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RESUMEN

Introduccion: Se ha tratado de identificar los factores genéticos relacionados con
susceptibilidad para enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), y los hallazgos actuales se
inclinan por un modelo de patologia complejo, sin un patrén hereditario claro. Objetivo:
Realizar caracterizacion fenotipica y genotipica de pacientes con Ell en poblacién
colombiana y describir su posible asociacion con predisposicion. Materiales y métodos:
Serie de casos, 16 pacientes con Ell por criterios clinicos y anatomopatoldgicos, inicio de
sintomas gastrointestinales después de los 18 afios. Todos tuvieron asesoramiento genético
pre-test y se realizaron arboles genealdgicos de minimo tres generaciones. También,
genotipificacion, por medio de un panel de genes mdltiples que incluia genes relacionados
con Ell y algunos trastornos autoinmunitarios. Finalmente, se realizé analisis genémico de
variantes. Resultados: 9 mujeres y 7 hombres, con edad media de diagndstico de Ell 35
afos, y 32 afos para aparicion de sintomas gastrointestinales. 11/16(68,75%) requirieron
terapia bioldgica. 10/16 (62,5%) presentaron refractariedad a terapia estandar. 3/16 (18,75%)
tenian antecedentes familiares positivos de Ell. 100% casos presentaron al menos un single
nucleotide polymorphism relacionado con riesgo de Ell en mas de un gen. Los genes mas
relacionados con colitis ulcerosa (CU), fueron CD48, CD6, y TYK2 para CU, y CD6 e ITGAM
para la enfermedad de Crohn. El gen mas frecuente fue CD6. Se observd en 3/16 (18,75%)
presencia de hasta 5 genes, 4 en 3/16 (18,75%), y tres en 5/16 (31,25%). Conclusion: En Ell
hay presencia de variantes genéticas con predisposicion asociada, pero sin patogenicidad
confirmada, y cuya sumatoria parece contribuir en su fisiopatologia.

Palabras clave: Enfermedades inflamatorias del intestino; Fenotipo; Genotipo,; Genética; Colitis
ulcerosa; Enfermedad de Crohn (fuente: DeCS Bireme).

ABSTRACT

Introduction: Attempts have been made to identify the genetic factors related to
susceptibility to inflammatory bowel disease (IBD), and the current conclusions are in favor
of a complex pathology model, without a clear hereditary pattern. Objective: To perform
phenotypic and genotypic characterization of patients with IBD in Colombian population
and to describe its possible association with predisposition. Materials and methods:
case series, 16 patients with IBD according to clinical and pathological criteria, onset of
gastrointestinal symptoms after 18 years of age. All had pre-test genetic counseling and
family trees of at least three generations were made. Also, genotyping, using a multi-
gene panel that included genes related to IBD and some autoimmune disorders. Finally,
a genomic analysis of variants was performed. Results: 9 women and 7 men, with mean
age of diagnosis of IBD of 35 years, and gastrointestinal symptoms appearance of 32 years.
11/16 (68.75%) required biological therapy. 10/16 (62.5%) were refractory to standard
therapy. 3/16 (18.75%) had positive family history of IBD. 100% cases presented at least one
single nucleotide polymorphism related to IBD risk in more than one gene. The genes most
related to ulcerative colitis (UC) were CD48, CD6, and TYK2 for UC, and CD6 and ITGAM for
Crohn's disease. The most frequent gene was CD6. It was found presence of up to 5 genes
in 3/16 (18.75%), 4 in 3/16 (18.75%), and three in 5/16 (31.25%). Conclusion: In IBD there
is the presence of genetic variants with associated predisposition, but without confirmed
pathogenicity, and whose sum seems to contribute to its pathophysiology.

Keywords: Inflammatory bowel diseases; Phenotype; Genotype; Genetics, Colitis, ulcerative;
Crohn disease (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) se caracteriza
por ser un proceso inflamatorio, crénico, recurrente,
con diferentes grados de severidad que afecta el tubo
digestivo, pero que ademas puede afectar otros érganos.
Dentro de la Ell se clasifican la enfermedad de Crohn
(EC) y la colitis ulcerosa (CU) @. Esta patologia suele tener
dos picos de presentacién, uno en el segundo, y otro en
la tercera década de la vida @. Esta inflamacién crénica
es caracterizada por ser de tipo netamente mucoso,
simétrico y solo comprometiendo el intestino grueso en
la CU y transmural, focal, asimétricos y con posibilidad
de comprometer cualquier trayecto del tubo digestivo en
la EC @, Las manifestaciones clinicas son heterogéneas,
dependiendo del segmento comprometido, usualmente
el paciente se queja de dolor abdominal, diarrea crénica,
algunas veces con rectorragia, urgencia, tenesmo, pérdida
de peso, anemia, sin olvidar que también puede presentar
compromiso extraintestinal dentro del cual los mas
frecuentes son el articular, cutdneo y ocular. Dentro de las
complicaciones esta el compromiso fistulizante, perianal y
estenosante principalmente presentado en la EC ©.

Existen aproximadamente 1,4 millones de personas
afectadas con Ell en Estados Unidos y Canadd, y 2,2
millones en Europa y su morbimortalidad es grande 3.
En Colombia ya existen 2 estudios de prevalencia de Ell el
primero en el 2017 documento CU del 51,77 /100 000 y
de EC de 5,85 /100 000 ©, en el 2020 se incrementé en CU
a 113,12 /100 000 y en EC a 16,57 / 100 000 .

Se han hecho algunos estudios para tratar de identificar
los factores genéticos que confieren susceptibilidad para
Ell. Hasta la fecha, se han documentado mas de 240 loci
@ Unicos asociados a Ell en mas de 50 genes, gracias
a estudios de asociacién de todo el genoma (Genome
Wide Association Studies, GWAS por sus siglas en inglés),
principalmente en poblacién adulta ©1. La mayoria
de estos loci de susceptibilidad identificados parecen
tener individualmente un efecto bajo (OR ~ 1,0-1,5), y
en conjunto parece que representan menos del 20% del
riesgo hereditario para Ell ®V. Lo anterior apoya un modelo
de patologia complejo, en el que variantes comunes
con efectos modestos parecen interactuar con factores
ambientales como la dieta, el tabaquismo y el microbioma
intestinal, dando lugar a la susceptibilidad a Ell. Por lo
tanto, se acepta que la Ell no sigue un patrén de herencia
mendeliano sino que es el resultado de una respuesta
inflamatoria inapropiada del microbioma intestinal en
individuos genéticamente susceptibles 2.

Algo que apoya la heredabilidad y el componente
genético de esta patologia, es que se ha documentado
que hasta un 20% de individuos tienen historia familiar de
Ell. Y que ademas, en el 25-35% de estas familias, existen
individuos afectados con ambas entidades (EC y CU).
Parientes en primer grado de pacientes con CU o EC tienen
un riesgo hasta 10 veces mayor de presentar Ell 3. En EC,
la concordancia en gemelos monocigoéticos es del 30.3%, y
en dicigéticos del 3,6%. En CU, la concordancia en gemelos
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monocigoéticos es del 15,4% y en dicigdticos del 3,9%. Los
estudios en gemelos han demostrado la mejor evidencia
de la predisposicién genética a Ell, que serd mayor para EC
que para CU @9,

Asi mismo, se han documentado también sindromes
genéticos asociados a Ell, como el sindrome de Turner, el
sindrome de Hermansky - Pudlak, enfermedad de células
falciformes, trisomia 9, deficiencia selectiva de IgA, sindrome
de Chediak Higashi, y paquidermaperiostosis, entre otros @4,

Es importante resaltar que hay genes como el NODZ2,
MDR1, CARD15 que parecen afectar directamente la
respuesta inmunolégica normal en el intestino 1617,
Recordemosque,enestadosaludable, lascélulascaliciformes
secretan una capa de moco que limita la exposicion del
epitelio intestinal a bacterias. Tanto la secrecion de péptidos
antimicrobianos (por ejemplo, A-defensinas) por las células
de Paneth como la produccién de inmunoglobulina A (IgA)
proporcionan proteccion adicional contra el microbioma
luminal @8, La deteccidon microbiana innata por las células
epiteliales, las células dendriticas y los macréfagos esta
mediada por receptores de reconocimiento de patrones,
como los receptores tipo toll y las proteinas del dominio
de oligomerizacién de nucleétidos (NOD). Las células
dendriticas presentan antigenos a las células T CD4 +
virgenes en organos linfoides secundarios (placas de Peyer
y ganglios linfaticos mesentéricos), donde factores como
el fenotipo de las células presentadoras de antigeno y el
medio de citocinas (factor de crecimiento transformante 3
[TGF-B] e interleucina - 10) modulan la diferenciacion de
subgrupos de células T CD4 + con la produccion de perfiles
caracteristicos de citocinas (células T reguladoras por
ejemplo, Treg, Th1, Th2 y Th17]) y moléculas enterotrépicas
como por ejemplo, a4B7 que proporcionan la localizacién
intestinal de los linfocitos de la circulacion sistémica. Estas
células T CD4 + activadas luego circulan hacia la ldmina
propia intestinal, donde llevan a cabo funciones efectoras
19, Teniendo en cuenta esta inmunologia de mucosas,
también se han documentado alteraciones en ciertos
genes pueden involucrar cambios en este proceso, incluso
se han implicado algunos genes en el prondstico de la
enfermedad como lo son:

« NOD2: se ha asociado a un incremento del riesgo
para EC de tres veces mas con respecto a la poblacion
general, si hay variantes heterocigotas, 38 veces mas si
variantes homocigotas y 44 veces mas si variantes en
heterocigosis compuesta @2V, Est4 asociado a mayor
agresividad en EC, mayor riesgo de enfermedad
estenosante y necesidad de intervencién quirlrgica
temprana @2,

e ABCBIT: algunos polimorfismos se han asociado a
incremento en el riesgo para CU @,

Hay que resaltar que también hay implicaciones
terapéuticas en las alteraciones genéticas. Se han
documentado alteraciones en los genes ATG16L1, NOD2
e IRGM, los cuales estén involucrados en aumentar las vias
de autofagia con posterior evidencia de no eficacia para
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algunos medicamentos. Por eso, gracias a la identificacion
de nuevos loci de riesgo, se han diseflado medicamentos
dirigidos que permiten el acercamiento a la medicina
personalizada @9,

Se requiere un cambio de perspectiva para avanzar
en la comprensién de la Ell. La mayoria de enfoques de
investigacion tradicionales se han centrado en aspectos
de la etiologia o tratamiento, sin una apreciacién de las
asociaciones etiolégicas y farmacoldgicas complejas.
Mediante el siguiente estudio se propone realizar una
caracterizacion fenotipica y genotipica de pacientes con Ell
en poblacion colombiana y describir su posible asociacion
con predisposicion.

MATERIALES Y METODOS
Diseiio del estudio y pacientes

Estudio observacional descriptivo tipo serie de casos, el
analisis de la frecuencia de estas variantes se hizo teniendo
en cuenta las frecuencias alélicas reportadas en la literatura
y los datos arrojados por el proyecto 1000 genomas.

Se incluyeron 16 pacientes seleccionados por
conveniencia de la Consulta de Enfermedad Inflamatoria
Intestinal del Hospital Universitario San Ignacio. Todos
tuvieron asesoramiento genético pre test y se realizaron
los arboles genealdgicos de minimo tres generaciones de
sus familias con el objetivo de establecer antecedentes
de patologias asociadas con sistema gastrointestinal o
enfermedades autoinmunes. Se incluyeron pacientes
diagnosticados con EC o CU por criterios clinicos y
anatomopatoldgicos de acuerdo a biopsia intestinal, con
inicio de sintomas gastrointestinales después de los 18 afios.

Control de sesgos

Dado que se trata de un estudio observacional y
retrospectivo, los datos fueron tomados de la historia
clinica. El control de sesgo de informacion se realiza
teniendo en cuenta que los pacientes pertenecen a la
clinica de Ell del Hospital Universitario San Ignacio. Por lo
tanto, son pacientes con un seguimiento médico continuo,
en quienes se realiza control paraclinico seriado y registro
de signos y sintomas en varias consultas y evoluciones
de la historia clinica, por lo tanto, la consolidacién de
las variables tiene alta fidelidad y representatividad
disminuyendo sustancialmente el sesgo de memoria y de
registro de variables.

Tamano de muestra

Como es una serie de casos no se tiene un tamafo de
muestra dado que no se quiere realizar una inferencia
de los resultados teniendo en cuenta una variabilidad de
condiciones clinicas que no permiten la generalizacion
de los resultados de estos pacientes, pero si describir
asociaciones y caracteristicas demograficas con los
hallazgos genéticos y fenotipicos en estos pacientes. Como
es un estudio en el que se requiere inversion econémica
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para poder realizar el estudio de los paneles genéticos,
hay una limitacion en la inclusién de mas pacientes, el cual
estuvo condicionado al presupuesto disponible.

Extraccion de ADN y genotipificacion

Se extrajeron muestras de ADN de sangre total de
cada paciente mediante el método de Salting out en el
Laboratorio del Instituto de Genética Humana de la Pontificia
Universidad Javeriana Bogota. Todas las muestras de ADN
se genotipificaron utilizando un panel de genes multiples
basado en secuenciacion de préxima generacion (NGS por
sus siglas en inglés) que incluia 46 genes relacionados con
Ell y algunos trastornos relacionados con autoinmunidad:
IL23R, IL12B, JAK2, TYK2, STAT1, STAT3, STAT4, IBD3, REL,
CARD9, ITAM, IL2RA ICOSLG, PRDM1, SMAD3, ORMDL3,
CD48, STAT1, IL21, DOK3, CREM, CD226, MLH3, IFNG,
CD6, MAP3K8, SLC11A1, NOD2, IL6, IBD5, NKX2-3, TNF,
CCR6, IBD5, ILTR2, IRGM, ATGT6L1, PTPN22, IL6ST, SPRED]T,
IFNGRZ2, TNFSF18, TNFRSF14, CARD11 e IRF5.

Analisis genémico de las variantes

Se aplicaron varios filtros de calidad a las variantes que
se encontraron, incluidas aquellas con bajas frecuencias
o ausentes de los controles. Para el andlisis descriptivo
de los single nucleotide polymorphism (SNP) se utilizé
la Nomenclatura Internacional del Genoma Humano
(HUGO-GNC: Comité de Nomenclatura Genética de la
Organizacién del Genoma Humano) y adicionalmente se
les asignd significacion clinica segun las bases de datos
OMIM, ClinVar y dbSNP. Se realizaron algoritmos in silico:
Polyphen, SIFT, PROVEAN, MutationTester, cuando fue
posible. La patogenicidad de estas variantes se evalud
finalmente de acuerdo con el American College of Medical
Genomics and Genetics (criterios ACMG).

RESULTADOS

La distribucién por sexo incluyd 9 mujeres y 7 hombres.
La edad media de los pacientes en el momento del
diagnéstico de Ell fue de 35 afos. Y la edad media de
aparicion de sintomas gastrointestinales fue de 32 afos.

Todos los pacientes habian tenido manejo con esteroide,
sulfalazina o enemas al menos una vez en la vida. Once
pacientes requirieron manejo farmacoldgico con terapia
bioldgica (Adalimumab @, Infliximab ©). Diez pacientes
(62,5%) presentaron algun tipo de fracaso terapéutico con
los tratamientos estandar y, por lo tanto, se clasificaron
con enfermedad clinicamente grave. En seis pacientes se
documento falla terapéutica al manejo con esteroides, en
cuatro a la terapia biol6gica (Adalimumab, Infliximab), y en
un paciente falla terapéutica con Azatriopina. Tres de los
dieciséis pacientes (18,75%) tenian antecedentes familiares
positivos de Ell.

Genotipificacion

En cuanto a los resultados genéticos, todos los pacientes
presentaron al menos un SNP relacionado con riesgo
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de Ell en més de un gen. En Tabla 1 se resume los SNPs
encontrados y su clasificacién segin American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG).

Seis de dieciséis pacientes (37,5%) tenian los siguientes
SNPs en el gen CD48: rs6667145 y rs2295615. Once de
dieciséis pacientes (68,75%) tenian los siguientes SNP en

Tabla 1. Genotipificacion de los pacientes con Ell. En las columnas se encuentran los genes evaluados. VUS: Variantes de significado clinico desconocido. Benigna:
Variantes descritas sin asociacion a la patologia segn la literatura y las bases de datos globales actuales.

Pacli?ente Diagndstico CD48 DOK3 CD6 MLH3 STAT3 PRDM1 CREM TYK2 IL6ST ITGAM NOD2 IRGM
(c.706G>A,
Agﬁgﬁ?}'l‘yza C878C>A  (COTICST,  (c.3440A>; (\55:3(?11&@
0001 cu © 3046>g (p.Pro293GIn)  p.Arg225Trp)  p.Asn1147lle) P N No No No No No No
. ' ACMGVUS ACMG benigna ACMG VUS .
p.Glu102GIn) benigna
ACMG benigna
c673C>T, (c.806T>; (gfrﬁ‘;gfgu) cA084G>T;
0004 cu No No p.Arg225Trp) No No p.lle269Asn) &CMG Likel p.Val362Phe) No No No No
ACMG benigna Acmevus L E Y ACMG benigna
C730T, e )
0007 cu No No p.Arg225Trp) No No No No p.Val3g2rhe) P2V " 9 No No No
ACMG benigna ACMG benigna benigna
| (c4426>;  (c.3436C5T:
(c.1084G>;
0005 EC No No No No No No No pVaideophe) P-CV14BArg) pProftdeSen No
b ACMG ACMG
ACMG benigna . .
benigna benigna
c.442G>; (c.3436C>T,
(c.673C>T; { § '
0015 EC No No pAg225Trp) No No No No No p'G/'\Vé%‘rg) p'Png,;gse’) No No
ACMG benigna beni ;
enigna benigna
(c.673C>T:
p.Arg225Trp) (c.3436C>T,
ACMG benigna p.Pro1146Ser)
0013 EC No No (c.1720G5A; No No No No No N ACMG No No
p.Gly606Ser) benigna
ACMG benigna
¢.442G>C; €.2722G>;
(c.673C>T; (c.1084G>; ' !
0002 EC No No p.Arg225Trp) No No No No p.Val362Phe) p'GBé:ASé\'g) No ig,{xg“ﬁﬁ;?) No
ACMG benigna ACMG benigna i > Likely
benigna benigna
¢.650C>T, (c.3488A>;
0008 Cu No No p.Thr217Met) No No No No p.Glu1163Gly) No No No No
ACMG benigna ACMG benigna
(c.1084G>;
(c:30465C, (67305, D aueape)
0006 EC p.Glu102GIn) No p.Arg225Trp) No No No No g No No No No
ACMG benigna ACMG benigna (c.2051T>;
p.lle684Se)
ACMG benigna
(c.1084G>;
0011 Ccu No No No No No No No p.Val362Phe) No No No No
ACMG benigna
(c304G5C, C6T3CT: Claes )
0016 cu p.Glu102GIn) No p.Arg225Trp) No No No No P AVCMG 9 No No No
ACMG benigna ACMG benigna beni
enigna
706G>A (c.1381G>C; c442G>C;  (c.3436C>T, (c.2863G>A;
. . ’ p.Val461Leu) p.Gly148Arg) p.Pro1146Ser) p.Val955lle)
1 Cu Rervorcon LY No No ACMG No No No ACMG ACMG  ACMGLikely MO
9 benigna benigna benigna benigna
(c673C5T (c.1381G>C;
0009 EC No No p.AIg225Trp) No p'Vf\'é?/:G"eu) No No No No No No No
ACMG benigna .
benigna
(c3a3pcsT,  (©207CT,
pProtteser) PAY703Cs)
0014 EC No No No No No No No No No ’ CMG No
ACMG .
beni VUS/ Likely
enigna A
pathogenic
c.706G>A, (c.1084G>;
p.Glu236Ly) (A720GoA; p.Val362Phe)  (c.442G>; (€.2104C>T;
ik ACMG benigna p \ ACMG benigna  p.Gly148Arg) p.Arg702Trp)
0012 CuU No p.Gly606Ser) No No No No g No No
(c.304G>C, ACMG benigna (c.2051T>; ACMG ACMG
p.Glu102GIn) p.lle684Se) benigna benigna
ACMG benigna ACMG benigna
¢.442G>C; c.281C>;
(c.304G>C, (c.1084G>; ’ ’
0003 cu p.Glu102GIn) No No No No No No pValzs2phe)  P-CIV148Arg) No No p-ThrodLys)
° . CMG ACMG
ACMG benigna ACMG benigna beni .
enigna benigna
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Tabla 2. Variantes genéticas documentadas en sujetos con colitis ulcerosa y
enfermedad de Crohn.

cue ECO
CD48 5 (55%) 1(14,2%)
DOK3 1(11,1%) 0
CD6 6 (66,6%) 5 (71,4%)
MLH3 1(11,1%) 0
STAT3 2(22,2%) 1(14,2%)
PRDMf 1(11,1%) 0
CREM 1(11,1%) 0
TYK2 6 (66,6%) 3(42,8%)
IL6ST 4 (44,4%) 3 (42,8%)
ITGAM 1(11,1%) 4(57,1%)
NOD2 2 (22,2%) 2(28,5%)
IRGM 1(11,1%) 0

el gen CD6: rs11230562, rs2074233, rs11230563. El ultimo
SNP se ha informado en pacientes con Ell. Dos pacientes
con CU y 1 paciente con EC tenian el SNP rs149214040 en
el gen STAT3; este gen juega un papel patogénico en la
colitis a través de la regulacién de las células T.

Ocho de dieciséis pacientes tenian el SNP rs2304256 en
el gen TYK2. En los japoneses, se ha informado que este
SNP en combinacion con diferentes SNP en el gen STAT3
aumenta la susceptibilidad a la EC, sin embargo, ninguno
de nuestros pacientes con polimorfismos en TYK2 tenia
polimorfismos en STAT3 al mismo tiempo.

El rs2228044 en el gen il6ST se encontrd en 4 pacientes
con EC y en 4 pacientes con CU. Las variantes de este
gen se han asociado con la Ell y el cancer de colon, sin
embargo, el SNP informado en nuestro paciente no se ha
asociado antes con Ell.

B CD48 M CD6 M STAT3
M |L6ST M ITGAM [ NOD2

TYK2

Parra Izquierdo V, et al.

| ‘ “

CD48 DOK3 CD6 MLH3 STA3 PRDM1 CREM TYK2 IL6ST ITGAM NOD2 IRGM

B Ccu() B EC(9)

Figura 1. Variantes genéticas presentes en subtipos de enfermedad inflamatoria
intestinal, seguin frecuencia.

Tres pacientes diagnosticados clinicamente con EC,
tenian variantes heterocigotas en NOD2: c.2104C> T
(p.-Arg702Trp), c.2107C> T (p.Arg703Cys), c.2722G>
C (p.Gly908Arg), todos ellos tienen interpretaciones
contradictorias de la patogenicidad (VUS vs. Probablemente
benigno). Otro paciente con EC tenia la variante benigna
€.2863G> A (p.Val955lle) en el gen NOD2 (Tabla 1).

Al analizar la presencia de variantes genéticas se
puede evidenciar que estuvieron presentes en al menos
un paciente con CU, pero en cambio en los pacientes con
EC hubo 5 genes ausentes (Tabla 2, Figuras 1y 2). En este
punto es importante analizar la significancia estos genes.
También se observd que, en los pacientes con CU, los
siguientes genes estan presentes en mas del 50% de los
pacientes: CD48, CD6, TYK2, y en los pacientes con EC, los
siguientes genes estuvieron presentes en mas del 50% de
los pacientes: CD6 e ITGAM (Figuras 1y 2).

Il CD48 W DOK3 [ CD6 MLH3 [ STAT3 B PRDM!1
I CREM M TYK2 M IL6ST I ITGAM H NOD2 M IRGM

Figura 2. Comparacién de variantes genéticas encontradas de acuerdo a subtipo de enfermedad inflamatoria intestinal.
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Tabla 3. Comparacion segun frecuencia de los genes por patologia

CD6 presente CD6 ausente
(11 - 69%) (5-31%)
Ccu 6 3
EC 5 2
Promedio de genes 327 3

presentes

En nuestra serie de casos los genes mas frecuentes sin
discriminacion segun patologia fueron CD6 (22%), TYK2
(18%) y IL6ST (16%). El gen mas frecuente fue el CD6 y no
hay diferencias entre CU y EC ni en el promedio de otros
genes comprometidos (Tabla 3).

Analisis por nimero de genes expresados por pacientes

Se observd en tres pacientes la presencia de hasta 5
genes, 4 en tres pacientes, y en 5 pacientes tres de ellos
(Tabla 4). Por otro lado, al comparar por nimero de genes
comprometidos vemos que los pacientes que tienen mas
de 4 genes presentes el 83,3% son CU, en cambio en los
que tienen menos de 4 genes presentes, el 60% son EC
(Tabla 5).

DISCUSION

La Ell es una enfermedad multifactorial, con multiples
factores ambientales asociados incluyendo el microbioma
gastrointestinal y que ademas incluye la predisposicion
genética como posible factor desencadenante 2. Los
estudios de GWAS han identificado multiples loci genéticos
en el huésped que parecen mostrar una asociacion
significativa con la Ell. Estos genes cumplen funciones
en varias vias clave dentro de la inmunidad innata (por
ejemplo, el gen NOD?2), la sefalizacién de citocinas (JAK2,
STAT3, y TYK2) y el mantenimiento de la integridad de
la barrera intestinal (HNF4A, CDHT1 y MUCT9) @27, En
el presente estudio se encontré que la mayoria de los
pacientes tenian una sumatoria de variantes clasificadas
como benignas en los genes evaluados. En dos pacientes
se encontraron tres variantes que la literatura ha reportado
como de significado incierto (VUS por sus siglas en inglés,
variants of unknown significance) @®. En el paciente (001)

Tabla 4. Numero de genes presentes por paciente.

Numero de genes presentes por paciente

5 3 pacientes
4 3 pacientes
3 5 pacientes
2 4 pacientes
1 1 pacientes

Parra Izquierdo V, et al.

con diagnostico clinico y anatomopatoldgico de CU se
encontraron dos VUS en los genes DOK3 y MLH3.

Por otro lado, la actividad del gen DOK3, que codifica
para una molécula transductora de receptores tirosin-
kinasa, ha demostrado regular negativamente el polimero
JAK2/STAT3 la produccion de citoquinas por los neutrofilos
colénicos esto en modelos murinos, por lo que ha sido
reportado hasta el momento como gen de susceptibilidad
en uno de los estudios de asociacién gendmica. Este gen,
aungue no es un actor epigenético, interactla directamente
con el gen STAT3 que al ser factor de transcripcion es un
modificador epigenético en la enfermedad inflamatoria
intestinal @. El gen DOK3 un regulador negativo de
la deteccion de lipopolisacaridos (LPS) a través de la
seflalizacién de TLR4-ERK en macréfagos, regula la
sefalizacién de TLR3 a través de TRAF3-TBK1-IRF3 e
influye en la secrecién de interferdn (IFN) -B31-35 9. Esto
explicaria una posible alteracion en la regulacién inmune.
Estudios en animales demuestran que la deficiencia
de DOK3 promueve un desequilibrio en la microflora
intestinal y por lo tanto una mayor susceptibilidad a la
colitis @. La susceptibilidad de DOK3 a la colitis parece
explicarse mediante un mecanismo en el que la alteracion
de DOKS3 restringe la sefalizacion de las vias JAK2 / STAT3
de los neutrdfilos del colon, lo que limita la expresion de
la molécula S100a8 / 9, indispensable en el mantenimiento
del microbioma intestinal comensal protectora, finalmente
haciendo que se pierda la homeostasis intestinal . La
variante en el DOK3, clasificada como VUS debera seguirse
en el tiempo para su reclasificacién de acuerdo a los
nuevos conocimientos cientificos.

El gen NOD2 que por sus siglas corresponde a la
proteina 2 que contiene el dominio de oligomerizacién
de unién a nucleétidos confiere el mayor riesgo de Ell.
Es una proteina citoplasmatica expresada esencialmente
por células inmunitarias y células presentadoras de
antigenos denotadas por linfocitos, macréfagos, células
epiteliales (incluidas las células de Paneth ileales) y células
dendriticas respectivamente. De hecho, se sabe que
la activacion de NOD2 provoca la liberacion de varias
moléculas proinflamatorias y antimicrobianas como IL1,
TNF-o, IL6, IL8 y a-defensinas. Esto desencadena, a su
vez, el reclutamiento y la activacién de diversas células
inmunitarias innatas junto con la activacién y diferenciacion
de células inmunitarias adaptativas Y. Del mismo modo,

Tabla 5. Grupos de genes documentados en ambos tipos de enfermedad
inflamatoria intestinal, y su frecuencia de acuerdo a presencia de CD6 y TYK2.

Mayor o igual a 4 genes
presentes (6 - 37,5%)

Menor a 4 genes
presentes (10 - 62,5%)

cu 5 (83,3%) 4 (40%)

EC 1(16,6%) 6 (60%)
CD6 4(66,6%) 7(70%)
TYK2 4(66,6%) 5 (50%)
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las mutaciones en NOD2 alteran la capacidad de las
células de Paneth para reconocer y eliminar patégenos
invasores, provocando el desarrollo de lesiones intestinales
inflamatorias y disrregulacion del microbiota por aumento
de la concentracién de bacterias huésped en el ileon. Una
de las variantes mas frecuentes, la G908R [rs2066845],
fue encontrada en nuestra paciente 002, que segun la
literatura le confiere un riesgo entre dos y cuatro veces
mayor de padecer Ell (en particular EC) ®. Mucho se
ha avanzado en la comprensién del gen NOD2 como
molécula clave en la Ell, incluso hay ensayos que pretenden
disminuir la sintomatologia de la Ell mediante la activacion
o inhibicién de NOD2 y de moléculas clave en su via de
sefalizacion, convirtiéndolo en blanco terapéutico. Dado
que NOD2 es una molécula clave en la Ell, son muchas
las investigaciones en torno a su posible aplicacion clinica.
Se han realizado estudios para aliviar la Ell mediante la
activacién o inhibicién de NOD2 y de moléculas clave en
su via de sefializacion 2.

El gen MLH3 codifica para una proteina que hace parte
de la maquinaria de reparacién de errores de apareamiento
del ADN (MMR, Missmatch repair) y es importante debido
a su papel en el mantenimiento de la integridad gendémica
y su conocida asociacion con cancer de colon hereditario
no polipdsico. Se ha descrito en la Ell por su impacto
en la represion epigenética en el proceso inflamatorio
e hipdxico en modelos animales ¢V, Adicionalmente en
estudios de GWAS se ha demostrado la posible asociacion
entre algunos SNPs en este gen y el desarrollo de CU ©32,
Lo cual coincide con nuestro estudio al encontrar una
variante clasificada como de significado clinico incierto en
un paciente con CU.

El haberencontrado dos VUS en un paciente con CU haria
suponer que la presencia de multiples loci en diferentes
genes de susceptibilidad podria tener efectos aditivos
contribuyendo a incrementar el riesgo de desarrollar Ell, sin
embargo, hasta el momento, son necesarios mas estudios
que permitan concluir el efecto aditivo de variantes en
genes con funciones sobre el microbioma intestinal V.

En el paciente 0004 con diagndstico clinico vy
anatomopatolégico de CU, se encontré una VUS en el
gen PRDM]. Este gen codifica para una proteina que es
un represor transcripcional que se une al ADN, ejerciendo
sus funciones represivas mediante el reclutamiento de
enzimas modificadoras de histonas. Diferentes estudios
en la literatura han mostrado asociacién significativa entre
algunas variantes en este gen y el riesgo de desarrollar
tanto CU como EC, por ejemplo la variante Ser354Asn,
asociada significativamente con EC: odds ratio [OR] de 1,23
(95% Cl=1,07-1,40), y las variantes rs7746082, rs6568421
y rs6911490 asociadas con un incrementos en el riesgo
de desarrollar CU de hasta 8 veces mas con respecto a
poblacién control ©3. Aunque la variante en el gen PRDM1
de la paciente no ha sido previamente descrita en estudios
de GWAS, también serian mas estudios de asociacién y
funcionales para poder esclarecer el verdadero significado
de la misma en la patogénesis de la enfermedad.
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El paciente 14, con diagnostico clinico vy
anatomopatologico de EC, presentd una variante con
conflicto de patogenicidad segun clinvar en el gen NOD2
(c.2026C>T, p.Arg703Cys (rs5743277)). Esta variante
tiene una frecuencia alélica en gnomAD (Genome
Aggregation Database) de 0,00283. Esta variante se ha
descrito en la literatura en individuos con enfermedad
autoinflamatoria #43%, y también se ha descrito con mayor
frecuencia en individuos con EC y CU ©3, En conclusion,
esta variante en el gen NODZ2 pareciese que pudiese
contribuir a la EC como factor de riesgo, posiblemente
junto con otros factores genéticos y / o ambientales, pero
son necesarios mas estudios, porque hasta la fecha no hay
evidencia suficiente para otorgar patogenicidad.

Algunas posibles limitaciones del estudio, incluyen
que se trata de un estudio retrospectivo, con un ndmero
pequeiio de pacientes, siendo esta una serie limitada de
16 pacientes. También, no haberse podido contar con una
poblacién control, por lo que no fue posible realizar un
estudio de asociacion de casos y controles. Por otro lado,
el desarrollo del estudio en un solo centro podria limitar su
validez externa: por ejemplo, la poblacion atendida en este
centro suele ser de un estatus socioeconémico medio a alto,
lo que le confiere caracteristicas particulares. Sin embargo,
este estudio presenta mdltiples ventajas, incluyendo
que estos resultados demuestran la amplia variabilidad
genética en pacientes colombianos con Ell, donde mas del
65% de los pacientes presentaban fenotipo clinicamente
grave, y se espera que el seguimiento continuo de estos
pacientes ser valioso, ya que las caracteristicas clinicas
entre los individuos son generalmente variable y diversa.
Ademas, otras caracteristicas, como las manifestaciones
extraintestinales y otras complicaciones con compromiso
multisistémico, afectan tanto el prondstico a largo plazo
como calidad de vida en pacientes con Ell, destacando
asi la necesidad de recopilar una base de datos completa
de fenotipos en Ell para avanzar en el diagnéstico y
tratamiento. La verificacién por mas de dos investigadores
de los datos de los registros clinicos pudo ademas
disminuir el sesgo de transcripcion. En general, este
estudio es el primero en informar las caracteristicas clinicas
de los pacientes colombianos con diferentes mutaciones,
y estos hallazgos amplian los conocimientos fenotipicos y
genotipicos en Ell.

Aunque no hay una correlacién fenotipo genotipo en la
enfermedad inflamatoria intestinal si se ha reportado que
hay una relacién epistasica, es decir una relacién aditiva, por
ejemplo, entre los genes IBD5/NOD2, IL-10/ILT0RB/HO1 y
JAK1/TYK2/STAT3 lo cual estad en sincronia con gravedad
de la enfermedad y pobre respuesta al tratamiento ©®. En
nuestro estudio reportamos variantes en 2 de estos genes,
las cuales han sido previamente reportadas en pacientes
con EC.

En conclusion, consideramos que este estudio es una
primera aproximacién a la caracterizacién genotipica de
pacientes con Ell en poblacién colombiana con resultados
que indican la presencia de variantes en genes de
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predisposicion a esta patologia compleja, que, aunque sin
patogenicidad confirmada al momento actual, parecen
sugerir que la sumatoria de estas pueden contribuir en la
fisiopatologia de la enfermedad. Hemos podido demostrar
que nuestra poblacion es similar en cuanto a variantes en
linea germinal que aumentan el riesgo o participan en una
de las vias de sefalizacion que se afectan en la enfermedad
inflamatoria intestinal. Lo cual ubica a Colombia en un pais
a la vanguardia en temas de generacién de conocimiento
que permita avanzar en el conocimiento de esta patologia
con miras a mejorar la respuesta terapéutica e individualizar
a los pacientes para dar una terapia dirigida. Son necesarios
mas estudios de genotipificacion y estudios funcionales que
permitan identificar biomarcadores o blancos terapéuticos
para el desarrollo de nuevos farmacos. Ademas, generar
conocimiento entre genes de susceptibilidad, cambios
epigenéticos y las ciencias 6micas, lo cual permita
enfoques confiables para la deteccidn precoz de riesgo de
enfermedades e interacciones entre patologias autoinmunes.
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