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El significado de las mutaciones de CARD1S en
la enfermedad de Crohn.
La contribucion espaiiola

La NOD?2 es una proteina citosdlica que se expresa principalmente en monoci-
tos, macrofagos y células dendriticas, que se detecta también en las células de Pa-
neth del intestino delgado (1,2). La estructura bdsica de la proteina (1040 aminoéci-
dos) contiene tres regiones: a) dos dominios de reclutamiento de caspasas
N-terminales (CARD), por los que el Comité de Nomenclatura Internacional deci-
di6 cambiar el nombre del gen que codifica esta proteina por el de CARD15; b) un
sitio central de unién de nucledticos (NBS); y ¢) miiltiples repeticiones carboxiter-
minales ricas en leucina (LRR), similares a los dominios extracelulares de los recep-
tores de tipo “TOLL” “peaje” e importantes para detectar una proteina superficial
especifica de las bacterias grampositivas y gramnegativas: el muramil-dipéptido. La
unién del muramil-dipéptido a la NOD2 activa el factor nuclear kB (NF-xB) en cir-
cunstancias normales. En 1996, una busqueda de todo el genoma, realizada en dos
paneles consecutivos e independientes de familias con varios miembros afectados
mediante un método no paramétrico de ligamiento bipuntual entre pares de herma-
nos, identificé un locus de susceptibilidad a la EC en el cromosoma 16q12 (3). En
2001, tres grupos independientes que emplearon abordajes y poblaciones diferentes
implicaron a la NOD?2 en la susceptibilidad a la enfermedad de Crohn, sefialando un
posible vinculo entre la respuesta inmunitaria innata a los componentes bacterianos
y el desarrollo de la enfermedad (4-6). A estos primeros estudios Espaiia contribuyé
activamente aportando pacientes y familias afectas de enfermedad de Crohn proce-
dentes de los hospitales de Sant Pau de Barcelona y de Trias i Puyol de Badalona
(5). De manera mas fundamental, Espafia ha contribuido con los trabajos pioneros
de Gabriel Nuiiez sobre el papel de las proteinas NOD-LRR en las interacciones
huésped-microorganismo y los procesos inflamatorios (7-12). En la raza blanca se
han hallado al menos 30 mutaciones en el gen CARD15 que producen cambios no
conservadores de la proteina (13,14), pero las mds frecuentes, localizadas en el ter-
cio distal del gen, son dos mutaciones de cambio de sentido: una, la SNP8 (2104C > T;
rs17860491), lleva a (R702W) (sustitucién de arginina por triptéfano); la otra, la
SNP12 (2722G > C; rs17860492), lleva a (G908R) (sustitucion de glicina por argi-
nina). También esta la mutacion SNP13 (3020insC; rs17860493) debido a la inser-
cioén de citosina (L1007finsC) que da por resultado una proteina NOD2 maés corta.
Estas tres mutaciones representan mds del 82% de los cromosomas mutados (14) y
son las responsables de los alelos de susceptibilidad a la enfermedad. Ello significa
que los portadores de estos alelos tienen riesgo de sufrir de la enfermedad de Crohn.
Sin embargo, el riesgo no es igual para los tres alelos de susceptibilidad. En la ma-
yoria de los estudios, los portadores de R702W tienen un riesgo dos veces mayor,
los de G908R un riesgo tres veces mayor y los mutantes 1007fs un riesgo cuatro ve-
ces mayor; el riesgo de homozigéticos mutados (generalmente de la mutacién
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1007fs) o los heterozigotos compuestos es de 17,1; IC 95% 10,7-27,2 (15). En algu-
nas poblaciones, como la de Toledo, en Espaiia, y de Rennes, en Francia, la muta-
cion R702W fue la mutacién de CARD15 que se asocid de manera mds significativa
a la enfermedad de Crohn. Es mds, esta variante de susceptibilidad presenté una
asociacion independiente al comportamiento estenosante de la enfermedad (16,17).
Ya se ha visto anteriormente que un cromosoma mutado normalmente lleva sélo
una de las variantes frecuentes. Asi, los individuos afectados que portan mutaciones
compuestas proceden de ambos cromosomas 16, indicando que los han heredado
del padre y de la madre. Estas mutaciones compuestas son las responsables de la fal-
ta de respuesta a los productos bacterianos especificos, como se demostré elegante-
mente en Michigan y Paris (18-20). Estas mutaciones determinan una respuesta
anormal al muramil-dipéptido (MDP) que pueden conducir a la enfermedad, princi-
palmente en el fleon (15,21). Sin embargo, incluso en este subgrupo de pacientes re-
sulta obvio que, para que se exprese la enfermedad, son necesarios otros factores
genéticos y ambientales. Asi, los pacientes con afectacion ileal y los portadores de
mutaciones de CARDI5 presentan también un descenso especifico de las alfa-de-
fensinas que repercute enormemente sobre los microorganismos luminales (22).
Ademds, los pacientes con anticuerpos frente a Saccharomyces cerevisiae (ASCA+)
tienen una frecuencia mayor de alelos mutantes de CARD15, aunque los titulos ma-
yores de ASCA se han asociado a mayores probabilidades de enfermedad de Crohn
ileal y de conducta estenosante/penetrante con independencia del estado de
CARDI15 (23). En un estudio poblacional de Canadd se ha confirmado que el
CARDI15 y el consumo de tabaco son factores de riesgo independientes entre si. El
riesgo atribuible a los portadores de CARD15 fue del 26,7% y el achacado a ser fu-
mador activo fue del 46,8% (24). De Diego y cols. analizaron la frecuencia del habi-
to tabaquico en pacientes con mutaciones de CARD15 y observaron una asociacion
inversamente significativa con el tabaquismo tanto en los pacientes heterozigotos
para 1007fs como en los heterozigotos y homozigotos compuestos; el 72% de los
fumadores no tenian ninguna de estas tres mutaciones (25). Al igual que en la perio-
dontitis, otra enfermedad compleja frecuente, la maxima frecuencia de portadores
de mutaciones de CARDI5 se encontré entre los pacientes no fumadores sin
Porphyromonas gingivalis ni Actinobacillus actinomycetemcomitans (29 4 frente a
17.,4% en los controles) (26). La diferencia no fue significativa pero confirma la fal-
ta de interaccion entre estas mutaciones y este importante factor ambiental, que in-
terviene en la regulacién de la permeabilidad intestinal y la inflamacién (27,28).
Un metaandlisis de las mutaciones de CARDI5 en la enfermedad de Crohn de
poblaciones diversas ayud¢ a cartografiar la frecuencia y las diferencias geogréficas
de las mutaciones; las frecuencias de alelos y genotipos de las tres mutaciones mas
habituales se calcularon en 3.575 controles sanos de raza blanca reclutados por 15
grupos distribuidos en tres continentes. Las frecuencias alélicas de las mutaciones
R702W, G908R y 1007fs eran del 4,3% (3,6-4,9),¢el 1,2% (0,8-1,6) y el 2,3% (18-
2.8), respectivamente, con grandes fluctuaciones geograficas de los alelos G908R,
1007fs y de tipo silvestre o salvaje (p < 0,0001). A nivel poblacional, no se observo
ninguna relacion sencilla entre las frecuencias de las mutaciones y las incidencias
de la enfermedad en las poblaciones estudiadas. A nivel individual no se hall6 nin-
gln déficit significativo de portadores de mutaciones de dosis doble entre los con-
troles sanos, lo que prueba en gran medida que la penetrancia de la mayoria de los
genotipos de riesgo es baja y confirma que el CARDI5 opera interactuando con
otros cofactores de riesgo desconocidos (29). Los estudios de controles de diferen-
tes regiones de Espafia (16,30-33), como Oviedo y Valladolid, no difieren significa-
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tivamente de los datos obtenidos a partir de 15 cohortes de controles sanos de raza
blanca entre los que no habia espaifioles (29) (Tabla I).

Tabla I. Comparacion de frecuencias alélicas en % entre las mutaciones mas frecuentes de
CARD15 en poblaciones de control de distintas regiones de Espaia y controles sanos de

raza blanca

Ciudad Controles Afo R702W G908R 1007fs

(n) Exon 4 Exon 8 Exon 11
Santiago (30) 227 2003 53 0,7 11
Santiago (31) 165 2004 58 1,0 1,0
Madrid (32) 343 2004 5,4 2.3 1,6
Barcelona (33) 156* 2006 7,0 1,3 19
Toledo (16) 172 2006 3,4 11 2,0
Oviedo. L. Rodrigo y cols.

Presente nimero 86 2007 52 1,0 1,6
Valladolid ** 272 2007 52 2,2 1,8
16 cohortes de controles

sanos de raza blanca (29) 3.575 2007 4,3(3,6-4,9) 1,2 (0,8-1,6) 2,3(1,8-2,8)

*Donantes y pacientes sometidos a trasplantes alogénicos de células madre sin células T. **Comunicacion personal del Dr.
JA Garrote, Valladolid.

El articulo publicado en este nimero de Revista Espaiiola de Enfermedades Di-
gestivas aporta datos recientes sobre la frecuencia de estas mutaciones habituales en
la poblacidon sana de Asturias y en pacientes con enfermedad de Crohn. Los autores
muestran que la prevalencia de las mutaciones de CARDIS5 no era diferente de la
observada en la poblacion de control, aunque la mutacién 1007fs, al igual que en los
resultados de Toledo (16), seguia la misma tendencia positiva en los pacientes con
afectacion ileal; el 11,3% portaban esta mutacion en dosis simple y el 17,3% en he-
terozigotos compuestos. Las diferencias observadas con otros centros no se deben a
las observadas en la poblacion de control sana, a pesar del pequefio niimero de con-
troles procedentes de Asturias con genotipo de las mutaciones mds frecuentes de
CARDI1S5, como puede verse en la tabla I. Desgraciadamente no es posible hacer
comparaciones estrictas, ya que no todos los autores citan las frecuencias alélicas en
sus publicaciones, ademads la seleccion de pacientes es diferente. En Espafa no hay
estudios poblacionales y muchas de las publicaciones proceden de centros de refe-
rencia como el de Madrid y el de Barcelona (32,34-36).

Varios estudios han hallado una asociacién positiva entre presencia de mutacio-
nes, especialmente las 1007fins, intervencion quirdrgica previa debida a la enferme-
dad de Crohn, principalmente resecciones ileales (37), resecciones ileocecales y alto
riesgo de recidiva postoperatoria y reoperacion (38). Seiderer y cols. hallaron que la
presencia homozigota de la variante 1007fs de CARD15 se asocia a un curso muy
agresivo de la EC con afectacion ileal en todos los pacientes afectados y una alta in-
cidencia de estenosis fibroestendticas que con frecuencia precisan intervencion qui-
rurgica (39). Estos hallazgos se confirmaron también en Galicia (40) y en un estudio
prospectivo de Barcelona (35). Entre 70 pacientes catalanes que precisaron cirugia,
la recurrencia postoperatoria fue también mds frecuente en los pacientes con varian-
tes de CARDI5 en los andlisis univariado y multivariado (OR: 3,29; IC 95%: 1,13-
9,56), necesitandose antes la reoperacion (p = 0,03) (35). Més recientemente se ha
realizado un interesante estudio clinico prospectivo para confirmar que la variante
1007fs de CARD15 es un factor prondstico independiente de la aparicion de esteno-
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sis intestinales y de la necesidad de intervencion quirdrgica. A una serie de pacien-
tes con enfermedad de Crohn que presentaban sintomas clinicos indicativos de este-
nosis intestinal les hicieron de manera prospectiva un genotipo en busca de las tres
variantes mds corrientes de CARD 15, siguiéndoseles mediante enteroclisis por reso-
nancia magnética para analizar la presencia de estenosis de intestino delgado. Ade-
mads, basdndose en hallazgos clinicos y radiolégicos, la necesidad de intervenciéon
quirdrgica la valoré un cirujano independiente que no conocia los resultados del ge-
notipo de CARD15. Veinticinco de los 40 pacientes (62%) con al menos una varian-
te de CARDI5 se diagnosticaron de estenosis intestinal con la enteroclisis por reso-
nancia magnética (OR = 9.44; IC: 3,21-27,77; p = 0,00028, Bonferroni corregido).
En concreto, la presencia de la variante 1007fs se asoci6 a un mayor riesgo de este-
nosis intestinal (OR = 12,00, IC: 347-41,54, p = 0,00042, Bonferroni corregido).
Veintiuno de los 31 pacientes con estenosis (68%) requirieron cirugia, siendo 13 de
estos 21 (62%) portadores de la variante 1007fs. El genotipo podria ser pues una im-
portante herramienta diagndstica en la clinica para identificar a los pacientes de alto
riesgo con determinadas necesidades diagndsticas y terapéuticas. Este importante
estudio también ha mostrado que la enteroclisis por resonancia magnética es una
técnica excelente para diagnosticar las estenosis de intestino delgado (41). En otro
estudio de niflos con esta mutacion se observé un riesgo 6,6 veces mayor de presen-
tar fenotipos estenosantes con necesidad de cirugia, por lo que las pruebas genéticas
pueden identificar a los nifios con EC y riesgo de cirugia precoz (42).

La homozigosidad de la mutacién 1007fs de CARD15 se asocia a un curso agre-
sivo de la EII con una incidencia elevada de estenosis fibréticas que a menudo pre-
cisan intervencidn (39). Sin embargo, recomendar el genotipo de CARDI5 como
planteamiento diagnéstico en todos los pacientes de enfermedad de Crohn no estd
indicado en este momento, pues estas variantes genéticas s6lo explican alrededor
del 20% de la susceptibilidad de esta enfermedad. Sin embargo, como concluyeron
Seiderer y cols. (41), las pruebas indican que los genotipos son una ttil herramienta
diagndstica en los pacientes con sintomas clinicos sugerentes de estenosis intestinal
para poder detectar lo antes posible a los enfermos de alto riesgo y posiblemente
prevenir las complicaciones que se asocian a este subgrupo de pacientes.

Estos recientes resultados avalarfan el desarrollo de pruebas basadas en el geno-
tipo. De hecho ya se han comercializado pruebas basadas solamente en la genotipi-
ficacién del ADN (p. ej., PROMETHEUS® NOD2/CARD15, Prometheus Laborato-
ries, San Diego, CA, USA). Tales pruebas identificardn de manera especifica a
algunos individuos de alto riesgo de presentar enfermedad de Crohn, portadores de
2 mutaciones frecuentes de CARD15 (43-45); sin embargo, la sensibilidad quiza sea
baja al no lograr detectar las mutaciones raras. Se ha predicho que estas estarfan pre-
sentes en el 25% de los portadores de mutaciones dobles (14), lo que posiblemente
es una infraestimacién causada por otras mutaciones de CARDI5 causantes de la
enfermedad y aun no identificadas (p. €j., en las regiones reguladoras y promotoras,
aunque hasta ahora estas no parecen ser importantes para la susceptibilidad) o por
variantes en el nimero de copias. Las pruebas de tipo secuencial para buscar varian-
tes raras son muy laboriosas y caras por lo que normalmente suelen necesitarse
otros andlisis de muestras parentales (45).

La complejidad que poseen las bases genéticas de la enfermedad infamatoria in-
testinal hace que las pruebas genéticas convencionales sean demasiado caras y lar-
gas como para resultar practicas. El IBDchip® de Progenika (otra contribucién espa-
flola) permite un cribado rdpido y rentable de gran nimero de los “polimorfismos
debidos a una mutacién de un nucleétido” (PSN) asociados a la enfermedad de
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Crohn y colitis ulcerosa. Acualmente, el IBDchip® genotipifica 102 PSN en 63 ge-
nes. Estas mutaciones se analizan asi simultdneamente. Este desarrollo ha demostra-
do que la factibilidad de la tecnologia es casi perfecta, pues los coeficientes de espe-
cificidad y sensibilidad se hallan por encima del 99,7% respecto a todos los PSN
comprobados. Esta potente herramienta de genotipificacion se estd validando en va-
rias poblaciones de pacientes europeos y norteamericanos con enfermedad inflama-
toria intestinal y la mejor seleccion de los PSN se espera que aumente el valor al
predecir el curso de la enfermedad.

Se ha realizado recientemente un estudio del CARD15 para predecir el aumento
de los costes quirtrgicos de la enfermedad de Crohn. Este estudio, que también pre-
cisa validacion, ilustra también la importancia que tiene combinar las pruebas gené-
ticas y seroldgicas. En una cohorte extrahospitalaria europea e israeli de disefio
prospectivo (n = 228), a la que se siguié durante una media de 8,3 afios (DE 2,6), la
medicion de los ASCA (IgG, IgA) y las tres mutaciones mas comunes de CARD15
indica que los pacientes con EC que son positivos para G908R y ASCA devengan
mayores costes sanitarios (46). Considerando que la frecuencia de G908R no es
muy relevante en Espafia basado en estudios de pacientes de centros de referencia,
habra que explorar otras combinaciones. En este sentido, la influencia combinada
de las mutaciones de CARDI5 y del genotipo 4G/4G del gen del inhibidor del acti-
vador del plasmindgeno de tipo 1 (PAI-1) sobre el comportamiento de la enferme-
dad de Crohn ha mostrado en 170 pacientes estudiados de manera prospectiva que
es capaz de predecir la enfermedad de Crohn complicada y, por lo tanto, que los pa-
cientes con estas variantes podrian beneficiarse de intervenciones precoces (34).

Otra importante aportacion espaiiola radica en el campo del trasplante alogéni-
co de células madre (TCM). Un grupo de hematélogos de Barcelona (33) ha encon-
trado que habia variantes de CARD15 en nueve (11%) de 76 pacientes sometidos a
TCM alogénico con deplecion de células T y seis (8%) de los 65 donantes. Estas
variantes genéticas se asociaron a una menor supervivencia sin enfermedad (17
frente a 48%, p = 0,03). Ademads, la muerte por infeccion pulmonar fue mas fre-
cuente en el grupo de pacientes con mutaciones de CARDI5. Estos resultados con-
firman los estudios previos en el terreno de los trasplantes (47-51) y avalan la hipo-
tesis de que el efecto perjudicial de las variantes de CARDI15 podria estar
producido por una alteracion del sistema inmunitario innato, mas que por la activa-
cidén del sistema inmunitario adaptativo (33). El papel de estas mutaciones en el de-
terioro de la funcién de barrera y la translocacién bacteriana podria ser un tema im-
portante en la fisiopatologia de la sepsis precoz; la mortalidad relacionada con la
sepsis (dia 30) estaba aumentada en los pacientes con variantes de CARDI15 (42
frente a 31%) y fue méaxima (57%) en los 8 pacientes que portaban la mutaciéon
1007fs (52).

Sin duda, los futuros estudios de este gen y de sus interacciones con otros genes
y con los factores ambientales contribuirdn al conocimiento de la enfermedad de
Crohn. La importancia clinica de estas mutaciones y su aplicacion se han revisado
recientemente (43,53-55), pero estd claro que habremos de seguir considerando es-
tos importantes hallazgos como herramientas ttiles con que seguir tipificando estas
complejas enfermedades. Por el momento, las pruebas indican que los genotipos
son una ttil herramienta diagndstica en los casos con sintomas clinicos indicativos
de estenosis intestinal, con el fin de identificar a los pacientes de alto riesgo y posi-
blemente de prevenir las complicaciones de este subgrupo de pacientes con enfer-
medad de Crohn. Todavia queda mucho por hacer y descubrir pero esta claro que la
contribucion de Espafia en este campo es muy importante.
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