez-Bello y Jiménez-
Morales, 2017).

Los SNP se encuentran distribuidos a lo largo de todo nuestro genoma y tienen una
frecuencia de 1 por cada 1000 pares de bases (pb) (International HapMap
consortium, 2005) por esta razén una de las clasificaciones mas conocidas de estos
polimorfismos se da en dependencia de la posicion que ocupan dentro del genoma,
por lo que podemos tener: cSNP si el polimorfismo se encuentra en regiones
codificantes, iISNP si esta presente en regiones intronicas, rSNP si se presenta en
regiones reguladoras y gSNP si el polimorfismo esta en regiones intergendmicas
(Cargill, 1999). Por su parte los SNP en regiones codificantes se dividen de la
siguiente manera (Hernandez-Romano, 2009): si genera una alteracion en la
secuencia aminoacidica de una proteina y por lo tanto afecta su funcién se le
denomina polimorfismo no sinébnimo (nsSNP) pero si no altera la secuencia se le

denomina SNP sin6nimo (sSNP) (figura 1).



Intrén

Fig. 1. Se ejemplifica la clasificacion de los SNP de acuerdo con su posicion en el genoma.

La presencia de los SNP a lo largo de nuestro genoma los hace de gran importancia
tanto medica como biolégica ya que como se menciond anteriormente la alteracion
de uno de los nucledtidos puede generar alteraciones en la proteina que se traduzca
en un funcionamiento nulo o exacerbado; otras variantes funcionales en regiones
promotoras pueden alterar la actividad transcripcional del gen o en regiones
intronicas afectar la estabilidad del gen. De cualquiera de las alteraciones
mencionadas se puede correr el riesgo de que los individuos portadores de algun
SNP puedan desarrollar alguna enfermedad o bien tener un mayor riesgo de
padecerla; asi diversos estudios asocian a los SNP con alguna enfermedad como
el Alzheimer o la ataxia de Friedrich (Iniesta, Guin6 y Moreno, 2005), un claro
ejemplo también son los diversos polimorfismos del gen CARD15/NOD2 asociados
a enfermedades inflamatorias, y especificamente a un mayor riesgo de padecer la
enfermedad de Crohn.



3. Antecedentes

3.1 Gen CARD15/NOD2
El gen NOD2/CARD15 fue identificado y caracterizado en monaocitos en el afio 2001

por el equipo de investigacion de Ogura, la razén de su nombramiento como NOD2
fue la homologia estructural que compartia con el gen NOD1 anteriormente
descubierto, aunque a diferencia de este, poseia dos dominios CARD (Ogura et al.,
2001). Poco tiempo después fue renombrado como CARD15 por el comité de
nomenclatura HUGO y el término NOD2 se uso para referirse al receptor intracelular
codificado por este gen (Gémez-Garcia, 2009). El gen se encuentra ubicado en el
cromosoma 16 (16g12) y contiene 12 exones y una secuencia genomica de 35.9 kb
(Vermeire, 2004; Croucher et al., 2003). Su estructura es similar a los reguladores
de apoptosis celular APAF1/CED4/NODL1y al gen R de resistencia contra patégenos
de las plantas que de acuerdo con Leong et al. (2003) y Ogura et al. (2001). Aunque
en un principio se pensaba que se expresaba solo en monocitos ahora se sabe que
esta también expresado en una gama mayor de células, las cuales incluyen células
T, células B, macrofagos, células dendriticas, mastocitos, células de Paneth, células

madre, células caliciformes y enterocitos (Al Nabhani et al, 2017).

La proteina codificada por el gen CARD15/NOD2 tiene una longitud de 1040
aminoacidos y su estructura basica consta de 3 regiones (figura 2) (Ogura et al,
2001; Inohara et al., 2002)

1- Region amino terminal: Contiene dos dominios CARD (dominio de
reclutamiento de caspasas) involucrados en la apoptosis celular y la
activacion de NF-KB (factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de las
células B activadas). Este dominio le permite interactuar con diversas
proteinas corriente abajo

2- Region NOD:(dominio de oligomerizacion de nucleétidos): es esta region la
gue se encarga de la auto-oligomerizacién de la proteina. Esta compuesta a

su vez de cuatro partes (Maekawa et al, 2016; Al Nabhani et al, 2017): el
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dominio de union de nucledtidos (NBD), una hélice alada (HW) y dos
dominios hélice (HD1 y HD2)

3- Region carboxilo terminal: esta regidn contiene 10 secuencias repetidas
ricas en leucina (LRR) similar a los receptores tipo Toll. Es este dominio el
que participa en el reconocimiento del muramil dipéptido y otros patrones

moleculares asociados a patdogenos

Potential ligand .
binding pocket | .o | ‘

R N
SN \'\i\,
@..: \\} “ LRR

"

CARD1 CARD2
_ NBD HD1 WHD HD2  LRR

\ A NOD A )

| | |
signal oligomerization  ligand recognition
transduction

Fig. 2. Estructura de NOD?2 tanto lineal como tridimensional en la que se observan los tres dominios
principales. En la figura también se observa el sitio de union del ligando, la interaccién entre los
subdominios WHD y NBD mediada por ADP. Imagen tomada de Maekawa et al, 2016.
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3.2 Sefializacion y Funciones de la proteina NOD2

La proteina NOD2 funciona como un receptor citosélico que detecta muramil
dipéptido o MDP, un componente de la pared bacteriana (Girardin et al, 2003;
Inohara et al, 2003 y Eckmann y Karin, 2005). La union de NOD2 con su ligando el
MDP produce una secuencia de sefializaciones que desencadena la activacion de
NF-kB (factor nuclear potenciador de las cadenas kappa de las células activadas
B)(Correa et al, 2012), MAPK (proteina quinasas activadas por mitégeno), JNK
(quinasas c-Jun N-terminal) (Ebrahimiadib et al., 2016, Keestra-Gounder y Tsolis,
2017), ademas de esto la interaccion de MDP con NOD2/CARD15 estimula la
liberacién de citocinas, péptidos antimicrobianos o0 AMPs, mucinas y la activacién

de sistema inmune innato y adaptativo (Ferrand et al., 2019).

La interaccion ligando-receptor de NOD2-MDP se da a través del dominio LRR
(Rogler, 2007). En su forma inactiva NOD2 se encuentra empaquetado gracias a la
interaccion entre los subdominios WHD y NBD mediada por ADP, tras la unién de
MDP con el dominio LRR el subdominio HD2 va a mediar cambios en HD1 para
permitir la auto oligomerizacién y en la interaccion WHD-NBD para permitir el
intercambio de ADP por ATP y asi exponer los dominios CARD dando lugar a la
forma activa de la proteina (Strober y Watanabe, 2011), la oligomerizacion provee
un andamio para el reclutamiento de RIPK2 (Serina/Treonina proteina cinasa 2 que
interactian con el receptor) (Maekawa et al, 2016) ambas proteinas van a
interactuar de manera hemofilica debido a que las dos poseen dominios CARD.

Una vez unida la proteina adaptadora RIPK2, se van a reclutar proteinas inhibidoras
de apoptosis (IAPs) con funcién E3 ubiquitina ligasa como XIAP, clAP y clAP2 que
van a generar una poliubiquitinacién en RIPK2 para que esta sea capaz de reclutar
dos complejos mas: el primero es el complejo TAK1, formado por TAK1(factor de
crecimiento transformante-B- cinasa activada 1), TAB1(TGF-B cinasa activada
proteina de union 2) y TAB3(TGF-B cinasa activada proteina de unién 3) una vez
formado el complejo este va a activar la via de sefializacion de MAPK (Zhong et al,
2013; Trinidade & Chen, 2020). Ademas de esto el complejo TAK1 activa al segundo
complejo (IKK) al conducir la ubiquitinacién de NEMO vy fosforilar al complejo IKK en
la unidad .
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El segundo complejo reclutado por RIPK2 como ya se mencion6 se denomina IKK
y esta compuesto a su vez por la cinasa IKKa, la cinasa IKKB y el modulador
esencial del NF-kB (NEMO) o también llamado IKKy. Una vez activado el complejo
IKK por accién del complejo TAK1, se va a inactivar a IKBa (inhibidor a del NF-kB)
al fosforilarlo permitiendo asi la activacion del NF-kB (Dominguez-Martinez et al.,
2018). La activacidon de las vias mencionadas causa la estimulacion de la actividad
transcripcional necesaria para la activacion de la respuesta inmune (Thiébaut et al,

2016), incluida la produccion de citocinas proinflamatorias (Tattoli et al, 2007).

Lo anterior describe la principal cascada de sefializaciones por la cual la interaccion
de MDP con el dominio LRR de NOD2/CARD15 activa al NF-kB y se esquematiza

de manera sencilla en la figura 3

Invasive bacteria Bacterial secretion system Extracellular MDP OMVs (8. fragilis)

(B. abortus) Mor
MDP

MoP

g e

Active Nod2  caxD = cAxD
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o
o Pro-IL1f

i1 e — cARD 8 CARD = covelop
. . Autophagy o ]
Replication e » P

" w e

~— MAPK— o
L\KQ’"’
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Fig. 3. Via de sefalizacién de NOD2 activado por la interaccién con MDP. En la forma inactiva hay una interaccion
entre NDB y WH medida por ADP que permite el empaquetamiento; una vez unido el ligando HD2 media cambios
conformacionales en las regiones antes mencionadas y HD1a fin de permitir un intercambio de ADP por ATP, la
auto oligomerizacién y la exposicion del dominio CARD. En su forma activa NOD2 recluta a la proteina
adaptadora RIPK2, que terminara con la activacion de las vias de MAPK y del NF-kB. Imagen tomada de Al
Nabhani et al, 2017
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A pesar de que el MDP es el principal ligando de NOD2, este receptor citosolico es
capaz también interactuar con diversas proteinas en otros procesos moleculares
como la respuesta inflamatoria ante el estrés del reticulo endoplasmico (Strober y
Watanabe, 2011) (figura 4) e incluso es capaz de detectar en algunas infecciones
viricas como la de SRV (virus sincitial respiratorio) ARN virico monocatenario
(ssARN) (Sabbah et al, 2010), a diferencia de su activacién por MDP, al ser activado
por ssSRNA NOD?2 interactua con la proteina de sefalizacion antiviral mitocondrial o
MAVS con la finalidad de activar al factor regulador de interferon 3 (IRF3) y la
expresion de interferon 1(Keestra-Gounder y Tsolis, 2017). Otros estudios
demuestran la participacion de NOD2 ante infecciones por protozoarios parasiticos
(Silva et al, 2010; Corbett et al, 2015), en la deteccion de estrés en el reticulo
endoplasmico (Byndloss et al, 2016), en el proceso de autofagia en conjunto con el
complejo de proteina 16 similar a 1 de autofagia o ATG16L1 (Dominguez-Martinez,
et al, 2018), e inclusive activacion de NOD2 puede llevarse a cabo por factores de
virulencia (Keestra et al, 2011)
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Fig. 4. Ademés de sensar MDP, NOD?2 es capaz también de participar en diversos procesos como
la deteccion de ssRNA virico, activando vias de inflamacion en respuesta al estrés del reticulo
endoplasmico y en la autofagia al interactuar con ATG16L1. Imagen obtenida de Negroni et al.,
2018

3.3 Principales polimorfismos de un solo nucleétido del gen
NOD2/CARD15 y su asociacion con la enfermedad de Crohn

3.3.1 Enfermedad inflamatoria intestinal (Ell)

Se trata de una enfermedad idiopética cronica caracterizada por la inflamacion del
tracto digestivo, en ella se incluyen principalmente 3 subtipos de esta: La colitis
ulcerosa (CU), la colitis indeterminada (Cl) y la enfermedad de Crohn (EC) (Gomez-
Garcia, 2009; Graham & Xavier, 2020). La etiologia de la Ell se desconoce, pero se
considera que se debe a multiples factores como los ambientales, inmunolégicos y

genéticos. (Yamamoto-Furusho et al, 2017; Flynn & Eisenstein ,2019)
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En cuanto a la epidemiologia la Ell es mas comun en poblaciones caucasicas coma
las del norte de Europa y Norteamérica, no existen diferencias con relacion al sexo
y el inicio de la enfermedad se da generalmente entre los 20 y 40 afios (Flynn &
Eisenstein ,2019)

3.3.2 Colitis ulcerosa
La colitis ulcerosa se caracteriza por afectar principalmente al intestino grueso y

causa la inflamacion de la mucosa que recubre desde el recto hasta el colon mas
proximal, su incidencia es de 1.2 a 20.3 por cada 100,000 personas, los factores de
riesgo incluyen factores ambientales, inmunol6gicos, de la microbiota y genéticos
(Gajendran et al., 2019; Rubin et al., 2019).

factores
ambientales

colitis

X eneticos
ulcerativa g

inmunologicos

Fig. 5. Factores de riesgo en el desarrollo de la colitis ulcerosa, aunque estos factores también
estan presentes en la enfermedad de Crohn y en general en la EIl. Tomada de Gajendran et al.,
2016
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3.3.3 Enfermedad de Crohn

A diferencia de la CU la enfermedad de Crohn puede afectar a cualquier parte del
tracto digestivo (Desde la boca hasta el ano) (ACCU, 2019), aunque las regiones
afectadas mas comunes son el ileon terminal y el colon. Los sintomas, aunque
variables pueden incluir diarrea, dolor abdominal, pérdida de peso, nauseas, fiebre
y escalofrios. El curso de la EC se va a dar en periodos de remisiones y brotes.
(Monrroy & Ibéfiez, 2013)

La incidencia de la enfermedad de Crohn hasta 2012 se estimaba de 3 a 20 casos
por cada 100,000 personas por afio (Molodecky et al., 2012), como es de esperarse
al ser parte de la Ell no hay diferencias en el riesgo de padecerla cuando se habla
del sexo. La edad de inicio se estima en promedio entre los 20 y 30 afios, pero

muchas veces sucede antes. (Feuerstein et al., 2017)

Aungue la EC fue descrita desde el afio 1932 la etiologia continua sin estar del todo
clara, pero se considera que participan factores ambientales, inmunoldgicos,
alteraciones en la microbiota intestinal y factores genéticos. También se ha
observado que las poblaciones caucasicas son mas propensas a padecerla y que
en poblaciones asiaticas, africanas e hispanas representa un menor riesgo, sin
embargo, con la occidentalizacion de paises asiatico y la urbanizacion acelerada de
paises en vias de desarrollo la incidencia en estas poblaciones se ha visto

considerablemente aumentada. (Torres et al., 2017)

El diagnostico de esta enfermedad al igual que las otras variantes de la Ell es dificil
de realizar ya que en muchas ocasiones la EC puede ser confundida con otras
enfermedades tales como la apendicitis, la enfermedad de Behcet, la tuberculosis
intestinal y también con la colitis ulcerosa (Feuerstein et al, 2017; Mosquera-Klinger
& Ucroz, 2018). A continuaciéon, se muestra una tabla donde se compara el

diagnéstico de la EC y la CU:



17

Tabla 1. Comparacion en el diagnoéstico de la UC y la EC. Tomada y traducida de
Sairenji et al., 2017

Caracteristicas evaluadas Enfermedad de Colitis ulcerosa
Crohn

Historial

Inicio Mas abrupta Mas indolente
(dia/semana) (semana/mes)

Localizacién En cualquier parte Comienzaen el recto y
del tracto avanza proximalmente
gastrointestinal

Dolor abdominal Comdun Raro

Sangrado rectal + ++

Sintomas no gastrointestinales Comunes Raros

Fatiga +++ ++

Pérdida de peso +++ +

Examen fisico

Fiebre +++ +

Sensibilidad abdominal +++ +

Enfermedad perianal +++ +

Cambios en los ojos, las ++ -

articulaciones o la piel
Laboratorio

Anemia +++ ++
Proteina reactiva C elevada y/o +++ +
rango de sedimentacion de

eritrocitos

Anti-Saccaromyces cerevisiae ++ -
Anticuerpo citoplasmatico anti + +++

neutrofilico perinuclear
Observaciones por endoscopia

Afectacion rectal +/- +++
Afectacion continua de la mucosa + +++
Cambio transmural en la biopsia +++ -
Granulomas +++ +

Como se observa en la tabla 1 el diagnostico toma varios aspectos como lo son el
historial, un examen fisico, observaciones endoscopicas y de radiologia y el analisis
en laboratorio de algunos biomarcadores como la proteina reactiva C (PCR no
confundir con la reaccion en cadena de la polimerasa) y el ASCA (Anti-Saccaromyces

cerevisiae). También se puede notar que varios de los sintomas son compartidos por
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estas enfermedades por lo que el diagnostico puede demorar mucho tiempo o

incluso ser incorrecto en algunas ocasiones. (Yamamoto-furusho et al., 2017)

Para facilitara el estudio de EIl y sus subtipos se han elaborado diversas
clasificaciones, la mas utilizada actualmente es la clasificacion de Montreal
(PANCCO, 2020) en la que se evalua para la enfermedad de Crohn aspectos como
la edad de inicio de la enfermedad, la localizacion y las manifestaciones fenotipicas
esto con la finalidad de facilitar la comparacion entre distintas poblaciones y para
homogeneizar criterios (Gompertz & Sedano, 2019)

Tabla 2. Clasificacién de Montreal para la Enfermedad de Crohn

Edad (cuando fue diagnosticada) A - Al =16 afios 0 menos

- A2=17 a40 afios

- A3 =40 afios 0 mas
Localizacién L - Ll=ileon terminal

- L2=Colon

- L3 =lleocolonico

- L4 =Tracto digestivo alto
Comportamiento de la enfermedad B - B1 = Inflamatoria

- B2 =Estenosante

- B3 =Fistulizante

- P =enfermedad perianal

3.3.4 SNP’'s de CARD15/NOD2 asociados a la enfermedad de Crohn

Poco tiempo después del descubrimiento del gen CARD15/NOD2 variantes
polimorficas del gen fueron asociadas a un mayor riesgo de padecer la enfermedad
de Crohn (Ogura et al., 2001; Hugot et al., 2001). Se trata de los polimorfismos
R702W (Arg702Trp), G908R (Gly908Arg) y L1007fsinC (Leu1007fsinC), los cuales

se describen a continuacién (imagen 6):
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R702W: Existe un cambio de nucleétido dentro del exén 4 del gen, este
cambio es una sustitucion de citosina por timina en la posicion 14,272
causando asi el cambio de arginina por triptéfano en la posiciéon 702 de la
proteina

G908R: En este SNP hay un cambio de guanina por citosina en la posicion
25,368 dentro del exdn 8 esto se traduce en el cambio de glicina por arginina
en el aminoacido 908.

L1007fsinC: A diferencia de los polimorfismos anteriores donde hay una
sustitucion de una base por otra, en este SNP hay una insercion de una
citosina en la posicion 32,629 que esta en el exdn 11. Esta insercién genera
un codén de paro después de la leucina de la posicion 1007; como
consecuencia del codon de paro se genera una proteina que solo consta de
1007 aminoécidos de un total de 1040

Algo que se debe destacar es que los tres polimorfismos afectan a la region LRR
(Mukhherjee et al, 2019).

— NN

QuiIs}Z00L1

128 124 127 2

CARD CARD Dominio LRR

Fig. 6. Se muestran las posiciones donde se encuentran los tres polimorfismos: R702W se encuentra en el
exon 4, G908R esta ubicado en el exdn 8 y L1007fsinC en el exdn 11. Imagen obtenida y modificada de
Bonen y Cho, 2003.
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Otro punto importante es la relacion entre los tres principales polimorfismos de
CARD15/NOD?2 vy la etiologia de la enfermedad de Crohn, hasta ahora tanto CD
como colitis ulcerosa permanecen sin tener una etiologia clara (ACCU, 2019).
Ademas de los diversos estudios sobre frecuencias alélicas en distintas poblaciones
otros se han enfocado en como el ser portador de los polimorfismos R702W, G908R

y L1007fsinC contribuye al proceso patolégico de la enfermedad de Crohn.

Estudios muestran que en la etiologia de IBD existe una tolerancia disminuida
componentes del microbioma presente en el intestino (Maloy y Powrie, 2011), otra
de las observaciones es el hecho de que existe una desregulacion en la microbiota
del intestino (Pascal et al., 2017)

Actualmente existen 2 teorias importantes de sobre la participacion de los
polimorfismos R702W, G908R y L1007fsinC contribuyen a la patologia de la
enfermedad de Crohn (Strober et al., 2014). La primera de las propuestas es la
asociada al tener una reduccion en la expresion de péptidos antimicrobianos o
AMPs, como a-defensinas y parte del hecho de que NOD2 se expresa en células
de Paneth, cuya funcion incluye liberar AMPs y patrticipar en la respuesta inmune
del intestino (Bevins et al., 2011); ya en el 2004 se habia sefialado que las tres
principales mutaciones en CD estan asociadas con una reduccién de a-defensinas
en especifico HD5 y HD6 (Wekhamp et al., 2004), de esta manera las mutaciones
de NOD2 estarian asociadas a una reduccion en la actividad microbiana en el
intestino y la invasion de bacterias patdgenas (Coretti et al.,, 2017). Pese a los
diversos estudios que demuestran la relacion entre la reduccion de defensinas y las
mutaciones en NOD2, se ha sugerido que las mutaciones no explicarian totalmente
el decremento de defensinas HD5 por lo que se ha propuesto que la reduccion de
estas seria provocada mas bien por la pérdida de tejido en la inflamacion y no a las
mutaciones de NOD2 (Simms et al, 2008).

La segunda teoria esta siendo evaluada y propone que el mecanismo por el cual las
mutaciones de NOD2 estan involucradas en la CD seria principalmente a través de
la regulacion de NOD2 sobre los mecanismos del sistema inmune innato. Esto parte

de observaciones en modelos murinos a los que se les induce la colitis y se les
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suministra MDP libre, los ratones tratados de ésta manera muestran mejoras al
reducir la respuesta inflamatoria, esto se debe a que al parecer que NOD2 regula la
respuesta posterior de receptores TLR, sin embargo cuando estan presentes alguno
de los 3 polimorfismos ésta regulacion por parte de NOD2 hacia los TLR no se da
de manera adecuada conduciendo asi a respuestas exageradas de TLR y la

inflamacion sostenida. (Strober et al, 2014).

4. Justificacion

La enfermedad de Crohn es un padecimiento cronico e incurable para el que los
tratamientos se basan principalmente en reducir los sintomas o disminuir su
progreso, no obstante, en muchos casos es necesario que los pacientes sean
intervenidos quirdrgicamente. Si bien es cierto que en poblaciones no caucasicas la
enfermedad representa un menor riesgo, es bien sabido que la incidencia y
prevalencia de esta enfermedad continua aumentando en poblaciones asiéticas,
africanas y latinas. Aunado a esto la etiologia de la enfermedad no esta del todo
clara al ser una enfermedad multifactorial y entre los factores genéticos que se han
descrito existen diferencias en dependencia de los rasgos étnicos, por lo cual es
necesario conocer la situacion actual de estas diferencia y de los avances en el

conocimiento de los polimorfismos implicados en la enfermedad de Crohn.
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5. Hipotesis

Se ha demostrado la diferencia que existe en las frecuencias de los polimorfismos
del gen CARD15/NOD?2 en distintas poblaciones por lo que se espera que mediante
la revision bibliografica estas diferencias sean notables en paises de Latinoamérica
también se esperan diferencias en polimorfismos en otros genes asociados a la

enfermedad de Crohn

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

- Conocer la situacién actual de la enfermedad de Crohn, los polimorfismos
involucrados en el riego de desarrollarla y las diferencias que existen entre

distintas poblaciones

6.2 Objetivos especificos

- Revisar la informacién de articulos experimentales, metaanalisis y articulos
de revision sobre la enfermedad de Crohn y los factores genéticos de riesgo
como los polimorfismos de un solo nucledtido usando motores de busqueda
especializados como PUDMED y Google scholar

- Comparar las frecuencias de los portadores de los polimorfismos de un solo
nucledtido del gen CARD15/NOD2 (R702W, G908R y L1007fsinC) en
distintas poblaciones

- Conocer los polimorfismos de un solo nucleétido en poblaciones donde no
se encontré asociacién entre los polimorfismos R702W, G908R y L1007fsinC

mediante la elaboracion de una tabla
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7. Material y Métodos

Para esta investigacion bibliogréafica se usaron distintos buscadores
especializados como PUDMED y Google scholar, la primera parte de la busqueda
consistié en la revisioén de articulos sobre el gen CARD15/NOD2 comenzando
desde el afio 2001 en el que se descubrié este gen, las palabras clave para
realizar dichas busquedas consistieron en las siguientes: Polymorphisms, Crohn
disease, IBD o inflammatory bowel disease, gen CARD15, NOD2 principalmente
estas dos se utilizaban en conjunto para obtener mejores resultados, los articulos
seleccionados en esta primera parte podian ser tanto de revision como

experimentales.

La segunda busqueda realizada consistié en la seleccién de aquellos articulos
experimentales donde se genotiparan los polimorfismos de CARD15/NOD2 en
pacientes con la enfermedad de Crohn. La tercera parte de la busqueda consistié
en buscar articulos experimentales donde se demostrara la relacion existente
entre los 3 polimorfismos mayormente relacionados con la enfermedad de Crohn 'y
se utilizaban las palabras clave: R702W, G908R y L1007fsinC junto con diseases.
Ademas de esto se buscaron articulos de revision y metaanalisis recientes
(antigledad no mayor a seis afios) donde se sintetizaran la incidencia y

prevalencia de la enfermedad de Crohn.

Por ultimo, la busque mas extensiva se realiz6 en las frecuencias de estos
polimorfismos en poblaciones no caucasicas como la asiatica y principalmente la
latinoamericana, otras poblaciones también revisadas fueron africanas y arabes.
Las palabras clave para estas busquedas fueron: Latinamerica, Asian, population,
Crohn’s disease polymorphisms, Mexico, Mexican, Argentinian, Brazilian, African,
Turkish, Chinese, Peruvian, etc., todas aquellas que hicieran referencia a los
gentilicios de poblaciones no caucasicas, para complementar se buscaron otro
polimorfismos y genes diferentes a NOD2 que estuvieran presentes en esas

poblaciones y que estuvieran relacionados con la enfermedad de Crohn o con ElI.
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Criterios de inclusion y exclusién

1. Los estudios deben centrarse en pacientes con enfermedad de Crohn, su genotipificacidon con
respecto a los polimorfismos en pacientes pertenecientes a una misma poblacion

2. Los estudios de revisién sobre lo que se sabe del receptor NOD2 debe ser lo mas reciente posible
para que ya se haya descartado informacién que ha sido corregida

3. Los articulos sobre las mutaciones de NOD2 y su participacidn en otras enfermedades deben ser
sobre los polimorfismos R702W, G908R y L1007fsinC

PUDMED y
Google scholar

Polymorphisms, Crohn disease,
IBD o inflammatory bowel disease,
gen CARD15, NOD2

palabras clave

Gen CARD15/NOD2

dese el ano 2001

participacion de los SNP
de CARD15/NOD2 en la Frecuencias polimorficas SNP de riesgo de la EC en
enfermedad de Crohn en distintas poblaciones otras poblaciones
ofras enfermedades
solo donde se confirmaral !sin distincion de aﬁol | solo SNP confirmados

:

datos epidemiologicos

antiguedad no mayor a 6 afios

Fig. 7. Esquema donde se muestra el proceso de seleccion de los articulos usados para esta investigacion
bibliogréfica, los criterios de seleccidn se muestran arriba.




25

8. Resultados

8.1 Polimorfismos de CARD15/NOD2 en otras enfermedades

Ademas de la enfermedad de Crohn existen otros padecimientos también asociados
con SNPs del gen CARD15/NOD?2 el sindrome de Blau (BS) es un ejemplo, este
sindrome esta caracterizado por artritis granulomatosa, uveitis y erupcion cutanea
con camptodactilia, aunque no esta asociada a los tres principales polimorfismos de
CARD15/NOD2 si esta asociada a polimorfismos de este gen en la region NBD
(R334W, R334Q y L469F) (Miceli-Richard et al, 2001)

También la colitis ulcerosa UC que es parte de IBD parece tener una asociacion con
los principales polimorfismos de CARD15/NOD2 pese a no estarlo de manera
directa como en la enfermedad de Crohn podria estar actuando en sinergia junto

con un locus de susceptibilidad a IBD el locus IBD5 (McGoven et al.,2003)

En 2007 se realiz6 un estudio donde se resumia la informacion hasta ese momento
sobre la asociacion entre los SNPs de CARD15/NOD2 y diversas enfermedades
principalmente inflamatorias (Henckaerts y Vermeire, 2007), a continuacion, se

muestran la informacion obtenida por ellos:

Tabla 3. Estudios sobre la relacion de las variantes polimérficas de CARD15/NOD2 en distintas
enfermedades. Traducida y modificada de Henckaerts & Vermeire, 2007.

Tipo de Enfermedad n Variantes Efecto de las Referencia
enfermedad estudiadas variantes
Enfermedad Enfermedad de -235 L1007fsinsC, Gen de Ogura et al.,
inflamatoria Crohn (CD) familias G908R, R702W susceptibilidad 2001
intestinal (IBD) -53familias; Hugot et al.,
416 2001
Colitis ulcerativa 186 trios L1007fsinsC, Susceptibilidad en | Giallourakis et
(UC) G908R, R702W sinergia con el al., 2003
gen IBD5
Desordenes Sindrome de Blau -278 -R334W, R334Q, Gen causante de McGovern et
granulomatosos - 4 familias | L496F la enfermedad al., 2003
- 1 familia | -E383K Miceli-Richard
et al., 2001
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Van Duist et al.,
2005

Granulomatosis de | 25——— | L1007fsinsC, Sin asociacion Newman et al.,
Wegener 73 G908R, R702W 2003
Sarcoidosis 138 G908R, R702W Sin asociacion Schurmann et
familias al., 2003
Desordenes Enfermedad -1872 -L1007fsinsC, -Asociacién con Kabesch et al.,
autoinmunes alérgica -1875 G908R, R702W rinitis y dermatitis | 2003
- G908R, R702W, | alérgicas Weidinger et
Maldi-TOF -susceptibilidad/ al., 2005
proteccion contra
el asma, IgE
séricay
rinoconjuntivitis
alérgica
Desordenes Espondilitis 229 L1007fsinsC, Posiblemente Crane et al.,
reumatoldgicos | anquilosante 197 GI908R, cause 2002
R702W, P268S susceptibilidad
Espondilartropatia | 104 L1007fsinsC, Asociacion con Laukens et al.,
G908R, R702W inflamacion 2005
intestinal
microscopica
cronica
Aurtritis psoriasica 187 L1007fsinsC, Gen de Rahman et al.,
G908R, R702W susceptibilidad 2003
(principalmente
R702W)
Neoplasias Cancer de mama -462 L1007fsinsC - Inicio temprano | Huzarski et al.,
-4107 del cancer de 2005
mama ductal Lener et al.,
- Gende 2005
susceptibilidad
Céncer pulmonar 389 L1007fsinsC Gen de Lener et al.,
susceptibilidad 2005
Linfoma no -3586 L1007fsinsC -Asociacién Rothman et al.,
hodgkiniano -78 cuando se 2006
225 encuentra de Forrest et al.,
manera 2006
homocigota
Asociacion
Problemas Trasplante de -78 L1007fsinsC, Asociacion con Holler et al.,
relacionados a células madre 225 G908R, R702W enfermedad aguda | 2006
trasplantes hematopoyéticas -59 de injerto contra Hassan et al.,
- 403 hospedero 2005
(GVHD) tanto Elmaagacli et
intestina como al., 2006
aguda
Asociacion con
GVHD cuando el
receptor 0 ambos
poseen las
mutaciones
Problemas Septicemia -356 L1007fsinsC Asociacion con Ahrens et al.,
relacionados a -132 septicemia en 2004
infecciones nifios Brenmoehl et

al., 2005
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Incrementa la

mortalidad
Infeccion por 428 L1007fsinsC, Asociacion de Rosentiel et al.,
Helicobacter pylori | 83 G908R, R702W R702W con 2006

linfoma gastrico
Patologia asociada | 39 de 227 L1007fsinsC Tendencia al Den Hartog et
a Chlamydia incremento de la | al., 2006
trachomatis patologia tubarica

8.2 Diferencias en las frecuencias en distintos paises

Se sabe ahora que los portadores que son heterocigotos para alguno de los
polimorfismos son de 1.75 a 4 veces mas propensos a padecer CD mientras que
los individuos homocigotos portadores de alguno de los polimorfismos son de 11 a
27 veces mas propensos a padecerla (Wang, 2016), aunque esto parece no aplicar
a todas las poblaciones, pues pese a que estd bien documentada la participacion
de los polimorfismos de NOD2 en un riesgo mayor a padecer CD en poblaciones
caucasicas otros estudios han demostrado la ausencia de estos polimorfismos o

una relacion no significativa.

En 2002 el estudio realizado en Japon por Yamazaki y colaboradores mostré que
de los 483 pacientes ninguno portaba alguno de los 3 principales polimorfismos de
NOD2 lo que lleva a pensar que hay diferencias genéticas en dependencia de la
etnia de procedencia. EI mismo afio y en el mismo pais el equipo de Inoue y
colaboradores reportaron la ausencia de los tres polimorfismos en las 350 muestras
analizadas en su estudio. Otra poblacion asiatica en la que no se encontrd ninguno
de los tres polimorfismos asociados con CD es la coreana (Croucher et al. 2003;
Hyung Lee et al, 2005).

India es otro de los paises donde los principales SNP’s de CARD15/NOD2 parecen
estar ausentes o ser poco frecuentes (Juyal et al., 2007; Pugazhendi et al, 2008).

En diversas poblaciones chinas tampoco se encontrd0 asociacion entre los tres
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principales polimorfismos de CARD15/NOD2, aunque otros polimorfismos menos
frecuentes si fueron asociadas con CD lo que sugiere la distribucion de este gen

tiene importantes diferencias étnicas (Long et al.,2014; Leong et al, 2003).

Aun entre poblaciones caucasicas también se ha reportado diferencias en la
frecuencia y el porcentaje de contribucion de los SNPs al riesgo de padecer CD asi
por ejemplo en 2004 se reportd en poblacibn escocesa un porcentaje de
contribucion de 11% que, aunque significativo es mas bajo que cuando se le
compara con el 27% en Oxford y Los Angeles y el 33.2% de Hugot et al. (Arnott et
al., 2004). En poblacion hangara se encontré que el polimorfismo G908R no es
comun pero los otros dos si muestra asociaciéon con CD (Lakatos et al., 2005).
Estudios en paises europeos pero escandinavos que cuentan con poblaciones méas
homogéneas como Suiza, Finlandia y Dinamarca han mostrado un porcentaje de
prevalencia de portadores mas bajo que los obtenidos en Europa central mientras
gue paises con poblaciones mas heterogéneas como Estados Unidos y Canada son
similares a Europa central (Barreiro de Acosta et al., 2010). Espafia es otro pais
donde estudios en distintas comunidades han mostrado gran prevalencia de
portadores, sin embargo, en la region de Asturias no se encontré diferencia

significativa entre controles y pacientes (Martinez Borra et al, 2007).

Por su parte en Latinoamérica hasta 2010 se habian reportado solo dos estudios
uno en Chile y otro en Brasil, el estudio de chile poseia un bajo nUumero de muestras
por la cual no fue concluyente pero el de Brasil mostro una frecuencia de 30% cuya
poblacion es muy heterogénea (Barreiro de Acosta et al., 2010). En el estudio se
encontré también que el polimorfismo un Leul007fsinC tiene una frecuencia baja
(Baptista et al., 2008). En el caso de nuestro pais recientemente se publicé un
articulo donde no se encontrd asociacion entre los polimorfismos R702W y G908R
y ningln homocigoto mutante se encontro por lo que ellos concluyen que no son
marcadores moleculares para usar en poblacion mexicana (Quiroz-Cruz et al, 2019).
Como se menciond anteriormente parece haber diferencias marcadas en la

distribucion de las frecuencias alélicas en dependencia de diferencias étnicas, sin



29

embargo, poblaciones mas heterogéneas parecen tener mayor porcentaje de

portadores. La informacion anterior se resume en la siguiente tabla:

Tabla 4. Diferencias entre distintas poblaciones con respecto a la frecuencia de los portadores y
porcentaje de contribucién a CD

Continente Pais Resultados Referencia
Japon - En 2002 de 483 pacientes Yamazaki et al.
ninguno portaba alguno de los 2002
polimorfismos Inoue et al. 2002
- Ausencia de los tres
polimorfismos en las 350
muestras analizadas en su
estudio
India - Los polimorfismos estan Juyal et al., 2007
2 ausentes 0 son poco Pugazhendi et al,
< frecuentes 2008
China - Endiversas poblaciones Leong et al, 2003
chinas tampoco se encontro Long et al.,2014
asociacion, aunque otros
polimorfismos menos
frecuentes si fueron asociadas
Corea - No se encontrd asociacion con  Croucher et al.
los tres polimorfismos 2003
Hyung Lee et al,
2005
Escocia - Seencontr6 un porcentaje de  Arnott et al., 2004
portadores de 11%
Gran Bretafia - Porcentaje de portadores de Ahmad et al.,
(Oxford) 38.5% con un porcentaje de 2002
contribucion de 27 % Arnott et al., 2004
Dinamarca - Lafrecuencia de los Ernst et al., 2007
portadores fue de 21%
© Suecia - Frecuencia de portadores de Torkvist et al.,
g 15.2% 2006
US_I Finlandia - Frecuencia de portadores de  Heli6 et al., 2003
15.5%
Alemania - Frecuencia de portadores de Buning et al.,
36.5% 2004
Italia - Frecuencia de portadores de Annese et al.,
38.2% 2005
Republica Checa - Frecuencia de portadores de Hradsky et al.,
46% 2008

Bélgica

Frecuencia de portadores de
46.3%

Esters et al., 2004
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Francia Frecuencia de portadores de Heresbach et al.,
38% 2004

Espafa En Espafa se han encontrado ~ Martinez Borra et
frecuencias de los portadores  al, 2007
de 27.3-32.8 % Barreiro de

En la region de Asturias no se
encontro diferencias
significativas entre los
controles y las muestras

Acosta et al., 2010

Estados Unidos

Porcentaje de contribucion de
27% con un porcentaje de

Arnott et al., 2004
Abreu et al., 2002

153
= portadores de 36.5-45% Kugathasan et al.,
b= 2004
§ Canada La frecuencia de los Vermeire et al.,
S portadores fue de 32.5-45% 2002
Newman et al.,
2004
México No se encontré asociacion Quiroz-Cruz et
entre CD y los polimorfismos  al., 2019
8 R702W y G908R
T Chile El estudio poseia pocas Figueroa et al.,
S ;
S muestras aun asi las 2006
£ mutaciones encontrada
5 parecen no estar asociadas
Brasil Porcentaje de portadores de Baptista et al.,
30 % 2008
© Australia La frecuencia de portadores Cavanaugh et al.,
= fue de 36.7 % 2003
§
Turquia Se encontré una frecuencia Uyar et al., 2006
baja de 10.7%
Tulnez Sin asociacion entre CD y los  Zouiten-Mekki et
» polimorfismos al., 2005
L2 Sudéfrica No se encontraron Zaahl et al., 2005
< practicamente los
polimorfismos
Marruecos Sin diferencias significativas  Serbati et al.,
entre pacientes y controles. 2014

No se encontr asociacion

La informacion de la tabla anterior se resume en el siguiente

frecuencias de portadores se agrupan en cuatro categorias

mapa donde las
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UNITED STATES

Frecuencias de los
portadores por pais
del los polimorfismos
de NOD2

Mo010%

W 11-20%

M 21-30%

M 31 % o superior

AUSTRALIA

Fig. 8. El mapa muestra en cuatro categorias la frecuencia de portadores de los polimorfismos en pacientes con enfermedad de Crohn, se observa que en
muchos paises de Latinoamérica se desconoce la frecuencia de estos, por lo que existe una gran diferencia con respecto a los paises europeos, el mayor
porcentaje de portadores se encuentra en las poblaciones caucasicas: europeos y en Canadé y Estados Unidos
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8.3 Genes involucrados en la enfermedad de Crohn en poblaciones no
caucasicas

Como ya se menciond antes los polimorfismos R702W, G908R y L1007fsinC no
parecen estar relacionados con un mayor riesgo de padecer la enfermedad de
Crohn en poblaciones no caucasicas ya que diversos estudios muestran que son
pocos frecuentes o no estan presentes, sin embargo el factor genético de a la
enfermedad de Crohn sigue estando presente por lo que estudios mas recientes
han dedicado esfuerzos a conocer cuales son estos genes que tiene mayor
relevancia en poblaciones no europeas o caucasicas y sobre todo son los paises
asiaticos como Japon, China y Corea del sur los que han reportado estos genes.

En el caso de Japon han sido varios los genes a la enfermedad de Crohn (Sewel et
al., 2012); en cuanto a los polimorfismos de un solo nucle6tido que han mostrado
asociacion con la enfermedad de Crohn tenemos el polimorfismo rs3810936 en del
gen TNFSF15 (Miembro 15 de la superfamilia de ligando del factor de necrosis
tumoral) reportado por Nakagome et al en el 2010, el polimorfismos rs488200
contenido en el gen RAP1A (Proteina Rap-1A relacionada con Ras) (Kakuto et al.,
2018) entre otros.

Para el caso de China se reportaron los polimorfismos Gly149Arg en el gen IL-23R
y un SNP en CAR15/NOD2 distinto a los tres mas estudiados el polimorfismos
P268s también se reportaron los polimorfismos rs17525495 en el gen LTA 4H (Yu
et al., 2019) y el polimorfismo rs11235604 en el gen ATG16L2 (Ma et al., 2016).

En Corea del sur se reportaron los polimorfismos rs686616 y rs11235604 en los
genes Sox-5y ATGL1 respectivamente, por Yang et al. (2013). También en el gen
CARDS8 se reportd el polimorfismo rs1972619 como factor de riesgo a padecer la
enfermedad de Crohn (Yang et al., 2011) y en el gen IL-23 se reportaron los
polimorfismos rs1004819 y rs1495465 (Yang et al.,2009)

En el caso de Latinoamérica desafortunadamente no se encontraron estudios donde

se reporten nuevos genes o polimorfismos asociados al riesgo de padecer la
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enfermedad de Crohn, solo en México el equipo de Quiroz-Cruz (2020) reporto

asociacion entre la Ell y los polimorfismos rs30245505 y el rs1800896 del gen IL-10

Tabla 5. Genes y sus polimorfismos asociados con la enfermedad de Crohn en poblaciones no
caucasicas

Pais Gen o regién SNP Referencia
China LTA4H - 1517525495 Yuetal., 2019
ATGI16L2 - 1511235604 Ma et al., 2016
IL-23R - rs11465788 Bin et al., 2009
CARD15/NOD2 - 152066842 Long et al., 2007
Japon RAP1A - 15488200 Kakuta et al., 2018
TNFSF15 - 153810936 Nakagome et al., 2010
4pl4 (region) - 151487630 Yamazaki et al., 2013
ELF1 - 157329174
Corea Sox-5 - 156856616 Yang et al., 2014
ATGL1 - 1511235604 Yang et al., 201
CARDS8 - 151972019 Yang et al., 2011
IL-23R - 151004819 Yang et al., 2009
- 151495465
India IRGM - rs1000113 Baskaran et al., 2014
- 159637876
- 1513361189
México IL-10 - 153024505 Quiroz-Cruz et al.,
- 151800896 2020 (ElN)
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9. Discusion

A pesar de que ya han pasado casi 100 afios del primer reporte de la enfermedad
de Crohn su etiologia no esta del todo clara; como ya se ha mencionado
anteriormente se trata de una enfermedad multifactorial en la que su desarrollo
depende de factores ambientales, inmunolégicos, de la microbiota intestinal y

genéticos que van a variar de muchas maneras en distintas poblaciones.

En esta revision comparamos mediante la elaboracion de tablas que concentran la
informacion de diversos estudios sobre las diferencias que existen en las
frecuencias de portadores en poblaciones de distinto origen etnico y los
polimorfismos de un solo nucledtido en genes distintos a CARD15/NOD2 asociados
a un mayor riesgo de padecer EC en poblaciones no caucésicas. En cuanto a los
polimorfismos en otros genes trabajos como los del Ng et al., (2012) y el de Park &
Jeen (2019) han elaborado tablas similares sobre genes y polimorfismos; el
presente trabajo tiene la limitacion de centrarse exclusivamente en polimorfismos
de un solo nucleétido asociados a EC, sin embargo, esta revision ofrece una
actualizacion a la informacién que se tenia hasta el 2012 en el trabajo de Siew et al.
y amplia la de la obtenida por Park & Jeen (2019) quienes se centran en Japln y
Corea del sur. En esta revision y en las otras dos anteriormente citadas se ponen
de manifiesto que la actualizacién de la informacién se da casi siempre en los

mismos paises y no se amplia a otras poblaciones.

A partir de la informacion contenida en las tablas 4 y 5 de esta revision bibliografica
se hace evidente que los factores genéticos y en especifico las variantes
polimorficas que representan un riesgo de padecer la EC son variables cuando se
compara entre distintas poblaciones. De tal manera que, aunque esta bien
documentado que las variantes polimérficas de CARD15/NOD2 juegan un papel
importante en el desarrollo de esta enfermedad en caucasicos (Kusulas-Delint,
2016) la mayoria de los reportes en asiaticos demuestran que estos son poco
frecuentes o no estan presentes (Yamazaki et al. 2002; Inoue et al. 2002; Juyal et
al., 2007; Pugazhendi et al, 2008; Leong et al, 2003; Long et al.,2014; Croucher et
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al. 2003 y Hyung Lee et al, 2005). Pero las variaciones no solo se dan con los
polimorfismos del gen CARD15/NOD?2 sino también en otros genes, en el caso de
poblaciones japonesas se reportaron polimorfismos en el gen TNFSF15 que tienen
gran asociacion con el riesgo de desarrollar la EC y que en poblaciones caucasicas
no tiene un efecto tan significativo como en Japon (Naser et al., 2012). IL-23R es
otro gen cuyos polimorfismos tienen asociacion con la enfermedad de Crohn en
Corea del Sur y Japon, aunque las variantes polimaorficas no son las mismas ya que
en el primero las variantes reportadas son rs1004819 y rs1495465 (Yang et al.,
2009) y para Japon se reporto la variante rs11465788 (Bin et al., 2009), de esta
manera podemos ver que incluso entre poblaciones con un origen mas cercano
existen variaciones en los SNP asociados al riesgo de padecer la enfermedad. Pero
no solo los factores genéticos parecen tener variacion en entre poblaciones ya que
dentro de los factores ambientales existen diferencias por ejemplo en el caso de
europeos fumar se considera un factor de riesgo bien establecido en esa poblacién
pero en los reportes asiaticos fumar no parece tener un efecto o inclusive tener una
funcion protectora contra la colitis ulcerosa: el consumo de antibiéticos también
marca una diferencia en esas poblaciones ya que mientras que para los europeos
es un factor de riesgo para los asiaticos también funciona como preventivo (Kaplan
& Ng, 2016)

En el caso de poblaciones latinoamericanas en cuanto a las frecuencias polimorficas
también existen diferencias puesto que mientras Chile y nuestro pais reportan
frecuencias no significativas de los polimorfismos del gen CARD15/NOD2 (Quiroz-
Cruz et al., 2019 y Figueroa et al., 2006) en Brasil la frecuencia de portadores es
del 30 % (Baptista et al., 2008) similar a la de paises europeos y el norte de América.
Aungue no se encontré suficiente informacién sobre la frecuencia de los portadores
de los polimorfismos de NOD2 en paises de Latinoamérica se sabe que la diferencia
en la incidencia de estas mutaciones que hay entre hispanos y caucasicos es de
4.4:9.1y se propone que el desarrollo de la enfermedad dependeria mas de factores

ambientales que genéticos (Vargas et al., 2010).
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Aungue no especificamente sobre la enfermedad de Crohn sino mas bien en la
enfermedad inflamatoria intestinal en Chile se realiz6 una investigacion para
encontrar una posible asociacién con polimorfismos de IL-23 que se han asociado
a la enfermedad de Crohn en poblacion asiética, no obstante, los resultados fueron
negativos y la posible asociacion se descart6 (Venegas et al., 2008)

En nuestro pais en el afio 2010 un estudio trato de encontrar una posible asociacion
entre IL-10 con la EIll, sin embargo, tampoco se encontraron resultados
significativos, pero dado que ellos consideraron tener una muestra pequefia no
descartaban la posible asociacién (Garza-Gonzales et al., 2010). Para 2020 el
equipo de Quiroz-Cruz reportaron asociacion con los polimorfismos rs3024505 y
rs1800896 del IL-10 por lo que cabe la pregunta de a que se debié la diferencia en
estos resultados, fue el tamafio de la muestra, los fragmentos analizados o la
diferencia de la poblacién estudiada, ya que mientras el primero fue realizado en el

norte de pais el segundo se realiz6 en el centro.

Otro punto que tomar en cuenta es que quizas la escasa informacion sobre
frecuencias en los portadores se deba a que en nuestro pais y en general en
Latinoamérica, con excepcién de algunas regiones de Brasil (Kotze et al., 2020),
dentro de la Ell el subtipo menos frecuente en cuanto a la incidencia y prevalencia
es precisamente la enfermedad de Crohn que tiene una incidencia de 0.66 por cada
100,000 habitantes por afio mientras que la de la colitis ulcerosa es de 2-3 (Ciapponi
et al., 2020), en nuestro pais por ejemplo la EC es 4 veces menos frecuente que la
CU (Yamamoto-Furusho et al., 2019).

Con los datos obtenidos en la presente revision se elaboré un mapa donde se
simplificaba el contenido de la tabla 4 que hasta donde se sabe es el primero en su
tipo (que reporta las frecuencias); al observarlo podemos notar que existen muchos
paises de Latinoamérica, Asia, Africa y de origen arabe donde no se tiene un
registro de las frecuencias de portadores, debido a la escases de estos articulos
basados en el estudio de poblaciones. En parte esto puede deberse a las
limitaciones de la revision, sin embargo, los datos son similares a los obtenidos por

Ng et al (2017) quienes realizaron una revision sistematica sobre la epidemiologia
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de la enfermedad de Crohn basandose en estudios sobre poblaciones. En los
mapas elaborados por ellos se observa un patrén similar al del mapa elaborado en
esta revision donde gran parte de la informacion de paises no europeos o de raza
caucésica permanecen desconocidos. En este estudio también se trato de realizar
una actualizacion sobre las frecuencias reportadas en Latinoamérica sin embargo
no se encontraron articulos suficientes para realizar un mapa exclusivo de estos
paises, esto es consistente con los resultados de Kotze et al. en el 2020 en cuyo
meta-analisis revisan el progreso epidemiolégico de la enfermedad inflamatoria
intestinal (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa) ellos concluyen que los articulos
basados en el estudio de poblaciones son escasos y que es necesario un mejor
registro de los mismos, otros autores habian discutido también este problema
(Calderon et al., 2018; Yamamoto-Fushuro et al., 2019).

10. Conclusiones

Existen diferencias notables en cuanto a las frecuencias de los portadores de los
polimorfismos R702W, G908R y L1007fsinC en poblaciones con origenes étnicos

distintos

Aungue CARD15/NOD?2 sigue siendo uno de los genes con una fuerte asociacion
al riesgo de padecer EC en la actualidad se ha reportado distintos genes que
tienen mayor importancia en otras poblaciones y que también tienen diferencias
por lo que la genética de poblaciones es muy importante para poder dilucidar

estas diferencias

A pesar de que la enfermedad de Crohn es una enfermedad emergente en con
poblaciones no caucasicas existe una gran falta de investigacion sobre los aspectos

genéticos de paises asiaticos, pero especialmente en Latinoamérica

La informacion obtenida mediante investigacion se actualiza normalmente en los

mismos paises
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11. Perspectivas

Como perspectivas para este trabajo se propones analizar muestras clinicas para
determinar la frecuencias polimérficas de los polimorfismos R702W, G908R y
L1007fsinC, asi como los polimorfismos rs30245505 y rs1800896 del gen IL-10

La determinacion puede realizarse mediante la técnica de PCR-RFLP y la
extraccion de ADN se puede realizar mediante gradiente de sacarosa (anexos 1y
2)

Una busqueda mas exhaustiva para recopilar la informacion sobre genes distintos
a CARD15/NOD?2 paises de Latinoamérica a fin de poder elaborar tablas y mapas

donde se resuma la informacion.
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13. Abreviaturas

ACCU: asociacion de enfermos de Crohn y colitis ulcerosa

ADP: Adenosin difosfato

ARN: Acido ribonucleico

ASCA: Anti-Saccaromyces cerevisiae

ATG16L1: proteina relacionada con autofagia 16 similar a 1

ATP: Adenosin trifosfato

CARD: Dominio de reclutamiento de caspasas

Cl: colitis indeterminada

CU: Colitis ulcerosa. Se abrevia en inglés como UC

EC: Enfermedad de Crohn. La abreviatura en inglés es CD

Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal o en ingles IBD (Inflammatory bowel disease)
HD: dominio en hélice

IAP: proteinas inhibidoras de apoptosis

IKBa: inhibidor a de NF-kB

IKK: cinasa IkB

IL: interleucina

IRF: interferon

IRGM: Proteina M de la familia GTP-asa relacionada con la inmunidad
Kb: kilo pares de bases

LRR: Dominio de repeticiones ricas en leucina

LTA4H: Leucotrieno-A4 hidrolasa
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MAPK: proteina cinasa activada por mitdgenos
MAVS: proteina mitocondrial de sefializacion antiviral
MDP: muramil dipéptido

NBD: Dominio de union de nucleotidos

NEMO: Modulador esencial de NF-kB

NF-kB: factor nuclear potenciador de la cadena ligera kappa de las células activadas
B

NOD2: Dominio 2 de oligomerizacion por unién de nucleotidos

PCR: proteina reactiva C

PCR: reccién en cadena de la polimerasa

RAP1A: proteina Rap-1A relacionada con RAS

RIPK2: Serina/Treonina- proteina cinasa que interactla con el receptor

SNP: polimorfismo de un solo nucleétido

SOX 5: factor de transcripcion 5 de la caja SRY (region Y determinante del sexo)
SRV: virus sincitial respiratorio

TAK1: cinasa 1 activada por factor de crecimiento transformante 3

TLR: receptor tipo Toll

TNFSF15: Miembro 15 de la superfamilia de ligando del factor de necrosis tumoral

WHD: dominio en hélice alada (Winged helix domain)
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14. Anexos

Anexo 1 PCR-RFLP en la deteccion de frecuencias polimorficas y
Andlisis in silico de los polimorfismos R702W, G908R y L1007fsinc

La técnica de PCR-RFLP (Reaccion en cadena de la polimerasa- polimorfismo en
la longitud de los fragmentos de restriccion) se basa en la premisa de que los
microindels, MNP (polimorfismo de multiples nucleétidos) y SNP estan asociados
frecuentemente con la creacion o la eliminacion de un sitio de reconocimiento de
alguna enzima de restriccidon por lo que el tratamiento con alguna de ellas generaria
fragmentos de distintas longitudes en dependencia de si est4 presente o no
cualquiera de las llamadas variaciones genéticas a baja escala (microindels, MNP
y SNP) por lo que la resolucién de los alelos seria facilmente realizada mediante

una electroforesis (Rasmussen, 2012).

Dentro de las ventajas que ofrece la PCR-RFLP se encuentra la alta sensibilidad en
la identificacién de las mutaciones y la correcta identificacién de los alelos (Solarte
et al., 2012)

A continuacion, se muestran los resultados obtenidos de las PCR in silico del
polimorfismo R702W, en el recuadro que sigue aparece la secuencia donde se
detectaron mediante BLAST los primers usados en este estudio, se marcan la
secuencia donde se encuentran los primers, los sitios de corte, asi como la base

que se modifica debido a la mutacion

-

Tgogtgocaaaggtgtogtyccagggagtacggoyoccococtgyaattoocttcacatcactttocagtgottott

tgocogogttotacctggocactcagtgoctgatgtgocaccagotttgotcagacacctocttcaattgtggocagy
ccaggcaactoaccaatggocaggotoctgooccacgatgtgocatccaggcoctogyagygaaaggacagcagog
tggocagctttgotgcagaagycocgagoccgcacaaccttcagatcacagcagocttoctygocagygctgttgto
ccgggagcactggggcctgctggctgagtgccagacatctgagaaggccctgctclggcgccaggcctgtgcc
cgctggtgtotggococgoagoctocogoaagoacttoccactoccatocoogocagotgocageqgotgaggccaaga
gocgtgcatgocatgc@eggottcatoctgyctocat@@@gagocctgtacgagatgycagyagyagocgyctggotog
gaaggctgcacgtggocctgaatgttgggcacoctcaagttgacattttgcagtgtgggococactgagtgt

\\

\

/

Figura. Se muestra el fragmento de la secuencia que contiene polimorfismo R702W: en amarillo se encuentran
marcados los fragmentos correspondientes al primer forward y reverse, en verde las secuencias reconocidas por
laenzima Mspl y la base en rojo muestra el sitio donde se encuentra el cambio de base debido a esta mutacion,

como se observa la mutacion se encuentra en uno de los sitios de corte de la enzima de restriccion lo que provoca

la diferencia de fragmentos en a realizar la PCR-RFLP
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Tras el analisis in silico pudimos observar que el tamafio aproximado del amplicén
de 313 pb y se determinaron los tres genotipos para el polimorfismo R702W

obteniéndose lo siguiente:

Genotipo silvestre: 38 pb+54 pb+76 pb+31 pb+19 pb+95 pb. Un total de seis

fragmentos con eso longitud de pares de bases

Genotipo heterocigoto: 38 pb+54 pb+76 pb+31 pb+19 pb+95 pb+130 pb. Para este
genotipo se determind que habria 7 fragmentos como resultado de la digestion con

Mspl

Genotipo mutante: 38 pb+130 pb+31 pb+19 pb+95 pb. El genotipo mutante parece

ser el mas sencillo de determinar dado que cuenta con 5 fragmentos.

La raz6n de la obtencion de aquellos fragmentos se explica de la siguiente manera:
en el fragmento obtenido de la PCR originalmente existen 5 sitios de corte
reconocidos por Mspl dando un total de seis fragmentos, esto en un individuo sin
mutacion, sin embargo en un individuo con el polimorfismo R702W hay un cambio
de citosina por timina en uno de los sitios de corte reduciéndose entonces a solo 4
sitios reconocidos por Mspl por lo que si el individuo es homocigoto mutante solo se
tendran 5 fragmentos sin embargo si se trata de un individuo con genotipo

heterocigoto habra 7 fragmentos de distinto pb ya que los alelos son diferentes

Para el polimorfismo G908R en el analisis por BLAST se obtuvo un fragmento de
un total de 352 pares de bases ya la igual que con R702W se muestra el fragmento

gue contiene la mutacion
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1. N

tgtaahGCCACTGRARRACTCTTEGEGTTARGTTTGECCATCCCACCCARARGATGEAGGCAGETCCACT
TTGCTGEEACCAGGAGCCCCAGT GAGGCCACTCTGEEATTGAGT GGTCCTGCCCCTCTGECT GEGACT
GCAGLGEEAGGAGEACTGTTAGTTCAT GTCTAGRACACATATCAGETACTCACTGACACTEGTICTIGITG
ACTCTITITGGCCTITTCAGATICTGEGEEAACAGAGT GEET GACGAGEEEECCCAGGCCCTGECTGRAL
GCCTTGEET GAT CACCAGRAGCTTGAGET GECTCAGGTAAGCTTCAGRAGTCTATCCTGCAGTITTITCTIG
GEEAGATCAGGT GRAGAgggaggag

N /

Figura. Fragmento perteneciente a la fraccidn delimitada por los primers del polimorfismo G908R. en
amarillo se marcan los primers que delimitan el fragmento, en azul la guanina que es sustituida por
citosina en el polimorfismo y la parte verde delimita el sitio de corte de la enzima Hhal que no esta
presente a menos que exista esta mutacion.

A diferencia del polimorfismo anterior no existe sitio de corte en los individuos donde
la mutacion no esta presente, el sitio de corte esta aparece cuando existe el
polimorfismo G908R y en todo el amplicon solo hay uno de estar presente la

mutacion por lo que se obtienen los siguientes genotipos:

Genotipo silvestre: 352 pb. Al no existir mutacion no hay sitio de corte para que la

enzima Hhal pueda actuar y de esta manera se conserva el fragmento original

Genotipo heterocigoto: 352 pb +227 pb + 125pb. Al poseer dos alelos distintos se
obtienen tres fragmentos uno del tamafio original del amplicén ya que es alelo o
presenta el polimorfismo y otros dos fragmentos resultado del alelo que contiene la

mutacion

Genotipo mutante: 227 pb + 125pb. Debido a que ambos alelos estan mutados se

crean solo dos fragmentos.

Finalmente, para el analisis in silico de la tercera mutacion

gtgtctaagggacaggtgygcttocagtagactggctaactCotgcagtoctcEttaactggacag
tttcaagaggaaaaccaagaatococttgaagotocaccattgtatocttocttttocaggttogtoccaa
taactgocatcacctacctagogggocagaagooctooctgoaggooo . ttgaaaggaatgacaccat
Ectggaagtectggraagyccocotgggoaggoctgttttagctotocogaacohcagittttotat
ctgtaaaatgggUtgacggygagagagyaatygcagaattttgaggatcocttotgattotgaca
ttcagtgagaatgattotgcatgtgaaggatctgattotoctgtotaagaas

N —/

Fig. Fragmento correspondiente al amplicdn delimitado por los primers seleccionados para
este estudio
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Anexo 2 Protocolo de extraccion ADN de sangre entera por método de
gradiente de sacarosa

A partir de 5ml de sangre:

1)

2)
3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Preparar nucleos agregando a 5mL de sangre, 35mL de solucion de lisis
(320mM Sacarosa, 5mM MgClI2, 1% Triton X-100, 10mM Tris-HCI pH 7.4) y
mezclar con vortex.

Centrifugar a 2000g durante 20 minutos a 4°C.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 2mL de solucion de
suspensién (150mM NacCl, 60mM EDTA, 1% Dodecil Sulfato de Sodio,
400mM Tris-HCI, pH 7.4)

Agregar 0.5mL de 5M Perclorato de Sodio

La suspension se mezcla oscilando a T. Ambiente por 15 minutos y
después se incuba a 65°C durante 30 minutos.

Se agregan 2mL de Cloroformo frio a -20°C y se mezcla por rotacion a
Temperatura ambiente durante 10 minutos.

Centrifugar a 1400g durante 15 minutos

Transferir la fase acuosa (la mas alta) que contiene el DNA a otro tubo
Agregar 2 volumenes de Etanol absoluto frio (4°C).

10)Invertir el tubo varias veces para precipitar el DNA

11)Tomar la hebra de DNA con micropipeta, colocarlo en un tubo Eppendorfy

lavarlo dos veces con etanol 70%

12)Retirar el etanol y dejar secar el DNA a Temperatura ambiente durante 10

minutos.

13)Resuspender el DNA en 200uL de buffer TE (10mM Tris-HCI, 1mM EDTA,

pH 7.4), se incuba toda la noche a 60°C.

14)Almacenar a -20°C hasta su uso.
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Solucién de Lisis 1 Litro

320mM

Sacarosa

5mM MgCI2

1% Triton X-100

10mM Tris-HCI

Solucion de Suspension (200mL)

150mM NacCl

60mM EDTA

1% SDS

400mM Tris-HCI

Perclorato de Sodio (100mL)

5M Perclorato de Sodio

Buffer TE (100mL)

100mM Tris-HCI

1mM EDTA




