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I. INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) y la Enfermedad Inflamatoria Intestinal
Croénica (EIIC) son enfermedades emergentes, de elevada prevalencia e incidencia,
que tienen un pico de apariciéon en poblacién joven y que suponen una merma en
la calidad de vida de los pacientes y una importante carga socio-econémica. Su
etiologia se postula similar: una combinacién de factores ambientales (gluten,
gérmenes, etc.), sobre una predisposicién genética (polimorfismos IL18RAP, por
ejemplo), y una respuesta inmunitaria alterada, fundamentalmente a nivel
linfocitario. Ambas son enfermedades crénicas y sistémicas, con afectacion
prioritaria del tracto digestivo, cuya sintomatologia puede ser similar, pero cuyos
tratamientos difieren. En la EC, la retirada del gluten de la dieta puede ser
curativa, mientras que, actualmente, no existe ningtin tratamiento curativo de la
EIIC. Sin embargo, los tratamientos de la EIIC, que buscan bloquear algtin punto
de la cascada inflamatoria, mejoran la clinica e histologia de la EC, siendo
utilizados en EC refractarias a la dieta exenta de gluten.

Algunos autores consideran que los pacientes con los dos tipos de EIIC,
enfermedad de Crohn (1) -ECr- y colitis ulcerosa -CU- (2), son un grupo de riesgo
de presentar EC(3). Esta hipétesis se sustenta en la elevada prevalencia tanto de la
EC (1/300, segun series (4-7)) como de la EIIC (1-3 por 1000 (8,9)), y porque
tienen, en teoria, un mecanismo patogénico similar: interacciéon de factores
genéticos (NOD2-CARD15, cromosoma 6, IL23R, elevada concordancia en
gemelos monocigotos y agrupacion familiar, etc.), inmunolégicos (se postula
también una alteracion de la inmunidad adquirida e innata, con un aumento de la
permeabilidad intestinal (10,11)) y ambientales (flora comensal (9), gastroenteritis,
etc.). Al igual que en la enfermedad celiaca, en la EIIC hay una alteracion de la via
de los linfocitos T y de la apoptosis, y un aumento de factores inflamatorios, como

el factor de necrosis tumoral alfa (12).



Inicialmente se describieron casos aislados de EIIC y EC en un mismo
paciente(13,14), pero recientemente se han realizado estudios epidemiolégicos
mas amplios que relacionan ambas enfermedades. Casi todos los estudios previos
al 2010, han observado una mayor frecuencia de desarrollo de EIIC en pacientes
celiacos y sus familiares (15-17), y de celiaquia en EIIC (12,18,19). Se ha observado
que la EIIC es de 5 a 10 veces mas frecuente en los pacientes celiacos que en la
poblacién general (20-22), aunque al revés (la celiaquia en pacientes con EIIC) no
estd tan claro el aumento de riesgo. Algtn estudio ha observado que, aunque en
su poblacion si que es mas frecuente la EIIC en pacientes celiacos, no ocurre lo
mismo al investigar la prevalencia de celiaquia en pacientes con EIIC (22), siendo
la prevalencia de EC similar a la de la poblacién general.

El diagnostico de EC en pacientes con EIIC es especialmente importante
porque, a parte de que se trata de pacientes jévenes con una patologia crénica, con
brotes frecuentes y tratamientos agresivos, es posible que un diagndstico
inadecuado conlleve la confusién de sintomas (que se consideren tnicamente
debidos a la EIIC) y motive una intensificaciéon innecesaria del tratamiento. A ello
se asociaria el riesgo de complicaciones a largo plazo de una EC sin diagnosticar.
Ademas, determinadas complicaciones de la EC podrian verse agravadas por la
EIIC (por ejemplo, una ferropenia por pérdidas sumada a la malabsorcion) y/o
sus tratamientos (Ej. los corticoides favorecen la osteoporosis y los
inmunosupresores la apariciéon de linfomas en pacientes predispuestos).

En el proceso diagnéstico de la EC se utilizan estudios serolégicos,
histolégicos y marcadores de predisposicion genética a la enfermedad. Estos
altimos, fundamentalmente los genes del sistema HLA (Human Leucocyte
Antigen), y las moléculas por estos codificadas, tienen la caracteristica de su
elevado valor predictivo negativo, de manera que la negatividad de determinados
genes o moléculas (fundamentalmente HLA-DQ2 y -DQ8) en un individuo
significa que la posibilidad de no expresar a lo largo de su vida una EC es del 95-
99%.

Este dato, es trascendente en el estudio de pacientes con enfermedad

celiaca dado que confiere a ésta enfermedad una predisposicién génica tan



importante como que es excepcional que se exprese la enfermedad en ausencia de
determinas combinaciones alélicas de HLA-DQ. En éste sentido, y dado que la
enfermedad celiaca se puede expresar en cualquier momento de la vida,
Unicamente podriamos esperar su presencia en el grupo de individuos con
haplotipos de susceptibilidad, por lo que la presencia simultanea de EC y EII
deberia inicamente observarse en pacientes con EII con predisposicion HLA-DQ
de enfermedad celiaca. Por ello, el estudio de de haplotipos HLA en pacientes
con EII podria ser importante para evaluar si los pacientes con EII tienen mayor
susceptibilidad genética a expresar la EC, y si algtin subtipo de expresiéon de HLA
podria incluso estar mas presente en la EIIC o cualquiera de sus formas de
presentacion (ECr o CU).

Cuando se disei¢ la tesis, ningtin estudio habia determinado la prevalencia
de los haplotipos HLA DQ2/DQ8 en pacientes con EIIC. Recientemente, se ha
publicado un estudio de la frecuencia aumentada de HLA de riesgo de celiaquia
en diferentes enfermedades digestivas, en la que se estudia el HLA en 36
pacientes con EIIC (23) y, aunque se intuye una ausencia de diferencias en la
frecuencia del HLA de riesgo de celiaquia con respecto a la observada en la
poblaciéon general, el bajo tamafio muestral no permite extrapolar las

conclusiones.

A) Enfermedad Celiaca:

1. Definicion

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia en la que individuos
genéticamente predispuestos desarrollan una intolerancia permanente a las
proteinas del gluten (24). El contacto con el gluten determina la apariciéon de una
lesiéon histolégica caracteristica (no patognomonica), que en sus formas mas
graves provoca atrofia vellositaria, que conlleva una malabsorcién de nutrientes,

y que es reversible retirando el gluten de la dieta, en el 95% de los casos (11).



2. Epidemiologia

La EC afecta tanto a nifios como adultos, aunque la clinica es mas florida en
nifios, y tiene una relacion mujer/hombre de 2:1 (8). Es una enfermedad
inmunitaria mediada por células T que aparece sobre todo en personas con
antepasados caucasicos (25). La EC es una de las intolerancias a alimentos mas
frecuente (4,26). Su prevalencia oscila entre 1/100 y 1/300, segtn series (4-7). En
Espanfia, se han observado diferentes prevalencias en funcién de la edad: 1/118 en
poblacién infantil y 1/389 en la poblacién adulta (27). Actualmente, se considera
que la prevalencia de EC es atin mayor (modelo iceberg), existiendo numerosos

casos sin diagnosticar (8,28,29).
3. Patogenia
La EC es el resultado de la interaccion de factores inmunolégicos

(inmunidad adquirida e innata), genéticos (HLA DQ2 y DQS8, entre otros) y

ambientales (gluten) -ver figura A.1-.
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Figura A.1. Interaccién de factores ambientales (diversos factores aumentan la
permeabilidad intestinal y favorecen la entrada del gluten), genéticos (HLA de las células

presentadoras de antigeno y carga genética no-HLA) e inmunolégicos (células presentadoras de

of Medicine. 357(17):1731-1743, 2007.

antigeno, linfocitos, anticuerpos, etc.).

3.1 Factores inmunol6gicos:

La transglutaminasa tisular 2 (tTG 2), es una enzima calcio-dependiente

(30) con maltiples funciones (Pr

organismo (células endoteliales,

relaciona con los procesos de apoptosis y curaciéon de heridas. (31) y se expresa

o y antiinflamatorias) y localizaciones en el

de mdasculo liso, mesangiales, etc.) que se

mucho més en condiciones de inflamacién o dafio tisular (32).

En el intestino delgado, con el pH levemente acido(26), la tTG2 deamida la
glutamina a &cido glutamico, confiriéndole cargas negativas que posibilitan su

unién a las moléculas HLA de las células presentadoras de antigeno (APC), con

una alta afinidad.




En pacientes genéticamente predispuestos y, al parecer, en el contexto de
un aumento de permeabilidad intestinal (10) y de liberacién de sustancias pro-
inflamatorias (Ej. una gastroenteritis por rotavirus o adenovirus), de medicacién
inductora de la cascada inflamatoria (Ej. Interferén a), en el embarazo o puerperio
(17), o de un aumento de permeabilidad intestinal de origen genético (gen de
miosina IXB -MYO9B(33)), el gluten se une a la tTG 2 de la mucosa, ésta lo
deamida, facilitando su unién con el antigeno HLA-DQ (DQ2 generalmente,
aunque también DQ8) de la APC, generalmente una célula dendritica (CD), que se
lo presenta al linfocito T CD4+. El linfocito T CD4+ libera citoquinas, destacando
el IFN-y, que a su vez estimulan la célula dendritica favoreciendo la mayor
expresion de HLA-DQ, y estimula linfocitos B que producen anticuerpos
(inmunidad adquirida: respuesta especifica al gluten de linfocitos T CD4+). La
estimulacion de la CD provoca un aumento de la produccién de IL-15, que
estimula los linfocitos intraepiteliales (LIE), CD8+, produciendo receptores
NKG2D en las células epiteliales, que expresan moléculas MICA, lo que permite
la unién del receptor NK del linfocito CD8+ con el ligando MICA, y la
consecuente destrucciéon de la célula epitelial. Esta destrucciéon tisular puede
aparecer también como consecuencia de la estimulacién directa de la CD por
fragmentos de gliadina (Ej. Glia p31-43) (inmunidad innata mediada por LIEs)
(30,33).

Los autoanticuerpos contra la transglutaminasa aparecen en respuesta al
complejo tTG 2 - gliadina y, pese a lo que previamente se creia, se postula que no
son el origen de las lesiones vellositarias del intestino delgado, sino que pretenden

la inhibicién de la tTG 2 (30). In vitro, bloquean hasta el 90% de la actividad tTG 2.

3.2 Factores genéticos:

La influencia de la genética en la EC es considerable, habiéndose observado
un marcado componente familiar (5-15%; 15-30% si los familiares son HLA DQ?2
positivos) (8) y una elevada concordancia entre gemelos monocigotos (75-86%)

(5,33).



El HLA es responsable del 40-50% de la carga genética de la EC (33-35). El
95-99% de los pacientes con EC expresan el HLA-DQ2 o -DQ8 (36): 90-95% son
HLA-DQ?2 positivos (8,33) y 5-10% son HLA-DQ8 (8,35). El estudio genético de
haplotipos tiene un alto valor predictivo negativo, permitiendo excluir la EC
practicamente con un 99% de certeza (8,24).

El nimero de loci HLA clasicos en una persona es de tres para los de clase I
(HLA-A, B, C) y otros tres para los de clase II (HLA-DR, DQ, DP), siendo el locus
relacionado con la susceptibilidad a la EC el HLA-DQ.

Las moléculas HLA codificadas por los genes de clase II se expresan en la
membrana de células inmunocompetentes (células B, monocito-macréfago-
dendriticas, y linfocitos T activados). En patologias con componente
inmunolégico, las moléculas HLA se encuentran de forma ectdpica sobre las
membranas de las células del tejido diana dafado.

Las moléculas HLA se unen a los linfocitos T y les presentan diferentes
tipos de proteinas en forma de pequefios péptidos. La unién y presentacion de
unos u otros péptidos dependera de los alelos HLA que posea un determinado
individuo, de forma que, la capacidad de unién o afinidad de estos péptidos al
HLA determinard la inmunogenicidad de un antigeno y la inmuno dominancia de
la respuesta (37).

La molécula HLA-DQ esta formada por dos cadenas polipeptidicas, alfa y
beta. Cada una de estas cadenas esta constituida por dos dominios, alfa 1 y alfa 2,
para la cadena alfa, y beta 1 y beta 2, para la cadena beta. Los dominios alfa 1 y
beta 1 de la molécula DQ son los que entran en contacto con el antigeno (Ej.
Gluten deamidado, con cargas negativas) y, por lo tanto, son los més variables y
los que determinan que una molécula DQ sea DQ2 o DQ3, por ejemplo. La cadena
alfa 1 estd codificada por el gen DQA1 y la cadena beta 1 estd codificada por el
gen DOQBI.

Los alelos del sistema HLA se heredan en bloque, como una unidad,
denominada haplotipo. El genotipo HLA esta formado por la suma del haplotipo

del padre y de la madre. Ambos haplotipos son codominantes; cada progrenitor



expresa los productos codificados porambos haplotipos y transmite, de forma

mendeliana uno u otro al hijo (38).

Como hemos comentado, la susceptibilidad a la EC reside en el HLA-DQ,
siendo la molécula DQ2 la que confiere mayor riesgo para el desarrollo de la EC.
El DQ2 puede estar formado por las cadenas alfa y beta codificadas por los alelos
DQA1*05:01 y DQB1*02:01, respectivamente, de un mismo cromosoma (HLA
DQ2.5cis), que conforman el haplotipo de mayor riesgo de celiaquia y que va
asociado al gen DRB1*03 (DR3), o por la cadena a codificada por el alelo
DQA1*05:05 de un cromosoma y la cadena [, codificada por el alelo DQB1*0202
del cromosoma homologo, constituyendo la molécula DQ2.5trans. El alelo
DQA1*05:05 forma parte del haplotipo DQA1*05:05+DQB1*03:01, ligado al gen
DRB1*11/12 (DR5) o a algunos grupos de DRB1*13, que codifica la molécula cis
DQ?7.5, mientras que el alelo DQB1*02:02 forma parte del haplotipo DQB1*02:02 +
DQA1%02:01, ligado al gen DRB1*07 (DR7), que codifica la molécula cis DQ2.2.

El HLA-DQS8, codificado por los alelos DQA1*03:01 o *03:03 + DQB1*03:02,
ligado al gen DRB1*04 (DR4), también se encuentra en una pequefia proporcion
de pacientes celiacos. La figura A.2 muestra la estructura esquematica del HLA-

DQ2 y -DQ8.

A HLA-DQ2 heterodimer encoded in ¢is B HLA-DQO2 heterodimer encoded in trans C  HLA-DGS heterodimer encoded in ¢is

1 1
DOB1  DOAT DR5.DQ7 DoB1 _DOA
ool 2 orRe-008 |—{ oz0{EER—
o _{-W DR7.002 ?7
. = ’ —
D2 Das

y,
B chain] & chai
DOB1 | DOAY
0201 | 0501

Figura A.2. Esquema del HLA-DQ2 y DQ8 (39)
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El HLA-DQ 2.2 (codificado en cis por los alelos DQA1*02:01+DQB1*02:02)
es un heterodimero controvertido en lo referente a su papel de predisposicion a la
celiaquia. La mayor parte de los autores sostiene que, de forma aislada, no
confiere susceptibilidad, predisponiendo tinicamente si se presenta con el HLA-
DQ2.5 (para lo que hay consenso) (40) o con el HLA-DQ7 (41). Sin embargo, en un
estudio realizado en poblaciéon pediatrica del norte de Espafia, se observé que el
DQ2.2 predispone a la celiaquia casi tanto como el DQ2.5 (42). Por el contrario,
algin autor incluso apunta que la homocigosis del DQ2.2 tal vez confiera

proteccion frente a la EC (37).

Algunos estudios han puesto de manifiesto el impacto del “HLA-DQ2
Gene Dose Effect” (efecto dosis-gen del HLA-DQ?2), es decir, el mayor riesgo de
EC y de EC refractaria, en personas con homocigosis del HLA-DQB1*02. Los
pacientes HLA-DQ2 homocigotos tienen 5 veces mas riesgo de desarrollar EC que
los heterocigotos (26,33,43), porque los dimeros de HLA que expresen sus APC
seran siempre DQ?2 y, por tanto, con alta afinidad para el acido glutdmico y el
inicio de la reaccién inmunitaria alterada. La homocigosis del HLA-DQB1*02 se
ha relacionado con niveles de autoanticuerpos significativamente mas altos (44),
lo que a su vez se asocia a grados superiores de lesion histolégica (mayor atrofia;

Marsh 3) (45,46).

Como se coment6 previamente, la relacién mujer: hombre en la celiaquia es
de 2:1. Megiorni et al (47), observaron que las pacientes eran mas frecuentemente
portadoras de las moléculas HLA-DQ2/DQ8, que los pacientes, hasta el punto de
que tan s6lo el 0.9% de las mujeres celiacas eran DQ2/DQ8 negativas, frente al
9.5% de los hombres celiacos de su estudio. Sugirieron una “impronta paterna”
porque la herencia paterna del DQ2 era responsable del predominio femenino.
(47) En algunos estudios, se ha observado que existe una correlacion entre la
homocigosis DQ2, la precocidad en el diagnoéstico, la aparicion de la
sintomatologia clasica (ver en el siguiente apartado) de la EC, y el sexo femenino

(42).
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Recientemente, se han encontrado numerosos genes implicados en la
patogenia de la celiaquia. Intervienen en la permeabilidad de barrera celular del
intestino, la funcién de linfocitos T, la apoptosis y la cascada inflamatoria:

ICOSLG, IL18RAP, IL2/1L21, PTPN2, etc. (28,48). Muchos de ellos, también se

relacionan con otras enfermedades de origen inmunitario, como la EIIC.

3.3 Factores ambientales:

Las proteinas del gluten (gliadinas y glutininas (49)) presentes en el trigo, el
centeno y la cebada (la avena no contaminada por harina de trigo podria no
inducir lesion(8)) son altamente resistentes a la proteolisis en el tracto digestivo
alto(33). Estas proteinas se denominan prolaminas: gliadina (trigo), secalina
(centeno), hordeina (cebada) y avenina (avena). Las proteinas del gluten
constituyen el factor ambiental fundamental para producir la lesiéon intestinal
caracteristica de la EC. Por ello, en el 95% de los casos de EC, retirando el gluten
de la dieta, se regenera la mucosa intestinal, desaparece la clinica, y se normalizan
los niveles de autoanticuerpos.

En relacién con el necesario aumento de la permeabilidad intestinal para el
desarrollo de una EC, se ha relacionado la celiaquia con numerosas infecciones:
adenovirus, candidiasis, rotavirus..., entre otros, o una disbiosis. En la actualidad,
ha cobrado mayor interés el rotavirus, que es una causa habitual de enteritis en
nifios, y la disbiosis. El primero porque se han hallado anticuerpos IgG frente al
rotavirus en el 100% de los celiacos frente al 32% de los controles sanos (50) y la
disbiosis por numerosos estudios que muestran diferencias en la flora intestinal
entre la poblacion general y los pacientes celiacos. En el estudio de De Palma et al,
se observo que las bacterias cubiertas de IgA eran menos abundantes en pacientes
que en controles, mientras que los bacteroides aparecian en mayor proporcién en

los celiacos sin tratar (10).
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4. Presentacion clinica

La EC tiene madaltiples formas clinicas: sintomatica (cldsica, pauci o
monosintomatica, y refractaria), silente, latente y potencial (Ver figura A.3 y tabla

Ad).

EC SINTOMATICA

EC SILENTE

A
ECLATENTE

Figura A.3. Formas clinicas de presentacién, organizadas piramidalmente en relacién con la menor

frecuencia de la forma clésica y la mayor frecuencia de la potencial.

La EC sintomatica tiene tres formas de presentacién: la de sintomatologia
clasica o atipica, y la refractaria.

La forma cldsica se caracteriza por sintomas graves de malabsorcién,
anticuerpos séricos positivos y atrofia total de las vellosidades. Este patrén es hoy
en dia poco frecuente en la edad adulta (8), apareciendo sobre todo en la primera
infancia (38).

La EC pauci o monosintomatica (sintomatologia atipica) es actualmente la
forma de presentaciéon mas frecuente, tanto en edad adulta como pediétrica. El
espectro histolégico es variable, desde enteritis linfocitica a la atrofia total, y el
porcentaje de positividad de anticuerpos séricos oscila entre el 15 - 100%,
dependiendo de la gravedad histolégica.

En cuanto a la EC refractaria, hace referencia a pacientes con lesiéon
histoloégica documentada (generalmente atrofia vellositaria) cuyos sintomas no

desaparecen con una correcta cumplimentaciéon de la dieta exenta de gluten
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durante al menos seis meses y en los que se ha excluido otras patologias. En estos
pacientes es mas frecuente la aparicion de linfomas intestinales.

Los pacientes con enfermedad celiaca silente no tienen manifestaciones
clinicas pero si lesiones histologicas caracteristicas y, generalmente, también
serologia positiva. Pese a la escasez o ausencia de sintomas, los pacientes pueden
presentar complicaciones secundarias a la malabsorcion como ferropenia,
osteoporosis, neuropatia periférica, etc.

La EC latente se caracteriza por una mucosa duodeno-yeyunal normal en
individuos que toman gluten, con o sin anticuerpos positivos, pero que en algtn
momento de su vida, han presentado o van a presentar caracteristicas propias de
la EC.

Por altimo, existe la forma de EC potencial, generalmente asintomatica,
con antitransglutaminasa en sangre en rango de normalidad (aunque
ocasionalmente pueden encontrarse anticuerpos en la mucosa de intestino
delgado), y con biopsia negativa (a veces, con aumento de linfocitos epiteliales),

pero con genética positiva (HLA-DQ2 o -DQ8).

TIPO DE SINTOMAS | ANTICUERPOS | ENTEROPATIA | GENETICA
ENFERMEDAD
Sintomatica + + + +
Silente - + + +
Potencial - - - +
Latente + + Anterior (-) +
- - Actual (+) +

Tabla. A.1. Tipos de enfermedad celiaca.

La forma de presentaciéon clinica de la EC es muy variable(17), como se

observa a continuacion, en la tabla A.2.
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Astenia Hipoesplenismo
Pérdida de peso Osteoporosis
Flatulencia Hipoproteinemia
Dolor abdominal Diatesis hemorréagica
Diarrea Aftas y glositis
Esteatorrea Eczema
Estrefiimiento Dermatitis herpetiforme
Anorexia Vitiligo
Anemia Alopecia
Hipocalcemia Infertilidad
Déficit de IgA Depresion o neurosis
Pericarditis recurrente Neuropatia periférica
Linfoma intestinal Crisis epilépticas

Tabla A.2. Sintomas y signos de la enfermedad celiaca.

Los familiares de enfermos celiacos, tal y como se apuntaba antes, tienen
un mayor riesgo de celiaquia, sobre todo los familiares de primer grado
(prevalencia 5-15%, 30% si son DQ2 +), aunque también los de segundo grado
(2.6-5.5% de EC). (24) Los familiares son frecuentemente pauci o asintomaticos.
También tienen mayor riesgo de EC pacientes con enfermedades autoinmunes
(DM, tiroiditis autoinmune (51), déficit de IgA, EIIC, etc. (8)), trastornos
neurolégicos o psiquiatricos (Ej. sindromes cerebelosos, epilepsia o esquizofrenia),
sindrome de Down, colitis microscépica, etc.

La predisposicion de los pacientes con EIIC a la celiaquia es controvertida,
como se verd mds adelante. Algunos autores consideran a los pacientes con EIIC
como grupo de riesgo, mientras que otros consideran que los pacientes celiacos

tienen mayor riesgo de EIIC, pero no al revés (1,8,22).

5. Diagnostico

El diagnéstico de la EC se basa en: la sospecha clinica (sintomas o grupo de

riesgo, detallados en el epigrafe anterior), analitica (autoanticuerpos y
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determinaciéon de IgA), estudio genético (HLA) y, fundamentalmente, la biopsia
duodeno-yeyunal, siendo los cambios anatomo patolégicos en pacientes tomando

gluten necesarios, aunque no especificos, para dicho diagnostico (52).

5.1 Andlisis de autoanticuerpos plasmaticos:

Los marcadores séricos (auto-anticuerpos) ayudan a seleccionar personas
con mayor probabilidad de presentar la EC, siendo particularmente ttiles en
aquellos pacientes con sintomas gastrointestinales (sintomas o signos de
malabsorcién, pérdida de peso, elevacion de transaminasas origen no filiado, etc.
(52)), enfermedades asociadas a la EC o familiares de enfermos celiacos.

Se detectan en sangre mediante extraccién venosa y andlisis y, segun
estudios publicados los dltimos afios, también mediante “prick test” en los dedos
(28,29,53), aunque éste método todavia no se considera un método de cribado
estandarizado (54). Los anticuerpos antitransglutaminasa también se obtienen en
saliva, pero los estudios sobre su validez diagnéstica actualmente obtienen
resultados muy variables (52).

Los autoanticuerpos relacionados con la celiaquia tienen una alta
sensibilidad y parecen relacionarse con el grado de lesién intestinal. Titulos de
autoanticuerpos 10 veces por encima de los valores de normalidad, tienen un
valor predictivo positivo de celiaquia de casi el 100% (28). E1 10% de los pacientes
con anticuerpos antiendomisio positivos, sin lesion histolégica intestinal, o con un
grado I de Marsh, desarrollard una atrofia vellositaria si no se trata (17). Sin
embargo, existen madaltiples estudios que han observado anticuerpos
antitransglutaminasa positivos, sin celiaquia subyacente, en pacientes con
diabetes mellitus tipo I, hepatopatia crénica, artritis psoridsica y reumatoide, y
fallo cardiaco, aunque no se han obtenido biopsias duodenales en casi ningtin
caso (52).

Estudios recientes han puesto de manifiesto que una serologia negativa
ocasionalmente no permite excluir la enfermedad, sobre todo en pacientes con

lesién histolégica poco avanzada (Marsh 1y 2, ver después) (8), con tratamiento
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inmunosupresor, mayores de 35 afios o fumadores (28,55). Se ha observado hasta

un 10% de falsos negativos (17).

5.2 Genotipificacion del HLA:

El estudio genético de haplotipos, como hemos visto, tiene un alto valor
predictivo negativo (cerca del 100%) (24). Aunque en el cribado habitual de EC no
es necesario, tiene utilidad clinica en pacientes con sospecha clinica y serologia
negativa, pacientes con anticuerpos positivos que rechazan la biopsia intestinal,
pacientes dudosos que siguen la dieta sin gluten en los que se plantea la
reintroducciéon del gluten, y para seleccionar individuos de alto riesgo entre

tamiliares de celiacos y pacientes con enfermedades asociadas.

5.3 Estudio anatomo-patolégico:

La prueba de oro para establecer el diagnéstico definitivo consiste en la
préctica de una biopsia del duodeno o yeyuno (esta altima mas habitual en nifios,
aunque ya casi en desuso), debiendo realizarse antes de la retirada del gluten de
la dieta. Conviene realizar un estudio de coagulacién previo a la exploraciéon
endoscopica para la obtenciéon de biopsias, porque algunos pacientes pueden
tener un déficit de protrombina secundario a la malabsorcién de vitamina K (8).
Dado que la lesiéon puede ser parcheada (8,52,56,57), se aconseja la toma de 4-6
muestras de duodeno distal y 1-2 de bulbo duodenal (3,24,28,58).

El estudio anatomopatolégico permite confirmar la existencia de lesiones
compatibles (atrofia vellositaria, hiperplasia de las criptas, engrosamiento de la
membrana basal, aumento de linfocitos intraepiteliales -LIEs-, vacuolas
citopldsmicas y morfologia cuboidal del enterocito) y establecer el estadio de la
lesion (clasificacion de Marsh-Oberhuber). El recuento de linfocitos de muestras
duodenales es fundamental para excluir las formas iniciales de EC. Actualmente,
el limite superior de normalidad estd en 20-25 linfocitos por cada 100 células

epiteliales (8,56,59), siendo el limite de 20 LIEs el propuesto para tinciones de
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hematoxilina-eosina y de 25 con tinciones de CD3. El limite previo de 40
linfocitos/100 células epiteliales se referia a biopsias yeyunales (59).

Teniendo en cuenta estos criterios, se clasifican las lesiones en Marsh 0
(mucosa preinfiltrativa), 1 (aumento de LIEs), 2 (hiperplasia de criptas), 3 (atrofia

vellositaria: a) parcial, b) subtotal, c) total), y 4 (hipoplasia). Figura A.4.

Figura A.4. Clasificacion histolégica de Marsh-Oberhuber.

Cualquiera de estas formas histolégicas es compatible con EC pero no
especifica, pudiendo aparecer en otras intolerancias alimenticias, enfermedad de
Whipple, lesién por AINEs, sprue tropical, infecciéon por Helicobacter Pylori,
giardiasis, enfermedad de Crohn (60), sobrecrecimiento bacteriano o incluso
linfomas (ver tabla A.3) (8,52,59). Si la sospecha de EC es alta, pero la biopsia es
negativa o dudosa, la muestra deberd ser revisada por un patélogo experto, y el
clinico debera valorar si el paciente ingiere una dieta pobre en gluten (por ejemplo
por tener familiares celiacos) o si toma inmunosupresores, circunstancias ambas

que pueden conllevar menores cambios en la mucosa (52).
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Table 4. Histologic Differential Diagnosis of Celiac
Disease.”

Conditions that can cause a flat duodenal mucosa
Peptic injury
Tropical sprue
Infectious gastroenteritis
Eosinophilic gastroenteritis
Collagenous sprue
Giardiasis
Autoimmune enteritis
Radiation enteritis
AIDS enteritis
Zollinger-Ellison syndrome
Ischemic enteritis
Crohn's disease
Microvillous inclusion disease
Common variable hypogammaglobulinemia
Graftversus-host disease
Food sensitivities (cow's milk, soy)
Drug effects
Lymphoma

* Modified from Fenoglio-Preiser.2>

New England Journal of Medicine. 352(4):393-403, 2005.

Tabla A. 3. Diagnoéstico diferencial de atrofia de la mucosa de intestino delgado.

E1 50-60% de los pacientes diagnosticados de celiaquia tienen un grado 3 de
Marsh en la biopsia de intestino delgado (52). Un aumento de LIEs, sin otros
cambios en la mucosa, puede suponer una enfermedad celiaca latente, inicial o
una parte del espectro de la enteropatia sensible al gluten, pero no puede ser
considerado diagnoéstico certero de celiaquia (24). Ludvigsson et al, observaron
que la inflamacién inespecifica con aumento de LIEs se relacionaba en primer
lugar con la celiaquia en fases iniciales y, en segundo lugar, con la EIIC.
Observaron que la inflamacién histologica se relacionaba con un aumento de
mortalidad en los primeros cinco afios de seguimiento, que postulaban como
secundaria a que, al no poderse considerar como EC, no se retiraba el gluten de la

dieta a los pacientes con dichas lesiones (61).

Otras técnicas que intentan mejorar la precision diagnéstica de EC son la
endomicroscopia (62), la determinacion de subpoblaciones de linfocitos
intraepiteliales (63) y la deteccion de anticuerpos en el sobrenadante de la biopsia
de intestino delgado (64-66), o incluso de la mucosa oral (67), pero tinicamente
estin disponibles en escasos centros y sus indicaciones no estdn plenamente

establecidas.
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En la daltima década, se han buscado otros métodos anatomo-patolégicos
para afinar el diagnodstico de la celiaquia. Entre ellos, esta la detecciéon de
transglutaminasa en la biopsia duodenal, que es menos compleja que la deteccion
de anticuerpos en el sobrenadante. Tuncer y Villanacci concluyeron que no habia
diferencias en la distribucién ni en el grado de tincién de las muestras, aplicando
la anti-tTG para detectar la tTG en la biopsia duodenal, mediante técnicas
inmunohistoquimicas (68,69). Sin embargo, problemas metodolégicos, en relacion
fundamentalmente con el grupo control, hacen que los resultados no puedan
considerarse del todo fiables.

Otros estudios, apuntan a que si hay diferencias en la localizaciéon de la tTG
de los celiacos respecto de la poblacién general, aunque todos son estudios
reducidos, algunos incluso sin grupo control. Kaukinen objetiva depésitos de IgA
anti-tTG en la mucosa de pacientes con EC (70). Mediante inmunohistoquimica,
Sakly localiza la tTG en la membrana basal (71). Ciccocioppo, con
inmunofluorescencia, la sitta en el epitelio y subepitelial (72). Y Esposito
profundiza, utilizando PCR y técnicas inmunohistoquimicas, para afirmar que
hay mayor expresion de tTG activa en la matriz extracelular y en el enterocito de
biopsias de EC. En concreto, observa tTG en la lamina propia, a nivel subepitelial,
justo por debajo de la membrana basal, y apunta que también hay tincion
compatible con tTG en el borde en cepillo y el citoplasma de los enterocitos. Esta
misma distribucién, la ven en las biopsias duodenales de una paciente con
enfermedad de Crohn duodenal (73). Finalmente, Biagi, afirma que la distribucién

epitelial de la tTG es especifica de la EC y gluten-dependiente (74).

6. Tratamiento

El anico tratamiento eficaz de la EC es la dieta sin gluten toda la vida. Si se
sigue adecuadamente, los sintomas van cediendo tras dos semanas de dieta sin
gluten, la serologia se normaliza a los 6-12 meses y las vellosidades se recuperan

completamente unos dos afios después. En nifios, la mejoria histologica es rédpida,
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pero en adultos puede ser lenta e incompleta. (24) La retirada precoz del gluten
parece proteger a los pacientes de la aparicion de complicaciones malignas (29).

Se estdn barajando mdltiples tratamientos (33) que reducen la
permeabilidad del epitelio intestinal, bloquean la tTG, mejoran la disbiosis o
bacterias que digieren parcialmente el gluten, pero, de momento, no desbancan a
la dieta sin gluten. Algunos pacientes con celiaquia refractaria responden a
tratamientos con corticoides, inmunosupresores o terapias biolégicas, como el

anti-factor de necrosis tumoral alfa (60).

B) Enfermedad Inflamatoria Intestinal Crénica (EIIC)

1. Definicion

La EIIC es una inflamacién crénica del intestino que engloba dos
enfermedades idiopéticas, la colitis ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn
(ECr). La ECr generalmente aparece en el ileon, colon y/o regioén perianal, aunque
puede afectar a cualquier parte del tracto digestivo, habitualmente de forma
discontinua, con una afectacién transmural y apariciéon de fistulas, abscesos y
estenosis. En la CU caracteristicamente se lesiona tnicamente la mucosa y
submucosa del recto y cualquier parte del colon, normalmente con un patrén de
continuidad. (75). La lesién histolégica més representativa de la ECr es el
granuloma no caseificante y de la CU el absceso criptico (76).

Se considera que la EIIC aparece al interaccionar factores del huésped y el
ambiente. Actualmente, se cree que la EIIC es un continuo de enfermedades que
abarcan desde formas mono u oligogénicas de herencia familiar, a presentaciones
poligénicas con importante influencia ambiental, fundamentalmente de origen
infeccioso. La patogenia de la enfermedad guarda relacién con varias vias
funcionales que incluyen la autofagia, deteccién bacteriana intracelular y la
respuesta a proteinas desplegadas (“Unfolded protein response”, UPR), que

juegan un papel crucial en la interacciéon del huésped con la flora comensal
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intestinal. Los factores ambientales y genéticos que influyen en la aparicién de la
EIIC parecen actuar sobre la relacion homeostitica que mantiene la flora y el

sistema inmunitario intestinal (77).

2. Epidemiologia

La CU y la ECr son enfermedades de la sociedad moderna, con un aumento
progresivo de la incidencia desde mediados del siglo XX. La incidencia anual y
prevalencia de CU es de 1.2 a 20.3 y de 7.6 a 246.0 casos por 100 000 personas,
respectivamente. La ECr es algo menos frecuente, con una incidencia de 0.3 a 15.6
casos y una prevalencia de 3.6 a 214.0 casos por 100 000 personas (78). La EIIC se
diagnostica generalmente en personas de 15 a 30 afios de edad (75).

Cambios dietéticos, y en el uso de antibiéticos y en los gérmenes que
colonizan el intestino, como la erradicaciéon de helmintos intestinales,
probablemente hayan contribuido a aumentar la prevalencia de EIIC el tltimo

siglo (79).

3. Patogenia

La EIIC, al igual que la EC, es el resultado de la interacciéon de factores
inmunolégicos (inmunidad adquirida e innata), genéticos (NOD2, IL18RAP, etc.)
y ambientales (flora comensal, agentes infecciosos externos, farmacos, etc.). Ver

Figura B.1.

Hoy en dia, se considera que la EIIC es el resultado de la combinacién de
varios factores(80): cambios globales del ambiente, multiples variaciones
genéticas, alteraciones de la microbiota intestinal y respuestas inmunitarias
aberrantes, tanto innatas como adaptativas. Es necesaria una combinaciéon de
estos factores (probablemente los cuatro) para que se dispare y mantenga una

inflamacion que conlleve una EIIC. Cada paciente parece tener una combinacién
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de factores diferente, y, por tanto, un conjunto de manifestaciones y respuestas al

tratamiento algo distintas, que obliga a un manejo individualizado (81).

Genetic IL23R

Susceptibility s’;‘;gs

XBP1
Innate and adaptive

immunity, inflammation,
ER stress/autophagy
Commensal Immune
Bacteria Dysregulation
v

NOD2
ATG16L1
XBP1

Paneth
Cells

", k.

Antibiotics? ™. ﬁg’fﬂ’lﬂ
Diet? Environmental :
Enteropathogen? Eactors Appendectomy?

Figura B.1. Representacién de la interaccion entre la genética, la inmunidad y el ambiente (77).

Al igual que en la enfermedad celiaca, la afectacion de la integridad de la
barrera intestinal es fundamental en la aparicién de una EIIC. Para el desarrollo
de una EIIC, es necesario un aumento de la carga bacteriana en la pared intestinal,
favorecido por alteraciones genéticas relacionadas con la barrera intestinal, una
respuesta deficitaria del sistema inmune innato, con un menor aclaramiento de
bacterias, una autofagia deficiente, y una activaciéon de la inmunidad adaptativa,
con el reclutamiento continuo de células inflamatorias (82) (Representaciéon

esquematica en figuras B.1y 2).
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Figura B.2. Dibujo que representa la patogenia de la EIIC, con la interaccién de factores y la puesta

en marcha de la cascada inflamatoria (78).

3.1 Factores inmunolégicos

El intestino es el érgano linfatico mas grande del organismo, por la enorme
carga antigénica a la que es expuesto diariamente. El tejido linfatico de la mucosa
tiene mecanismos de regulacién dnicos, como refleja la tolerancia oral, la
inflamacioén fisiologica y los linfocitos intraepiteliales, que responden a diferentes
vias de activacion. La presencia de células presentadoras de antigeno noveles es
responsable de respuestas inmunitarias exclusivas.

Una respuesta inmunitaria alterada se considera un elemento crucial en la
patogenia de la EIIC (ver figura B.2). El sistema inmunitario innato reconoce los
productos bacterianos y las sefiales celulares; una sefializaciéon inadecuada puede
Dicha sefializacion e

acarrear una respuesta inflamatoria descontrolada.
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inflamacion aberrante conlleva una activaciéon de la inmunidad adquirida y, por
tanto, un aumento de la produccién de citoquinas proinflamatorias derivadas de
los linfocitos T CD4+. Esta cascada inflamatoria excesiva supera los niveles de
tolerancia e inmuno-regulacion.

Ademas de una respuesta exagerada, existe una exposiciéon excesiva a los
antigenos. Se considera que la funcién de la barrera epitelial intestinal de los
pacientes con EIIC esta alterada, lo que supone un acceso inapropiado de los
antigenos al sistema inmunitario de la mucosa (83).

Las células de Paneth son foco de la patogenia de la EIIC. Las células de
Paneth liberan productos antimicrobianos, entre las que se encuentran las a-
defensinas. La flora bacteriana comensal regula la produccién de defensinas
mediante la sefalizacion de los receptores “toll-like”, controlando asi la
composicion de las bacterias en el intestino. En los pacientes con alelos NOD?2 (ver
apartado siguiente, factores genéticos), se observa una menor liberaciéon de
defensinas de las células de Paneth. Asi mismo, en pacientes con pérdida de la
funcién ATG16L1, se observan alteraciones estructurales de los granulos de las
células de Paneth. Segtin estudios recientes, estas alteraciones estructurales en
pacientes predispuestos se dan cuando hay norovirus (77).

Las células con elevada capacidad secretora, como las células de Paneth,
tienen un nivel de estrés del reticulo endoplasmico elevado, que activa la
respuesta UPR, controlando la apoptosis y asegurando la homeostasis.

Se cree que en un paciente genéticamente predispuesto, un factor
precipitante como agentes microbianos, farmacos, factores inflamatorios per-se,
hipoxia, etc., pueden conllevar un estrés del reticulo endopldsmico con acimulo
de proteinas no desdobladas (UPR), que inicia la EIIC (76,84).

Al profundizar en la inmunologia aberrante de la EIIC, se observa que
existen numerosos puntos de la cascada inflamatoria que se pueden ver afectados
en los pacientes, siendo la mayor o menor afectacion de unos u otros
(probablemente por la interacciéon de los distintos genes y factores ambientales)

determinante para el fenotipo de la enfermedad.
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3.2 Factores genéticos

Alrededor de un 10% de los pacientes con EIIC, tienen algtin familiar
afecto. La agregacion familiar parece jugar un papel mas importante en la ECr que
en la CU (75), con una concordancia entre gemelos del 10-15% en la CU y 30-35%
en la ECr (76). Como se mencionaba al definir previamente la enfermedad, la raiz
de la EIIC incluye desde formas monogénicas que cumplen las leyes de Mendel
hasta formas poligénicas en las que el factor infeccioso ambiental es definitivo
(ver figura B.3). La inmunobiologia de las EIIC familiares (como las mutaciones
del gen que codifica el receptor de la interleuquina 10, regulador de la inflamacién
intestinal (85)), que suponen en torno al 10% de las EIIC, puede ser distinta de la
encontrada en las formas esporadicas, en la que los factores ambientales, con el eje

puesto en un microorganismo, influyen considerablemente (77).
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Figura B.3. Esquema de la influencia de la genética y el ambiente, teniendo en cuenta que
se trate de una EIIC familiar o esporadica, siendo las primeras més frecuentemente monogénicas y

las esporadicas habitualmente poligénicas (77).

Salvo que los factores ambientales acttien en abundancia y precozmente y
precipiten una EIIC antes de lo “genéticamente” previsto, segtn la carga genética
que predisponga a la EIIC, la enfermedad aparece méds o menos precozmente,

como se observa en la representacion de Tommasini (ver figura B.4).
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Figura B.4. Universo de alteraciones inmunitarias de Tommasini, con la representacion del efecto

ambiental y genético (82).

Los estudios de asociaciéon de genoma completo (genome-wide association
Studies -GWAS-) han encontrado 99 loci genéticos de riesgo para la EIIC, de los
cuales 28 se encuentran tanto en la ECr como en la CU. De momento, los GWAS
tan s6lo han puesto de manifiesto el 23% y el 16% de la carga “heredable” de la
ECr y la CU respectivamente. Mas del 50% de los loci de susceptibilidad de la
EIIC se han asociado a otras enfermedades inflamatorias y autoinmunes, como la
diabetes, la artritis reumatoide (76) o la celiaquia (48). Curiosamente, los mismos
genes pueden tener efectos contrarios en distintas enfermedades. Por ejemplo, la
variante PTPN22 (R620W) es un potente factor de riesgo para la diabetes tipo 1y
la artritis reumatoide, pero protege frente a la ECr (76).

Aunque es dificil precisar la importancia de la regiéon del HLA (6p21.1-23)
en la determinacién de la susceptibilidad genética, las estimaciones de estudios de
alelos de HLA en las familias con miembros con EIIC, sugieren que dicha region
supone el 10-33% del riesgo genético de la ECr y hasta el 64-100% del riesgo de
CU (86).

El manejo de bacterias intracelulares en la ECr parece defectuoso. Algunos
de los genes relacionados con el Crohn son el NOD2, ATG16L1 e IRGM,
implicados en el reconocimiento bacteriano y la autofagia de la inmunidad innata

(48). E1 NOD2 es una proteina intracelular que acttia de sensor de péptidoglicanos
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(de la pared celular bacteriana), de dipéptidos de micobacterias o de ARN de
virus, para activar las vias del factor nuclear kappa B y de la MAP quinasa
(mitogen-activated protein kinase), con la consiguiente liberacién de citoquinas
(Ej. TNF e IL-1) y péptidos antimicrobianos. En condiciones normales, se consigue
la destrucciéon de las bacterias con minima inflamacién, y el NOD2 regula la
liberacion de citoquinas, con reduccién de las mismas, en inflamaciones crénicas.
En pacientes con ECr y NOD?2 alterado (30% de los pacientes de origen europeo),
se mantiene la liberacion de citoquinas sin un aclaramiento adecuado de
bacterias(75,77). La homocigosis de dicho gen aumenta el riesgo de ECr hasta en
11 a 27 veces (75).

Los estudios del genoma han puesto de manifiesto multiples genes afectos

en la EIIC, gran parte de los cuales se describen en la figura B.5.

IBD-related processes

23T, 17

Tocell regulation

Cellular responses

Autephagy
ATGIBLI", IRGM, NODZ",

Apoptosin/nacroploais

Figura B.5. Esquema de los niveles de defensa intestinal implicados en la patogenia de la EIIC, con

la anotacién de casi todos los genes implicados en cada proceso, conocidos actualmente (76).

3.3 Factores ambientales

Ya en la primera descripcion de la ECr (realizada por el Dr. Crohn y sus

colegas en los afios 30 del siglo XX), se apreciaba que la EIIC podia tener una base
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genética y ambiental (87), por la agregacion familiar y por la similitud anatomo-
patolégica de la ECr con la tuberculosis (77). Asi mismo, las similitudes genéticas
entre la ECr y la infeccién por las micobacterias de la lepra son tan llamativas
(76,88) que actualmente plantean la posibilidad de que un porcentaje de pacientes
tenga la enfermedad como consecuencia de la infecciéon o que la respuesta de los
pacientes con EIIC a la flora comensal corresponda a una respuesta inmunolégica
alterada en la misma via (la autofagia y la regulacién llevada a cabo por el
receptor NOD2) que la empleada al enfrentarse al Mycobacterium leprae (77).

Se han relacionado con la EIIC muchos gérmenes: Mycobacterium avium
paratuberculosis (MAP), (89-91), Helicobacter no-pylori (92,93)), E. coli adherente-
invasivo (94-104), citomegalovirus, parvovirus, virus de Ebstein-Barr y norovirus,
etc. (92) La mayor parte de ellos podrian ser causa o consecuencia, no pudiéndose
discernir, de momento, si precipitan la enfermedad o aparecen porque las
caracteristicas de la EIIC favorecen la sobreinfeccion por diversos
microorganismos. Lo que si que se ha comprobado es que, tras una gastroenteritis
de origen infeccioso, aumenta por 4 el riesgo de ECr (105).

La estrecha interaccion huésped-microbiota facilita el control de la
inflamacion intestinal y la homeostasis. Numerosos estudios en animales o
pacientes con EIIC van a favor de que el mayor estimulo antigénico de la EIIC es
la propia flora comensal (77). Los pacientes con EIIC tienen una composicién de la
flora intestinal distinta a la de la poblacién general, con mayor nimero de
enterobacterias y menor nimero de Firmicutes y Bacteroidetes(75), lo que se
denomina “disbiosis” (77,94) (también presente en la EC).

A favor de la disbiosis como factor crucial en la patogenia de la EIIC se
encuentra el hecho de que se observa fundamentalmente en las zonas del tracto
digestivo con mayor concentracién de microbiota, que los animales sin flora
intestinal (“libres de gérmenes”) no desarrollan inflamacién intestinal y que los
antibidticos son ttiles en determinadas circunstancias, sobre todo en la ECr (77).
La disbiosis aparece como consecuencia de la interacciéon de la genética (alteracion

genética de los macréfagos, de las células de Paneth, de las secretinas, de la IgA y
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del moco) y del fenotipo de la EIIC, con cambios mas acusados en pacientes con
Crohn ileal.

Hay diversos factores ambientales que influyen en la evolucién de la EIIC.
El tabaco es uno de ellos, exacerbando la ECr y protegiendo frente a la CU. El
tabaco favorece la produccion de linfocitos TH1 y dificulta la autofagia, alterados
en la ECr (76,77). Los antiinflamatorios no esteroideos y la apendicectomia, junto
con el tabaco, acttan sobre la regulacion del sistema inmunitario de la mucosa
(77). De hecho, la apendicectomia en la infancia se asocia a una disminucién de la

incidencia de CU (106), mientras que ocurre lo contrario con la ECr (78).

4. Presentacion clinica

La enfermedad Inflamatoria Intestinal crénica (EIIC) incluye una amplia
variedad de presentaciones y manifestaciones clinicas cuya caracteristica principal
es la inflamacién crénica del tubo digestivo. La EIIC engloba dos entidades
principales: la enfermedad de Crohn (ECr) y la colitis ulcerosa (CU), pudiéndose
incluir también una tercera, la colitis indeterminada. La cronicidad en el curso
clinico de la EIIC consiste en alternar periodos de inactividad o quiescencia (fases
de remision) con periodos de actividad clinica de diferente intensidad (brotes o
recidivas) (107).

Los sintomas y la gravedad de cada una de las EIIC dependeran de la
extension, la localizacion, el comportamiento, el grado de actividad inflamatoria y
de las manifestaciones extraintestinales que asocien, todo ello siendo responsable
de la heterogeneidad fenotipica. Actualmente, las clasificaciones de la EIIC se
basan en aspectos epidemiol6égicos y clinicos, pero se pretende utilizar
marcadores serologicos y genéticos para subclasificar la enfermedad de forma

maés precisa (107).
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4.1 Enfermedad de crohn

La ECr es un tipo de EIIC crénica que puede afectar a cualquier parte del
tracto digestivo, desde la boca hasta el ano. Las areas que presentan la
enfermedad con mayor frecuencia son el ileon y ciego (40% de los pacientes tienen
una afectaciéon ileocdlica). La ausencia de afectaciéon rectal, se utiliza como
marcador diferencial con la CU, en la que es caracteristica la inflamacién de la
mucosa del mismo, pero el 60% de los pacientes con afectacion colénica presenta
enfermedad rectal, sobre todo si hay enfermedad perianal.

La ECr se caracteriza por una lesion transmural y segmentaria del intestino,
alternando zonas sanas y enfermas. La afectacion transmural conlleva
complicaciones como las fistulas, los abscesos y las estenosis, que determinan el
patron de la enfermedad (inflamatorio, estenosante o fistulizante), segun
predomine unas u otros. Ver definiciones en anexo 1.

La clinica es variable: desde formas subclinicas con anemia, osteoporosis,

EDAD AL DIAGNOSTICO (A) A1 <16 afos
A217-40 afios
A3 > 40 afios
LOCALIZACION (L) . L1+L4 (ileon terminal+tracto
L1 Ileon terminal
digestivo alto)
L2+L4 (colon+tracto digestivo
L2 Colon
alto)
L3+14 (ileocélica+tracto
L3 Ileocélica
digestivo alto)
L4 Tracto digestivo alto
PATRON CLINICO (B) No estenosante, Blp (inflamatorio con afeccién
B1 no fistulizante(**), perianal asociada)
o inflamatorio
B2p (estenosante con afeccién
B2 Estenosante
perianal asociada)
B3p (fistulizante con afeccion
B3 Fistulizante
perianal asociada)

Tabla B.1. Clasificacién de Montreal de la ECr, por edad, localizacién y patrén clinico.
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etc., pasando por la diarrea, estrefiimiento, dolor abdominal, etc., hasta cuadros
sépticos, oclusivos, perforaciones o hemorragias, que requieren intervencion
urgente.

Dada la variabilidad de la clinica y de la respuesta al tratamiento, se
utilizan clasificaciones internacionales (establecidas por consenso) para concretar
el fenotipo, siendo la clasificacion de Montreal la mas empleada en la actualidad

(ver tabla B.1).

4.2 Colitis ulcerosa

La CU afecta a la mucosa colénica de forma difusa y continua,
habitualmente comenzando en recto y extendiéndose de forma proximal hasta el
ciego. La inflamacion rectal es caracteristica, pudiendo ser menor en pacientes con
tratamiento local (supositorios, espuma o enemas). La extension de la CU se
divide en tres grupos: proctitis (30-40%), colitis izquierda (30-40%) y colitis
extensa (20%) (Ver definiciones en anexo 1). Esta division permite individualizar
el tratamiento y tener una idea del pronodstico. Los pacientes con colitis extensa
sufren mas hospitalizaciones y tienen un mayor riesgo de colectomia o de cancer
colorrectal (107).

Los sintomas tipicos son la rectorragia, la diarrea, el tenesmo (deseo de
defecar que no alivia al defecar, por inflamacién mucosa), urgencia defecatoria,

dolor abdominal y, en casos graves, sepsis, megacolon, hemorragia franca, etc.
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Extension (E)

E1) Proctitis ulcerosa: afeccién limitada al recto (el limite superior de la inflamacién no supera la unién rectosigmoidea)
E2) Colitis izquierda (o colitis distal): afecciéon limitada al colon izquierdo (el limite superior de la inflamacién no supera el
angulo esplénico)

E3) Colitis extensa (pancolitis): afeccién que se extiende mas alla del angulo esplénico.
Gravedad (S)

S0) Colitis en remisién (Colitis silente): no hay sintomas de la enfermedad.

S1) Colitis leve: cuatro o menos deposiciones al dia con sangre, sin fiebre, leucocitosis, taquicardia, anemia ni aumento de
la VSG (ver Indice de Truelove-Witts, Tabla II).

S2) Colitis moderada: criterios intermedios entre leve y grave, siempre con signos de afeccién sistémica leves (ver Indice
de Truelove-Witts, Tabla II).

S3) Colitis grave: seis 0 mas deposiciones diarias con sangre, fiebre, leucocitosis, taquicardia, anemia y aumento de la VSG,

a menudo con signos de afeccién (“toxicidad”) sistémica grave.

Obtenida del comentario del Grupo Espafiol de Enfermedad Inflamatoria Intestinal Crénica sobre el articulo (108), que se

puede ver en la pagina web de la Asociacién Espariola de Gastroenterologia.

Tabla B.2. Clasificacién de Montreal de la CU, tomando en consideracion la extension y gravedad.

4.3 Manifestaciones extraintestinales

Tanto la colitis ulcerosa como la enfermedad de Crohn deben considerarse
como trastornos sistémicos, ya que con frecuencia aparecen sintomas
extraintestinales que no siempre coinciden con la actividad de la enfermedad
intestinal de base.

La prevalencia de las manifestaciones extraintestinales (MEI) en la EIIC
oscila entre el 10 y 50%, segtin series (109,110). Los 6rganos afectados con mayor
frecuencia son las articulaciones, la piel, los ojos y la via biliar.

Algunas MEIs (por ejemplo, la colangitis esclerosante primaria, o la
espondilitis anquilosante) tienen un curso independiente de la enfermedad
intestinal, pero, en general, las MEIs siguen el curso de la enfermedad de base y
pueden tener un impacto importante en la calidad de vida, la morbilidad y la

mortalidad de estos pacientes.



El desarrollo de una MEI parece incrementar la susceptibilidad a padecer
otras. Enfermedades como la artritis periférica, el eritema nodoso, la colangitis
esclerosante primaria y la uveitis muestran una especial propension a solaparse,

lo cual hace pensar en un mecanismo patogénico comun (Ej. tropomiosina) (109).

MANIFESTACIONES EXTRAINTESTINALES DE LA EIIC

Articulares:
- Artritis centrales:
o0 Espondilitis anquilosante: anquilosis ¢sea progresiva desde la regién lumbar a
la cervical, similar a la idiopatica pero sin predominio de género y de aparicion
a cualquier edad.
0  Sacroileitis: inflamacién en la articulacién sacroiliaca, que puede ser
asintomatica y evolucionar a anquilosis.
- Artritis periféricas:
Tipo I: pauciarticular (<5 articulaciones), asimétrica, de grandes articulaciones, se asocia a
la enfermedad, no destruccion articular
Tipo II: poliarticular (=5 articulaciones), simétrica, de pequenas articulaciones, no se asocia

a la actividad. Puede aparecer destruccion articular.

Oculares:
- Uvetitis (sobre todo iridociclitis, uveitis anterior): dolor ocular, visién borrosa y
fotofobia, que puede conllevar la creacién de adherencias y, por tanto, un glaucoma
secundario o cataratas.

- Epiescleritis: enrojecimiento ocular agudo que no produce pérdida de visién.

Cutaneas:
- Eritema Nodoso: nédulos subcutaneos multiples que no dejan tlcera o cicatriz.
- Pioderma Gangrenoso: dermatosis ulcerativa no infecciosa.
- Estomatitis aftosa: tlceras excavadas, redondeadas, con un centro fibrinoso, rodeadas

de un halo eritematoso.

Hepatobiliares:
- Colangitis (Colangitis esclerosante primaria): hepatopatia crénica colostdsica que

desemboca en cirrosis.

Trombosis

Tabla B.3. Manifestaciones extraintestinales de la EIIC.

34



Los principales tipos de MEIs se exponen en la tabla anterior (Tabla B.3).

5. Diagnostico

El diagnéstico de la EIIC se basa en la sospecha clinica y los hallazgos
endoscoépicos e histolégicos, pudiendo ser determinantes los estudios radiolégicos
en la ECr. Los estudios analiticos de sangre (hemograma, PCR, etc.) y heces
(calprotectina fecal fundamentalmente) orientan sobre la actividad inflamatoria en
el momento de la determinacién.

La historia clinica detallada debe incluir: los sintomas (vistos en el apartado
previo), los antecedentes familiares de ECr, CU o enfermedades autoinmunes,
viajes recientes, intolerancias alimenticias, toma reciente de antibi6ticos o
antiinflamatorios, hébito tabaquico, historia de apendicectomia, e infecciones
gastrointestinales (105,111).

Se deben tomar multiples biopsias durante la ileocolonoscopia, incluso de
zonas macroscopicamente normales. El aspecto endoscépico de la CU es de
eritema, congestion y friabilidad mucosa, pérdida del patrén vascular, (ver
Imagen B.1) y en enfermedad de larga evolucién, atrofia mucosa con pérdida de

la haustracién, estenosis de la luz y pseudopdlipos.

Imagen B.1. Visién endoscépica de CU. La foto corresponde a la luz colénica de un
paciente con CU moderada-grave, de larga evolucién. Unidad de Endoscopias del Servicio de

Medicina Digestiva del Hospital Clinico Universitario de Valencia.
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La luz intestinal de un enfermo de Crohn se caracteriza por presentar
lesiones discontinuas, con ulceraciones profundas y aspecto en empedrado, como

se puede observar a continuaciéon (Imagenes B.2 y B.3).

Imagen B.2 y B.3. Visi6n endoscépica de la ECr. La B.2 muestra el tipico aspecto en
empedrado y, la B.3, la estenosis con tlceras profundas. Unidad de Endoscopias del Servicio de

Medicina Digestiva del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

En los pacientes con ECr, se recomienda completar el diagnostico con un
estudio de intestino delgado, generalmente mediante entero-TC (tomografia
computarizada) o entero-resonancia, o capsula endoscépica (105).

La caracteristica histolégica de la colitis ulcerosa es que el proceso se limita
a la mucosa. La ldmina propia se encuentra congestiva, edematosa y con aumento
del ntmero de células. Hay una distorsiéon de las criptas con actmulo de
neutroéfilos: criptitis, si estdn en su pared, o microabscesos cripticos (Figura B.4), si
estan en su interior. En los casos de larga evolucién, se observa una deformacién
arquitectonica, atrofia de las criptas, infiltrado inflamatorio crénico y disminucién

de moco.

36



El hallazgo histolégico clave para el diagnéstico de Crohn es el granuloma
no caseificante (Figura B.5), caracteristico, no patognomonico, y que no esta
presente en todas las muestras estudiadas. La distorsion de las criptas de forma
discontinua también es frecuente en el estudio anatomo patolégico de la ECr

(107).

Imagen B.4 y B.5. Lesiones anatomo-patolégicas caracteristicas de la EIIC. A la izquierda (B.4.), un
absceso criptico en la CU, y, a la derecha (B.5.) un granuloma no caseificante de la ECr. Servicio de

Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico Universitario de Valencia.

6. Tratamiento

No existe un tratamiento etiolégico de la EIIC. Hay una bateria de farmacos
(aminosalicilatos, antibidticos, probidticos, corticoides, inmunosupresores vy
agentes biologicos) que, actuando sobre la cascada inflamatoria, tienen el objeto
de reducir la inflamacién y mantener la enfermedad en remision. El tratamiento
se ha de individualizar en funcién del fenotipo de la enfermedad y la respuesta
particular a la medicaciéon. En ocasiones, serd necesario asociar un tratamiento

endoscopico y/o quirargico, al farmacolégico.
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C) Relacion entre EC y EIIC

Tanto la EC como la EIIC son enfermedades sistémicas que afectan
principalmente al intestino, con una etiologia multifactorial en la que interacciona
el ambiente, con la genética, dando una respuesta inmune aberrante. La
epidemiologia de ambas es llamativa, siendo, las dos, enfermedades frecuentes,
sobre todo en paises desarrollados, con el pico de aparicién en poblaciéon joven
(antes de los 20 en la EC y antes de los 30 en la EIIC). Diversos estudios han
evaluado tanto la prevalencia de EIIC en pacientes con EC, como la de EC en
pacientes con EIIC con el fin de demostrar una asociacién entre ambas

enfermedades.

Ante la constataciéon de que hay mayor nimero de pacientes con EIIC en
celiacos y familiares de celiacos (15,19,22,112), lo 16gico seria pensar que la EC es
maés frecuente en pacientes con EIIC, pero publicaciones recientes parecen indicar
que no es asi (22,113).

Masachs y colaboradores, evaluaron, mediante la realizacién de encuestas,
la prevalencia de enfermos de Crohn entre los pacientes con EC y sus familiares,
observandose que la ECr es hasta 8 veces mas frecuente en pacientes celiacos que
en la poblacion general (19).

Leeds et al también observaron un mayor riesgo de EIIC en pacientes con
EC, pero no al revés. Analizaron la prevalencia de EIIC en controles y pacientes
con EC, y de EC en EIIC (354 pacientes con EIIC, 305 con EC y 601 controles),
utilizando los autoanticuerpos antigliadina, antitransglutaminasa y antiendomisio
para el cribado de celiaquia, y el estudio endoscépico alto, para la EC, y bajo
(ileocolonoscopia), para la EIIC. Obtuvieron un riesgo relativo de EIIC en el grupo
de celiacos de 9.98 (y de 4.99 tras excluir las colitis microscépicas), y una
prevalencia de EC en pacientes con EIIC similar al del grupo control (0.85% vs
0.83%). No encontraron ningtn enfermo de Crohn entre sus pacientes celiacos,

correspondiendo el alto riesgo a la colitis ulcerosa. Leeds justifica estos hallazgos
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sugiriendo que, dado que es necesario tener el HLA-DQ2 o -DQ8 para presentar
la EC, si los pacientes con EIIC carecen de dicho HLA, el aumento de la
permeabilidad en la EIIC, con la mayor presentaciéon de gliadina, puede no ser
suficiente para desencadenar una EC (22).

El grupo de trabajo italiano de EIIC, estudi6 la prevalencia de celiaquia en
1711 pacientes con EIIC utilizando, como método diagndstico, la serologia de la
enfermedad celiaca y el estudio endoscépico e histolégico en los que presentaban
anticuerpos elevados en sangre. En este estudio, Casella obtiene una prevalencia
de EC del 0.5%, correspondiendo a seis pacientes con CU y 3 con ECr. Concluye
que la prevalencia de EC en EIIC es baja, menor que la dada para la poblaciéon
general (113).

Los estudios genéticos amplios (wide genome studies) también ofrecen
resultados contradictorios, habiéndose observado que la EC y la EIIC comparten
genes alterados (48,114,115), como se observa en la siguiente figura (figura C.1),
aunque cabe la posibilidad de que lo que confiere riesgo en una enfermedad

proteja en otra.
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Figura C.1. Genes relacionados con la EIIC que comparten otras enfermedades. El circulo
rojo resalta las alteraciones genéticas relacionadas tanto con la EIIC como con la EC.

(48)
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Los estudios genémicos han apuntado hacia una alteracion de la integridad
de la barrera intestinal, de las respuestas inmunitarias innatas y de la autofagia,
en ambas entidades (116). En esta linea, Fumagalli observé que tanto la celiaquia
como la enfermedad de Crohn, que se habian relacionado previamente con el
polimorfismo rs917997 (gen IL18RAP), presentaban, a dicho nivel, una elevada
riqueza patogénica asociada a micropatégenos(117), a diferencia de las
observaciones generales que encontraban que los que habian dejado mas huella
en los genes de las interleuquinas eran los macropatégenos. A su vez, detect6
similitudes genéticas en puntos relacionados con la adaptacién a infecciones,
sugiriendo que en determinadas personas, los agentes patdégenos habian ido
variando la base genética de la respuesta inflamatoria (117) que da pie a
inflamaciones intestinales como la EC o la enfermedad de Crohn.

Otro ejemplo de variante genética que se asocia con formas graves y
precoces de ambas enfermedades es la de la IL 10 (85,114). Barisani observa que el
polimorfismo del TNF (factor de necrosis tumoral alfa) es més frecuente en los
pacientes con EC (al igual que en la EIIC) que en los controles, pero, al estratificar
por HLA 1II, desaparecen las diferencias. Esto hace pensar que efectivamente hay
un nucleo comun entre los pacientes con EC, EIIC y las personas sanas con las
mismas variantes genéticas, pero que determinados factores (la coexistencia de
otros genes alterados, la carga antigénica ambiental, etc.) hacen que se presente
una u otra enfermedad, o ninguna.

Festen et al, en una revisiéon sobre las similitudes entre la EIIC y la EC,
consideran que el aumento de permeabilidad y la reaccién inflamatoria exagerada
en dichas enfermedades, esta relacionado con los polimorfismos del gen IL18RAP.
Festen comenta que dicha alteracién de la permeabilidad, facilita el flujo de
bacterias, en la EIIC, y de gluten, en la EC (11,115).

Como hemos visto previamente, la EC muestra una de las asociaciones més
fuertes con la region HLA-clase II (118): HLA-DRB1*03-DQB1*02:01 (sobre todo),
HLA-DRB1*11/12/13-DQB1*03:01 + DRB1*07-DQB1*02:02, y HLA-DRB1*04-
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DQB1*03:02, variando las proporciones de pacientes con unos u otros haplotipos
seglin poblaciones. En celiacos caucasicos europeos el HLA-DRB1*03-DQB1*02:01
es el mas frecuente, siendo también frecuente el HLA-DRB1*11/12/13-
DQB1*03:01 + DRB1*07-DQB1*02:02 en paises mediterraneos (aunque mucho
menos que el HLA-DRB1*03-DQB1*02:01), y el HLA-DRB1*04-DQB1*03:02 que
tan s6lo aparece en torno al 5% de los pacientes con EC de Europa, es mayoritario
en Ameérica de Sur (119).

En los 90, hay un auge en el estudio del HLA vy, en 1999, Stokkers publica
un metandlisis de los HLAs que se habian relacionado con la EIIC hasta el
momento. Con la CU, observa una asociacién positiva de los antigenos DR2, DR9
y DR103, y negativa con el DR4, mientras que con la ECr, obtiene una asociacion
positiva con el DR7, DRB3*03:01 y DQ4, y negativa con el DR2 y DR3. Destaca la
variabilidad entre poblaciones y que los DQ habian sido estudiados menos
frecuentemente que los DR (120).

De estos estudios, cabria deducir que los haplotipos fundamentales de la
celiaquia son menos frecuentes en la EIIC: el DR4-DQ8 en la CU y el DR3-DQ2 en
la ECr, pero no hay prevalencias de los mismos ni comparaciones con poblaciones
control locales. Con estos datos, nos encontramos ante un solapamiento de genes
no-HLA entre la EIIC y la EC y la duda de si hay una ausencia de relacién de la
EIIC con los genes HLA asociados a la EC, y si ésta podria justificar que la
prevalencia de EC no sea mayor en pacientes con EIIC en algunos estudios. Para
responder a la duda planteada, serd necesario calcular la prevalencia de
haplotipos relacionados con la EC en poblacién sana y pacientes con EIIC de una
poblacién homogénea.

El diagnoéstico de una EC en un paciente con EIIC puede resultar complejo
(20) puesto que la clinica puede ser parecida, los anticuerpos pueden estar
alterados y las lesiones anatomopatolégicas pueden ser similares (60).

La lesion anatomopatolégica sugestiva de celiaquia es caracteristica pero
no patognomoénica. Como hemos comentado, puede aparecer en otras patologias,
entre las que cabe destacar la ECr. En la enfermedad de Crohn de intestino

delgado puede aparecer una atrofia vellositaria y un aumento de linfocitos
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intraepiteliales, que puede ser dificil de distinguir de una EC. Si ya existe
controversia sobre si tratar o no lesiones leves de mucosa (Marsh 1 y 2), mds atn
si hay dudas de si las lesiones son achacables a la ECr. Ademads, puesto que la
medicacion para la EIIC tiene como objetivo reducir la inflamacién (corticoides, 5-
ASA, inmunosupresores y anti-TNF), la lesion mucosa de la EC también puede
mejorar, sin llegar a curarse, salvo que se diagnostique y se retire el gluten de la
dieta, y, por tanto ser aiin mas inespecifica. Todo ello sin tener en cuenta la
distribucion parcheada intrinseca a la celiaquia, que puede dar falsos negativos
sino hay suficientes muestras de tejido duodenal o yeyunal (28).

Dada la inespecificidad de los anticuerpos y la biopsia para el diagnoéstico
de la enfermedad celiaca en la Ell, quizas sea necesaria la determinacion del HLA
de riesgo de celiaquia para apoyar o excluir el diagnéstico.

Asi pues, y repasando la literatura sobre ambas enfermedades (EC y EIIC),
se plantean varias dudas. En primer y primordial lugar, surgen las dudas sobre la
epidemiologia de los genes HLA relacionados con la EC en la EIIC: ;cual es la
prevalencia de genes HLA relacionados con la EC en la EIIC? ;Es similar o menor
a la de la poblacién general, como cabria suponer por los estudios fenotipicos de
Leeds y Casellas, o mayor, teniendo en cuenta la alta prevalencia de EII en la EC?
(Hay diferencias entre la CU y la ECr en términos de asociacién con HLA-DQs?
¢Los HLAs relacionados con la EC se asocian a determinados fenotipos de la
EIIC? ;Cémo la proporcion de mujeres es algo mayor entre pacientes celiacos, el
HLA de riesgo de la celiaquia es también mas frecuente en mujeres con EIIC?

Con el objetivo de contestar a estas cuestiones, y, sobre todo, de averiguar
la prevalencia real de HLA-DQ2 y -DQ8 en nuestros pacientes con EIIC,
comparandola con la de un grupo control también de nuestra zona, se disefia esta

tesis.
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II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La pregunta que motiva esta tesis es si existe una relacién entre enfermedades
intestinales crénicas cuya patogenia parece tener similitudes, pero que, en la
clinica, tenemos la impresion subjetiva de no ver unidas. Puesto que la genética
no varia en el tiempo, a diferencia de la expresion fenotipica clinica, se decide
abordar la cuestiéon desde la base, el HLA, cuya relacién con la EC esta muy

establecida. Asi, surge la hipétesis del estudio, expuesta a continuacién.

Las moléculas HLA-DQ2 y -DQ8, asociadas a la enfermedad

celiaca, no son més frecuentes en la EIIC que en la poblacion general.

Para poder aceptar o rechazar la hipodtesis serd necesario determinar la
frecuencia del HLA-DQ2 y DQS8 en la poblacién con EIIC y en poblacién sana, que
es el primer y principal objetivo de la tesis. Entre los objetivos secundarios, se
encuentra el observar si hay diferencias entre tipos de EIIC, segtun el sexo, e
incluso si el HLA permite diferenciar entre tipos de EIIC y fenotipos. A

continuacioén, quedan resumidos los cuatro objetivos de esta tesis.

1. Determinar la frecuencia de HLA-DQ2 / -DQ8 en pacientes con EIIC y
compararla con el grupo control (sujetos sanos).

2. Comprobar si hay diferencias en la aparicion de HLA-DQ2 o -DQ8 segin
tipo de EIIC (CU/ECr) o del sexo, y, en caso de diferencias significativas,
analizar su aplicacion a la clinica (HLA como riesgo/ proteccion).

3. Valorar si los alelos HLA permiten diferenciar a los pacientes con EIIC de
la poblacién control, y entre si (CU vs ECr).

4. Analizar si existen diferencias en la frecuencia de alelos, en funcién de la

expresion fenotipica de la EIIC.
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III. MATERIAL Y METODO

Se disefia un estudio prospectivo, descriptivo y longitudinal, que se lleva a
cabo en el Hospital Clinico Universitario de Valencia (pacientes con EIIC) y en el

Centro de Transfusiones de Valencia (poblacion control).

A) Poblacién y muestra del estudio

1. Casos

Se incluyen prospectiva y consecutivamente pacientes adultos, de origen
caucésico, con enfermedad de Crohn o Colitis ulcerosa, controlados en Consultas
Externas o en la Unidad de EIIC del Servicio de Medicina Digestiva del Hospital
Clinico Universitario de Valencia. Todos los pacientes estdn diagnosticados de
EIIC segun los criterios clinicos, endoscopicos, radiolégicos e histolégicos,
sugeridos por la ECCO (European Crohn’s and Colitis Organization) (121) y la
WGO (World Gastroenterology Organization) (122).

Los criterios de exclusion para participar en el estudio son: pacientes con
otros diagnoésticos como colitis indeterminada, linfocitica, etc., edad menor de 18
afios, origen no caucasico, no nacidos en Espafia y negativa del paciente a

participar en el estudio.

2. Controles

La poblaciéon control para los resultados de la determinaciéon de HLA la
conforman donantes de érganos sanos, adultos, cuyo tipaje se ha realizado en el
Centro de Transfusiones de Valencia, con consentimiento informado de
autorizacion familiar, siguiendo las 6rdenes de Conselleria respecto de la

“Extraccion de 6rganos y tejidos de donantes fallecidos”.
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B) Recogida de datos

Se incluyen los pacientes de forma prospectiva, consecutiva, y sistematica,
ofreciéndoles la posibilidad de formar parte del estudio analitico para la
determinacion de HLA.

Todos los datos clinicos y demograficos de los pacientes se recogen, una
vez se ha obtenido el consentimiento informado, de la revisién del historial clinico
hospitalario, de la base de datos especifica de la consulta de EIIC (ENEIDA) y de
la entrevista personal.

Los resultados de todas las variables se incluyen en la base de datos del
sistema SPSS, utilizado para llevar a cabo el estudio.

Teniendo en cuenta el cardcter evolutivo y dindmico de la enfermedad, se
recoge el fenotipo, complicaciones y manifestaciones extraintestinales que el

paciente haya tenido hasta el momento de ser incluido en el estudio.
C) Recogida de muestras
La extraccion de sangre se realiza en la Unidad de EIIC y se remite al

Centro de Transfusiones de la Comunidad Valenciana (CTCV), para el tipaje de
HLA.
D) Tipaje HLA.

El tipaje gendémico del sistema HLA se realiza en el laboratorio de
Histocompatibilidad del CTCV (EFI Accreditation number: 09-ES-014.986)
siguiendo el protocolo habitual, que se describe a continuacion:

1. Muestras de estudio:

Muestras de sangre recogidas en tubos de extraccion tratados con EDTA.
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2. Extraccion de ADN:

La extraccion de ADN a partir de las muestras de sangre se lleva a cabo
mediante procedimiento automatizado en el equipo Maxwell® 16 Instrument
(Promega Corporation, Madison, EE.UU), utilizando los reactivos especificos
suministrados con el kit Maxwell® 16 Blood DNA Purification System (Promega
Corporation) y siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante, que aparece
a continuacion:

2.1. Transferir 300 pl de sangre total o capa leucoplaquetar al pocillo n° 1 de

cada cartucho de reactivos Maxwell® 16 Blood DNA, en el cual hay tampén de

lisis, y colocar los diferentes cartuchos sobre la plataforma del equipo

Maxwell® 16.

2.2. Posteriormente, Maxwell® 16 System realiza de forma automatizada el

siguiente proceso:

* Lisis de la muestra en presencia de un agente caotrépico y detergente.

* Union del ADN de las muestras a particulas de silice magnetizadas
MagneSil®.

* Lavado de las particulas unidas para separarlas del resto de componentes
celulares.

* Elucién del ADN aislado en 300 pl de tampén de elucion MD142D
(Promega Corporation) listo para su uso en PCR.

Este punto tarda unos 35 minutos.

3. Amplificacion por PCR-rSSO

El tipaje de los genes HLA-DQAT1 y -DQBI1 se realiza mediante la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) seguida de detecciéon mediante hibridacion reversa
con sondas especificas de secuencia (rSSO; PCR-rSSO es Polymerase Chain

Reaction - reverse Sequence Specific Oligoprobes), segtin la técnica descrita por
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Ng et al. (1993) y Bodmer et al. (1999), utilizando los reactivos LABType® SSO
(One Lambda, CA, USA) y siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante,

resumido a continuacién(123-126):

3.1. Ajustar la concentraciéon del ADN gendémico extraido a 20-30 ng/ul con
agua destilada.

3.2. Preparar la mezcla de amplificacion con la D-mix LABType®, los
cebadores LABType® (One Lambda) y la Taq DNA polimerasa (Applied
Biosystems, 5u/pl) segtin una relacion de volimenes por muestra de (en
ul): 6.9 de primer D-mix, 2 de cebador de amplificacién (primer set
DQA1/B1) y 0.1 de Taq polimerasa.

Los D-mix primers y los cebadores primer set se guardan en un congelador
a unos -20°C.

3.3. Preparar un tubo de amplificacion por cada muestra y afiadir 9 pl de la
mezcla de amplificaciéon y 1 pul del ADN muestra (a 20-30 ng/pl) (para un
volumen final de 10 pl por reaccién de PCR).

3.4. Colocar la placa de 96 pocillos, con 1ul de DNA en cada pocillo, tapada
con un adhesivo, en el termociclador y ejecutar un programa de PCR de
amplificacion de Luminex, que se ajuste al siguiente perfil térmico para un

termociclador GeneAmp PCR System 9700 (tabla D.1.):

Temperatura y
Paso tiempe de incubacion M.* de ciclos
Paso1: Q5 D3:00 1
Paso 2: BE"C 00-20:00 3
60°C 00-20:00
T2°C 00:20:00
Paso 3 BEFC 00-10:00 a0
G60°C 00:15:00
T2°C 00-20:00
Pasod: Tas 1020000 1
Paso &: 4°C para siempre 1

Tabla D.1. Programa para PCR de LABType® SSO. Esquema de tiempo y temperatura, en funcién
de los pasos y namero de ciclos del LABType® SSO.
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3.5. Comprobar la existencia de producto amplificado en un gel de

electroforesis.

4. Deteccion por rSSO y andlisis por citometria de flujo:

La deteccion del producto amplificado se realiza siguiendo la tecnologia
Luminex® (Luminex Corporation) de hibridacién reversa del ADN amplificado
(mediante cebadores especificos de grupo) con sondas de oligonucleétidos
especificos de secuencia (SSO) unidas a microesferas marcadas de forma
fluorescente para identificar los alelos. El producto de PCR esté biotinilado, lo que
permite su deteccién con estreptavidina conjugada con r-ficoeritrina (SAPE)(127).
Un analizador de flujo, LABScan™ 100™ (One Lambda), identifica la intensidad
de fluorescencia de la PE (ficoeritrina) en cada microesfera.

Se prepara el Labscan primero con los primers, luego mediante lavados con
alcohol al 70%, luego con agua destilada, y, por tltimo, con liquido del sistema de
Luminex.

El procedimiento seguido es el recomendado por el fabricante (One Lambda),

que, en resumen se muestra a continuacion:

Desnaturalizacion/Neutralizacion

a) Colocar una placa de 96 pocillos en un soporte.

b) Transferir 5 ul de cada muestra de ADN amplificado en un pocillo de una placa
de 96 pocillos, utilizando una pipeta multicanal. Asegurarse de anotar la
ubicacion y el ID de la muestra.

c) Anadir 2,5 pl de tampén de desnaturalizacion por muestra; se coloca el tampén
en una bafera para transefrirlo. Mezclar e incubar a temperatura ambiente (20 - 25
°C) durante 10 minutos.

d) Anadir 5 pl de tampoén de neutralizacién (acido acético) con la pipeta y mezclar
bien (preferentemente pipeteando arriba y abajo). Observar el cambio de color de
rosado brillante a amarillo palido o transparente.

Precaucion: Evitar la contaminacion del producto de PCR con agua.
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Hibridaciéon

Nota: Asegurarse de que el termociclador se haya puesto en marcha y que se haya iniciado
el programa a 60 °C para calentar el bloque térmico.

a) Combinar los volimenes adecuados de mezcla de microesferas (n° de muestras
x 2) y el tampoén de hibridacion (17 x n° de muestras) para preparar la mezcla de
hibridacién.

b) Anadir 19 ul de mezcla de hibridacién a cada pocillo.

c) Cubrir la placa con el cierre adhesivo y agitar en el vortex a baja velocidad.

d) Extraer del soporte de placa y colocar la placa para PCR en el termociclador
precalentado (60 °C).

e) Sellar la placa de PCR. Cerrar el termociclador e incubar durante 15 minutos.

f) Colocar la placa en el soporte y quitar el adhesivo. Ahadir rapidamente 75 ul de
tampon de lavado a cada pocillo. Cubrir la placa y centrifugar la bandeja durante
5 minutos a 2500 rpm en tres ocasiones. Separar el sobrenadante agitando
bruscamente (flick) y secar.

g) Repetir el paso 2.f anterior dos veces més para completar tres pasos de lavado
en total. Recordar preparar la solucion de SAPE 1X durante la tercera

centrifugacion.

Etiquetado

a) Colocar la bandeja en el soporte. Afiadir 25 pl de solucién de tampén SAPE 1X
a cada pocillo. Cubrir la placa y agitar en el vortex a velocidad baja. Colocar la
placa en el termociclador precalentado (60 °C). Sellar e incubar durante 5 minutos.
b) Extraer la placa y afadir rdpidamente 75 ul de tampén de lavado a cada pocillo.
c) Cubrir y centrifugar la placa durante 5 minutos a 2500rpm. Retirar el
sobrenadante.

d) Anadir 70 pl de liquido de sistema a cada pocillo. Mezclar pipeteando y
transvasar a la placa de lectura (microplatte) con una pipeta de 8 o 12 canales.

Nota: El volumen final debe ser 80 ul como minimo.
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e) Para obtener los mejores resultados, leer las muestras tan pronto como sea
posible. Almacenar las muestras a 4 °C en la oscuridad sino se pueden leer
inmediatamente. Asegurarse de mezclar las muestras inmediatamente antes de su

lectura.

La reaccion positiva se define como el porcentaje de valores positivos para la
sonda superiores al valor umbral preestablecido para la sonda. La reaccion
negativa se define como el porcentaje de valores positivos inferiores al valor
umbral. La intensidad media de fluorescencia (MFI) del control positivo debe
encontrarse entre 1200 y 7000 MFI. La asignacién de los alelos HLA se basa en el
patron de reaccion comparado con patrones asociados a secuencias de genes HLA
publicadas en las bases de datos internacionales (IMGT-HLA, versiones 2.19.0 a

3.1.0), utilizando el paquete informatico de anélisis de Luminex, HLA Fusion.

E. Variables estudiadas

Los datos recogidos se dividen en dos grandes grupos: clinicos y analiticos
(HLA). Se recoge un namero de identificacién, datos demograficos, el fenotipo de

la enfermedad, y el HLA del sujeto.

1. Datos clinicos

® ]D: ndmero de identificacion.
Como ID del paciente se usa el recibido automaticamente al incluir al
paciente en la base de datos ENEIDA, mientras que a los controles se les

da un ntimero a partir de 1000.

® Datos demograficos:
- teléfono de contacto,

- sexo,

- edad
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®  Diagn0stico:

- Colitis ulcerosa (CU)

- Enfermedad de Crohn (ECr)
- Control sano

- Enfermedad celiaca (EC)

®  Fenotipo de EIIC:

- Localizaciéon: eséfago, estémago, yeyuno, ileon (proximal o
terminal), colon (ciego, colon ascendente, transverso, descendente,
sigma y recto), ano/perianal y anastomosis, si el paciente ha sido

intervenido.

- Localizacién, segtin la clasificacion de Montreal(108):
a) ECr:
b L1:ileon
L2: colon
L3: ileocolica
L4: tracto digestivo alto
L1+L4: ileon y tracto digestivo alto
L2+L4: colon y tracto digestivo alto

L3+L4: ileon, colon y tracto digestivo alto

P Proctitis ulcerosa: afectacion limitada al recto
b Colitis izquierda: afectacion limitada al colon izquierdo
P Colitis extensa: afeccion que se extiende mas alla del angulo

esplénico.
- Patron de la ECr, segtn la clasificacion de Montreal(108):

b Inflamatorio: tlceras superficiales que se pueden convertir en

mas profundas e inflamacién, y que suele cursar con

56



dolor abdominal y diarrea.

b Estenosante: estenosis con dilatacion preestendtica, que cursa
con cuadros oclusivos/suboclusivos.

» Fistulizante: perforacion libre, perforacién con formacién de
abscesos y masas intraabdominales, y fistulas internas o
externas, excluidas las correspondientes a enfermedad

perianal.

Complicaciones: megacolon, hemorragia, perforacion o absceso.

Manifestaciones extraintestinales: manifestaciones no intestinales
que guardan relacién con la existencia de la EIIC y que pueden
mantener un patrén de aparicién parejo o independiente de los
brotes de la ECr o la CU.
P Si/No
b Artropatia periférica:
e Si/No
e Artropatia Tl (pauciarticular): afecta a menos de 5
articulaciones.
e Artropatia T2 (poliarticular): afecta a 5 o mas
articulaciones.
b Artropatia axial:
e Espondilitis enteropatica
e Sacroileitis
Cuténeas: eritema nodoso, pioderma gangrenoso u otras.
Estomatitis: aftas bucales.

Oculares: Iridociclitis, Epiescleritis

- v v v

Colangitis (Colangitis esclerosante primaria): hepatopatia
crénica colostdsica que desemboca en cirrosis.
¥ Trombosis

B Oftros
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2. Datos analiticos

- HLA marcador de la celiaquia (HLA-EC) positivo o negativo, siendo
considerado positivo si presenta cualquiera de los siguientes haplotipos:
b HLA-DQ2.5cis: DQA1*05:01+DQB1*02:01 en el mismo
cromosoma
b HLA-DQS8: DQA1*03:01 6 *03:03 + DQB1*03:02
» HLA-DQ2.5trans: haplotipo DQA1*05:05+ DQB1*03:01 en
un cromosoma y DQA1*02:01+DQB1*02:02 en el
cromosoma homologo (heterodimero DQ7-DQ2.2):
Y negativo, si tiene cualquier otra combinacién de alelos de HLA que no

confiera riesgo de celiaquia por si solos.

- Tipo de HLA positivo (HLA-EC):
¥ HLA-DQ2
» HLA-DQS8
¥ HLA-DQ7 + HLA-DQ2.2

- Haplotipo: descripcion del conjunto de genes HLA heredados en bloque

de uno de los progenitores en cada paciente.

- Presencia de HLA-DQ2.2: DQA1*02:01+DQB1*02:02. Haplotipo de riesgo
controvertido, considerado de mayor riesgo para la celiaquia en
combinacién con HLA-DQ?2.5, fundamentalmente, o -DQ8.

F. Aspectos éticos

El protocolo de estudio ha sido aprobado por el Comité de Investigacién y

Etica del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Se ha garantizado la
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confidencialidad de la informacion recogida segtin la Ley Orgénica 15/1999, de 13
de Diciembre, de Protecciéon de Datos de Caracter Personal, y en todo el proceso

se han seguido las normas de Helsinki.

G. Métodos estadisticos

1. Tamario muestral y precision de las estimaciones:

1.1 Consideraciones previas

Para estudiar la prevalencia de HLA-EC en individuos con EII, se
determina la poblaciéon diana como la constituida por todos los individuos
adultos de origen caucésico con EIIC.

Ante la imposibilidad de analizar la totalidad de los individuos que la
constituyen, deben obtenerse a partir de la observaciéon de una muestra, que es un
subconjunto de individuos “representativo” de dicha poblacién.

Es fundamental que los conocimientos previos existentes sobre el tema
investigado, permitan suponer que la muestra estudiada es realmente
“representativa” de la poblaciéon objeto del estudio, lo que permite tratarla
estadisticamente como si fuera una muestra aleatoria. Asi, en nuestro caso, no hay
ningn motivo para suponer que la posible relaciéon entre la EIl y HLA sea
diferente en los individuos que han formado parte de nuestra muestra que en la

totalidad de la poblacion.

1.2 Determinacion del tamafio muestral minimo para evaluar el HLA

Para determinar el tamafio muestral minimo para conseguir una
determinada precisién es necesario, en primer lugar, definir la precisién deseada.
Ello se hace a partir de dos valores:

- El error maximo & =|P*-P| que se esta dispuesto a admitir

- la probabilidad o de que el error finalmente cometido resulte mayor que €
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(Ver desarrollo de la metodologia estadistica en Anexo 2)

En nuestro caso, si el objetivo perseguido es determinar la prevalencia de
HLA-EC en individuos con EIIC, de forma que la probabilidad de cometer un
error mayor que € = 0.05 sea inferior a a = 0.05, el tamafio muestral minimo de

acuerdo con:

_1.96’P(1-P)
0.05>

que, suponiendo para P un valor 0.30 (30% de prevalencia de HLA-EC), que es el
recogido en la literatura para la poblaciéon en general espafiola(8), resulta un N

minimo de 323 individuos.
2. Test Chi-2 de independencia entre variables cualitativas

A lo largo de esta tesis se plantea frecuentemente la necesidad de estudiar
la posible relaciéon entre dos variables de naturaleza cualitativa. Por ejemplo, ;la
presencia o no de HLA-EC en un individuo depende de alguna forma de que el
individuo tenga la EII? O, dicho de otra forma, ;la prevalencia de HLA-EC es
diferente en los individuos controles que en los individuos que sufren la EII?

La forma mas sencilla, y de uso generalizado en la literatura médica, de
estudiar estadisticamente la posible dependencia entre dos variables cualitativas

es mediante el test X2, explicado en el anexo 2.
3. Modelo de regresion logistica
3.1 Fundamento
Los Modelos de Regresion Logistica (MRL) constituyen una técnica

estadistica muy poderosa para analizar las relaciones existentes entre dos o mas

variables de tipo cualitativo, lo que los hace de gran utilidad para el anélisis de los
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datos de esta tesis. La interpretacion de los pardmetros en el MRL se basa en el

concepto de Odds-ratio (OR)™.

3.2 Estimacion e inferencia en modelos de regresion logistica

En el Anexo 2, se exponen los fundamentos de los procedimientos estadisticos
que se utilizan para estimar, a partir de los datos disponibles, los parametros de
un Modelo de Regresion Logistica y para realizar inferencias respecto a los

mismos.

En particular, el procedimiento basado en el test de la Razén de
Verosimilitudes Generalizada que se expone en dicho Anexo sera utilizado de de

forma general en esta tesis para analizar los resultados de los modelos propuestos.

4. Estudio de aplicacion de los resultados significativos a la clinica

Para calcular la protecciéon o riesgo que confiere un haplotipo para el
desarrollo de la EIIC, se ha utilizado la fracciéon preventiva (FP) y la fraccion
etiologica (FE) respectivamente, que se describen en porcentajes de contribuciéon a
la enfermedad.

Para el célculo de las mismas es necesario conocer la frecuencia fenotipica
(FF) y el “riesgo relativo” (RR); a continuaciéon, se describe cémo

obtenerlos(38,128,129).

e Frecuencia Fenotipica (FF) = Sa
N

Donde Sa es la suma de alelos y N el n° de individuos.

1 . . .y , .

Como no existe un consenso generalizado sobre la traduccion al castellano de los términos “odd” y “odds-
ratio”, y dado que dichos términos se utilizan ampliamente en la literatura técnica, hemos decidido
mantenerlos sin traducir.
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Se estudia la FF en sujetos control cuando la FE o FP a evaluacién es
la de desarrollar una enfermedad, y se va a utilizar el RR de

presentar dicha enfermedad.

La “incidencia relativa” de enfermedad se calcula mediante la
formula de Woolf. En la literatura de HLA, la “incidencia relativa”
se ha descrito como “riesgo relativo”, y, por tanto, es el término
utilizado en esta tesis. Para determinar el RR, calculado con la
férmula de Woolf, es necesario plasmar los datos en una tabla de
2x2, que incluya el grupo de pacientes y el de controles en las filas, y
los sujetos positivos o negativos para el gen a estudio, en las

columnas (ver siguiente tabla).

N° de individuos

Gen a estudio Positivos Negativos
Pacientes a b
Controles c d

Asi, la formula de Woolf para determinar el RR es:

RR=axd

bxc

Para los alelos con frecuencias significativamente disminuidas del

grupo control (con un RR < 1), se ha calculado la FP:

FP =FF (1 - RR)

Para los alelos con frecuencias significativamente aumentadas

respecto del grupo control (con un RR > 1), se ha utilizado la FE:
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FE= FF (RR-1)
FF (RR-1) +1

5. Test de Holm-Bonferroni:

El test de Holm-Bonferroni es una correcciéon para garantizar que la
probabilidad de al menos un error de primera especie en un conjunto de n tests
(multiples alelos), no supera 0.05.(130) El uso de la correccion de comparaciones
multiples, permite identificar la presencia de una verdadera asociaciéon de la
enfermedad con un alelo concreto, y diferenciable de la simple asociaciéon al
azar.(38) El test de Holm-Bonferroni, o test de “Bonferroni de rechazo secuencial”,
se realiza multiplicando la menor p significativa por el ntimero de alelos
estudiados. Si la p sigue siendo significativa, se multiplica la siguiente p mas
pequeia por el numero de alelos total-1, y asi secuencialmente, mientras los
resultados sean significativos. Cuando una p resulte no significativa, se considera
que los demas resultados con p mayores, aunque salgan inicialmente

significativas, dejaran de serlo con la correccién de Holm-Bonferroni.
6. Programas estadisticos
Para la realizacién del estudio (base de datos y analisis de resultados) se ha

utilizado el programa SPSS (PASW Statistics 17.0), Microsoft Office Excel 2003 y
Statsgraphics Plus (version 5.1).
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IV. RESULTADOS

A) Descripcion de la Muestra:

1. Introduccion

1.1 Global

Desde enero de 2007 hasta marzo de 2011, se incluyen 457 pacientes con
EIIC, y se obtienen los datos de 577 sujetos sanos como control de la prevalencia
de haplotipos HLA de riesgo de celiaquia. En la figura 1.1. se detalla la

distribucion de la muestra (1034 sujetos)

@Controles HLA

mE. Crohn

mC. Ulcerosa

Figura 1.1 Distribucién de la muestra en casos (Enfermedad de Crohn y Colitis Ulcerosa) y

controles.

1.2 Distribucién por sexos

En la base de datos anonimizada de los sujetos sanos control, se observo la
ausencia de datos para sexo en 10 individuos, por lo que en el anélisis estadistico
en el que se hacen estudios comparativos en relacion al sexo, se excluyen los datos
de estos individuos.

De los 1034 sujetos a los que se analiz6 el HLA, 417 son mujeres (40.3%):
215 de los controles (37.9%, de 567) y 202 de los casos (44.2%; 122 con ECr y 80 con
CU).
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E. Crohn C. Ulcerosa Controles Total columnas
Hombres 128 (12.50) 127 (12.40) 352 (34.38) 607 (59.28)
Mujeres 122 (11.91) 80 (7.81) 215 (21.00) 417 (40.72)
Total filas 250 (24.41) 207 (20.21) 567 (55.38) 1024 (100)

Tabla 1.1. Distribucién de la muestra entre casos y control, diferenciando por sexos, n (%).

ipoEll ipoEll
.--—c:rohIIp Tip
crohn
rol ——
‘control—
~—ulcerosa
“—ulcerosa

Figura 1.2 Distribucién de la muestra por hombres y mujeres. E1 58% de los hombres y el 52% de

las mujeres de la muestra son controles.

Aunque hay mds mujeres en el grupo control (215) que en el grupo de
pacientes (202), la proporcién de mujeres es mayor en los casos (44%) que en los
controles (38%), sobre todo a expensas de las pacientes con Crohn (49% de los
pacientes con enfermedad de Crohn son mujeres versus 39% de los que tienen

CU).

2. Pacientes con EIIC

457 pacientes (202 mujeres, 44.2%), con una edad media de 42.4 afos
(mediana 40 afios), consienten participar en el estudio. 207 pacientes tienen Colitis
Ulcerosa y 250 Enfermedad de Crohn. En ambos casos, la enfermedad extensa es

mas frecuente: 51.6% de los pacientes con ECr presentan una localizacién ileo-
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colénica de la enfermedad y el 61.8% de los casos con CU una colitis extensa. El
comportamiento mdés frecuente de nuestra muestra de enfermos de Crohn es
estenosante (41%), la enfermedad perianal aparece en 93 pacientes (37.2%), el
19.7% ha presentado complicaciones (frente al 4.1% de los pacientes con CU) y el
59.3% ha requerido cirugia (incluyendo cirugia de la regién perianal en esta

variable).

La distribucién fenotipica de los pacientes con enfermedad inflamatoria,

segtn los criterios de la clasificacion de Montreal, se detalla en las tablas 2.1 y 2.2:

2.1 Enfermedad de Crohn (ECr)

Extension ECr Frecuencia % ..
Extension Crohn
fleon 60 24,0
ileocolénica
Colon 30 12,0
fleon y colon 128 51,2 -
: g
fleon y alto 11 4.4 g
g
Colon y alto 1 4 B
fleon, colon y alto 20 8,0 e
TOtaI 250 100’0 - lieon Colon u'eony'cobn lieon y alto Ou\on'ya\to u‘eon,cclonyana
Extensiéon Crohn
Patrén ECr Frecuencia % Tabla y figura 2.1. Distribucién
- fenotipica de los ECr, por
Inflamatorio 88 35.2 localizacién y por patrén.
Estenosante 102 40.8
Fistulizante 60 24.0
Total 250 100.0

El 52% de los enfermos de Crohn tienen una afectacion ileo-colénica (L3 de

la clasificacion de Montreal), el 24% ileal (L1) y el 11% colénica (L2). No hay

ningun paciente con afectacion exclusiva de tracto digestivo alto.
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2.2 Colitis ulcerosa (CU)

Extension CU

Extension CU | Frecuencia Porcentaje
Proctitis 19 9,2 ol

S Extensa

Colitis Izquierda 60 29,0 § 2
5 £
-

Colitis Extensa 128 61,8 E

Total 207 100,0
. Evansiéncatta o

Tabla y figura 2.2. Localizacién de la CU en la muestra.

La colitis extensa es la localizacién mas prevalente (62%) en los pacientes

con CU, suponiendo la colitis izquierda y la proctitis un 29 y un 9%

respectivamente.
2.3 Manifestaciones extraintestinales (MEISs)

El 36.2% de los pacientes con EIIC tienen (o han tenido en algin momento

de su enfermedad) manifestaciones extraintestinales (MEIs). El1 30.4% de las CUs y

el 40% de los ECr han padecido MEIs.

Como se observa en la tabla a continuacion, la MEI mas frecuente, es la
artropatia periférica, sobre todo la tipo 1 (afectaciéon de menos de 5 articulaciones),

con altralgias de ritmo inflamatorio y sin destruccién tisular, y, en segundo lugar,

la estomatitis.
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Manifestaciones C. Ulcerosa E. de Crohn Pacientes con EIIC
Extraintestinales N N N (%)
MEIs 63 100 163 (36.2)
Artropatia periférica 35 66 101 (22.1)
Artropatia T1 25 47 72 (15.8)
Artropatia T2 9 20 29 (6.3)
Artropatia central
Espondilitis 3 5 8
Sacroileitis 2 4 6 (1.3)
Cutdneas 7 19 26 (5.7)
Eritema Nodoso 4 12 16 (3.5)
Pioderma gangrenoso 0 3 3(0.7)
Otras 3 4 7 (1.5)
Estomatitis 21 29 50 (10.9)
Oculares 5 12 17 (3.7)
Iridociclitis 3 6 9 (2.0)
Epiescleritis 2 6 8 (1.7)
Colangitis 0 1 1(0.2)
Trombosis 7 3 10 (2.2)

Tabla 2.3. Se expone el ntimero de pacientes afectos del total y de cada manifestacion
extraintestinal evaluada en pacientes con colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, y de

todos los pacientes con EIIC, incluyendo el porcentaje total que supone.

3. Grupo control

La poblacién control para el estudio de HLA la conforman 577 sujetos, de
entre 18 y 65 afios, de los que tinicamente se conoce su sexo, en 567 (215 mujeres y
352 hombres), y que se trata de poblacion aparentemente sana, de etnia caucasica,

donante de 6rganos.
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B) Anilisis de genes HLA:

1. Frecuencia de HLA positivo (HLA-EC):

En primer lugar, analizamos la prevalencia de HLA-EC para celiaquia,
considerando positivo, como se vio previamente, los haplotipos expuestos:
i. HLA-DQ2.5cis: DQA1*05:01+DQB1*02:01
ii. HLA-DQ8: DQA1*03:01 6 03:03 + DQB1*03:02
iii. HLA-DQ2.5trans: haplotipo DQA1*05:05+DQB1*03:01 en un
cromosoma y DQA1*02:01+DQB1*02:02 en el cromosoma

homélogo.
Observamos que la prevalencia del HLA-EC es ligeramente mas elevada en
el grupo control (227/577=39.34%) que en los pacientes con EIIC

(156/457=34.14%), sin ser una diferencia significativa (p=0.0852).

La siguiente tabla refleja la relacion entre la presencia de EIl y la de HLA-EC

EIICY HLA HILA-EC HLA-EC negativo Total
Controles 227 350 577
(21.95) (33.85) (55.80)
Casos (EIIC) 156 301 457
(15.09) (29.11) (44.20)
Total 383 651 1034
(37.04) (62.96) (100.00)

Tabla 1.1. Relacién entre EIl y HLA-EC, n (%), p=0.0852.

Esta diferencia de prevalencia de HLA-EC entre controles y casos, lleva
asociada un valor P de 0.0852 que resulta significativo trabajando con un riesgo de
1% especie a del 10%, o no significativo si se opera con a del 5%. Utilizando el

“" 4

rango de “p” habitual en Medicina (p<0.05), se puede decir que existe una
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tendencia a que el HLA de riesgo de celiaquia sea menor en pacientes con EIIC

que en controles, sin llegar a presentar diferencias significativas.

Por otra parte, en la Tabla 1.2 se recoge la relacién entre el Sexo y la

presencia o no de HLA-EC en global; es decir, incluyendo casos y controles.

HLA por sexo HILA-EC HLA-EC negativo Total
Mugjer 162 - 38.85% 255 -61.15% 417 - 40.72%
Hombre 217 - 35.75% 390 - 64.25% 607 - 59.28%
Total 379 - 37.01% 645 - 62.99% 1024 - 100.00%

Tabla 1.2. Relacién entre Sexo y HLA-EC. P= 0.3129

La tabla anterior pone de manifiesto que la prevalencia de HLA-EC en el
conjunto de los sujetos, incluyendo casos y controles, es ligeramente mas elevada
en mujeres que en hombres, pero que la diferencia no es significativa (P-value =
0.3129). El siguiente punto desgrana el porcentaje de HLA-EC en mujeres vs

hombres, en funcién de si son casos o controles.

2. Andlisis conjunto de la relacion de la prevalencia del HLA-EC con la presencia de EIIC

y el sexo. Modelo de regresion logistica.

2.1 Introduccion

Dada la relaciéon 2:1 de mujeres y hombres en los pacientes celiacos de la
poblacién general, ademds de buscar diferencias entre el grupo de mujeres con
EIIC versus control, se analiza si la prevalencia de HLA-EC es diferente en

hombres y en mujeres con EII.

Para ello, se plantea un modelo de Regresion Logistica en el que la

prevalencia de HLA-EC se relaciona con la presencia, o no, de EIIC, con el sexo y

73



con una posible interaccién entre ambos factores. Con dicho modelo, se observa
una tendencia a una menor prevalencia de HLA-EC en mujeres con EIIC respecto

de las controles.

A continuacién se expone el modelo de regresiéon y el resultado

pormenorizado.
2.2 Modelo de regresion logistica propuesto
Para analizar si la prevalencia del HLA-EC es distinta en funcién de la

presencia de EII y segin el Sexo, se propone el siguiente modelo (1), que asume la

posible existencia de una interaccién entre ambos factores:

P(HLA+) — @Po+BiXen +B2Xsexo +B3XEnXsexo

“riesgo” de HLA-EC = m (1)

donde xen y Xsexo son las variables binarias (con tinicos valores 0 6 1, ver anexo 2,

punto 3).

La interpretacion de los 4 parametros Pi que aparecen en (1) se puede
deducir particularizando dicha ecuacion para las 4 posibles situaciones relativas a
Ell y Sexo:

a) Mujeres sin EII (xgn=0 y Xxsexor=0)

riesgo de HLA-EC = P 'Protbr0ibxixt - obo

(a)
por lo tanto ¢” es el riesgo de HLA-EC en mujeres del grupo control

b) Mujeres con EII (xen=1 y xsexor=0)

74



riesgo de HLA-EC = el /Prtintibatid = ghfi = gl ()

Comparando las mujeres con EII (b) con las mujeres control (a) se deduce que
¢” indica por cuanto se multiplica en las mujeres el riesgo de EII por el hecho

By

de tener HLA-EC (si p1 resulta negativo ¢" serd menor que 1, por lo que el

riesgo de desarrollar EII se reduciré en presencia de HLA-EC).

Hombres sin EII (xen=0 y xsexor=1)

riesgo de HLA-EC = e it = ghoth = gl ()

Comparando los hombres sin EII (c) con las mujeres sin EII (a) se deduce que

e” indica por cuanto se multiplican en las personas sin EII las posibilidades de

tener HLA-EC por el hecho de ser hombre en vez de mujer.

Hombres con EII (xen=1 y xsexor=1)

riesgo de HLA-EC — eﬁo*ﬁl"”ﬁz"“ﬁ}"l“ — eBo*ﬁl*Bz*B} — eﬁoeﬁleﬁzeﬁ3

(d)

En cuanto a la interpretacion del parametro 33, comparando las mujeres,
(b) con (a) se deduce, como ya se ha indicado, que en las mujeres el efecto de la
HLA-EC sobre el riesgo de presentar EII se obtiene multiplicando por ¢” ; por
otra parte, comparando los hombres, (d) con (c) se deduce que en los varones
el riesgo de tener EIl si tienen HLA-EC se obtiene multiplicando por ¢”¢”; en
consecuencia ¢” indica hasta qué punto el efecto sobre el riesgo de la presencia
de EII es méas marcado (si B3>0), menos marcado (si 3<0) o similar (si f3=0) en
varones que en mujeres. En definitiva, el pardametro P; estd asociado a la

existencia de una posible interaccién entre el efecto de tener el HLA-EC sobre
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el los dos factores estudiados, presencia de EII y Sexo. Se evalta si el HLA-EC
es mds o menos prevalente en funcion del sexo y de tener Ell, y el riesgo que
supone tener dicho HLA para el desarrollo de una EII, en funcién del sexo del

inidividuo.

2.3 Resultados de la estimacion del modelo

El Modelo (1) propuesto se ha estimado mediante Statgraphics,

obteniéndose los valores que se recogen a continuacién para los parametros f3;.

Dependent variable: Xij/Nij
Sample sizes: Nij
Factors:

Xen

XSEXO

Estimated Regression Model (Maximum Likelihood)

Estimated
Parameter Estimate odds Ratio
Po -0.271422
Br (Xen) -0.384821 0.68057
B2 (Xsexo) -0.263721 0.76819
Bz (Xen™Xsexo) 0.261908 1.29941

Deviance del modelo: -2InV = 5.1655 con 3 grados de libertad

La significacion estadistica de los pardmetros 1, B2 y s se analiza, tal como
se expone en el apartado A.2 del Anexo, calculando el valor de la Chi-cuadrado
asociada al incremento de -2In(rv) que se produce cuando se elimina el parametro
correspondiente del modelo (lo que es equivalente a imponer al Modelo (1) la
restriccion de que dicha Bi es igual a cero). Los valores de dichas Chi-cuadrados,

junto con sus correspondientes p-values, se recogen a continuacion:

Likelihood Ratio Tests

Factor Chi-Square Df P-Vvalue
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Xen 3.63799 1 0.0565
Xsexo 2.22904 1 0.1354
Xen1*Xsexo 0.97212 1 0.3242

2.4 Interpretacion de los resultados

Bo = -0.2714: Del valor estimado para Bo se deduce el valor de la prevalencia del

HLA-EC en las mujeres del grupo control:

riesgo HLA-EC/ (mujeres control) = e02714 = (.762

U

0.762

frecuencia HLA-EC/(mujeres control) = mxlOO =43%

B1 = -0.3848: La presencia de EIl en este grupo reduce el riesgo de HLA-EC,
multiplicandolo por e?03848 = (.681. Por tanto, el riesgo de HLA-EC en mujeres

con EIIC es sdlo un 68% del constatado para las mujeres del grupo control.

riesgo HLA-EC/ (mujeres con EII) = 02714 ¢0.3848 = ().519

U

0.519

frecuencia HLA-EC/(mujeres con EII) = 130519 x100 = 34%

El valor constatado del p-value para este parametro (p=0.0565) indica que
hay una tendencia a la reduccién de la prevalencia de HLA-EC en las mujeres con
EIl
B2 = -0.2637: El valor negativo obtenido para B2 indica que la prevalencia de HLA-
EC dentro del grupo control es algo inferior en hombres que en mujeres. En

efecto:
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riesgo HLA-EC/ (hombres control) = e-0-2714 ¢-02637 = ().585

U

0.585

prevalencia HLA-EC/ (hombres control) = 110.585 x100 = 37%

El p-value asociado a B2 es 0.1354, lo que indica que no hay evidencia
estadistica de que esta diferencia de prevalencia del HLA-EC entre mujeres y

hombres controles sea significativa, tomando como referencia una p<0.05.

Bs = 0.2619: El signo positivo de este parametro indica que la reduccién de la
prevalencia del HLA-EC en pacientes con EII es menos marcada en hombres que

en mujeres.
riesgo HLA-EC/ (hombres con EII) = e0-2714 ¢-0.3848¢-0.2637 -02619 = ().518

U

0.518

prevalencia HLA-EC/ (hombres con EII) = 110518 x100 = 34%

Esto mismo se puede observar en las tablas expuestas a continuacion,

utilizando el Chi2.

Hombres HLA-EC HLA-EC negativo Total filas
Casos-EIIC 87 (14.33) 168 (27.68) 255 (42.01)
Controles 130 (21.42) 222 (36.57) 352 (57.99)
Total columnas 217 (35.75) 390 (64.25) 607 (42.01)

Tabla 2.1 Tabla de frecuencias EIl x HLA considerando sé6lo casos y controles hombres, n (%), (p =

0.4752).
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Mougeres HLA-EC HLA-EC negativo Total filas

Casos- EIIC 69 (16.55) 133 (31.89) 202 (48.44)
Controles 93 (22.30) 122 (29.26) 215 (51.56)
Total Columnas 162 (38.85) 255 (61.15) 417 (100.00)

Tabla 2.2. Tabla de frecuencias EII x HLA considerando sélo casos y controles mujeres, n (%), (p =

0.0565).

Si tenemos en cuenta este pardmetro como relevante, y calculamos la
fraccién preventiva considerando la frecuencia fenotipica de HLA-EC en mujeres
control (FF=93/215=0.432558) y el RR de 0.6805724, obtendremos una fraccion
preventiva de 0.138, lo que supone que la contribuciéon del HLA-EC a la

prevencion del desarrollo de una EIIC es del 14%, en mujeres.

Asi pues, este apartado del estudio muestra que la prevalencia de HLA-EC
en mujeres con EII es 9 puntos porcentuales menor que en las mujeres sin EIIC
(reduciéndose del 43% al 34%) pero tan sélo 3 puntos porcentuales en hombres,
al pasarla del 37% en el grupo control al 34% en el grupo de pacientes. Dicha
diferencia es objetivable al estudiar mujeres y hombres por separado, de hecho, al
considerar exclusivamente mujeres, las diferencias son mas llamativas (dando una
p=0.0565 y una FP del 14%). No obstante, aunque la diferencia sea importante al
analizar los sexos por separado, la diferencia entre mujeres y hombres en la
prevalencia del HLA-EC, en funcién de tener o no EII debe ser considerada con
prudencia, dado que el p-value asociado a Ps ha resultado 0.3242, que no es

significativo.

3. Estudio del efecto del HLA-EC sobre el tipo de EIIC

En el Apartado 2 se ha observado que la prevalencia de HLA-EC es algo
inferior en individuos con EIl que en los controles, siendo esta tendencia mas

marcada en el caso de mujeres que en el de hombres.
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En el presente apartado se analiza si existen diferencias en el fenémeno
anterior segin que el tipo de EIl sea Crohn o Ulcerosa, observandose una
tendencia a una menor prevalencia de HLA-EC en pacientes con CU.

La siguiente tabla recoge las prevalencias de HLA-EC y negativo,
considerando conjuntamente ambos sexos, en pacientes con ECr, CU y controles,
mostrando que la prevalencia de HLA-EC es algo inferior en los casos de CU (66
de 207 pacientes con CU, lo que supone un 31.88%) que en los de ECr (36.00% -
90/250).

EIIC y HLA
por tipo de EIIC HLA-EC HLA-EC negativo Total filas
Control 227 (21.95) 350 (33.85) 577 (55.80)
E. Crohn 90 (8.71) 160 (15.47) 250 (24.18)
C. Ulcerosa 66 (6.38) 141 (13.64) 207 (20.02)
Total columnas 383 (37.04) 651 (62.96) 1034 (100.00)

Tabla 3.1 Relacion entre tipo de EIl y HLA, n (%).

Analizando mediante el test Chi-2 la significacion de la diferencia entre
ambas prevalencias se obtiene un valor del estadistico de 0.85 con un p-value
asociado de 0.3556, que indica que la misma no llega a ser significativa. Sin
embargo, si comparamos la prevalencia del HLA-EC de la poblacién control con
la de los pacientes con CU, con un 39.34% (227/577) vs 31.88% respectivamente,
las diferencias llevan asociadas una p de 0.0571.

Si valoramos este dato como relevante, y analizamos la fracion preventiva
del HLA-EC en la colitis ulcerosa, observamos que, teniendo en cuenta una
frecuencia fenotipica en controles de 0.39341, y un riesgo relativo de 0.7217, la FP
es del 11%, lo que implica que la presencia de HLA de riesgo de la celiaquia

confiere un 11% de proteccion frente al desarrollo de la CU.

En resumen, la prevalencia de HLA-EC es mayor en el grupo control

(39.34%), que en la ECr (36%) y en la CU (31.88%), sin diferencias significativas,
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aunque mostrando una tendencia a la significacién al comparar controles y CU,

con una FP frente a desarrollar una CU del 11% en sujetos con HLA-EC.

4. Estudio de la frecuencia de HLA-EC, segtin el tipo de EII, en funcién del sexo

La siguiente tabla recoge la prevalencia del HLA-EC en funcién del tipo del

Ell y del sexo.
HLA-EC,
segiin tipo de Hombres Mujeres Total
E columnas
Control 130 (34.30) 93 (24.54) 223 (58.84)
E. Crohn 46 (12.14) 44 (11.61) 90 (23.75)
C. Ulcerosa 41 (10.81) 25 (6.60) 66 (17.41)
Total Filas 217 (57.25) 162 (42.75) 379 (100)

Tabla 4.1. Prevalencia de HLA-EC (ny %) en funcién del tipo de Ell y del sexo. El % se refiere a la

prevalencia de HLA-EC en cada grupo, en funcién del sexo.

Al comparar la prevalencia del HLA-EC en mujeres control (43.26%) con la
de las pacientes con CU, en el modelo Chi? se obtienen un valor p de 0.0613. No
hay diferencias significativas al analizar las prevalencias de HLA-EC en funcién
del sexo y la EII, aunque existe una tendencia a que la prevalencia sea menor en la

CU.

Con el fin de comprobar los resultados previos, se ha construido un nuevo
modelo de regresiéon logistica, incluyendo en el mismo, variables binarias que
diferencian entre la Enfermedad de Crohn y la Colitis Ulcerosa, en funciéon del

sexo.
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El modelo estadistico utilizado, se muestra a continuacion:

P(HLA+) — aPo+Buixer +Biaxur +B2Xsexo +B3Xcr XsexoBs2XuL XsExo

“riesgo” de HLA-EC = m (2)

donde xsexo es la variable binaria, mientras que

xcr: valdré 1 en los individuos con enfermedad de Crohn y valdra 0 en el resto
xuL: valdrd 1 en los individuos con EII ulcerosa y valdra 0 en el resto

El Modelo (2) propuesto se ha estimado mediante Statgraphics,

obteniéndose los valores que se recogen a continuacién para los parametros f3;.

Dependent variable: HLA_ positivo
Factors:

TipoEll

Sexo

Estimated Regression Model (Maximum Likelihood)

Standard Estimated

Parameter Estimate Error Odds Ratio
Bo -0.271422 0.137657

Bz (Xer) -0.301098 0.233446 0.740006
Bz (Xu) -0.517036 0.277723 0.596285
Bz (Xsexo) -0.263721 0.176483 0.768188
Bar (Xcr*Xsex0) 0.258163 0.317219 1.29455
Baz (XuL*Xsexo) 0.311404 0.35404 1.36534

Deviance del modelo: -2InV = 6.0452 con 5 grados de libertad

Se comprueba que el valor de P13 (CU) ha resultado mas negativo que P12
(ECr), indicando que la reducciéon de la prevalencia del HLA-EC en mujeres es
algo més marcada en presencia de colitis ulcerosa que en la de enfermedad de

Crohn.
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Por otra parte, el valor positivo algo mas elevado de 332 respecto a P31,
sugiere el fenémeno de que la prevalencia del HLA-EC es menor en la EII,
disminuyendo de forma menos marcada en hombres que en mujeres sobre todo

enla CU.

Ambos resultados concuerdan, como era de esperar, con lo que puede observarse

en la Tabla 4.1.

Para estudiar si son significativas estas diferencias entre el efecto del HLA-
EC y los dos tipos de EII y la posible interaccién de dichos efectos con el sexo, hay

que seguir el procedimiento general que se expone en el Anexo 2.

En efecto, se puede comprobar que el Modelo (1) no es mas que un caso
particular del Modelo (2) imponiéndole las restricciones 11 = P12 y Ba1 = P32. Para
analizar si estas restricciones son ciertas, o sea si realmente existen a nivel
poblacional diferencias en el efecto del HLA-EC sobre las dos variantes de la EII,
el aumento de la “deviance” al pasar del Modelo (2) al Modelo (1) se compara con
los valores asociados a una Chi-2 con 2 grados de libertad, dado que 2 es el

incremento en el nimero de parametros al pasar del Modelo (1) al (2).

Z(Lmax/modelo (VA Lmax/modelo (1)) = 6.0452 - 5.1655 = 0.8797 (p‘Value = 0.644)

El elevado valor obtenido para el p-value indica que no hay evidencia
estadistica respecto a la existencia real de diferencias en la prevalencia de HLA
segin se trate de una ECr o de una CU, al analizar la muestra en su conjunto,
teniendo en cuenta el sexo.

Analizando exclusivamente mujeres, con un Chi?, se observa que la
prevalencia del HLA-EC en mujeres control (43.26%) es mayor que la de las
pacientes con enfermedad de Crohn (36.07%) y CU (31.25%). Se obteniene una p

baja, pero no menor de 0.05, al comparar mujeres control y CU (p de 0.0613).
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En resumen, el andlisis aislado de mujeres ECr-control y CU-control,
muestra una tendencia a menor prevalencia en mujeres con CU respecto de las
mujeres control (p=0.0613), pero teniendo en cuenta la muestra global, y teniendo
en cuenta el sexo para ver si existen diferencias entre ECr y CU en la reduccion

del riesgo del HLA-EC, no hay diferencias (p=0.644).

5. Estudio de la frecuencia de las distintas variantes de HLA-EC en la EIIC

Se estudia por separado el efecto sobre la prevalencia del tipo DQ2 y del

tipo DQS8.

5.1 Frecuencia de HLA-DQ2.5cis en la EIIC

51.1 Andlisis considerando conjuntamente los dos tipos de EII

En la Tabla 5.1 se recogen los valores de la prevalencia del HLA-DQ2.5cis

en funcién de la presencia, o no, de la EIl y del sexo de los individuos.

HILA- Total
D QZ. Eas Hombres Mujeres columnas

63 51 114

Control (32.31) (26.15) (58.46)
48 33 81

EIIC (24.62) (16.92) (41.54)
111 84 195

Total filas (56.92) (43.08) (100)

Tabla 5.1. Prevalencia del genotipo DQ2.5cis expresado enny (%).

Al realizar el estudio basico del Chi2 del HLA-DQ2.5cis, se observa que no

hay diferencias significativas globales al comparar casos y controles, en funcién
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del sexo, (p=0.579). Sin embargo, como la tabla refleja una mayor prevalencia de
HLA-EC en mujeres control, respecto de todos los grupos, y una menor
prevalencia del mismo en mujeres con ElI, se realiza el estudio para comprobar si

hay diferencias significativas en el grupo de mujeres.

Para estudiar la significacion estadistica de las diferencias constatadas en la
tabla anterior se ha construido y estimado un Modelo de Regresiéon Logistica
completamente andlogo al Modelo (1) pero referido a la prevalencia de DQ2.5cis,

en vez de a la prevalencia global de HLA-EC.

P(DQz) =eBO+BIXEII+B2XSEXO+ﬁ3XEIIXSEXO

“riesgo” de DQ2 = m 3)

donde Xgn y Xsexo son las variables binarias.

Los resultados de la estimacién de ese Modelo (3) se recogen a continuacion:

Dependent variable: TipoHLA=DQ2.5cis
Factors:
Ell

Sexo

Estimated Regression Model (Maximum Likelihood)

Estimated
Parameter Estimate 0Odds Ratio
Po -1.16804
B Ken) -0.46535 0.62791
Bz (Xsexo) -0.355251 0.70099
Bz (Xer1™Xsexo) 0.527125 1.69405

Deviance del modelo: -2InV = 4.1923 con 3 grados de libertad
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Likelihood Ratio Tests

Factor Chi-Square Df P-value
XEn 3.55695 1 0.0593
Xsexo 2.77724 1 0.0956
Xe11™Xsexo 2.60866 1 0.1063

Comparando estos resultados con los obtenidos en la estimacion del
Modelo (1) se constata que son muy similares, tanto en el signo de las Bi como en

su orden de magnitud y en sus niveles de significacién estadistica.

En efecto, del valor de B1 se deduce que el riesgo de HLA-DQ2.5cis en
mujeres con EIIC es s6lo un 63% del constatado para las mujeres del grupo
control (p-value = 0.0593). Del valor de 32 se deduce que el riesgo de -DQ2.5cis en
los hombres del grupo control es un 70% el de las mujeres control (p-value =
0.0956). El valor obtenido para s indica que en presencia de EII, la menor
prevalencia de -DQ2.5cis es mas marcada en mujeres que en hombres; esta
conclusién es similar a la obtenida con el Modelo (1) para el global de HLA-EC,

no existiendo diferencias significativas al estudiar la muestra en global (p=0.1063).

En definitiva, las conclusiones generales obtenidas en el Apartado 2
respecto al efecto de la EIIC y el Sexo en la prevalencia de HLA-EC se mantienen,
e incluso se refuerzan, cuando el andalisis se centra exclusivamente en la
prevalencia del tipo DQ2.5cis, observdandose una tendencia a que exista una
menor prevalencia de HLA-DQ2.5¢cis en mujeres con EIIC al compararlas con las
controles. Si analizamos exclusivamente las mujeres, observamos que, con una FF
de 0.2372 y un RR de 0.6279, se obtiene una FP del 9%, lo que significa que el 9%
de los factores que pueden contribuir a proteger frente al desarrollo de una EIIC,

los confiere el HLA-DQ?2.5c¢is.

86



5.1.2 Andlisis diferenciando los dos tipos de EIIC

En la Tabla 5.2 se recogen los valores de la prevalencia del haplotipo

DQ2.5cis en funcion del tipo de la EIIC y del sexo de los individuos.

HLA-
DQ2.5cis Hombres Mujeres Total filas
63 51 114
Control (32.31) (26.15) (58.46)
30 23 53
Crohn (15.38) (11.79) (27.17)
18 10 28
C. Ulcerosa (9.23) (5.13) (14.36)
Total 111 84 195
columnas (56.92) (43.08) (100)

Tabla 5.2. Prevalencia del haplotipo DQ2.5cis, n (%)

Considerando conjuntamente ambos sexos, en la CU se reduce la
prevalencia de -DQ2.5cis de forma mas llamativa, pasando de un 20.11% (114
HLA-EC de 557 individuos) en los controles a un 13.53% (28/207), siendo la
reduccion significativa (p-value = 0.0319), mientras que en los individuos con la
enfermedad de Crohn la prevalencia 21.20% (53/250) es muy similar a la
observada en los controles (p-value = 0.7630), debido a que en el caso de las
mujeres la disminuye y en el de los hombres la aumenta.

Se realiza el célculo de la FP del -DQ2.5c¢is en pacientes con CU, puesto que
hay diferencias significativas en la prevalencia de dicho haplotipo al comparar

con los controles, y se obtiene una FP del 7% (FF=0.19757 y RR=0.6353).
Puesto que parece existir una diferencia en la prevalencia de -DQ2.5cis, en

funcién del tipo de Ell, se realiza el estudio mediante regresion logistica para

confirmarlo, y para determinar si hay diferencias, también, al diferenciar por
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sexos. Los resultados del ajuste del modelo de regresion logistica en el que se han

diferenciado las dos alternativas para la EIIC se recogen a continuacion.

Dependent variable: TipoHLA=DQ2.5cis

Factors:
TipoEll
Sexo

Estimated Regression Model (Maximum Likelihood)

Standard Estimated
Parameter Estimate Error Odds Ratio
CONSTANT -1.16804 0.160329
TipoEl l=crohn -0.291585 0.281575 0.747079
TipoEl I=ulcerosa -0.777869 0.374128 0.459384
Xsexo -0.355251 0.212223 0.700997
(TipoEl I=crohn)*Xsexo 0.631107 0.377035 1.87969
(TipoEll=ulcer.)*Xsexo 0.500185 0.473319 1.64903

Analysis of Deviance

Source Deviance Df P-value
Model 9,27224 5 0,0987
Residual 987,787 1018 0,7459
Total (corr.) 997,059 1023

Percentage of deviance explained by model = 0,929959
Adjusted percentage = 0,0

Likelihood Ratio Tests

Factor Chi-Square Df P-value
TipoEll 5,02394 2 0,0811
Sexo 2,77724 1 0,0956
TipoEl I*Sexo 3,2416 2 0,1977

El incremento de la deviance, respecto al modelo que no diferenciaba los
dos tipos de EIIC es 9.272 - 4.192 = 5.08, lleva asociada un valor p = 0.079
(mirando la tabla de la Chi-2 con 2 grados de libertad).
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El bajo valor del p-value parece indicar que el efecto del HLA-DQ2.5cis
sobre la EIIC es diferente segin el tipo de la enfermedad. En concreto, de los
valores obtenidos en el modelo de regresion logistica se deduce que la presencia
de DQ2.5cis en mujeres reduce en mas del 50% el riesgo de presentar Colitis
ulcerosa, dado que multiplica dicho riesgo por 0.459 (p-value asociado = 0.0344),
mientras que dicha reduccién en el caso de la enfermedad de Crohn es sélo del
25%, ya que multiplica dicho riesgo por 0.747 (p-value asociado = 0.2994).

De esta forma, teniendo en cuenta una frecuencia fenotipica de 0.2372 y un
riesgo relativo de 0.459, estadisticamemente significativo, la fraccién preventiva
correspondiente es de 0.128, lo que significa que la contribucién conferida por el
HLA-DQ2.5cis en mujeres, como proteccion al desarrollo de CU, es atin mayor

que si tenemos en cuenta ambos sexos, ya que para mujeres con CU la FP es del

13%.

Los valores obtenidos para los términos asociados a la interacciéon entre
TipoEIl y Sexo implican que el efecto de la reduccién de la prevalencia de
DQ2.5cis en la colitis ulcerosa es menos marcado en hombres que en mujeres,
mientras que en el caso de la enfermedad de Crohn su presencia en hombres se
traduce en un incremento de la prevalencia de DQ2.5cis, aunque dicho incremento

no es estadisticamente significativo (p-value = 0.1745).

En conclusién, el HLA-DQ2.5¢is es menos prevalente en la colitis ulcerosa
respecto a la poblacion control (p=0.0319), sobre todo en mujeres (p=0.0344),
encontrdndose un Odds Ratio que puede suponer que se trate incluso de un factor
protector (OR=0.459), con wuna fracciéon preventiva para la CU del 7%

considerando ambos sexos, y del 13% teniendo en cuenta s6lo mujeres.
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5.2 Frecuencia de HLA-DQ?2.5cis + HLA-DQ2.5trans, en funcion de la

presencia de EII y del sexo

Hay 38 casos (3.63%) de HLA-DQ2.5trans en la muestra completa (muestra
completa: 1047 sujetos). De estos, 20 son controles (3.47% de los controles, 12
hombres y 8 mujeres) y 18 casos (3.94% positivos en pacientes con EII, 9 hombres
y 9 mujeres). Dado que en la muestra (incluyendo casos y controles) solo hay 38
casos de HLA-DQ2.5trans (sin diferencias significativas entre casos y controles,
p=0.77), no se ha considerado adecuado realizar un anélisis individualizado para
esta alternativa, analizadndose a continuacién un anélisis para el total de casos con

DQ?2, incluyendo tanto el cis como el trans.

5.2.1 Anélisis considerando conjuntamente los dos tipos de EII

En la Tabla 5.3 se recogen los valores de la prevalencia del fenotipo DQ2.5

total en funcién de la presencia de la EIl y del sexo de los individuos.

HLA-
DQ2.5 Hombres Mujeres Total
75 59 134
Control (32.19) (25.32) (57.51)
57 42 99
EIIC (24.46) (18.03) (42.49)
Total 132 101 233
columnas (56.65) (43.35) (100)

Tabla 5.3. Prevalencia del genotipo DQ2.5, n (%)

El Chi2 nos muestra que no hay diferencias significativas en la prevalencia
de HLA-DQ2.5 total en funcién de que el sujeto tenga EII o su sexo (p=0.965),
pero, para estudiar si hay significacion estadistica al analizar los sexos por

separado o confirmar la ausencia de diferencias, se ha construido y estimado un
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Modelo de Regresion Logistica completamente andlogo al Modelo (3) referido a la

prevalencia de DQ2.5 total.

Los resultados de la estimacién de ese modelo se recogen a continuacion:

Dependent variable: TipoHLA=DQ2.5cis+ DQ2.5trans
Factors:
Ell

Sexo

Estimated Regression Model (Maximum Likelihood)

Standard Estimated

Parameter Estimate Error Odds Ratio
CONSTANT -0.972319 0.152838

XEIll -0.365186 0.231125 0.694068
XSexo -0.334211 0.200756 0.715903
XE11*XSexo 0.426499 0.304888 1.53189

Source Deviance Df P-value
Model 3.47256 3 0.3243
Residual 1094 .84 1020 0.0513
Total (corr.) 1098.31 1023

Percentage of deviance explained by model = 0.316172

Adjusted percentage = 0.0

Likelihood Ratio Tests

Factor Chi-Square Df P-value
XEIl'l 2.52035 1 0.1124
XSexo 2.75022 1 0.0972
XEII*XSexo 1.96018 1 0.1615

Del valor de B1 se deduce que el riesgo de HLA-DQ?2.5 total en mujeres
con EIIC es s6lo un 69% del constatado para las mujeres del grupo control, pero

sin diferencias significativas (p-value = 0.1124). Del valor de B2, se deduce que el
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riesgo de -DQ2.5 total en los hombres del grupo control es un 72% el de las
mujeres control (p-value = 0.0972). El valor obtenido para B3 indica que, en
pacientes con EII se reduce la prevalencia de -DQ2.5 total de forma méas marcada
en mujeres que en hombres; esta conclusion es similar a la obtenida con el Modelo
(1) para el global de HLA-EC, también observando que no es una diferencia
significativa al analizar la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn

conjuntamente (p-value = 0.1615).

5.2.2 Analisis diferenciando los dos tipos de EIIC

En la Tabla 5.4 se recogen los valores de la prevalencia del fenotipo DQ2.5

total en funcién del tipo de la EIIC y del sexo de los individuos.

HLA-
DQ2.5 Hombres Mujeres Total
total
75 59 134
Control (32.19) (25.32) (57.51)
36 29 65
Crohn (15.45) (12.45) (27.90)
21 13 34
C. Ulcerosa (9.01) (5.58) (14.59)
Total 132 101 233
columnas (56.65) (43.35) (100)

Tabla 5.4. Prevalencia del genotipo DQ2.5 total (%)

Considerando conjuntamente ambos sexos, el HLA-DQ2.5 total es
significativamente menos prevalente en CU que en controles (16.43% de las CU vs
23.63% de los controles; p-value = 0.0287). La FP del HLA-DQ2.5 total en relacion
con la CU es del 8% (FF=0.2322 y RR=0.6497). Para confirmar esto y observar si se
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debe a una menor prevalencia de HLA-DQ2.5 en mujeres, como en apartados

previos, se realiza el estudio mediante regresion logistica.

Los resultados del ajuste del modelo de regresion logistica en el que se han

diferenciado las dos alternativas para la EIIC se recogen a continuacion.

Dependent variable: TipoHLA=DQ2.5cis+ DQ2.5trans
Factors:

TipoEll

Sexo

Estimated Regression Model (Maximum Likelihood)

Standard Estimated

Parameter Estimate Error Odds Ratio
CONSTANT -0.972319 0.152838

TipoEl I=crohn -0.192985 0.261906 0.824494
TipoEll=ulcerosa -0.667425 0.339421 0.513028
XSexo -0.334211 0.200756 0.715903
(TipoEl I=crohn)*XSexo 0.561245 0.3524 1.75285
(TipoEl l=ulcerosa)*XSexo0.355037 0.434974 1.42623

Source Deviance Df P-value
Model 10.1526 5 0.0710
Residual 1088.16 1018 0.0624
Total (corr.) 1098.31 1023

Percentage of deviance explained by model = 0.924386
Adjusted percentage = 0.0

Likelihood Ratio Tests

Factor Chi-Square Df P-value
TipoEll 4.21939 2 0.1213
Sexo 2.75022 1 0.0972
TipoEl I*Sexo 2.70962 2 0.2580
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El incremento de la deviance, respecto al modelo que no diferenciaba los
dos tipos de EIIC (punto anterior, datos de analisis de deviance) es 10.1526 -
3.4725 = 6.68, lleva asociada un valor p = 0.035 (mirando la tabla de la Chi-2 con
2 grados de libertad).

El bajo valor del p-value parece indicar que el efecto de la prevalencia de
HLA-DQ2.5cis y trans es diferente segtn el tipo de la enfermedad. En concreto, de
los valores obtenidos en el modelo de regresiéon logistica se deduce que la
presencia de de presencia de HLA-DQ?2.5 total en mujeres reduce casi en un 50%
el riesgo de Colitis ulcerosa, dado que multiplica dicho riesgo por 0.513 (p-
value asociado = 0.0466), mientras que dicha reducciéon en el caso de la
enfermedad de Crohn es menor que un 18%, dado que multiplica dicho riesgo por
0.824 (p-value asociado = 0.4609).

Los valores obtenidos para los términos asociados a la interaccion entre
TipoEIl y Sexo implican que el efecto de la reduccién de la prevalencia de DQ2.5
total es menos marcado en hombres con CU que en mujeres con CU, mientras que
en el caso de la enfermedad de Crohn hay incremento de la prevalencia de DQ2.5
total en hombres, aunque dicho incremento no es estadisticamente significativo
(p-value = 0.1172).

Ante el hallazgo significativo de una menor prevalencia de HLA-DQ2.5 en
mujeres con CU, con un riesgo relativo que sugiere que el HLA-DQ2.5 es un
factor de proteccion frente a la aparicion de CU, se procede a determinar la
fraccién preventiva. Se obtiene que el HLA-DQ2.5 total confiere una FP de 0.1336,
lo que significa que la contribucién conferida por el HLA-DQ2.5 a la proteccién
del desarrollo de una CU en mujeres es del 13% (usando una FF de 0.2744186 y un
RR de 0.513028).

Asi pues, considerando conjuntamente ambos sexos, la prevalencia de
DQ2.5 total en pacientes con CU se reduce de un 23.64% en los controles a un
16.43%, siendo la reducciéon estadisticamente significativa (p-value = 0.0287),

mientras que en los individuos con la enfermedad de Crohn la prevalencia de
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26.00% es algo superior a la observada en los controles, aunque esta diferencia no
es estadisticamente significativa (p-value = 0.4879). Este aumento de prevalencia
en enfermos de Crohn puede guardar relacion con la mayor presencia de HLA-
DQ2.2 en la enfermedad de Crohn, como se observa mas adelante.

Y, estudiando exclusivamente mujeres con CU, se observa que el HLA-
DQ2.5, tanto cis como trans, acttia como factor de proteccién frente a la aparicion

de una CU.

5.3 Frecuencia de HLA-DQS8 en la EII

5.3.1 Andlisis considerando conjuntamente los dos tipos de EII

En la Tabla 5.5 se recogen los valores de la prevalencia del heterodimero -

DQ8 en funcién de la presencia, o no, de la EIl y del sexo de los individuos.

HLA-DQS8 Hombres Mujeres Total
Control 59 (36.88) 41 (25.62) 100 (62.50)
EII 33 (20.62) 27 (16.88) 60 (37.50)
Total columnas 92 68 160
(57.50) (42.5) (100)

Tabla 5.5. Prevalencia del heterodimero DQ8, n(%).

Considerando conjuntamente ambos sexos, la prevalencia de HLA-DQ8 es
inferior en los individuos con EII (60/457 = 13.13%) que en los controles (101/577
=17.50%), teniendo dicha diferencia un p-value asociado igual a 0.054. Uno de los
controles con HLA-DQS8 no tiene el sexo registrado, por lo que se prescinde de él
para el andlisis que tiene en cuenta el sexo (se cuenta con 100 -DQ8 controles
positivos en lugar de 101). La reduccién del riesgo no es significativamente

diferente al comparar hombres versus mujeres (p=0.620).
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La FP del HLA-DQS8 en la EII es de 0.048, lo que implica que tener HLA-

DQ8 confiere un 5% de proteccion frente al desarrollo de EIIC.

Para estudiar la significacion estadistica de las diferencias constatadas en la
tabla anterior se ha construido y estimado un Modelo de Regresiéon Logistica
completamente andlogo al manejado en el apartado anterior, pero referido a la

prevalencia de HLA-DQS.

P(DQS) :eBO+B1XElI+B2XSEXO+B3XEIIXSEXO

“riesgo” de DQ8 = | - P(DQ8) 4)

donde xen y Xsexo son las variables binarias.

Los resultados de la estimaciéon de ese Modelo (4) se recogen a continuacion:

Dependent variable: TipoHLA=DQ8
Factors:
Ell

Sexo

Estimated Regression Model (Maximum Likelihood)

Standard Estimated

Parameter Estimate Error Odds Ratio

CONSTANT -1.44548 0.173601

XEI'l -0.423466 0.269971 0.654774
XSexo -0.157152 0.22472 0.85457

XEI'1*XSexo 0.119931 0.35784 1.12742

Deviance del modelo: -2InV = 4.4489 con 3 grados de libertad

Likelihood Ratio Tests

Factor Chi-Square Df P-value
XEI'l 2.50059 1 0.1138
Sexo 0.485908 1 0.4858
XE11*Sexo 0.11235 1 0.7375
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Del valor de Bi1 se deduce que el riesgo de -DQ8 en mujeres con EII es un
65% del constatado para las mujeres del grupo control (p-value = 0.1138). Por otra
parte, de los valores de B2 y de B3 se deduce que el riesgo de -DQ8 en hombres con
EIl es un 74% del obtenido para los hombres del grupo control. Con la regresion
logistica se comprueba lo mismo que apuntaban los resultados del Chi2, que no
hay diferencias en la prevalencia de DQ8 entre mujeres y hombres, teniendo en

cuenta si tienen EII o no (p-value de la interaccién = 0.7375).

5.3.2 Analisis diferenciando los dos tipos de EIIC

En la Tabla 5.6 se recogen los valores de la prevalencia del fenotipo DQ8 en

funcién del tipo de la EIIC y del sexo de los individuos.

HLA- DQ8 Hombres Mujeres Total
59 (36.88) 41 (25.62) 100 (62.50)
Control
12 16 28 (17.50)
Crohn (7.50) (10.00)
21 11 32 (20.00)
C. Ulcerosa (13.13) (6.87)
Total columnas 92 68 160
(57.61) (42.49) (100)

Tabla 5.6 Prevalencia del heterodimero DQ8, n (%).

Analizando la prevalencia de HLA-DQS8 en todos los pacientes con ECr
(ambos sexos), se observa, como queda reflejado en la tabla previa, que tan sélo el
11.20% (28 pacientes) de los enfermos de Crohn presentan el HLA-DQS, a
diferencia del 17.50% (101 personas) de los controles (p=0.0217). Esta diferencia
significativa no se observa al comparar la CU con los controles (p=0.501). Esta

menor prevalencia se traduce en una reduccion del riesgo de HLA-DQ8 tanto en
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hombres como en mujeres con ECr, y en mujeres con CU (efecto menos marcado
que en la ECr).

La FP del HLA-DQ8 en la ECr es del 7% (FF=0.1733 y RR=0.3984). Asi pues,
la contribucién conferida por el HLA-DQ8 como proteccién al desarrollo de la

enfermedad de Crohn es del 7%.

Los resultados del ajuste del modelo de regresion logistica, en el que se han

diferenciado las dos alternativas, para la EIIC se recogen a continuacion.

Logistic Regression

Dependent variable: TipoHLA=DQ8
Factors:

TipoEll

Sexo

Estimated Regression Model (Maximum Likelihood)

Standard Estimated

Parameter Estimate Error Odds Ratio
CONSTANT -1.44548 0.173601

TipoEl I=crohn -0.445367 0.319473 0.640589
TipoEll=ulcerosa -0.390728 0.368145 0.676564
Sexo=hombres -0.157152 0.22472 0.854574
TipoEl I=crohn*Sex -0.22068 0.462893 0.801973
TipoEl I=ulcerosa* 0.374447 0.46146 1.45419

Deviance del modelo: -2InV = 7.398 con 5 grados de libertad

Likelihood Ratio Tests

Factor Chi-Square Df P-Vvalue
TipoEll 2.51739 2 0.2840
Sexo 0.485908 1 0.4858
TipoEl 1*Sexo 1.15118 2 0.5624

El incremento de la deviance, respecto al modelo que no diferenciaba los

dos tipos de EIIC es 7.398 - 4.4489 = 2.949, no es significativo (p-value = 0.2289)
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El analisis de los resultados expuestos mas arriba indica que hay un 64%
menos de posibilidades de que una mujer con ECr tenga el HLA-DQ8 positivo y
un 68% en el caso de las mujeres con CU. En el caso de hombres la reduccién del
riesgo asociado a la prevalencia de DQ8 es mas acusada en presencia de ECr, 51%,
pero resulta casi inexistente en la de EII ulcerosa. Asi pues, la prevalencia de

HLA-DQ8 es menor en mujeres tanto con ECr como con CU y en hombres con

ECr.

6. Relacion de la EIIC y el sexo con la frecuencia de HLA-DQ2.2
(DQA1*02:01+DQB1%*02:02)

6.1 Analisis global
En la tabla siguiente se recoge, en funcién del sexo, la frecuencia relativa

con la que aparecen en la muestra (incluyendo casos y controles) las tres

alternativas consideradas para el -DQ2.2 (negativo, heterocigoto u homocigoto):

HLA-DQ2.2 Heterocigoto Homocigoto Negativo Total filas

(no HLA DQ2.2)
Mugjeres 98 (9.57%) 8(0.78%) 311 (30.37%) 417 (40.72%)
Hombres 147 (14.36%) 12 (1.17%) 448 (43.75%) 607 (59.28%)
Total columnas 245 (23.93%) 20 (1.95%) 759 (74.12%) 1024 (100.00%)

Tabla 6.1. Prevalencia de HLA-DQ2.2 en hombres y mujeres, en funcién de si son homocigotos o

heterocigotos, n (%).

Se constata que el HLA-DQ?2.2 esta presente en aproximadamente la cuarta
parte de los individuos de la muestra (23.93% como heterocigoto y 1.95% como
homocigoto). De los 145 heterocigotos, 125 corresponden a controles y 120 a casos,
y de los homocigotos, 6 son controles y 14 casos. Proporcionalmente, la
prevalencia de HLA-DQ2.2 es algo mayor en los casos, con un RR de 1.41, de tal
forma que, utilizando la FF de HLA-DQ2.2 en controles (FF=0.2270), la fraccion
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etiolégica (FE) del HLA-DQ2.2 es del 9% para desarrollar una EIIC. Es decir, el

9% de los factores que pueden favorecer la apariciéon de una EIIC en un individuo,

los confiere el tener el haplotipo -DQ2.2.

6.2 Relacion con el tipo de EIIC

Las dos tablas siguientes muestran la relacién entre el tipo de EIl y la

presencia de -DQ2.2 (sea en heterocigosis o en homocigosis) en el caso de

hombres y en el de mujeres.

DQ2.2 en
segiin EIIC

ECr
cu
Control

Total

DQ2.2 en
segun EIIC

ECr
cu
Control

Total

hombres

No DQ2.2

88 (68.75%)
94 (74.02%)
266 (75.57%)

448 (73.81%)

SiDQ2.2

40 (31.25%)
33 (25.98%)
86 (24.43%)

159 (26.19%)

Total

128 (21.09%)
127 (20.92%)
352 (57.99%)

607 (100.00%)

Tabla 6.2. Relacién entre DQ2.2 y tipo de EIIC en hombres, n (%).

mujeres

No DQ2.2

77 (63.11%)
64 (80.00%)
170 (79.07%)

311 (74.58%)

SiDQ2.2

45 (36.89%)
16 (20.00%)
45 (20.93%)

106 (25.42%)

Total

122 (29.26%)
80 (19.18%)
215 (51.56%)

417 (100.00%)

Tabla 6.3. Relacién entre DQ2.2 y tipo de EIIC en mujeres, n (%).

La prevalencia de HLA-DQ2.2 en la CU es similar a la poblacién control, no

ocurriendo asi en la ECr, en la que la prevalencia aumenta sensiblemente en
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comparaciéon al grupo control y el grupo de pacientes con CU, lo que es

discretamente mds evidente en mujeres que en hombres.

Se realiza un estudio estadistico para determinar la significaciéon de la
mayor frecuencia de HLA-DQ2.2 en enfermos de Crohn, construyendo
nuevamente un modelo de regresion logistica que relaciona la prevalencia de -

DQ2.2 con la presencia de las dos variantes de EII y con el sexo. En este modelo se

ha supuesto que no existe interaccion entre los efectos de ambos factores.

El modelo es el siguiente:

P(DQ22 +B11Xcr HBraXuL +Bax
( Q ) — eBO Bll CR BIZ UL BZ SEXO (5)
1+P(DQ22)

“riesgo” de HLA-DQ2.2 =

donde xsgxo es la variable binaria tal como se defini6 en 2.2, mientras que

xcr: valdra 1 en los individuos con enfermedad de Crohn y valdra 0 en el resto

xuL: valdrd 1 en los individuos con EII ulcerosa y valdra 0 en el resto

La interpretacion de los pardmetros del Modelo (5), que puede obtenerse de forma

similar a la expuesta para los modelos anteriores es:
™ es el riesgo de DQ2.2 en muijeres del grupo control

¢’ indica por cuanto se multiplica el riesgo de enfermedad de Crohn por el

hecho de tener el DQ2.2 (se asume que este factor no depende del sexo)

¢’ indica por cuanto se multiplica el riesgo de colitis ulcerosa por el hecho de

tener el DQ2.2 (se asume que este factor no depende del sexo)
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¢” indica por cuanto se multiplica el riesgo de DQ2.2 por el hecho de ser hombre

en vez de mujer (se asume que este factor no depende de la presencia de EII)

El Modelo (5) propuesto se ha estimado mediante Statgraphics, obteniéndose los

valores que se recogen a continuacién para los parametros f3;.

Logistic Regression

Dependent variable: DQ22_positivo
Factors:

TipoEll

Sexo

Estimated Regression Model (Maximum Likelihood)

Standard Estimated

Parameter Estimate Error Odds Ratio
Bo -1.25767 0.136302

B11 (Crohn) 0.54892 0.16745 1.73139
B2 (ulcerosa) 0.03231 0.191514 1.03285
Sexo=hombres 0.08816 0.147144 1.09217

Source Deviance Df P-value
Model 11.3323 3 0.0101
Residual 1159.69 1020 0.0015
Total (corr.) 1171.02 1023

El modelo resulta muy significativo (p-value = 0.0101).

La significacién individual de cada pardmetro del modelo puede estudiarse
analizando la modificacion de la “deviance” al eliminar el término
correspondiente del modelo?. La interpretaciéon de los resultados obtenidos es la

siguiente:

2 Alternativamente, y como un método aproximado, puede utilizarse el test de Wals consistente en
dividir la estimacion obtenida (“Estimate” para el parametro por su desviacion tipica (“Standard Error” y
comparar el resultado con percentiles de una Normal tipificada
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ePr: e05489 = 1,73139 La presencia de HLA-DQ2.2 incrementa en un 73% el riesgo
de presentar enfermedad de Crohn. Este efecto es muy significativo

estadisticamente (0.5489/0.1674=3.28 p-value = 0.001)

eﬁlz

: e00323 = 1,0328 La presencia de -DQ2.2 incrementa en un 3% el riesgo de
colitis ulcerosa. Este efecto, no es significativo (0.0323/0.1915=0.168 p-value =

0.930)

e e00881 = 1,0921 El riesgo de -DQ2.2 se incrementa en un 9% por ser hombre en
vez de mujer. Este pequefio efecto tampoco es significativo (0.00881/0.1471=0.599
p-value = 0.548)

Dado el RR significativo de mayor prevalencia de HLA-DQ2.2 en
enfermos de Crohn, se analiza la fraccion etioldgica de dicho haplotipo como
factor de riesgo de desarrollo de Crohn. Se obtiene una fraccién etioldgica de 15%
(0.1461), considerando una FF de 0.2270 y un RR de 1.7538, lo que significa que la
contribucién conferida por el HLA-DQ?2.2 como factor de riesgo al desarrollo de
ECr es del 15%.

Para analizar si el efecto de la mayor prevalencia de HLA-DQ2.2 en la
enfermedad de Crohn es significativamente méds marcado en mujeres que en
hombres, se ha estimado un nuevo modelo afiadiendo al Modelo (5) los dos

términos correspondientes a la posible interaccion.

El nuevo modelo es:

P(DQ22) o scs-Bren sBorsmno thoscnnsmmafito o
“riesgo” de HLA-DQ2.2 = m = ePotBixcr thixuL +B p B ©

Los resultados del ajuste de este modelo han sido los siguientes:
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Logistic Regression

Dependent variable: DQ2.2_positivo
Factors:
TipoElI

Sexo

Estimated Regression Model (Maximum Likelihood)

Standard Estimated

Parameter Estimate Error Odds Ratio
CONSTANT -1.32914 0.167644

TipoEl I=crohn 0.791993 0.251622 2.20779
TipoEll=ulcerosa -0.0571584 0.325929 0.944444
Sexo=hombres 0.199987 0.208547 1.22139
TipoEl I=crohn*Sex -0.451301 0.339212 0.636799
TipoEl I=ulcerosa* 0.13952 0.403185 1.14972

Source Deviance DF P-value
Model 13.7743 5 0.0171
Residual 1157.24 1018 0.0015
Total (corr.) 1171.02 1023

Los valores obtenidos para los diferentes pardmetros confirman, como es
obvio los resultados expuestos en las tablas del Apartado 1 relativos a que el
efecto de la mayor prevalencia de HLA-DQ2.2 en la enfermedad de Crohn es mas

marcado en mujeres que en hombres.
Para analizar si esta diferencia es significativa, hay que comparar el
incremento en la “deviance” al pasar del Modelo (5) al (6) con los valores

asociados a una Chi-2 con 2 grados de libertad:

2(Lmax/m0delo(10) - Lmax/modelo (9)) = 13.774 - 11.332 = 2.332 (p-ValU.e = 0.312)
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El valor obtenido para el p-value indica que no hay evidencia estadistica
respecto a la existencia real de diferencias entre los efectos de la prevalencia de

HLA-DQ2.2 en la enfermedad de Crohn, entre mujeres y hombres.

De esta forma, este apartado nos demuestra una mayor frecuencia de HLA-
DQ2.2 en enfermos de Crohn, sin existir diferencias entre sexos, y una FE del

HLA-DQ2.2 del 15% en el desarrollo de una ECR.

7. Estudio de la relacion entre los alelos y la EIIC

7.1. Relacion entre los alelos DQA1 y DQB1 y la EIIC

Como se explica a continuacién, se realiza un ajuste de datos para permitir
la comparacion de la prevalencia de alelos DQA1 en la ECr, CU y controles,
comprobando que existen diferencias significativas. Al igual que para los alelos
de DQAI1, se realiza un ajuste de datos para comparar las prevalencias de los
diferentes alelos DQB1, observando también diferencias que resultan

graficamente muy llamativas en el analisis de correspondencias, por factores.

7.1.1 Relaciéon entre DQA1 y EII

Ajuste de los datos:

La siguiente tabla (tabla 7.1) recoge las frecuencias observadas para los diferentes

alelos de DQAT1* en funcién del tipo de EIIC.
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DQA1* Crohn ulcerosa control Total
01 19 15 0 34
01:01 53 43 143 239
01:02 66 55 184 305
01:03 35 41 81 157
01:04 7 19 26 52
01:05 4 1 13 18
02:01 109 71 167 347
03 7 4 0 11
03:01 27 32 95 154
03:02 2 0 15 17
03:03 17 11 44 72
04:01 13 11 36 60
04:02 1 2 0 3
05 0 1 0 1
05:01 56 29 134 219
05:03 0 0 6 6
05:05 82 74 174 330
06 0 0 1 1
06:01 1 1 3 5
Total 499 410 1122 2031

(24.57%)  (20.19%)  (55.24%) (100.00%)

Tabla 7.1. Prevalencias de los distintos alelos DQA1.

En los casos en los que DQA1 figura sélo con 2 digitos no se pudieron

determinar los 2 digitos adicionales. A la vista de los valores anteriores se ha

decidido prescindir del caso DQA1*05 y del caso DQA1*06.

Sin embargo, no se ha considerado conveniente prescindir de los 34 casos
de 01 y los 11 de 03, dado que todos ellos corresponden a pacientes con

enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa, y el no tenerlos en cuenta podria
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subestimar las frecuencias relativas de los alelos DQA1*02 o 03 para estas

condiciones. En consecuencia, se ha considerado preferible la siguiente solucién:

- repartir los 19 casos de DQA1*01 Crohn y los 15 casos de DQA1*01 ulcerosa
entre los niveles 01:01 a 01:05 proporcionalmente a las frecuencias observadas de

estos alelos en cada tipo

- operar de forma similar con los 7 casos de DQA1*03 Crohn y los 4 casos de

DQAT1*03 ulcerosa

De esta forma la tabla quedaria con todos los casos a nivel de 4 digitos.

La siguiente tabla (tabla 7.2) recoge las frecuencias absolutas y relativas de los
diferentes alelos de DQAT1*, tras los ajustes mencionados, en funcién del tipo de la
EIl En la daltima columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar
la posible independencia entre la variante considerada de DQA1 vy el tipo de la
EIl. Valores bajos de dicho p-value indican que debe rechazarse la hipoétesis de
que las frecuencias relativas poblacionales de dicha variante son iguales en los dos

tipos de EIIL
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frecuencias absolutas frecuencias relativas (%)

DQA1* Crohn  ulcerosa Control total ~ Crohn Ulcerosa control total  p-value
01:01 59 47 143 249 | 11.82 1149 1276 1227 | 0.7524
01:02 74 60 184 318 | 14.83 1467 1641 1567 | 0.5929
01:03 39 45 81 165 7.82 11.00 7.23 8.13 | 0.0547
01:04 8 21 26 55 1.60 5.13 2.32 2.71 | 0.0024
01:05 4 1 13 18| 0.80 0.24 116  0.89 | 0.2335
02:01 109 71 167 347 | 21.84 17.36 14.90 17.10 | 0.0028
03:01 31 35 95 161 6.21 8.56 8.47 7.93 | 0.2605
03:02 2 0 15 17| 0.40 0.00 1.34 0.84 | 0.0185
03:03 20 12 44 76 | 4.01 2.93 3.93 3.75 | 0.6242
04:01 13 11 36 60 2.61 2.69 3.21 2.96 [ 0.7520
04:02 1 2 0 3| 020 0.49 000 0.15 *

05:01 56 29 134 219 | 11.22 709 1195 10.79 | 0.0237
05:03 0 0 6 6| 0.00 0.00 054 030 *

05:05 82 74 174 330 | 16.43 18.09 1552 16.26 | 0.4799
06:01 1 1 3 5| 020 0.24 027 025 *

* Ntmero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.2. Relacién entre DQA1 y la EII

Como se expone al principio del apartado, se constata que, para varios
casos, la relacion entre el alelo DQA1* y el tipo de la EIIC es significativa:

- Enla CU, se observa una mayor prevalencia de DQA1*01:03 y 01:04
(p=0.0547 y p=0.0024, respectivamente) y menor del DQA1*05:01
(p=0.0237).

- EI DQA1%02:01 es mas frecuente en la ECr (p=0.0028)

- Y el DQA1*03:02 es menos frecuente en la EIIC que en controles
(p=0.0185).

Sin embargo, si se aplica la correccién de Holm-Bonferroni, tan solo resulta
significativo el alelo DQA1*01:04 (mas frecuente en la CU), con una p corregida de
0.036, y el DQA1*02:01 (proporcionalmente mas prevalente en la ECr), con una p
corregida de 0.0392.
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Para visualizar de una forma sintética estas relaciones se ha realizado un
Anadlisis Factorial de Correspondencias (ANACOR) aplicado a la matriz de

frecuencias anterior.

El grafico de las columnas en el espacio de los dos factores, pone de
manifiesto que el primer factor opone a la colitis ulcerosa frente al grupo control,
situandose la ECr en una posicién intermedia, mientras que el segundo factor

diferencia fundamentalmente la enfermedad de Crohn de los otros dos grupos.

Columnas en el espacio de los Factores 1y 2
02t

015+
01r

0.05

02r

-0.25 -

03 1 L 1 1 1 1 I 1 L 1
03 025 02 015 01 005 0O 005 01 015 02

Factor 1

Figura 7.1. Representacion de la distribucién de los grupos (ECr, CU y controles) segtin los

alelos DQA1* més frecuentemente hallados en cada grupo.

El grafico correspondiente al Factor 1 y, especialmente, las contribuciones
absolutas de los diferentes alelos a la variabilidad explicada por este factor,
indican que la diferencia de CU respecto de los controles, se debe a una mayor
frecuencia relativa de DQA1*04:02, 01:04 y 01:03 y una menor frecuencia relativa
de DQA1*03:02, 05:01, 05:03 y 01:05 (la menor frecuencia de DQA1*05:03 y *01:05
no era estadisticamente significativa, pero en la distribuciéon de los factores si que

contribuye por la menor o ausencia de expresion de dicho alelo en la CU).
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Filas y Columnas en el Primer Factor

il :_:.Eactor 1

06}
04} 0105
0.2+ 0501

ol e o I ]
02t

04} o104
06}
08}

At
12t

1 1 I L 1 1 [}

-1 08 06 -04 02 0 02 04 06 08 1

Figura 7.2. Agrupacién alélica que diferencia la ECr de la CU y los controles.

Por su parte, el grafico correspondiente al Factor 2, junto con las
contribuciones absolutas de los diferentes alelos a la variabilidad explicada por
este factor, indican que la diferencia de los enfermos de Crohn respecto a
controles y CU se debe fundamentalmente a una mayor frecuencia relativa de

DQA1*02:01 y a una menor frecuencia relativa de DQA1*01:04 y 05:03.

Filas y Columnas en el Segundo Factor
02 Factor 2

01f

01}

02+

03} 0104

04+

1 1 L 1 1 L I}

-1 08 -06 -04 02 0 02 04 06 08 1

Figura 7.3. Agrupacioén alélica que diferencia la CU de la ECr y los controles.
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Contribuciones absolutas de los diferentes alelos a la variabilidad explicada

por cada factor

ALELO DQA1* MASA Factor 1 Factor 2

01:01 0.1227 1.05 -0.28
01:02 0.1567 1.66 -0.98
01:03 0.0813 -11.61 -2.23
01:04 0.0271 -16.60 -25.72
01:05 0.0089 6.79 0.01
02:01 0.1710 -5.13 41.44
03:01 0.0793 0.09 -13.33
03:02 0.0084 17.05 -3.68
03:03 0.0375 1.59 1.27
04:01 0.0296 0.85 -1.05
04:02 0.0015 -11.70 0.00
05:01 0.1079 14 .47 2.91
05:03 0.0030 8.50 -6.82
05:05 0.1626 -2.88 -0.02
06:01 0.0025 0.03 -0.27
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7.1.2 Relaciéon entre DQB1 y EIIC

Ajuste de los datos

La siguiente tabla recoge las frecuencias observadas para los diferentes

alelos de DQB1* en funcion del tipo de EII.

DQB1* | Crohn ulcerosa control Total
02:01 56 30 134 220
02:02 95 58 153 306

03 4 1 2 7
03:01 89 83 220 392

03:02 33 37 109 179
03:03 22 11 40 73
03:04 0 1 0 1

04 14 10 36 60

04:02 2 5 0 7

05 65 63 209 337

05:01 26 17 1 44
05:02 1 2 0 3
05:03 2 2 0 4

06 79 75 247 401

06:01 2 3 0 5
06:02 7 11 0 18
06:03 1 3 0 4
06:04 1 0 0 1

Tabla 7.3. Prevalencias de los distintos alelos DQB1*.
En los casos en los que DQB1* figura sélo con 2 digitos no se pudieron

determinar los 2 digitos adicionales. A la vista de los valores anteriores se ha

decidido realizar los siguientes ajustes en la tabla:
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repartir los 7 casos de DQB1* 03 entre *03:01 a *03:04 proporcionalmente a

las frecuencias observadas para cada alelo (dentro de cada tipo)

con DQB1*04, *05 y *06 considerar solo el nivel de 2 digitos (dado que los

casos para los que sélo se conoce 2 digitos son mas numerosos que aquéllos

para los que se tienen los 4 digitos, por lo que no parece légico repartir los

primeros entre los segundos)

Por lo tanto, para DQB1* se considerara DQB1* 02 y *03 a nivel de 4 digitos y
DQB1* 04 a *06 a nivel de 2 digitos.

La siguiente tabla (tabla 7.4) recoge las frecuencias absolutas y relativas de

los diferentes alelos DQB1*, tras los ajustes mencionados, en funcién del tipo de la

EIL En la daltima columna se recoge el p-value asociado el test Chi-2 para analizar

la posible independencia entre la variante considerada de DQB1* y el tipo de la

EIl. Valores bajos de dicho p-value indican que debe rechazarse la hipotesis de

que las frecuencias relativas poblacionales de dicha variante son iguales en los 2

tipos de EIIL

frecuencias absolutas

frecuencias relativas (%)

DQB1* | Crohn
02:01 56
02:02 95
03:01 91
03:02 34
03:03 23
03:04 0

04 16

05 94

06 90

ulcerosa control

30
58
84
37
11
1

15
84
92

134
153
222
109
40
0
36
210
247

total
220
306
397
180
74

1

67
388
429

1122 7.28
19.04 14.08
18.24  20.39
6.81 8.98
4.61 2.67
0 0.24
3.21 3.64
18.84  20.39
18.04  22.33

Crohn ulcerosa control

11.64
13.29
19.29
9.47
3.48
0
3.13
18.25
21.46

total
10.67
14.84
19.25
8.73
3.59
0.05
3.25
18.82
20.81

p-value
0.0436
0.0094
0.7138
0.2097
0.2794

0.8790
0.6336
0.2016

* Numero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.4. Relacién entre DQB1* y la EIIC.
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Se observa una relacién significativa para los alelos DQB1* 02:01 y DQB1*
02:02.

Para DQB1*02:01 (p-value = 0.0436) la frecuencia relativa en los casos de
colitis ulcerosa (7.28%) es significativamente inferior a la constatada para la

enfermedad de Crohn (11.22%) y los controles (11,64 %).

Para DQB1*02:02 (p-value = 0.0094) la frecuencia relativa en los casos de
Crohn (19.04%) es significativamente mas elevada que la constatada para ulcerosa

(14.08%) y controles (13.29%).

No obstante, con la correccion de Holm-Bonferroni, se pierde la
significacién estadistica de los dos alelos DQB1*, no existiendo ninguna diferencia

significativa en las prevalencias de los alelos DQB1* al comparar casos y controles.

La p del DQB1*02:01 pasa a ser de 0.3488 y la del DQB1*02:02, a 0.0846.

Andlisis Factorial de Correspondencias

El grafico de las columnas en el espacio de los dos factores (figura 7.4),
pone de manifiesto que el primer factor diferencia fundamentalmente Ia
enfermedad de Crohn de la colitis ulcerosa y, en menor grado, de los controles. El
segundo factor, por su parte, diferencia sobre todo a los controles del Crohn y la

colitis ulcerosa.
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Columnas en el espacio de los Factores 1y 2

0.1F

0.05+

Factor 2

-0.05+

01}

015}

-0.15 01 -0.05 0 0.05 0.1
Factor 1

Figura 7.4. Agrupacion alélica que diferencia la ECr, CUy los controles, segtn sus alelos

DQB1*.

El gréfico correspondiente al Factor 1 (figura 7.5), junto con las
contribuciones absolutas de los diferentes alelos a la variabilidad explicada por
este factor, indican que la diferencia de los enfermos de Crohn respecto de los
controles y pacientes con colitis ulcerosa, se debe fundamentalmente a una mayor
frecuencia relativa de DQB1*02:02 y *03:03 (esta tltima, mas frecuente pero sin
diferencias significativas respecto de los otros grupos) y una menor frecuencia
relativa de DQB1*03:02 (que tampoco resulté en diferencias estadisticamente

significativas) y *06.
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Filas y Columnas en el Primer Factor

‘factor 1

0302

01}

0.05F

-0.05+ 0201
01t

015+ 0202

L L AL L L 1 J

1 1 L
1 08 -06 -04 02 0 02 04 06 08 1

Figura 7.5. Alelos DQB1* que diferencian la ECr de la CU y los controles.

Por su parte, el grafico correspondiente al Factor 2 (figura 7.6), junto con
las contribuciones absolutas de los diferentes alelos a la variabilidad explicada por
este factor, indican que la diferencia de colitis ulcerosa respecto a los controles vy,
en menor grado, respecto al Crohn, se debe fundamentalmente a una menor
frecuencia relativa de DQB1*02:01 y, en menor grado, a que los pacientes con CU
frecuentemente tengan HLA-DQB1*02:02 (no tanto como en la enfermedad de

Crohn), *04 y *05 (sin diferencias significativas).
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Filas y Columnas en el Segundo Factor

Factor 2
01}

0.05+

0202 ps

-0.05

015+ 0201

1 1 1 1 1 1 ]

1 1 1
-1 08 06 -04 -02 0 02 04 06 08 1

Figura 7.6. Alelos DQB1* que diferencian a la CU.

Contribucién absoluta de los diferentes alelos a la variabilidad explicada por

cada factor

ALELOS DQB1* MASA Factor 1 Factor 2

02:01 0.1067 -4.12 -67.59
02:02 0.1485 -46.20 9.35
03:01 0.1926 2.83 1.71
03:02 0.0873 16.30 -4.10
03:03 0.0359 -13.98 -3.42
04 0.0325 0.13 3.27
05 0.1883 0.12 10.43
06 0.2082 16.31 0.12

7.2. Relacion entre los alelos DQA1 y DQB1 y la extension de la CU

En este apartado, se analiza si existe relacion entre la extension de la colitis
y los alelos DQA1* y DQB1¥, siempre siendo prudente al interpretar los valores

por el escaso tamafio muestral para determinar algunas de estas relaciones.
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7.21 Relaciéon entre DQA1 y la extension de la colitis

Ajuste de los datos
La siguiente tabla (tabla 7.5) recoge las frecuencias observadas para los diferentes

alelos de DQAT1* en funcién de la extension de la colitis.

DQAT1* col_ext col izqg  proctitis Total
01 4 5 3 12
01:01 27 9 3 39
01:02 26 13 5 44
01:03 16 8 3 27
01:04 10 3 0 13
01:05 1 0 0 1
02:01 15 14 1 30
03:01 8 6 2 16
03:03 0 1 0 1
04:01 1 0 0 1
04:02 1 0 0 1
05:01 7 0 1 8
05:05 11 1 1 13

Tabla 7.5. Frecuencia de alelos en funcién de la extensiéon de la CU.

En los casos en los que DQAT* figura sé6lo con 2 digitos no se pudieron
determinar los 2 digitos adicionales. A la vista de los valores anteriores se ha

decidido prescindir de los 12 casos de DQA1* en los que sélo se conocen 2 digitos.

Estudio de las relaciones

La siguiente tabla (tabla 7.6) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los diferentes alelos de DQA1*, tras los ajustes mencionados, en funcion de la

extension de la colitis. En la dltima columna se recoge el p-value asociado el test
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Chi-2 para analizar la posible independencia entre la variante considerada de

DQAT1 y de la extensién de la colitis.

frecuencias absolutas frecuencias relativas (%)
DQA1* col_ext Col izq proctitis total col_ext col_izq Proctitis total p-value
01:01 27 9 3 39 2195 16.36  18.75 201 | 0.6843
01:02 26 13 5 44 2114 2364 3125 2268 | 0.6487
01:03 16 8 3 27 13.01 1455  18.75 13.92 | 0.8127
01:04 10 3 0 13 8.13 5.45 0 6.7 0.4301
01:05 1 0 0 1 0.81 0 0 052 *
02:01 15 14 1 30 122 2545 6.25 15.46 | 0.0441
03:01 8 6 2 16 6.5  10.91 125 825 | 0.4987
03:03 0 1 0 1 0 1.82 0 052 *
04:01 1 0 0 1 0.81 0 0 052 *
04:02 1 0 0 1 0.81 0 0 052 *
05:01 7 0 1 8 5.69 0 625 4.12 *
05:05 11 1 1 13 8.94 1.82 6.25 6.7 *

* Numero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.6. Relacion entre DQA1 y la extension de la colitis.

Se constata una relacién significativa para el alelo DQA1*02:01 (p-value =
0.0441), cuya frecuencia relativa en los casos de colitis izquierda (14/55=25.45%)
es significativamente superior a la constatada para la colitis extensa
(15/124=12.2%) vy la proctitis (1/16=6.25%). Este resultado, sin embargo, debe
considerarse con precauciéon, dado que la frecuencia total de DQA1*02:01 es
relativamente baja, y porque al corregir mediante la férmula de Holm-Bonferroni
y multiplicarse por el nimero de alelos estudiados (12), deja de ser una diferencia

significativa.
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7.2.2 Relacién entre DQB1 y la extension de la CU

Ajuste de los datos

La siguiente tabla 7.7 recoge las frecuencias observadas para los alelos

DQB1* en funcién de la extension de la colitis.

DQBI1* col_ext col izq  proctitis total
02:01 17 9 3 29
02:02 27 17 4 48
03:01 44 9 2 55
03:02 12 7 2 21
03:03 3 2 2 7
04 4 0 1 5
04:02 1 2 0 3
05 11 5 1 17
05:01 3 2 1 6
05:02 0 0 1 1
05:03 1 1 0 2
06 3 4 2 9
06:01 1 0 0 1
06:02 1 2 0 3

Tabla 7.7. Frecuencia de alelos DQB1* en funcién de la extensién de la CU.

En los casos en los que DQB1* figura s6lo con 2 digitos no se pudieron
determinar los 2 digitos adicionales. Al igual que en el apartado anterior, a la vista
de los valores anteriores se ha decidido considerar tinicamente DQB1* 04, 05 y 06
con el nivel de 2 digitos (dado que los casos para los que s6lo se conoce 2 digitos
son més numerosos que aquéllos para los que se tienen los 4 digitos, por lo que no

parece l6gico repartir los primeros entre los segundos).
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Estudio de las relaciones

La siguiente tabla recoge las frecuencias absolutas y relativas de los
diferentes alelos de HLA-DQB1¥, tras los ajustes mencionados, en funcién de la
extension de la colitis. En la altima columna se recoge el p-value asociado al test
Chi-2 para analizar la posible independencia entre la variante considerada de
DQB1* y de la extension de la colitis. Valores bajos de dicho p-value indican que
debe rechazarse la hipdtesis de que las frecuencias relativas poblacionales de

dicha variante son iguales en los 3 tipos de extension.

frecuencias absolutas frecuencias relativas (%)
DQBI1* | col ext col izq proctitis total [ Col _ext col izq proctitis  total | p-value
02:01 17 9 3 29 13.28 15 15.79 14.01 | 0.9253
02:02 27 17 4 48 21.09 28.33 21.05 23.19 | 0.5337
03:01 44 9 2 55 34.38 15 10.53 26.57 | 0.0049
03:02 12 7 2 21 9.38 11.67 10.53 10.14 | 0.8875
03:03 3 2 2 7 2.34 3.33 10.53 3.38 *
04 5 2 1 8 3.91 3.33 526 3.86 *
05 15 8 3 26 11.72 13.33 15.79 12.56 | 0.8626
06 5 6 2 13 3.91 10 10.53 6.28 *

* Numero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.8. Relacion entre DQB1 y la extension de la colitis.

Se comprueba una relacién estadisticamente significativa para el alelo
DQB1*03:01 (p-value = 0.0049), cuya frecuencia relativa en los casos con colitis
extensa (34.38%) es significativamente superior a la constatada para colitis
izquierda (15%) y proctitis (10.53%), y esta relacién se confirma tras la correccién

de Holm-Bonferroni, que obtiene una p de 0.0392.
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7.3. Relacion entre los alelos DQA1 y DQB1 y el patrén y la extension de la ECr

En el siguiente apartado se desarrolla el estudio del patréon o la extension

de la ECr en relacion con los diferentes HLA-DQA1* y DQB1*.

7.3.1 Relaciéon entre DQA1 y el patréon de ECr

Ajuste de los datos

La siguiente tabla (tabla 7.9) recoge las frecuencias observadas para los

diferentes alelos de DQA1* en funcién del patrén de Crohn.

DQA1* | inflamatorio estenosante fistulizante
01 9 1 9
01:01 23 10 14
01:02 33 11 21
01:03 11 11 13
01:04 2 1 3
01:05 1 1 2
02:01 43 25 38
03 3 0 4
03:01 17 3 6
03:02 0 1 1
03:03 8 4 4
04:01 7 0 6
04:02 1 0 0
05:01 16 17 22
05:05 23 22 29
06:01 1 0 0

Tabla 7.9. Frecuencia de alelos DQA1* en funcién del patrén de la ECr.

Para el andlisis estadistico se ha decidido operar con HLA- DQA1*01 y 03 a
nivel de 2 digitos y con DQA1*02, 04, 05 y 06 a nivel de 4 digitos.
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Estudio de las relaciones

La siguiente tabla (tabla 7.10) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los diferentes alelos de DQAT1*, tras los ajustes mencionados, en funcién del
patron del Crohn. En la Gltima columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2

para analizar la posible independencia entre la variante considerada de DQA1* y

del patrén del Crohn.

DQAT*

frecuencias absolutas

frecuencias relativas

01
02:01
03
04:01
04:02
05:01
05:05
06:01

inflam  esten fistul Total
79 35 62 176
43 25 38 106
28 8 15 51
7 0 6 13
1 0 0 1
16 17 22 55
23 22 29 74
1 0 0 1

inflam esten fistul

3990 3271 36.05
2172 2336 22.09
14.14 748  8.72
3.54 0.00 3.49
0.51 0.00  0.00
8.08 15.89 12.79
11.62 2056 16.86
0.51 0.00  0.00

Total
36.90
22.22
10.69
2.73

0.21
11.53
15.51
0.21

p-value

0.4437
0.9457
0.1150

0.1018
0.0996

* Numero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.10. Relacion entre DQA1* y el patrén del Crohn.

En los casos en los que las frecuencias permiten aplicar el test Chi-2, la

Inflam: inflamatorio, esten: estenosante, fistula: fistulizante.

relacién con el patrén de la enfermedad de Crohn no ha resultado significativa.
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7.3.2 Relaciéon entre DQB1 y el patron de CROHN

Ajuste de los datos

La siguiente tabla (tabla 7.11) recoge las frecuencias observadas para los

alelos de DQB1* en funcién del patrén de Crohn.

DQB1* | inflamatorio estenosante fistulizante
02:01 16 17 22
02:02 38 22 32
03 1 1 2
03:01 29 23 29
03:02 18 3 10
03:03 8 6 8
04 7 0 7
04:02 2 0 0
05 31 12 17
05:01 8 3 13
05:02 0 1 0
05:03 1 1 0
06 35 12 31
06:01 2 0 0
06:02 2 5 0
06:03 0 1 0
06:04 0 0 1

Tabla 7.11. Frecuencia de alelos DQB1* en funcién del patrén de la ECr.

Para el andlisis estadistico se ha decidido operar con DQB1*02 y 03 a nivel

de 4 digitos y con DQB1*04, 05 y 06 a nivel de 2 digitos.
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Estudio de las relaciones

La siguiente tabla (tabla 7.12) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos de DQB1*, tras los ajustes mencionados, en funcién del patréon de la
enfermedad de Crohn. En la dltima columna se recoge el p-value asociado al test
Chi-2 para analizar la posible independencia entre la variante considerada de

DQB1* y del patrén del Crohn.

frecuencias absolutas frecuencias relativas
DQB1* [ inflam esten fistul Total | Inflam esten Fistul Total | p-value
02:01 16 17 22 55 8.12 16.04 12.94 11.63 | 0.0979
02:02 38 22 32 92 19.29 20.75 18.82 19.45 | 0.9227
03:01 29 23 29 81 14.72 21.70 17.06 1712 | 0.3065
03:02 18 3 10 31 9.14 2.83 588 655 | 0.0967
03:03 8 6 8 22 4.06 5.66 471 465 ]0.8190
04 9 0 7 16 457 0.00 412 338 |0.089*
05 40 17 30 87 20.30 16.04 17.65 18.39 | 0.6268
06 39 18 32 89 19.80 16.98 18.82 18.82 | 0.8362

* Numero dudoso de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.12. Relacién entre los alelos DQB1* y el patrén de la ECr.

Inflam: inflamatorio, esten: estenosante, fistula: fistulizante.

Operando con un riesgo de 1% especie a del 10%, resultarian significativas
las relaciones de HLA-DQB1*02:01, 03:02 y 04 con el patrén de Crohn, lo que
implica una tendencia a que el DQB1*02:01 sea menos frecuente en la ECr con
patrén inflamatorio, el DQB1*03:02 mas frecuente en dicho patréon y el DQB1*04
mucho menos frecuente en pacientes con patrén estenosante, pero sin alcanzar

diferencias significativas (con p<0.05) con estos tamafios muestrales.
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7.3.3 Relaciéon entre DQA1 y la extension de ECr

Ajuste de los datos

La siguiente tabla (tabla 7.13) recoge las frecuencias observadas para los

alelos de DQA1* en funcién de la extension de la enfermedad de Crohn.

DQA1* Colon+alto Colon Ileon+colon+alto  Ileon+alto Ileon+colon Ileon Total
01 0 1 0 0 12 4 17
01:01 0 8 5 2 24 10 49
01:02 0 7 4 2 24 16 53
01:03 0 0 2 1 13 6 22
01:04 0 0 0 0 4 2 6
01:05 0 2 0 0 0 0 2
02:01 0 4 5 5 21 14 49
03 0 0 0 0 5 0 5
03:01 0 1 0 1 8 0 10
03:02 0 0 0 0 1 0 1
03:03 0 2 0 0 1 1 4
04:01 0 1 0 0 1 1 3
05:01 0 1 1 0 8 4 14
05:05 1 0 3 0 5 2 11

Tabla 7.13. Frecuencia de alelos DQA1* en funcion de la extension de la ECr.

Para el andlisis estadistico se ha prescindido del tnico caso de afectacion de
colon y tracto digestivo alto. También se ha prescindido de los 17 casos de

DQA1*01 y los 5 de DQA1*03, para los que no se conocian los 4 digitos del alelo.
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Estudio de las relaciones

La siguiente tabla (tabla 7.14) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos de DQAT1¥, tras los ajustes mencionados, en funcién de la extension del
Crohn. En la dltima columna se recoge el p-value asociado el test Chi-2 para
analizar la posible independencia entre la variante considerada de DQA1* y de la
extension del Crohn.

Los reducidos valores de las frecuencias esperadas en las diferentes casillas
no permiten aplicar el test Chi-2 en la mayoria de los alelos. En los tres casos
(01:01, 01:02 y 02:01) en los que las frecuencias permiten aplicar el mencionado

test, la relacion con la extension de Crohn no ha resultado significativa.

DQA1* frecuencias absolutas frecuencias relativas
co il+ Ile+ Ile+ Ile Total co il+ Ile+alt Iletco Ile Total

co+ alt col co+alt 1

alt
01:01 8 5 2 24 10 49 30.77 25.00 18.18 21.82 17.86 21.97 | 0.7491
01:02 7 4 2 24 16 53 26.92 20.00 18.18 21.82 28.57 23.77 | 0.8384
01:03 0 2 1 13 6 22 0.00 10.00 9.09 11.82 10.71 9.87 *
01:04 0 0 0 4 2 6 0.00 0.00 0.00 3.64 3.57 2.69 *
01:05 2 0 0 0 0 2 7.69 0.00 0.00 0.00 0.00 0.90 *
02:01 4 5 5 21 14 49 15.38 25.00 45.45 19.09 25.00 2197 | 0.2737
03:01 1 0 1 8 0 10 3.85 0.00 9.09 7.27 0.00 4.48 *
03:02 0 0 0 1 0 1 0.00 0.00 0.00 0.91 0.00 0.45 *
03:03 2 0 0 1 1 4 7.69 0.00 0.00 0.91 1.79 1.79 *
04:01 1 0 0 1 1 3 3.85 0.00 0.00 0.91 1.79 1.35 *
05:01 1 1 0 8 4 14 3.85 5.00 0.00 7.27 7.14 6.28 *
05:05 0 3 0 5 2 10 0.00 15.00 0.00 4.55 3.57 4.48 *

* Numero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2
Tabla 7.14. Relacién entre DQA1* y la extensién del Crohn.

Co: colon, 1il: ileon, alt: tracto digestivo alto.
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7.3.4 Relacion entre DQBI y la extension de la enfermedad de Crohn

Ajuste de los datos

La siguiente tabla (tabla 7.15) recoge las frecuencias observadas para los

alelos de DQB1* en funcién de la extension de la ECr.

DQB1* Colon+alto colon Ileon+co+alto Ileon+alto  Ileon+colon ileon Total
02:01 0 5 5 2 31 11 54
02:02 0 7 7 6 33 23 76
03 0 0 0 0 1 0 1
03:01 1 8 5 2 24 10 50
03:02 0 3 0 0 13 2 18
03:03 0 0 1 0 7 1 9
04 0 0 1 1 3 2 7
04:02 0 0 0 0 1 1 2
05 0 2 0 0 5 6 13
05:01 0 1 1 0 6 1 9
06 0 1 0 0 3 2 6
06:01 0 0 0 0 0 1 1

Tabla 7.15. Frecuencia de alelos DQB1* en funcién de la extension de la ECr.

Para el analisis estadistico se ha prescindido del tnico caso de extension de
colon junto con tracto digestivo alto y del tinico caso DQB1*03. Por otra parte con

los alelos DQB1*04, 05 y 06 se ha trabajado sélo a nivel de 2 digitos.

Estudio de las relaciones

La siguiente tabla recoge las frecuencias absolutas y relativas de los alelos

de DQB1, tras los ajustes mencionados, en funcién de la extensiéon del Crohn. En

la dltima columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la

128



posible independencia entre la variante considerada de DQB1* y de la extension

del Crohn.

DQB1*
frecuencias absolutas frecuencias relativas
co il+ Ile+alt TIle+col 1Ile Total | co il+ Ile+alt Iletcol Ile Total
co+alt co+alt p-value

02:01 5 5 2 31 11 54 1852 25.00 18.18 2441 1833 22.04 0.8636
02:02 7 7 6 33 23 76 2593  35.00 54.55 2598 3833 31.02 0.1761
03:01 8 5 2 24 10 49 29.63  25.00 18.18 1890  16.67 20.00 0.6602
03:02 3 0 0 13 2 18 11.11 0.00 0.00 10.24 3.33 7.35 *
03:03 0 1 0 8 1 10 0.00 5.00 0.00 6.30 1.67  4.08 *

04 0 1 1 4 3 9 0.00 5.00 9.09 3.15 5.00 3.67 *

05 3 1 0 11 7 22 11.11 5.00 0.00 8.66 11.67 898 *

06 1 0 0 3 3 7 3.70 0.00 0.00 2.36 5.00 2.86 *

* Ntmero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2
Tabla 7.16. Relacién entre los alelos DQB1* y la extensién de la ECr.

Co: colon, il: ileon, alt: tracto digestivo alto.

Los reducidos valores de las frecuencias esperadas en las diferentes
casillas no permiten aplicar el test Chi-2 en la mayoria de los alelos. En los tres
casos (HLA-DQB1*02:01, 02:02 y 03:01) en los que las frecuencias permiten aplicar
el mencionado test, la relacion con la extensiéon de Crohn no ha resultado

significativa.
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7.4. Relacion entre los alelos DQA1 y DQB1 y la presencia de complicaciones en la EIIC

En el siguiente apartado se analiza la aparicion de complicaciones (absceso
intraabdominal, perforacion, hemorragia o megacolon) en pacientes con EIIC en

funcién de sus HLA-DQAT1* y DQB1*.

74.1 Relaciéon entre DQA1 y la presencia de complicaciones

La siguiente tabla (tabla 7.17) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos de DQA1¥, en funcién de la existencia o no de complicaciones. En la
ultima columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQA1* y la presencia de

complicaciones.
Frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQA1* NO SI Total NO SI Total p-value
01 303 34 337 4045 31.78 39.37 0.0857
02:01 143 25 168 19.09 23.36 19.63 0.2979
03 84 11 95 11.21 10.28 11.10 0.7734
04:01 20 4 24 2.67 3.74 2.80 0.5313

04:02 3 0 3 0.40 0.00 0.35 *
05:01 68 14 82 9.08 13.08 9.58 0.1879
05:05 126 19 145 16.82 17.76 16.94 0.8095

06:01 2 0 2 0.27 0.00 0.23 *

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.17. Relacién entre DQA1* y la presencia de complicaciones.

Pese a las diferencias numeéricas observadas en casos como el de los
pacientes con HLA-DQA1*01, en los que es menos frecuente la aparicion de
complicaciones, no alcaza significacion estadistica ninguno de los alelos DQA1* al

relacionarlo con las complicaciones de la EIIC.
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7.4.2 Relaciéon entre DQBI y la presencia de complicaciones

La siguiente tabla (tabla 7.18) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos DQB1*, en funcién de la existencia o no de complicaciones. En la dltima
columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQB1 y la presencia de

complicaciones.
frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQB1* NO SI Total NO SI Total p-value
02:01 69 14 83 9.24 13.08 9.72 0.2089
02:02 119 25 144 15.93 23.36 16.86 0.0547
03:01 138 22 160 18.47 20.56 18.74 0.6049
03:02 60 7 67 8.03 6.54 7.85 0.5919
03:03 28 1 29 3.75 0.93 3.40 0.1329
03:04 1 0 1 0.13 0.00 0.12

04 27 4 31 3.61 3.74 3.63 0.9489
05 142 21 163 19.01 19.63 19.09 0.8793
06 163 13 176 21.82 12.15 20.61 0.0207

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.18. Relacién entre DQB1* y la presencia de complicaciones.

Se observa que los pacientes con HLA-DQB1*06 tienen menos
frecuentemente complicaciones (p=0.0207), que NO se confirma al corregir por el
nimero de alelos estudiado (queda una p de 0.1863), y que en los portadores del
DQB1*02:02 hay una tendencia a presentar complicaciones mas a menudo

(p=0.0547).

7.5. Relacion entre los alelos DQA1 y DQB1 y la presencia de manifestaciones

extraintestinales en la EIIC

A continuacién, se desarrollan todos los anadlisis referentes a las
manifestaciones extraintestinales (MEIs) en su conjunto y luego de forma
individual. El resumen de los resultados de los siguientes apartados es que las

MEIs, en general, son menos frecuentes en pacientes con HLA-DQB1*03:03
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(p=0.0169), que el DQB1*04 es menos frecuente en la artropatia T1 (p=0.0392) y
que el DQA1*01 es mas prevalente en la sacroileitis (p=0.0504).

Aparecen tendencias con determinadas MEIs y alelos, que no alcanzan
valores de p menores a 0.05, como que el DQB1*05 es el alelo mas frecuente en los
pacientes con espondilitis (p=0.0851), o que el DQA1*05:01 (p=0.0684) y el
DQB1*02:01 (p=0.0765) aparecen més a menudo en pacientes con MEIs oculares

que sin ellas.

7.5.1 Relacion entre DQA1 y las MEIs

La siguiente tabla (tabla 7.19) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos DQA1*, en funcion de la existencia o no de MEIs. En la tltima columna
se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible independencia

entre la variante considerada de DQA1* y las MEIs.

frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQA1* NO SI Total NO SI Total p-value
01 209 139 348 38.35 42.77 40.00 0.1979
02:01 107 61 168 19.63 18.77 19.31 0.7549
03 63 32 95 11.56 9.85 10.92 0.4331
04:01 17 7 24 312 215 2.76 0.4003
04:02 1 1 2 0.18 0.31 0.23 *
05:01 51 31 82 9.36 9.54 943 0.9297
05:05 95 54 149 17.43 16.62 17.13 0.7573
06:01 2 0 2 0.37 0.00 0.23 *

* Numero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.19. Relacién entre DQA1 y las manifestaciones extraintestinales

No se observa relacion entre la aparicion de MEIs y los alelos DQAT*.

7.5.2 Relaciéon entre DQBI1 y las MEIs

La siguiente tabla (7.20) recoge las frecuencias absolutas y relativas de los
diferentes alelos de DQB1*, en funcion de la existencia o no de MEIs (de cualquier

tipo). En la dltima columna se recoge el p-value asociadoa al test Chi-2 para
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analizar la posible independencia entre la variante considerada de DQB1 y las

MEIs.

frecuencias absolutas frecuencias relativas
DQB1* NO SI Total NO SI Total p-value
02:01 52 31 83 9.56 9.54 9.55 0.9921
02:02 87 57 144 15.99 17.54 16.57 0.5532
03:01 103 61 164 18.93 18.77 18.87 0.9522
03:02 44 23 67 8.09 7.08 7.71 0.5887
03:03 25 5 30 4.60 1.54 345 0.0169
03:04 1 0 1 0.18 0.00 0.12 *
04 21 9 30 3.86 2.77 3.45 0.3940
05 102 70 172 18.75 21.54 19.79 0.3182
06 109 69 178 20.04 21.23 20.48 0.673

* Numero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.20. Relacion entre DQB1 y las manifestaciones extraintestinales.

Los resultados iniciales apuntan que las MEIs son menos frecuentes en
pacientes con HLA DQB1*03:03 (p=0.0169), pero, tras correccién por alelos, pierde
significacion estadistica (p=0.1521), quizas por un tamafio muestral insuficiente.

Tampoco se observan diferencias significativas en los demas alelos.

7.5.3 Relacion entre DQA1 y la artropatia periférica

La siguiente tabla (tabla 7.21) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los diferentes alelos de DQA1*, en funcién de la existencia o no de artropatia
periférica. En la dltima columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para
analizar la posible independencia entre la variante considerada de DQA1* y la

artropatia periférica.
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frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQA1* NO SI Total NO SI Total p-value
01 188 85 273 39.00 42.08 39.91 0.4538
02:01 93 44 137 19.29 21.78 20.03 0.4584
03 56 18 74 11.62 8.91 10.82 0.2984
04:01 15 2 17 311 0.99 2.49 0.1039
04:02 2 0 2 0.41 0.00 0.29 *
05:01 41 20 61 8.51 9.90 8.92 0.5593
05:05 85 33 118 17.63 16.34 17.25 0.6818
06:01 2 0 2 041 0.00 0.29 *

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.21. Relacién entre DQA1* y la artropatia periférica.

No se observa una relacién significativa entre la artropatia periférica y la

presencia de los alelos DQAT*.

7.5.4 Relaciéon entre DQBI1 y la artropatia periférica

La siguiente tabla (tabla 7.22) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos DQB1¥, en funcién de la existencia o no de artropatia periférica. En la
ultima columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQB1* y la artropatia periférica.

frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQB1* NO SI Total NO SI Total p-value
02:01 42 20 62 8.73 9.90 9.08 0.6274
02:02 78 41 119 16.22 20.30 17.42 0.1994
03:01 92 34 126 19.13 16.83 18.45 0.4803
03:02 39 15 54 8.11 7.43 791 0.7629
03:03 19 4 23 3.95 1.98 3.37 0.1928
03:04 1 0 1 0.21 0.00 0.15 *
04 20 3 23 416 1.49 3.37 0.0772
05 97 40 137 20.17 19.80 20.06 0.9136
06 93 45 138 19.33 22.28 20.20 0.3821

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.22. Relacién entre DQB1* y la artropatia periférica.
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La artropatia periférica se observa menos frecuentemente en pacientes con
DQB1*04, sin llegar a tratarse de diferencias estadisticamente significativas

(p=0.0772).

7.5.5 Relacion entre DQA1 y la artropatia T1

La siguiente tabla (tabla 7.23) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos de DQAT1*, en funcién de la existencia o no de artropatia T1. En la tltima
columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQA1* y la artropatia T1.

frecuencias absolutas Frecuencias relativas

DQA1* NO SI Total NO SI Total p-value
01 203 60 263 39.19 41.67 39.73 0.5910
02:01 103 31 134 19.88 21.53 20.24 0.6641
03 61 12 73 11.78 8.33 11.03 0.2433
04:01 16 1 17 3.09 0.69 2.57 0.1081
04:02 2 0 2 0.39 0.00 0.30 *
05:01 45 14 59 8.69 9.72 8.91 0.6998
05:05 86 26 112 16.60 18.06 16.92 0.6807
06:01 2 0 2 0.39 0.00 0.30 *

* Numero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.23. Relacién entre DQA1* y la artropatia T1.

No hay ningan alelo DQA1* en el que se observe relacién positiva o

negativa con la artropatia T1.
7.5.6 Relaciéon entre DQBI y la artropatia T1
La siguiente tabla (tabla 7.24) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos DQB1¥, en funcién de la existencia o no de artropatia T1. En la altima

columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQB1* y la artropatia T1.
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frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQB1* NO SI Total NO SI Total p-value
02:01 46 14 60 8.90 9.72 9.08 0.7606
02:02 88 28 116 17.02 19.44 17.55 0.4990
03:01 93 27 120 17.99 18.75 18.15 0.8339
03:02 43 10 53 8.32 6.94 8.02 0.5916
03:03 19 4 23 3.68 2.78 348 0.6033
03:04 1 0 1 0.19 0.00 0.15 *
04 22 1 23 4.26 0.69 348 0.0392
05 104 28 132 20.12 19.44 19.97 0.8585
06 101 32 133 19.54 22.22 20.12 0.4770

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.24. Relacién entre DQB1 y la artropatia T1.

La tendencia a que los pacientes con DQB1*04 presenten menos
frecuentemente artropatia periférica, se comprueba al estudiar exclusivamente la
artropatia T1 (p=0.0392), perdiendo significacién con el test de Holm-Bonferroni
(p=0.3528), lo que podria deberse a un “n” insuficiente para determinar esa

relacion.

7.5.7 Relacion entre DQA1 y la artropatia T2

La siguiente tabla (tabla 7.25) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los diferentes alelos DQAT1*, en funcién de la existencia o no de artropatia T2. En la
altima columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQA1* y la artropatia T2.

frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQA1* NO SI Total NO SI Total p-value
01 213 25 238 38.45 43.10 38.89 0.4889
02:01 108 13 121 19.49 2241 19.77 0.5953
03 62 6 68 11.19 10.34 11.11 0.8453
04:01 16 1 17 2.89 1.72 2.78 0.6078
04:02 2 0 2 0.36 0.00 0.33 *
05:01 49 6 55 8.84 10.34 8.99 0.7039
05:05 102 7 109 1841 12.07 17.81 0.2297
06:01 2 0 2 0.36 0.00 0.33 *

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2
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Tabla 7.25. Relacion entre DQA1 y la artropatia T2

No hay diferencias significativas al valorar la presencia o no de artropatia

T2 con los alelos DQA1*.

7.5.8 Relacion entre DQBL1 y la artropatia T2

La siguiente tabla (tabla7.26) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos DQB1*, en funcién de la existencia o no de artropatia T2. En la tltima
columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQB1 y la artropatia T2.

frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQB1* NO SI Total NO SI Total p-value
02:01 50 6 56 9.04 10.34 9.17 0.7435
02:02 92 13 105 16.64 2241 17.18 0.2672
03:01 110 7 117 19.89 12.07 19.15 0.1497
03:02 43 5 48 7.78 8.62 7.86 0.8200
03:03 21 0 21 3.80 0.00 344 0.1310
03:04 1 0 1 0.18 0.00 0.16 *

04 21 2 23 3.80 3.45 3.76 0.8943
05 110 12 122 19.89 20.69 19.97 0.8850
06 105 13 118 18.99 2241 19.31 0.5294

* Numero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.26. Relacion entre DQB1* y la artropatia T2

No hay diferencias significativas al valorar la presencia o no de artropatia

T2 con los alelos DQB1*.
7.5.9 Relaciéon entre DQA1 y la espondilitis
La siguiente tabla (tabla 7.27) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos DQAT1*, en funcién de la existencia o no de espondilitis. En la altima

columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQA1* y la espondilitis.
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frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQA1* NO SI Total NO SI Total p-value
01 241 8 249 39.00 50.00 39.27 0.3736
02:01 126 3 129 20.39 18.75 20.35 0.8723
03 66 2 68 10.68 12.50 10.73 0.8163
04:01 15 1 16 2.43 6.25 2.52 0.3358
04:02 2 0 2 0.32 0.00 0.32 *
05:01 56 1 57 9.06 6.25 8.99 0.6979
05:05 110 1 111 17.80 6.25 17.51 0.2301
06:01 2 0 2 0.32 0.00 0.32 *

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.27. Relacién entre DQA1* y la espondilitis.

No hay diferencias significativas al valorar la presencia o no de espondilitis

con los alelos DQA1.

7.5.10 Relaciéon entre DQBI y la espondilitis

La siguiente tabla (tabla 7.28) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos DQB1*, en funcién de la existencia o no de espondilitis. En la altima
columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQB1* y la espondilitis

frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQB1* NO SI Total NO SI Total p-value
02:01 57 1 58 9.24 6.25 9.16 0.6825
02:02 110 3 113 17.83 18.75 17.85 0.9243
03:01 118 1 119 19.12 6.25 18.80 0.1931
03:02 46 2 48 7.46 12.50 7.58 0.4517
03:03 21 0 21 3.40 0.00 3.32 0.4530
03:04 1 0 1 0.16 0.00 0.16 *

04 21 1 22 3.40 6.25 3.48 0.5394
05 123 6 129 19.94 37.50 20.38 0.0851
06 120 2 122 19.45 12.50 19.27 0.4866

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.28. Relacién entre DQB1* y la espondilitis.
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El DQB1*05 es el grupo alélico mdas frecuente en los pacientes con
espondilitis, pero sin alcanzar significacion al compararlo con los pacientes que no

tienen espondilitis (p=0.0851).

7.5.11 Relacién entre DQAT1 y la sacroileitis

La siguiente tabla (tabla 7.29) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los diferentes alelos DQA1*, en funcién de la existencia o no de sacroileitis. En la
tltima columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQA1* y la sacroileitis.

frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQA1* NO SI Total NO SI Total p-value
01 103 8 111 38.43 66.67 39.64 0.0504
02:01 65 2 67 24.25 16.67 23.93 0.5467
03 27 2 29 10.07 16.67 10.36 0.4634
04:01 4 0 4 1.49 0.00 143 *
05:01 30 0 30 11.19 0.00 10.71 0.2200
05:05 39 0 39 14.55 0.00 13.93 0.1543

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.29. Relacién entre DQA1 y la sacroileitis.

El grupo alélico DQA1* mas prevalente en pacientes con sacroileitis es el
DQA1*01, presentando diferencias significativas al compararlo con los pacientes
sin sacroileitis (p=0.0504), que se pierde al aplicar la correcciéon de Holm-

Bonferroni (p=0.3).
7.5.12 Relacién entre DQBL1 vy la sacroileitis
La siguiente tabla (tabla 7.30) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos de DQB1, en funcién de la existencia o no de sacroileitis. En la altima

columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQB1* y la sacroileitis.
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frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQB1* NO SI Total NO SI Total p-value
02:01 30 0 30 11.11 0.00 10.64 0.2219
02:02 56 2 58 20.74 16.67 20.57 0.7326
03:01 43 0 43 15.93 0.00 15.25 0.1332
03:02 16 2 18 5.93 16.67 6.38 0.1364
03:03 13 0 13 481 0.00 4.61 0.4364
03:04 1 0 1 0.37 0.00 0.35 *
04 6 0 6 222 0.00 2.13 *

05 52 4 56 19.26 33.33 19.86 0.2318
06 53 4 57 19.63 33.33 20.21 0.2474

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.30. Relacién entre DQB1* y la sacroileitis.

No hay diferencias significativas al analizar los alelos DQB1 de los

pacientes con y sin sacroileitis.

7.5.13 Relacion entre DQA1 y las MEIs cuténeas

La siguiente tabla (tabla 7.31) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los diferentes alelos DQA1, en funcién de la existencia o no de MEIs cutdneas. En
la tltima columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la
posible independencia entre la variante considerada de DQA1l y las

complicaciones cutaneas.

frecuencias absolutas Frecuencias relativas

DQA1* NO SI Total NO SI Total p-value
01 30 0 30 11.11 0.00 10.64 0.2219
02:01 56 2 58 20.74 16.67 20.57 0.7326
03 43 0 43 15.93 0.00 15.25 0.1332
04:01 16 2 18 5.93 16.67 6.38 0.1364
04:02 3 0 3 4.81 0.00 4.61 0.4364
05:01 1 0 1 0.37 0.00 0.35 *
05:05 6 0 6 222 0.00 2.13 *
06:01 52 4 56 19.26 33.33 19.86 0.2318

* Ntmero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.31. Relacién entre DQA1* y las MEIs cutaneas.
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Las MEIs cuténeas no se relacionan con ningtn alelo HLA-DQAL.

7.5.14 Relacion entre DQBI y las MEIs cutaneas

La siguiente tabla (tabla 7.32) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los diferentes alelos de DQB1, en funcion de la existencia o no de MEIs cutaneas.
En la dltima columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la

posible independencia entre la variante considerada de DQB1 y las MEIs cuténeas.

frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQB1* NO SI Total NO SI Total p-value
02:01 53 7 60 9.00 13.46 9.36 0.2895
02:02 104 10 114 17.66 19.23 17.78 0.7760
03:01 112 7 119 19.02 13.46 18.56 0.3235
03:02 48 1 49 8.15 1.92 7.64 0.1053
03:03 20 1 21 3.40 1.92 3.28 0.5675
03:04 1 0 1 0.17 0.00 0.16 *
04 21 1 22 3.57 1.92 343 0.5329
05 117 14 131 19.86 26.92 20.44 0.2263
06 113 11 124 19.19 21.15 19.34 0.7304

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.32. Relacién entre DQB1* y las MEIs cutaneas.

Las MEIs cutédneas tampoco se relacionan con ningtn alelo HLA-DQBI, en

nuestra poblacién de pacientes con EIIC.

7.5.15 Relacion entre DQA1 y las MEIs oculares

La siguiente tabla (tabla 7.33) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos DQA1, en funcién de la existencia o no de MEIs oculares. En la dltima
columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQA1 y las MEIs oculares.
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frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQA1* NO SI Total NO SI Total p-value
01 237 12 249 39.37 35.29 39.15 0.6358
02:01 125 4 129 20.76 11.76 20.28 0.2042
03 64 6 70 10.63 17.65 11.01 0.2035
04:01 16 0 16 2.66 0.00 2.52 0.3357
04:02 1 1 2 0.17 2.94 0.31 *
05:01 51 6 57 8.47 17.65 8.96 0.0684
05:05 106 5 111 17.61 14.71 17.45 0.6645
06:01 2 0 2 0.33 0.00 0.31 *

* Ntmero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.33. Relacién entre DQA1* y las MEIs oculares.

Se observa una tendencia a una mayor prevalencia relativa de DQA1*05:01
en pacientes con MEIs oculares respecto de los que carecen de ellas (p=0.0684), sin

alcanzar significacion estadistica.

7.5.16 Relacion entre DQB1 Y las MEIS oculares

La siguiente tabla (tabla 7.34) recoge las frecuencias absolutas y relativas de
los alelos de DQB1, en funcién de la existencia o no de MElIs oculares. En la tltima
columna se recoge el p-value asociado al test Chi-2 para analizar la posible

independencia entre la variante considerada de DQB1 y las complicaciones

oculares.
frecuencias absolutas frecuencias relativas

DQB1* NO SI Total NO SI Total p-value
02:01 52 6 58 8.65 17.65 9.13 0.0765
02:02 109 4 113 18.14 11.76 17.80 0.3446
03:01 112 7 119 18.64 20.59 18.74 0.7765
03:02 47 3 50 7.82 8.82 7.87 0.8327
03:03 21 0 21 3.49 0.00 3.31 0.2677
03:04 1 0 1 0.17 0.00 0.16 *
04 20 2 22 3.33 5.88 3.46 0.4281
05 121 7 128 20.13 20.59 20.16 0.9487
06 118 5 123 19.63 14.71 19.37 0.4793

* Ntumero insuficiente de valores para realizar el test Chi-2

Tabla 7.34. Relacién entre DQB1* y las MEIs oculares.
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El alelo DQB1*02:01 también es proporcionalmente mdés frecuente en
pacientes con MEIs oculares que sin ellas, aunque sin ser significativa la diferencia

(p=0.0765).
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V. DISCUSION

La enfermedad celiaca (EC) y la enfermedad inflamatoria intestinal crénica
(EIIC) son enfermedades frecuentes, inflamatorias, sistémicas y crénicas, con el
intestino como 6rgano diana, que aparecen sobre todo en gente joven. Su etiologia
multifactorial se caracteriza por la interaccién del ambiente y de la genética, con
una respuesta inmune aberrante.

Como hemos visto previamente, algunos autores consideran que los
pacientes con EIIC, enfermedad de Crohn (1) -ECr- y colitis ulcerosa -CU- (2), son
un grupo de riesgo de presentar EC. Casi todos los estudios previos al 2010, han
observado una mayor frecuencia de desarrollo de EIIC en pacientes celiacos y sus
familiares (15-17), y de celiaquia en EIIC (12,18,19). Se ha observado que la EIIC es
de 5 a 10 veces mas frecuente en los pacientes celiacos que en la poblaciéon general
(20-22), aunque al revés (la celiaquia en pacientes con EIIC) no esta tan claro el
aumento de riesgo. Algtn estudio ha observado que, aunque en su poblacion si
que es mas frecuente la EIIC en pacientes celiacos, no ocurre lo mismo al
investigar la prevalencia de celiaquia en pacientes con EIIC (22), siendo la
prevalencia de EC similar a la de la poblacién general.

Los estudios que analizan la relacién epidemiolégica entre la EC y la EIIC, y
que incluyen mayor ndmero de sujetos, son los de Masachs, Leeds y Casella
(19,22,113). No obstante, ninguno de ellos ha determinado la prevalencia de HLA
DQ2/DQ8 en pacientes con EIIC, aunque en el articulo de Leeds apuntan que
puede no ser mas frecuente que en la poblacién general (22). Tan sélo un articulo
reciente calcula el HLA-EC en pacientes con EIIC, siendo el “n” demasiado bajo
(36 pacientes) para sacar conclusiones a nivel poblacional (23).

Como vimos en la introduccién de esta tesis, en el estudio de Masachs y
colaboradores, se investiga, mediante la realizacion de encuestas, si hay mayor

nimero de enfermos de Crohn entre los pacientes con EC y sus familiares,
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observandose que la ECr es hasta 8 veces mas frecuente en pacientes celiacos que
en la poblacion general (19).

Leeds y cols también obtienen un mayor riesgo de EIIC en pacientes con
EC, pero no al revés. Utilizando los autoanticuerpos antigliadina,
antitransglutaminasa y antiendomisio, y el estudio endoscépico alto, para la EC, y
bajo (ileocolonoscopia), para la EIIC (354 pacientes con EIIC, 305 con EC y 601
controles), obtuvieron un riesgo relativo de EIIC en el grupo de celiacos de 9.98 (y
de 4.99 tras excluir las colitis microscopicas), pero una prevalencia de EC en
pacientes con EIIC similar al del grupo control (0.85% vs 0.83%). No encontraron
ningtn enfermo de Crohn entre sus pacientes celiacos, correspondiendo el alto
riesgo a la colitis ulcerosa. En la discusion del articulo, Leeds busca una
explicacién a dicha diferencia sugiriendo que, dado que es necesario tener el HLA-
DQ2 o -DQ8 para presentar la EC, el aumento de la permeabilidad en la EIIC, con
la mayor presentacién de gliadina, puede no ser suficiente para desencadenar una
EC, dejando entrever que los pacientes con EIIC pueden no tener HLA-DQ2 o -
DQ8 (22).

Casella y cols, con el grupo de trabajo italiano de EIIC, estudian la
prevalencia de celiaquia en 1711 pacientes con EIIC, utilizando la serologia celiaca
y el estudio endoscépico e histolégico en los que presentan autoanticuerpos en
sangre. Obtienen una prevalencia de EC de tan s6lo el 0.5%, correspondiendo a
seis pacientes con CU y 3 con ECr. Concluyen que, aunque hay estudios genéticos
a favor de una relacién entre la EIIC y la EC, la prevalencia de EC en EIIC es baja,
menor que la dada para la poblacién general (113).

Los estudios genéticos amplios también ofrecen resultados contradictorios,
habiéndose observado que la EC y la EIIC comparten genes alterados (48,114,115).

De los estudios sobre los alelos relacionados con la EIIC (120), cabria
deducir que los haplotipos fundamentales de la celiaquia son menos frecuentes en
la EIIC: el DR4-DQ8 en la CU y el DR3-DQ2 en la ECr, pero no hay prevalencias
de los mismos. Con esto, nos encontramos ante un solapamiento de genes no-HLA

entre la EIIC y la EC y la duda de si hay una ausencia de relacién de la EIIC con
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los genes HLA asociados a la EC, y si ésta podria justificar que la prevalencia de
EC no sea mayor en pacientes con EIIC en algunos estudios.

En nuestro estudio, no se objetivan diferencias significativas, aunque se
observa una tendencia a que el HLA-EC -relacionado con la celiaquia- sea menos
frecuente en pacientes con EIIC (34% versus el 39% de la poblacion control), sobre
todo al comparar las mujeres con EIIC y las controles, y la CU con la poblacién
control. Esta reduccién de la prevalencia, va en sintonia con los hallazgos del
grupo de EIIC Italiano, que valora la expresion de la celiaquia en la EIIC, no el
HLA.

En nuestra poblacién con EIIC, la menor prevalencia de HLA de riesgo de
celiaquia parece estar en relaciéon con una menor frecuencia de HLA-DQ?2.5, sobre
todo en pacientes con CU, y del HLA-DQS8, fundamentalmente en pacientes con

ECr.

A continuacion, se discuten los matices de los resultados fundamentales de
esta tesis: que el HLA de la celiaquia no es mas frecuente en la EIIC, que el HLA-
DQ2 y HLA-DQ8 son menos frecuentes en la CU y en la ECr, respectivamente, que
el HLA-DQ2.5 es, concretamente, menos frecuente en pacientes con CU, sobre
todo mujeres, en los que actta como factor protector, el HLA-DQ2.2 es
significativamente mas prevalente en la ECr, y que los alelos del HLA ayudan a

diferenciar entre enfermedad de Crohn, Colitis Ulcerosa y poblacién sana.

A) Descripcién de la muestra:

Para la consecucion de este estudio, se ha dispuesto de una muestra amplia
(1034 sujetos), de los cuales 457 eran pacientes con EIIC. Sin poder competir con la
muestra de 1711 pacientes del grupo italiano (113), que no utiliza grupo control,
nuestro estudio es de los que dispone de mayor niimero de sujetos para estudiar el

vinculo entre la EIIC y la EC, y, actualmente, el tinico que calcula la prevalencia de
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HLA de riesgo de celiaquia (positivo) en la poblacion con EIIC, con un tamafio
muestral relevante.

De esta forma, en nuestro estudio se ha dispuesto de una muestra con 457
individuos con EII, resultando un valor estimado de P (prevalencia) igual a 0.34. El

error maximo cometido en la estimacion (g), correspondiente a la probabilidad 0.05

e=1.96,/0340-034) _ 000
457

Asi pues, con los 457 pacientes de nuestro estudio, para una prevalencia del

de superar dicho error es:

34% en la poblacién general tenemos un nivel de confianza del 95% de que el error

méximo sea 0.043 puntos porcentuales (4.3%).

El haber recogido los casos sisteméticamente y de forma prospectiva, ha
conllevado el tener menos mujeres (40% de la muestra) que hombres, lo que,
teniendo en cuenta la proporcion 2:1 de la celiaquia, de mujeres respecto de los
hombres, (47,131) podria haber supuesto una infravaloracién de la proporcién de
HLA-EC. No obstante, puesto que la proporciéon de mujeres es inferior en los
controles (38%) que en los casos (44%), es sobre todo en la poblacién control en la
que podemos pensar que se podria estar infravalorando la prevalencia de HLA-
EC. Como hemos visto en los resultados, el HLA-EC es menos frecuente en el
grupo de pacientes, en los que la proporcion de mujeres es mayor (sobre todo en
los enfermos de Crohn, cuya proporciéon de mujeres es del 49%), por lo que de
haber un sesgo por existir menos mujeres en el estudio, seria a favor de
enmascarar mayores diferencias atin entre casos y controles. Dicho de otra forma,
puesto que la impronta paterna (47) es responsable de una mayor frecuencia de
HLA de riesgo de celiaquia en mujeres de la poblacién general (reflejado en
nuestro estudio pero sin diferencias significativas globales), la menor proporciéon
de mujeres en la poblacién control podria suponer una frecuencia del HLA de
riesgo de EC manor de la esperada en dicha poblacion y, por tanto, menor

diferencia entre los casos positivos (156) respecto de los controles positivos (227),
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y, probablemente, suponga enmascarar una p atin menor de la que obtenemos en
nuestro estudio, que es de 0.0852.

Esta, y otras “p” mayores de 0.05, pueden ser relevantes y, aunque con la
cautela de no ser una p muy baja, deben ser tenidas en cuenta como marcadores
de tendencias o incluso de posibles indicadores de diferencias en muestras de
mayor tamafio. En esta linea escribe Prieto en su libro (132):

“En realidad, la utilizacion de unos valores limites o “criticos” para el P-value
(como el 5% o0 el 1%), que separan los resultados “significativos” de los “no significativos”
no es mds que un anacronismo, reflejo de épocas en las que el cilculo exacto de estos P-
values se hallaba fuera del alcance del investigador, que solo podia hacerse una idea al
respecto comparando los valores por €l obtenidos con los reflejados en unas tablas que
generalmente se limitaban a estos dos niveles.

Es el p-value, por tanto, lo que refleja el grado de evidencia de unos resultados
contra la hipdtesis nula y, en consecuencia, lo que deberia acompariar al andlisis de dichos
resultados, y no la constatacion de si resulta superior o inferior al 5%. ;Qué diferencia
hay, en la prictica, entre un p-value del 4.9% o del 5.1% ?

En el campo de la investigacion cientifica, el que unos resultados no llequen a ser
significativos estadisticamente (entendido ello de la forma habitual, como que el p-value sea
superior al 5%) no significa necesariamente que no merezcan ser publicados, obviamente
con las matizaciones pertinentes, especialmente si los efectos constatados van en el sentido
que cabria esperar por las hipétesis de trabajo avanzadas en la investigacion. Es posible que
la no significacion se deba solo a un niimero insuficiente de datos, originado a veces por el
elevado coste de estos estudios, pero que estos resultados, acumulados con otros obtenidos
por otros equipos que trabajan sobre el tema, permitan llegar a la comunidad cientifica a

conclusiones estadisticamente significativas sobre el tema”

Al analizar la muestra global (casos+controles), no se observan diferencias en
la prevalencia de HLA-EC entre hombres y mujeres, que si que son relevantes al
comparar casos con controles y analizar la influencia de los dos tipos de EII
individualmente.

En nuestro estudio, al comparar las mujeres control y caso, se observa que el

HLA-EC es menos frecuente en las pacientes (p=0.0565), comprobando que la
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presencia de HLA-EC reduce la prevalencia de EIIC en nueve puntos
porcentuales, al pasarla del 43% de las controles al 34% de las pacientes. Es
probable que, si la proporcién de mujeres control hubiese sido mayor (por lo
menos igual que la de los casos, 44%), las diferencias al comparar exclusivamente
mujeres, hubieran sido ain mas marcadas.

El grupo control del estudio de HLA, se trata de poblaciéon sana, de la
Comunidad Valenciana, con menor prevalencia de mujeres, hecho que puede
ocurrir al coger un grupo al azar, y que supone, quizds, encontrar menos
diferencias de las que cabria esperar a la luz de nuestros resultados sobre los
haplotipos de riesgo de celiaquia, si se tratase de un estudio con mayor proporciéon
de mujeres. No obstante, la prevalencia global de HLA-EC en controles es similar

a la registrada en otras poblaciones generales.

El fenotipo de nuestra muestra de pacientes estd descrito segin los criterios
de la clasificaciéon de Montreal (108), que son los de mas reciente aprobacién y que
son de facil aplicacion.

La localizacion y el patréon de comportamiento de la enfermedad de los
pacientes con enfermedad de Crohn de nuestro estudio es algo distinto al descrito
en la literatura, ya que un 51.2% de los casos tienen enfermedad ileo-cdlica (frente
al 40% descrito (107)) y un 41% un patrén estenosante (frente al 13% dado por
Cosnes et al., y el 23-37% publicado por Freeman y cols (133,134)). A la hora de
comparar los pacientes con un patrén fistulizante, hay que tener en cuenta el afio
de la publicacién porque, previamente a la estandarizacion de los criterios de
Montreal, se utilizaban los de Vienna, que inclufan la enfermedad perianal
fistulizante en el patrén fistulizante-penetrante luminal (108), lo que elevaba
ostensiblemente el ntimero de pacientes con patrén fistulizante (antes llamado
penetrante), y quizas reducia el de estenosantes, como ocurre en el estudio de
Cosnes et al. La enfermedad estenosante o fistulizante supone un 65% de la
muestra, en sintonia con el 60% de Cosnes y cols. La mayor frecuencia de los
patrones mas graves y la enfermedad extensa probablemente esté en relacion

conque el estudio se ha realizado en un hospital de referencia, con una Consulta
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de EIIC desde el 2007 y una larga historia de control de pacientes de EIIC en
consultas de Digestivo, de tal forma que se remiten los casos mas dificiles de
controlar a nuestras consultas y de que los pacientes con EIIC se supervisan de por
vida.

La extension de la CU de nuestros pacientes también difiere de la habitual,
en la que es mas frecuente la proctitis y menos la colitis extensa. Farmer y cols
(135), por ejemplo, observan proctitis en el 46.2% de los enfermos, frente al 9.2%
de nuestra poblaciéon con CU, y colitis extensas en el 36.7% de los casos, que dista
mucho del 61.8% de colitis extensas de nuestra poblacion.

La prevalencia de las manifestaciones extraintestinales (MEIs) de los
pacientes con EIIC de nuestro estudio (37%) es similar a la descrita por otros
autores (10-50%) (109). Como ocurre en nuestro estudio, la MEI mas
frecuentemente descrita en pacientes con EIIC es la artropatia periférica (0.5-35%
vs 29% de nuestros pacientes), con un predominio de artropatia tipo 1, como es
nuestro caso (22% T1 vs 9% de T2). Las prevalencias son tan dispares sobre todo
porque los criterios utilizados para catalogar la MEI de artropatia periférica
también lo son. De hecho, estrictamente hablando, la artropatia comporta un
edema de la articulaciéon, ademas del dolor, para ser etiquetado de artritis, no
exclusivamente dolor articular (artralgia), como se ha observado en nuestros
registros y en otros muchos, en los que se obtienen altas prevalencias de artropatia
periférica. Por tanto, nuestros pacientes tienen una alta prevalencia de artralgias,
en relacién con su enfermedad, pero no tanto de artritis, cuya prevalencia es
considerablemente menor.

La prevalencia de la mayor parte de las MEIs en nuestros pacientes es
similar a la descrita por otros grupos, tnicamente llamando la atencién que
ninguno de los tres casos de pioderma gangrenoso se dio en pacientes con CU
(que es lo tipico), y que tan s6lo uno de nuestros pacientes tiene colangitis
esclerosante (CEP), cuya incidencia en la literatura es baja (1.5-4%), pero superior a
la nuestra (0.3%) (109). Estudios pormenorizados deberan determinar si se debe a
un infradiagndstico o a una reduccion real de la apariciéon de CEP en los pacientes

con EIIC de nuestra area.
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Del grupo control del estudio de HLA, se hablé previamente,
comentandose que Unicamente se conoce que se trata de poblacién sana, de la
Comunidad Valenciana, habiéndose puntualizado la menor prevalencia de
mujeres, que puede ocurrir al coger un grupo al azar, y que supone, quizas,
encontrar menos diferencias de las que cabria esperar a la luz de nuestros
resultados sobre los haplotipos de riesgo de celiaquia, si se tratase de un estudio
con mayor proporcién de mujeres. No obstante, la prevalencia global de HLA-EC
en controles, como se ha mencionado, es similar a la registrada en otras

poblaciones generales.

B) Analisis de genes HLA:

1. Frecuencia de HLA positivo (HLA-EC):

La hipétesis de la tesis de que los genes HLA-DQ2 y -DQ8, asociados a la
enfermedad celiaca, no son mds frecuentes en la EIIC que en la poblacién general,
es correcta, a la luz de nuestros resultados.

Como se coment6 en los primeros parrafos de la discusién, hay una tendencia
a que la prevalencia de HLA-DQ2.5 y -DQ8 (HLA-EC) sea menos frecuente en los
casos con EIIC que en los controles (34 vs 39%, p=0.0852), mé&s marcada al
comparar exclusivamente las mujeres con EIIC con las mujeres sanas (34 vs 43%,
p=0.0565). Siendo conservador con los datos expuestos, lo que se puede concluir es
que la prevalencia de HLA-EC no es mayor en poblacién con EIIC, pero, a lo que
apunta esa tendencia es a una menor prevalencia del HLA-EC en pacientes con
EIIC. Asi pues, alcanzado el primer objetivo de la tesis, podemos resumir que la
prevalencia de HLA-EC en pacientes con EIIC es del 34%, y que no hay
diferencias significativas con la prevalencia del grupo control (39%), un grupo

amplio de poblacién sana de la Comunidad Valenciana.
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A diferencia de la uniformidad obtenida para el aumento de prevalencia de
EIIC en pacientes con EC (16,136), hay controversia de si ocurre lo contrario. Como
se expuso previamente, Leeds et al observan una prevalencia de celiaquia en
pacientes con EIIC, similar a la poblacién general (22), que iria en consonancia con
nuestros hallazgos al evaluar la prevalencia de HLA-EC, y Casella y cols
encuentran una menor prevalencia de celiaquia en pacientes con EIIC (113), en la
linea de la tendencia de nuestros pacientes, sobre todo de las mujeres.

No obstante, hay que destacar, que en el estudio del grupo italiano del afio
2013 (Casella et al.) no se comparan los resultados con una poblacién control, sino
con cifras publicadas de prevalencia de celiaquia, del 1-2%. Esto puede sesgar la
conclusion de que el 0.5% de prevalencia de celiaquia en sus pacientes con EIIC es
menor que la de la poblacién general, ya que no disponen de la prevalencia real en
poblaciéon sana en el conjunto de sus centros. De hecho, obtienen una prevalencia
de celiaquia en EIIC de 1/200, lo que es similar a la prevalencia de la poblacién
general, adulta, espafiola (4-7,27). Leeds si que utiliza poblacién control, hallando
una prevalencia de celiaquia en el 0.83% de los pacientes y el 0.85% de los
controles, sin diferencias significativas.

En 2013, DiGiacomo y cols, publican un estudio en el que analizan el HLA-
DQ2 y -DQ8 en diferentes patologias gastrointestinales, entre las que figura la
EIIC. Tan sélo analizan 36 pacientes con EII, por lo que no es posible extrapolar los
resultados, aunque son similares a los reflejados en esta tesis. Obtienen que la
prevalencia de HLA-EC en sus pacientes con EIIC es de 38.9% (14/36) y no
obtienen diferencias significativas al compararla con la publicada previamente por
Megiorni de 39% en la poblacién general italiana (23).

Si juntamos los hallazgos de esta tesis, de una prevalencia igual o menor de
HLA-EC en poblaciéon con EIIC, con los de la ausencia de mayor prevalencia de
aparicion de la EC en pacientes con EIIC en los estudios previamente descritos,
podemos afirmar que la EC no es mas frecuente en la EIIC y que, en parte, es
porque el HLA-EC no es mas prevalente en dicha poblacién (como sugeria Leeds
en su estudio, basandose en publicaciones previas sobre alelos sueltos), a

diferencia de lo que se sospechaba hace unos afios. Y es que, aunque ambas
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enfermedades suponen una inflamacién crénica del intestino, con aumento de
permeabilidad y una inmunidad aberrante y excesiva, su diferente base genética
probablemente suponga una interacciéon diferente con el ambiente. Esto queda
reflejado en los resultados del -DQ2.5 y -DQ8 aislados, que muestran que la
presencia de los haplotipos de la celiaquia, pueden incluso conferir protecciéon

frente al desarrollo de la EIIC.

2. Frecuencia de HLA-EC seguin el tipo de EIIC y el sexo:

En los estudios de la relacion de alelos HLA con enfermedades, como vimos en
la introduccién de la tesis, el haplotipo HLA-DR4-DQ8 (86,120,137) parece menos
frecuente en la CU y el DR3-DQ2 (portador de HLA-DQ2.5) en ECr (120), que
globalmente coincide con la tendencia de nuestros pacientes a una menor
frecuencia de HLA-EC que los controles, pero que, al analizar por tipo de EIIC es
lo opuesto de lo que se observa en nuestra poblacién enferma, en la que es menos
frecuente el HLA-DQ2.5 en CU y HLA-DQS8 en la ECr.

Parece encontrarse una distribucion similar en el estudio de Caruso et al,
realizado en 1985, en 41 pacientes sicilianos con CU, en el que se observa una
menor prevalencia de HLA-DR3, pero con un valor p que no alcanza significacion
(138), y en el de De la Concha et al (139), realizado en 1997 sobre 107 pacientes
madrilefios con CU, en los que observaba también una menor prevalencia de
HLA-DRB1*03 (p=0.002) y HLA-DQB1*02 (p=0.001). En el estudio de Satsangi et
al, se observa una menor prevalencia del HLA-DRB1*03-DQB1*02:01 en mujeres
con CU (p=0.037) (140). Goémez-Garcia et al realizan un amplio estudio en
pacientes con CU de Madrid y Granada, y confirman el efecto protector (menor
prevalencia del mismo) del HLA-DRB1*03 y, en menor grado del HLA-DRB1*04,
en dicha poblacién (141), haciendo mencién al estudio de Heresbach et al ya que
estos también encuentran una menor frecuencia de DRB1*03 en pacientes
franceses. Gomez-Garcia y cols sugieren que puede haber un papel protector del
DRB1*03 frente a la CU, en las personas caucasicas originarias del Mediterrédneo.

En una carta al editor, Heresbach et al sugieren que la presencia o ausencia de
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DRB1*03 puede determinar que aparezca una u otra patologia autoinmune (Ej.
Celiaquia o EIIC), e incluso especula sobre que la presencia/ausencia de HLA-
DRB1*03 pueda servir para orientar la etiologia de las colitis (142).

Como el DRB1*03 va habitualmente ligado al DQ2, seria interesante conocer la
prevalencia del DQ?2 en la poblacién espafiola con EIIC, para ver si, al igual que el
DRB1*03, esta disminuido y por tanto actta también como factor protector. Si
efectivamente los heterodimeros DQ2.5 cis y trans estuviesen disminuidos en la
poblacién con EIIC, orientaria a que, atendiendo exclusivamente a la genética,
cuando hay una EIIC, no suele haber una celiaquia, apoyando los hallazgos de
Casella et al (113).

Salvo estudios puntuales como el del japonés Yoshitake y cols (143), la mayor
parte de los trabajos valoran alelos sueltos, sin tener en cuenta los haplotipos
completos (DRB1-DQA1-DQBI...). Y como es evidente en los estudios génicos, el
polimorfismo alélico es variable segtun la poblacion, dificultando la comparaciéon
entre, por ejemplo, el HLA de un paciente con EIIC japonés, de uno espariol.

Como se coment6 previamente, a excepcion del reciente trabajo de DiGiacomo
y cols (n=36) (23), no hemos encontrado ningtn estudio en la literatura en el que
se estudien concretamente los heterodimeros DQa+DQp) relacionados con la
celiaquia (no tnicamente alelos) en pacientes con EIIC, ni en el que se obtenga una
prevalencia de los mismos en la EIIC, ademas de que la mayor parte de estudios
de HLA en EIIC no diferencian por sexos. Dado el alto valor predictivo negativo
del HLA en la celiaquia, la menor prevalencia de los mismos, irfa a favor de una
menor prevalencia real de celiaquia en EIIC. Esta menor prevalencia de HLA-EC
que no es posible garantizar al analizar todos los casos juntos sin diferenciar por
EIIC ni por sexo (p=0.085), va perfilaindose al analizar hombres y mujeres por
separado, llegando a la conclusiéon de que, en mujeres las diferencias van
alcanzando significaciéon (p=0.056), obteniéndose en las pacientes con EIIC un

riesgo relativo de EC de 0.68, y obteniéndose una fraccion preventiva del 14%.

La mayor parte de la literatura en relacién con si la enfermedad celiaca es mas

frecuente en la CU o en la ECr, coincide en que es mas frecuente en la CU
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(22,113,144). En contraposicion, encontramos precisamente un estudio espafnol de
Masachs et al., uno de los pocos estudios que relaciona mas la ECr que la CU con
la EC (19).

En nuestra poblacién, y concretando los resultados correspondientes al
segundo objetivo de la tesis, se observa una menor prevalencia de HLA-EC en
pacientes con CU (32%), que en los que tienen ECr (36%) y en los controles
(39%), con diferencias llamativas al comparar la CU con los controles (p=0.0571),
de forma que, la presencia de HLA-EC, confiere un 11% de proteccién frente al
desarrollo de la CU.

Porcentualmente, esta diferencia de prevalencia global es atin mas evidente
al analizar mujeres exclusivamente, obteniendo una frecuencia del 31% en la CU,
36% en la ECr y 43% en controles, aunque al ser un “n” mas reducido, la p sale
ligeramente menos significativa (p=0.0613). Sin embargo, al analizar los efectos del

HLA-EC sobre la prevalencia de la CU y la ECr, en relacién con el sexo, no se

observan diferencias significativas (p=0.644).

La reduccion porcentual del HLA-EC en mujeres, se justifica
fundamentalmente por la menor prevalencia del heterodimero HLA-DQ2.5cis (el
mas frecuente en pacientes celiacos). La frecuencia de HLA-DQ2.5cis en mujeres
con EIIC es s6lo un 63% de la constatada para las mujeres del grupo control
(p=0.0593). Del analisis de este subapartado (HLA-DQ?2.5cis en mujeres con EIIC),
se obtiene una FP del 9%, lo que significa que el 9% de los factores que pueden
contribuir a proteger frente al desarrollo de una EIIC, los confiere el HLA-
DQ2.5cis, en mujeres. Para ahondar en si todas estas tendencias a que el HLA-EC
sea un factor protector de EIIC, llegan a ser estadisticamente significativas, se
analiz6 la interaccion del sexo, con el tipo de EIIC, en la frecuencia de HLA-EC.

Asi pues, al analizar si la reduccion de la frecuencia se asocia a una u otra EIIC,
se observa que en las mujeres con colitis ulcerosa, la frecuencia de DQ2.5cis se
reduce mds del 50%, dado que se multiplica por 0.459 (p-value asociado = 0.0344).
Esta reducciéon del riesgo de HLA-DQ2.5cis en la CU, no sélo se observa en

mujeres, considerando conjuntamente ambos sexos, la presencia de DQ2.5cis
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reduce significativamente la prevalencia de colitis ulcerosa, siendo la frecuencia de
DQ2.5cis de un 20.28% en los controles frente a un 13.53% en pacientes con CU
(p=0.0319). En esta linea, se obtiene una FP del 7%, indicando que el 7% de los
factores que pueden proteger frente al desarrollo de una CU, los confiere el tener
el HLA-DQ2.5cis. Como es 16gico por todos los resultados de menor frecuencia de
HLA-DQ2.5cis en mujeres, con RR inferiores a la unidad, la FP en las mujeres con
HLA-DQ2.5cis aumenta hasta el 13%.

El analisis global del HLA-DQ2.5 (sin diferenciar por tipo de EIIC), incluyendo
el haplotipo -DQ2.5 cis y trans, indica que el riesgo de HLA-DQ2.5 total en
mujeres con EIIC es s6lo un 69% del constatado para las mujeres del grupo
control, pero, en este caso, la p no es significativa (p-value = 0.1124).

Al separar por tipo de EIIC, y en consonancia con lo hallado exclusivamente
para el HLA-DQ2.5cis, considerando conjuntamente ambos sexos, la frecuencia de
-DQ2.5 (cis y trans) se reduce considerablemente de un 23.74% en los controles a
un 16.43% (p=0.0287) en la CU. Asimismo, en la CU se reduce casi en un 50% la
frecuencia de DQ2.5total en mujeres, dado que multiplica dicho riesgo por 0.513
(p=0.0466), lo que conlleva una FP también del 13% y, por tanto, implica que, ser
mujer con HLA-DQ2.5cis confiere un 13% de proteccién frente al desarrollo de una

Cu.

El HLA-DQ8 también es menos frecuente en los pacientes con EIIC que en los
controles. El 13.13% de los pacientes (60 pacientes) con EIIC lo presenta, frente al
17.50% de los controles (101 controles), con una p de 0.0540. La FP del HLA-DQ8
en la EIl es de 0.048, lo que significa que tener HLA-DQ8 confiere un 5% de
proteccion frente al desarrollo de EIIC.

Como con variables previas, el HLA-DQ8 en mujeres con EIIC es un 65%
del constatado para las mujeres del grupo control, pero sin diferencias
significativas (p-value = 0.1138). Donde si se observan importantes diferencias es
en la valoracion por separado de ECr y CU, en la que se pone de manifiesto que el
HLA-DQS8 es menos frecuente en la ECr. Analizando la frecuencia de HLA-DQS8

en todos los pacientes con ECr (ambos sexos), se observa que tan solo el 11.20% (28
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pacientes) presentan el HLA-DQS8, a diferencia del 17.50% (101 personas) de los
controles (p=0.0217). La FP del HLA-DQS8 en la ECr es del 7%, con lo que, la
contribucién conferida por el HLA-DQS8 como proteccion al desarrollo de la
enfermedad de Crohn es del 7%.

Al diferenciar por sexos, observamos una significativa reduccién de la
frecuencia del HLA-DQ8 en mujeres, tanto con ECr como con CU, pero, en
hombres, esta diferencia se presenta tiinicamente si tienen ECr y no si padecen CU,
reduciéndose la frecuencia de HLA-DQS8 al 51% si son enfermos de Crohn. Por
tanto, si diferenciamos por sexos y tenemos en cuenta exclusivamente el grupo de
mujeres, en la CU también se reduce la frecuencia de HLA-DQS8, que algunos

estudios apuntan incluso como factor protector (86).

Resumiendo el apartado de haplotipos de EC, en nuestra poblacién, la
tendencia a la reducciéon del HLA de riesgo de celiaquia en pacientes con EIIC, se
debe fundamentalmente a una disminucién significativa en el nimero de
pacientes con CU con HLA-DQ2.5, y de enfermos de Crohn con HLA-DQS8. Las
fracciones preventivas que oscilan entre el 5 y el 14%, sugieren que los haplotipos
relacionados con la celiaquia, protegen frente al desarrollo de la EIIC de forma
global, y, concretamente, el HLA-DQ2.5 frente a la aparicion de CU y el HLA-DQ8
frente al inicio del Crohn. Estas fracciones preventivas bajas, se explican porque la
ECr y la CU son enfermedades multifactoriales, que incluyen muchos fenotipos, y
en las que, salvo excepciones (ej. Familias con genes concretos alterados como el
de la IL-10), interaccionan varios factores para que se produzca la enfermedad.

Dado que el HLA-DQ2.5 es el mas frecuente y el mds estrechamente
relacionado con la celiaquia, nuestros resultados pueden hacer pensar que el
riesgo de celiaquia es menor en pacientes con EIIC y, por tanto, también lo sera su
expresion. Convendria realizar estudios amplios con biopsias duodenales de
pacientes espafioles con EIIC para comprobar si, al igual que se observa en el
estudio italiano de Casella y cols (113), la prevalencia de EC en la EIIC es menor
que en la poblacion general. A juzgar por nuestros resultados de una menor

frecuencia de HLA-DQ2.5 en la CU, es posible que nuestra poblaciéon tenga una

160



distribucién diferente a la de estudios como el de Casella et al, en el que la
prevalencia de EC era mayor en CU que en ECr, pero en consonancia con el
estudio de Masachs (19), todo ello dicho y tomado con la cautela que brindan los

estudios genéticos en una enfermedad multifactorial como la celiaquia.

Como vimos en la Introduccién de esta tesis, el papel del dimero HLA-DQ
2.2, codificado por el haplotipo DQA1*02:01+DQB1*02:02, es controvertido en lo
referente a su contribucién a la predisposicion a celiaquia. Hay una mayoria de
detractores del papel de predisposicion a la EC del HLA-DQ2.2 (40), incluso
alguno sugiere que pueda tratarse de un factor protector (37), pero también hay
algtin autor que observa que claramente predispone a la EC (42).

En el metandlisis de Stokkers y cols, se observa una asociacion positiva del
HLA-DRB1*07 en pacientes con ECr(120), gen que habitualmente va
estrechamente ligado al haplotipo HLA-DQA1*02:01+DQB1*02:02. En el estudio
italiano de Lombardi y cols de 2001, también observan que el haplotipo DRB1*07-
DQB1*0202 era el mas frecuente en su poblacién (145). La frecuencia de HLA-DR7
en la poblacién europea con ECr es elevada (86,146,147), oscilando entre el 5 y
29%, a diferencia de la japonesa, en la que sélo se encuentra en el 1% de los
enfermos (86).

En nuestro estudio, se observa que la frecuencia de HLA-DQ2.2 se
incrementa en un 73% en los pacientes con enfermedad de Crohn (Odds
Ratio=1.73139, p= 0.001). El riesgo relativo de ECr en pacientes con HLA-DQ2.2 es
de 1.75, lo que hace que se calcule la fraccién etiolégica (15%) que tener este
dimero supone para la apariciéon de ECr. Asi pues, la contribucién conferida por el

HLA-DQ2.2 como factor de riesgo al desarrollo de ECr es del 15%.

El 31% de los hombres y el 37% de las mujeres con ECr, tienen el HLA-
DQ2.2, mientras que tan solo el 26 y 24% de los hombres con CU y controles,
respectivamente, y el 20 y 21% de las mujeres con CU y controles lo presentan. El
efecto de mayor frecuencia del HLA-DQ2.2 en la ECr es mas marcado en mujeres

que en hombres (p=0.0171), al comparar los enfermos de Crohn con los de colitis
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ulcerosa o los controles, pero, comparando directamente hombres y mujeres con
ECr, no se observan diferencias significativas en la prevalencia.

Al igual que en otros estudios europeos, como el espafiol de Ferndndez et al,
(148) en los que el HLA-DRB1*07 se encuentra en una elevada proporcion de
enfermos de Crohn con afectacion ileal, en nuestra poblacién con EIIC hay una
elevada frecuencia de HLA-DQ2.2 entre los pacientes con enfermedad de Crohn
de localizacién ileal (35.5% de los enfermos con Crohn ileal tienen el HLA-DQ2.2).

La aparicién de este haplotipo como factor de riesgo para el desarrollo de la
ECr, plantea varias cuestiones a resolver en estudios futuros: jel -DQ2.2 es un
factor de riesgo de ECr pero no de EC? ;Puede ser muy indicativo de un fenotipo
concreto de ECr, si logrdsemos subdividir adecuadamente? ;Es més prevalente en

familias que tienen algtin enfermo de Crohn?

La debilidad de las asociaciones entre los haplotipos y la protecciéon o el
riesgo de desarrollo de la EIIC que confieren los haplotipos significativos, puede
deberse a mdltiples factores. En primer lugar, que se trate de enfermedades de
etiologia multifactorial (con varios genes y factores ambientales), hecho
frecuentemente comentado al estudiar la EIIC, y, en segundo lugar, que haya una
heterogeneidad de la enfermedad no reconocida (149), o, quizas, que se trate de
genes de susceptibilidad de baja penetrancia genética. Es probable, que tanto la
ECr (sobre todo) como la CU, se puedan subclasificar, como se intenta con las
clasificaciones fenotipicas (ej. La de Montreal), y que la predisposicién genética
varie entre los subgrupos, de forma que haya algin subgrupo muy relacionado
con genes HLA, por ejemplo, y otro no. Si ademds existe un componente de
similitud del epitopo con determinados antigenos externos (ej. Gérmenes), las
diferencias genéticas entre subgrupos, pueden ser determinantes en la interaccion

gen-ambiente, tan mencionada en la EIIC.
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3. Expresion de diferentes alelos seguin se trate de enfermos con ECr, con CU o controles

sanos.

Hay un creciente interés por encontrar marcadores serolégicos y moleculares
que diferencien la ECr de la CU (86), que, hasta el momento no se han encontrado
consistentemente en el HLA. Ambas EIICs comparten algunos alelos HLA en los
estudios genéticos, lo cual podria ser una de las explicaciones de la mayor
frecuencia de ambas enfermedades en una misma familia y, por ejemplo, la
localizacion colénica del Crohn con DRB1*01:03 y B*52, que también son
frecuentes en la CU. Dado que hay ostensibles diferencias en el mapa del HLA de
las diferentes razas y grupos de poblaciones, para obtener respuestas certeras
sobre la agrupaciéon o no de alelos, se aconseja estudiar poblaciones homogéneas
(86), del mismo grupo racial y étnico. De la misma forma, para evitar los errores
del estudio de multiples comparaciones en la misma poblacién, el andlisis
estadistico de los estudios de HLA sugiere el uso de correcciones (149), como la de
Holm-Bonferroni, de forma que lo que se acepta como significativo, lo sea
realmente y no debido al azar. Estas restricciones, conllevan el riesgo de no
aceptar como significativas asociaciones que si lo sean, pero, quizas por tamafio
muestral insuficiente, no alcancen niveles de significacién en el estudio.

En nuestro estudio, realizado sobre una poblacién homogénea de caucasicos de
origen Valenciano, al analizar los alelos de los 1034 casos, si que encontramos
grandes diferencias que se plasman en los graficos de factores observando una

agrupacion de alelos diferente en funcion de si se trata de ECr, CU o controles.
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Columnas en el espacio de los Factores 1y 2
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Figura 3.1. Representacion de la distribucion de los grupos (ECr, CU  controles) segtn los

alelos DQA1 més frecuentemente hallados en cada grupo.
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Figura 3.2. Agrupacion alélica que diferencia la ECr, CU y los controles, segtin sus alelos

DQBI1.

La técnica utilizada para determinar el tipaje HLA (PCR-rSSO) ha sido de
intermedia resolucién, lo que ha conllevado que algunos casos se describan como
grupos génicos (utilizando una nomenclatura de dos digitos), y otros como alelos
especificos (nomenclatura de cuatro digitos) (40). Esto nos ha obligado a prescindir
de algtin caso suelto (como un DQA1*05 y un DQB1*02) y de reagrupar otros

tantos en la misma proporcién en la que estdn los demas (por ejemplo, los 11
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DQA1*03 obtenidos se han distribuido proporcionalmente entre el DQA1*03:01,
*03:02 y *03:03). Prescindir de tantos casos (34 DQA1*01 y 11 DQA1*03), habria
conllevado un sesgo. Dicho sesgo se disminuye al redistribuirlos en funcion de las
proporciones alélicas de nuestra muestra, porque, todos ellos, correspondian a

HLA de pacientes con EIIC no de controles.

Al analizar la frecuencia de los alelos DQA1 en la ECr y la CU, se observa que,
en la ECr, los alelos més frecuentes, en orden de frecuencia de mayor a menor,
son: el DQA1*02:01 (supone el 22% de los alelos DQA1 de la ECr), *05:05 (16%),
*01:02 (15%), *01:01 (12%) y *05:01 (11%). En la CU, los alelos mas frecuentes son:
DQA1*05:05 (18%), *02:01 (17 %), *01:02 (15%), *01:01 (12%) y *01:03 (11%).

La diferencia de la CU respecto de los controles, se debe a una mayor
frecuencia relativa de DQA1*04:02 (aunque el n es muy bajo), *01:04 y *01:03 y una
menor frecuencia relativa de DQA1*03:02, *05:01, *05:03 y *01:05, mientras que, la
diferencia de los pacientes con ECr respecto al resto se debe fundamentalmente a
una mayor frecuencia relativa de DQA1*02:01 y a una menor frecuencia relativa
de 01:04 y 05:03. Algunos alelos diferencian claramente a un grupo de otro, pese a
ser poco frecuentes (Ej. DQA1*04:02) porque hay grandes diferencias entre grupos,
como por ejemplo con el HLA-DQA1*01:04, que aparece en el 513% de los
pacientes con CU y tan s6lo en el 1.60% de los ECr.

En la CU, son inicialmente significativas la mayor frecuencia de DQA1*01:03 y
*01:04 (p=0.0547 y p=0.0024, respectivamente) y la menor frecuencia de aparicién
del DQA1*05:01 (p=0.0237). De cara a nuestro analisis prioritario de la frecuencia
del HLA de riesgo de celiaquia en la EIIC, la disminuciéon del DQA1*05:01 en la
CU, es lo mas llamativo, ya que, como hemos visto en varias ocasiones, forma
parte del haplotipo caracteristico de la celiaquia, pero, tras la correccién de Holm-
Bonferroni, deja de ser una reducciéon estadisticamente significativa, quedando
Unicamente como significativo el aumento de DQA1*01:04 en la CU (p=0.036).
Esto, podria deberse a un tamafio muestral insuficiente para determinar estas
diferencias, ya que el estudio se disefi¢ para confirmar o rechazar la hipétesis, y

diferenciar entre la prevalencia global de HLA-EC en casos y controles. Puesto que
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el “n” final ha resultado grande, nos permite diferenciar entre tipos de EII y por
sexo, pero, al subanalizar por alelos sueltos, aunque se trate de uno de los estudios
de HLA de mayor tamafio muestral en la EIIC, puede ser suficiente para resaltar
las asociaciones mas significativas en nuestra poblaciéon con EIIC, pero no para
todas las relevantes. Para ello, serian necesarios estudios especificos posteriores
que buscasen la relacién alelo-tipo de EIIC o fenotipo.

En la ECr, acorde con resultados previamente discutidos, el DQA1*02:01 es
mas frecuente en la ECr (p=0.0028), alelo que codifica la regiéon a del dimero HLA-
DQ2.2, aumentado en nuestra poblacién con ECr. La asociaciéon entre ECr y
DQA1*02:01, se mantiene tras el test de Holm-Bonferroni, con una p=0.0392, lo
que cuadra con la observaciéon de que el HLA-DQ2.2 es mas frecuente en la ECr y
que tener el mismo aumenta el riesgo de padecer una ECr.

El alelo DQA1*03:02, que es mas frecuente en los controles que en la EIIC,
apareciendo en 2 ECr y ningtin enfermo con CU, pierde significacién al corregirse

la p (pasa de un p=0.0185, a una p=0.2405 con el Holm-Bonferroni).

Para el DQBI, la distribucién de los alelos en la EIIC es la siguiente: en la ECr,
DQB1*02:02 (19%, bastante mas frecuente en la ECr que en la CU y controles,
p=0.08, corregida), *05 (19%), *03:01 (18%), *06 (18%) y *02:01 (11%), mientras que
en la CU, el orden es *06 (22%), *05 (20%), *03:01 (20%), *02:02 (14%) y *02:01 (7%).

En los graficos de factores (figuras 3.1 y 3.2 de la discusiéon y figuras 7.1 a
7.6 del apartado 7 de Resultados), se observa que la ECr y la CU difieren entre si 'y
de los controles. La diferencia de los enfermos de Crohn respecto de la CU y los
controles, se debe fundamentalmente a una mayor frecuencia relativa de
DQB1*02:02 (que era de esperar por presentar una mayor prevalencia de HLA-
DQ2.2, es decir, de HLA-DQB1*02:02-DQA1*02:01) y DQB1*03:03, y una menor
frecuencia relativa de DQB1*03:02 y *06. Nuestros resultados van en la linea con
los hallados en el grupo de pacientes franceses afectos de ECr de Danzé et al., en

los que se observé una mayor prevalencia de HLA-DRB1*07 (estrechamente ligado

al DQB1*02:02 y DQB1*03:03) y menor de HLA-DQB1*06:02 y *06:03 (146).
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La colitis ulcerosa se diferencia sobre todo de los controles y, en menor
grado, del Crohn, porque presenta una menor frecuencia relativa de DQB1*02:01
(lo que también concuerda con los resultados previamente expuestos de una
menor frecuencia de HLA-DQ2.5) y, en menor grado, a una mayor frecuencia

relativa de DQB1*02:02 y *05.

El estudio de Yoshitake et al, mencionado previamente, es un buen ejemplo de
estudio con poblacién homogénea, en el que también se observan diferencias entre
la CU y la ECr, pero al ser japonés, los resultados no son los mismos que los que
obtenemos en nuestro estudio. Presentan algin dato similar, como la mayor
frecuencia de HLA-DQA1*01:03 y menor de DQA1*03:02, en la CU (143), pero los
demas alelos con los que encuentran una relacién positiva o negativa, difieren de
los hallados en nuestra poblacion.

Trachtenberg y cols. (150), analizando los alelos DRB1, DQB1 y DQA1 de una
poblacién caucésica americana, y diferenciando entre judios Ashkenazi con EIIC,
caucasicos no judios con EIIC y poblacién control, encuentran relaciéon entre la
EIIC y un haplotipo formado por DQA1*05:05-DQB1*03:01 y DQA1*01:01-
DQB1*05:01. Ninguno de los alelos incluidos en estos haplotipos se ha mostrado
més prevalente en nuestra poblacion. Asimismo, encuentran el haplotipo
DRB1*04:04-DQA1*03:01-DQB1*04:02 en 10 sujetos, 8 pacientes con EIIC (7 ECr y
1 CU) y 2 controles. En un estudio de Nakajima (151), sobre una muestra de 90
pacientes y 336 controles japoneses, también se observa una asociacién positiva de
la EIIC con el alelo DQB1*04:02. Encuentran otras asociaciones, que no se
confirman en nuestra poblacién, quizas por la variabilidad genética. Estos estudios
reflejan lo dicho, los estudios HLA requieren realizarse en una poblaciéon
homogénea y no son extrapolables de una etnia a otra, de ahi la importancia de
este proyecto, no solo para cumplir los objetivos principales, que lo distinguen de
otros estudios (determinar la prevalencia de HLA-EC en la EIIC, por subtipos de
EIIC y en relacion con el sexo, comparandola con poblacién control), sino para dar
una idea de los alelos mas prevalentes en nuestra poblacién con EIIC y de su

relaciéon con determinados fenotipos.
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En nuestro estudio, el DQB1*04:02 se hall6 en 7 pacientes con EIIC (2 ECry 5
CU) y en ningtn control, aunque posteriormente no se analiza su significacién
porque es necesario reagrupar los DQB1*04 en dos digitos. Quizas, en un segundo
estudio con todos los alelos determinados con PCR de alta resolucion, se pueda

observar si hay diferencias significativas en la frecuencia de este alelo.

El resultado mas relevante del estudio de los alelos en la EIIC, es la
comprobacion de que la ECr y la CU presentan alelos HLA diferentes, que apoya
la corriente que considera que son entidades francamente distintas, aunque se
traten de forma similar en la actualidad, por no disponer de un diagnoéstico y

tratamiento etiolégico.

4. Relacion entre los alelos y la expresion fenotipica de la EIIC:

Estudiamos también la relacion de los alelos con la extensiéon de la EIIC, el
patron de la ECr, las complicaciones y las manifestaciones extraintestinales (MEIs).
Heresbach y De la Concha (139,142) encuentran que el HLA-DQB1*02 es
menos frecuente en pacientes con EIIC més extensa, dandolo incluso como factor
protector, contrastando con el estudio de Satsangi et al que observa una mayor
frecuencia de HLA-DRB1*03-DQB1*02 en pacientes con CU extensa (140).
Heresbach et al (aho 1996, Francia) observan que el HLA-DRB1*03:01-DQB1*02:01
es menos frecuente en pacientes con ECr que toman azatioprina y en pacientes con
CU sometidos a cirugia (142). Un afio mas tarde, en Espafia, De la Concha et al
encuentran una menor frecuencia de aparicién del HLA-DQB1*02 en pacientes con
pancolitis ulcerosa (139). Contrastando con esto, como mencionamos, esta el
estudio britdnico de Satsangi et al que observan una menor prevalencia del HLA-
DRB1*03-DQB1*02 en mujeres con CU distal, siendo mas frecuente en CUs
extensas (140).
Nosotros observamos una menor frecuencia de HLA-DQB1*02:01 en la EIIC, a
expensas de la CU, pero una mayor frecuencia de aparicion del HLA-DQB1*02:02,

por la mayor prevalencia de dicho alelo en la ECr. Estos datos van a favor de lo
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expuesto previamente, de una frecuencia menor de HLA-DQ2.5cis en la CU y
mayor de HLA-DQ2.2 en pacientes con ECr.

En la revision de Ahmad et al (80), se comenta la observaciéon de que el
haplotipo DRB1*04:01-DQB1*03:01 tiene un papel protector en la CU, cosa que
nosotros no observamos. De hecho, lo que plasma nuestro estudio es que, en
nuestra poblacién con CU, el HLA-DQB1*03:01 se relaciona con el fenotipo de
colitis extensa (p=0.0049, p corregida de 0.0392). De los 55 pacientes con CU con
HLA-DQB1*03:01, 44 tienen una colitis extensa. Aunque en los pacientes con CU
de nuestro estudio, es més frecuente la colitis extensa de por si, lo que a priori
podria inducir a error, se comparan las frecuencias relativas de los distintos
fenotipos, suponiendo este alelo el 35% de los alelos de HLA en pacientes con
colitis extensa, pero tan s6lo el 15% de las izquierdas y el 11% de las proctitis.

En nuestra muestra, se observa una relacion entre el HLA-DQA1*02:01 y la
extensiéon de la CU, cuya frecuencia relativa en los casos de colitis izquierda
(25.45%) es superior a la constatada para la colitis extensa (12.2%) y la proctitis
(6.25%), pero que pierde significado estadistico al corregir la p mediante el Holm-
Bonferroni, pasando de tener un p-value de 0.0441 a 0.5292.

En nuestra poblacion, no encontramos diferencias significativas, con p<0.05, al
analizar los alelos en relacion con el patrén y la extension de la ECr.

En cuanto a las complicaciones, se observa que los pacientes con DQB1*06
tienen menos frecuentemente complicaciones y que los portadores del
DQB1*02:02, més. Estas relaciones dejan de ser estadisticamente significativas al
aplicar la correccion de Holm-Bonferroni. Teniendo en cuenta que 46 de los 54
pacientes con complicaciones (hemorragia, megacolon, perforacién o absceso
intraabdominal), son enfermos de Crohn, y que, en estos, es mds frecuente el
HLA-DQB1*02:02 y menos el HLA-DQB1*06, los alelos asociados con las
complicaciones, pueden serlo por estar relacionados positiva o negativamente,

respectivamente, con la ECr.

Determinados genes de susceptibilidad en el complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) (HLA, cromosoma 6) parecen ligados al desarrollo de
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manifestaciones extraintestinales. En la enfermedad de Crohn, la comorbilidad
extraintestinal es mas frecuente en pacientes con HLA-A*02, HLA-DRB1*01 y
HLA-DQB1*05, mientras que en la colitis ulcerosa los alelos HLA-DRB1*01:03,
HLA-B*27 y HLA-B*58 estan relacionados con manifestaciones articulares,
cutdneas y oculares (109). Entre el 50 y 80% de los pacientes con EIIC con
espondilitis anquilosante son positivos para el HLA-B*27. Ademas, el haplotipo
HLA-B*08-DRB1*03 se asocia con colangitis esclerosante primaria y otras
enfermedades autoinmunes en pacientes con colitis ulcerosa (109). En nuestro
grupo, no s6lo es menos frecuente el HLA-DQB1*02 (que suele ir ligado al
DRB1*03), sino que no hay ningtn paciente con colangitis esclerosante.

Las MEIs son menos frecuentes en pacientes con HLA-DQB1*03:03. Al
analizar especificamente los distintos tipos de MElIs, se observa una tendencia a
que los portadores del HLA-DQB1*04 tengan artropatia periférica menos a
menudo. Esta tendencia parece confirmarse al analizar la artropatia T1,
pauciarticular, en la que tan sélo 1 de los 23 pacientes portadores del DQB1*04,
presenta artropatia tipo 1. Tras la correcciéon para comparaciones mdaltiples,
ninguna MEI muestra asociacién significativa con los alelos HLA.

La tnica otra relacién de una MEI con un alelo cuya significacion alcanza
un valor inicial menor que 0.05 es el DQA1*01, mas frecuente en pacientes con
sacroileitis, significaciéon que se pierde con el test de Holm-Bonferroni.

El DQB1*05 es el alelo mas frecuente en los pacientes con espondilitis, pero
sin alcanzar significacion al compararlo con los pacientes que no tienen
espondilitis. Se observa también una tendencia a una mayor prevalencia relativa
de DQA1*05:01 y DQB1*02:01 en pacientes con MEIs oculares respecto de los que
carecen de ellas. Hay que tener en cuenta que, dado que el “n” de cada MEI es
muy reducido, los valores “p” pueden salir diferentes a lo que serian realmente,
con una muestra suficientemente grande.

Como en la gran mayoria de los escasos estudios publicados sobre la
relaciéon del HLA-DQ con las MEIs de la EIIC, los resultados, significativos o no,
hay que tomarselos con cautela, porque la tipificacion de las MEIs (sobre todo las

articulares) no siempre es adecuada, mezcldndose la literatura, por ejemplo, de
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artralgias y artritis. Ademds, como en casi todos los estudios, incluyendo alguno
tan bien detallado como el de Orchard et al (152), el “n” es insuficiente para
obtener conclusiones determinantes.

Hacen falta estudios con mayor ntmero de pacientes, con MEIs, para
confirmar el efecto protector del HLA-DQB1*03:03 (menos MEIs en portadores del
mismo) y del HLA-DQB1*04 (menos artropatia tipo 1), y la relacién positiva (de
riesgo) del HLA-DQA1*01 con la sacroileitis, y quizds confirmar o descartar los

que muestran una tendencia sin llegar a ser significativos en nuestro estudio.

Numerosos loci han sido asociados tanto con EIIC como con la celiaquia (por
ejemplo los cercanos a la IL2 e IL21 (chr4q21) y la ILISRAP) (153), pero, a juzgar
por nuestros resultados, el HLA-DQ no suele coincidir. ;Esto hara que si
determinadas regiones génicas cercanas estan afectas (Ej. la del TNF localizada en
la region III del HLA), se tienda a presentar una u otra enfermedad?

Adentrandonos en la era “post-genémica”(80), segiin algunos autores, el
siguiente paso es, no solo ver la interacciéon de la genética con el ambiente, sino
también la interaccion de los genes entre si, como ya han hecho algunos
investigadores espafioles analizando la interaccion del CD209 con el HLA-
DRB1*03 de algunas CU (154).

Si la celiaquia es menos frecuente en pacientes con EIIC, estamos empezando a
ver lo contrario de lo que se exponia en las revisiones (8) cuando iniciamos esta
tesis, que afladian la EIl como predisponente de la EC. Con los estudios de
expresion varias veces expuestos en esta tesis, y que han sido publicados durante
la realizacion de la misma, y los resultados genéticos presentados aqui, podemos
confirmar que la enfermedad celiaca no es mas frecuente en la EIIC, y que

probablemente sea incluso menos prevalente.
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VI. CONCLUSIONES

Las conclusiones se agrupan, a continuacién, siguiendo el esquema

planteado por los objetivos de la tesis. En ellas, la mas relevante, es la que acepta

la hipotesis de la tesis como cierta, que el HLA-EC no es mas frecuente en

pacientes con EIIC que en la poblacién general.

1. Frecuencia de HLA de riesgo de celiaquia (HLA-EC):

1)

Las moléculas HLA-DQ2 y -DQ8, asociadas a la enfermedad celiaca, no son

mas frecuentes en la EIIC que en la poblacién general.

La frecuencia de HLA de riesgo de celiaquia (HLA-DQ2.5cis y trans, y
HLA-DQS8) en pacientes con EIIC es del 34%, con una tendencia a ser
menor pero sin mostrar diferencias significativas al compararla con la de
los sujetos sanos (frecuencia de 39% de HLA-EC en sujetos sanos caucasicos

de la Comunidad Valenciana).

2. Frecuencia de HLA-EC seguin el tipo de EIIC y el sexo:

1)

Al comparar exclusivamente las mujeres con EIIC con las mujeres sanas,
se observa una tendencia a que existan mayores diferencias entre las
frecuencias de HLA-EC (34% en pacientes con EIIC vs 43% en mujeres
sanas), hasta el punto de que la presencia del HLA-EC acttia como factor

protector del desarrollo de una EIIC en mujeres (RR=0.68 y FP=14%).

Teniendo en cuenta el HLA-EC global (incluyendo -DQ2 y -DQ8), se

observa una menor frecuencia del mismo en pacientes con CU (32%), que
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en los que tienen ECr (36%) y en los controles (39%), con diferencias
llamativas, pero no estadisticamente significativas, al comparar la CU con
los controles. Se pone de manifiesto que la presencia de HLA-EC confiere

un 11% de proteccion frente al desarrollo de la CU.

El HLA-EC tiende a ser menos frecuente en CU fundamentalmente
porque el HLA-DQ2.5cis es mucho menos frecuente en dicha patologia
(FP=7%), de forma mas evidente en mujeres con CU. Teniendo en cuenta
también el HLA-DQ?2.5trans, se mantiene la reduccién en la frecuencia,
pudiendo considerarse el HLA-DQ2.5 como factor protector.

Se ha observado que, en las mujeres con colitis ulcerosa, la frecuencia
de DQ2.5cis se reduce mas del 50% (dado que multiplica dicho riesgo por
0.459 - factor de proteccion-), con resultados similares al analizar
conjuntamente con el HLA-DQ?2.5trans. Los datos obtenidos indican que ser
mujer con HLA-DQ2.5 (cis y trans) confiere un 13% de proteccion frente al

desarrollo de una CU.

El HLA-EC tiende a ser menos frecuente en EIIC, no sélo por la menor
frecuencia de HLA-DQ2.5, sino también por la del HLA-DQS8, que es
significativamente menos frecuente en pacientes de ambos sexos con ECr y
en mujeres con CU, pudiendo también valorarse como factor protector,
sobre todo en la ECr. Se observa que la contribucién conferida por el HLA-

DQ8 como proteccién al desarrollo de la enfermedad de Crohn es del 7%.

El HLA-DQ2.2 es un factor de riesgo de la ECr. Se ha observado que la
frecuencia de HLA-DQ2.2 se incrementa en un 73% en los pacientes con
ECr de nuestra zona. El riesgo relativo de ECr en pacientes con HLA-DQ2.2
es de 1.75 y la fraccion etiolégica conferida por el HLA-DQ2.2 como factor
de riesgo al desarrollo de ECr es del 15%.
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3. Expresion de diferentes alelos segiin se trate de enfermos con ECr, con CU o controles

sanos.

La distribucién de los alelos DQA1/DQB1 difiere segtin se trate de un sujeto
sano (control), con ECr o con CU. Las diferencias relativas entre unos y otros,

en sujetos caucasicos de nuestra area, son las siguientes:

- La ECr tiene una mayor frecuencia relativa de HLA-DQA1*02:01
(diferencia significativa), DQB1*02:02 y DQB1*03:03, y menor de
DQA1%01:04, DQA1*05:03, DQB1*03:02 y DQB1*06.

- La CU presenta una mayor frecuencia relativa de HLA-DQA1*01:03,
DQA1*01:04 (esta tltima con diferencias significativas), DQB1*02:02
y DQB1*05, y menor de DQA1*03:02, DQA1*01:05, DQA1*05:03,
DQA1*05:01 y DQB1*02:01.

4. Relacion entre los alelos y la expresion fenotipica de la EIIC:
El tnico alelo que muestra una relacién estadisticamente significativa con el
fenotipo de la EIIC, tras aplicar la correccion de Holm-Bonferroni, es el

HLA-DQB1*03:01, que se relaciona con el fenotipo de colitis ulcerosa

extensa.
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VII. INVESTIGACION FUTURA

Como de toda tesis, salen nuevas tesis, de la ejecuciéon de ésta surgieron
muchas dudas e hipoétesis. Asi pues, como estdbamos estudiando el HLA como
herramienta de diagndstico en la EIIC, nos planteamos si la serologia celiaca y las
biopsias duodenales servirian para diagnosticar una celiaquia en un paciente con
EC, y puesto que, segun la bibliografia, existen errores diagnésticos utilizando
estos en la EIIC (que es lo que se habia hecho en otros estudios), nos
preguntdbamos si podiamos encontrar una herramienta 6ptima (facil y de bajo

coste) para facilitar el diagndstico anatomopatolégico.

El diagnoéstico de una EC en un paciente con EIIC puede resultar complejo
(20) puesto que la clinica puede ser parecida, los anticuerpos pueden estar
alterados y las lesiones anatomopatolégicas pueden ser similares (60).

Segun diversos estudios, en la EIIC los anticuerpos utilizados para el
cribado y control de cumplimiento del tratamiento de la EC (AGA, EMA y
AAtTG), pueden estar falsamente disminuidos (por inmunosupresiéon
farmacolégica) o, lo que es mas frecuente, falsamente aumentados (155-157). Se ha
relacionado la apariciéon de auto-anticuerpos con la mayor gravedad de la lesion
intestinal (155) y con el uso de Infliximab (anti-TNFa) (22).

La lesion anatomopatolédgica sugestiva de celiaquia es caracteristica pero no
patognomonica. Puede aparecer en otras patologias, entre las que cabe destacar la
ECr. En la enfermedad de Crohn de intestino delgado puede aparecer una atrofia
vellositaria y un aumento de linfocitos intraepiteliales, que puede ser dificil de
distinguir de una EC. Si ya existe controversia sobre si tratar o no lesiones leves de
mucosa (Marsh 1 y 2), mas atin si hay dudas de si las lesiones son achacables a la
ECr. Ademas, puesto que la medicacion para la EIIC tiene como objetivo reducir la

inflamacion (corticoides, 5-ASA, inmunosupresores y anti-TNF), la lesion mucosa
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de la EC también puede mejorar, sin llegar a curarse, salvo que se diagnostique y
se retire el gluten de la dieta, y, por tanto ser atin més inespecifica. Todo ello sin
tener en cuenta la distribucién parcheada intrinseca a la celiaquia, que puede dar
falsos negativos si no hay suficientes muestras de tejido duodenal o yeyunal(28).
Por ello, como vimos en la introduccion, se han buscado alternativas para precisar
el diagnostico: endomicroscopia, sobrenadante de anticuerpos o transglutaminasa

en biopsia, etc.

Viendo que obteniamos unas diferencias en la prevalencia de HLA-EC, nos
planteamos lo que Leeds y Casellas, si la prevalencia de la expresiéon de la
celiaquia también estaria reducida o seria similar a la de la poblacion general vy,
afladiendo un matiz: si realmente somos capaces de distinguir una atrofia
duodenal de un celiaco respecto de la de un Crohn.

De la serologia, hemos obtenido una prevalencia de serologia celiaca
positiva en nuestros pacientes con EIIC, del 1.2% (hasta el momento, se han
estudiado 418 pacientes con EIIC), similar a la media nacional (1.39%, descrita por
Mariné), lo que concuerda con los resultados globales de una prevalencia de HLA
de riesgo de celiaquia similar, aunque discretamente inferior, a la poblacion
general.

De las endoscopias y estudio anatomopatolégico, apenas hay resultados
preliminares, ya que de aqui surge parte de la investigacion futura. Se han
realizado endoscopias digestivas altas, con toma de biopsias, a 55 pacientes, de 43
afios de edad media, siendo el alto porcentaje de diagnostico de atrofia duodenal
(12.5%) poco valorable, por el escaso ntimero de pacientes incluido hasta el
momento, y porque acceden mds rapidamente a la realizacién de endoscopias, los
pacientes sintomaticos.

Este pequefio grupo de pacientes, tiene un 19% de test de ureasa del
Helicobacter Pylori positivo, muy inferior al de la poblaciéon general de 40 a 50 afios,
que oscila entre el 37 y 80%, segiin estudios. De momento, concuerda con lo
expuesto por Sonnenberg. Sonnenberg et al hacen un estudio muy amplio, en el

que observan que la infecciéon por HP es menos frecuente en pacientes con EIIC.
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Sugieren incluso un papel en la patogenia de la enfermedad. Sea por la propia
enfermedad que favorece la colonizacién por cepas diferentes a las habituales o
simplemente conlleva la menor infeccién por los gérmenes mas frecuentes en la
poblacién general, o porque son pacientes generalmente tratados con inhibidores
de la bomba de protones y a menudo también con antibiéticos de amplio espectro,
la realidad es que el HP parece menos prevalente en pacientes con EIIC, tanto en el
estudio de Sonnenberg como en nuestros primeros resultados.

Teniendo en cuenta la importancia de la transglutaminasa (tTG) en la EC, y
los estudios comentados en la introduccion, a favor y en contra de una diferente
distribucién de la transglutaminasa en la mucosa de pacientes celiacos respecto de
controles (sin EIIC), hemos decidido analizar el grado de tincién y la distribucion
de la tTG en los enterocitos de pacientes celiacos, con ECr y CU, mediante técnicas
inmunohistoquimicas (usando anticuerpo anti-transglutaminasa -TGasel-Kit
LSAB2, Santa Cruz Biotech, Ca USA-), en todas las muestras duodenales. La
descripcion de la técnica de inmunohistoquimica viene detallada en el Anexo 3.

Como no existe ninguna clasificaciéon publicada del grado de tincién, se ha
decidido crear una de fécil aplicacién, con la que dos observadores (un anatomo-
patologo experto, especializado en aparato digestivo, y la doctoranda) han
coincidido en la practica totalidad de la descripcién de las muestras, analizadas
hasta el momento.

Asi pues, para el estudio inmunohistoquimico de determinacion cualitativa
de la transglutaminasa, se clasificaron las muestras en funcién de la intensidad de
la tincién, en 0, 1, 2 y 3 para el citoplasma y 0, 1, 1 heterogéneo, 2 y 3, para
describir el ribete (borde en cepillo). Se afiade el “1 heterogéneo” (1.5 en las tablas)
para describir el ribete que estd tefiido intermitentemente con una intensidad
mayor que el 1 y menor que el 2.

Analizando primero, de forma global, el conjunto de 66 muestras de las que
se dispone actualmente (54 pacientes con EIIC -34 ECr y 20 CU- y 12 controles con
celiaquia, uno de los cuales result6 tener una ECr también), se observa que soélo el
23% (15 biopsias) presentan una tincion intensa del ribete (grado 2-3), a diferencia

de lo detectado en el citoplasma, tefiido en un grado 2y 3 en el 92% de las biopsias

183



estudiadas. Este primer andlisis, con una mayoria de muestras con distribuciéon
citoplasmatica de la transglutaminasa, hace plantearse por qué y qué pacientes
tienen también tefiido el ribete, que como se ve en los posteriores resultados,
corresponden principalmente a pacientes con ECr.

Los grados de tincién del ribete mas intensos (grado 2 y 3), se observan
unicamente en pacientes con EIIC (13 ECr y 2 CU), con gastroscopia negativa para
celiaquia. Para discernir las verdaderas diferencias, se ha llevado a cabo un
analisis de varianzas.

Del test de ANOVA se deduce que:

a. la tincién inmunohistoquimica del citoplasma es mdés intensa
en la EIIC que en la EC (p=0.0345), pero que el tipo de EIIC
(ECr/CU) y la positividad o negatividad de la endoscopia
para celiaquia, no influye en la mayor tincién citoplasmaética.

b. La tincién del ribete es también mas intensa en la EIIC que en
la EC (p=0.0392). El tipo de EIIC si que influye en la
intensidad de la tincion del ribete (p=0.0555), siendo llamativa
la mayor intensidad de la tincion en pacientes con ECr.

Al  valorar  microscopicamente las  muestras  tefiidas = por
inmunohistoquimica, mediante anti-tTG, una vez ya cotejadas con su diagndstico
(ECr, CU o EC) lo que subjetivamente llama mas la atencién, es que el ribete
tefiido intensamente correspondia a pacientes con ECr. A continuacién, se

muestran graficamente los resultados preliminares.
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Figura VIIL1 y 2. Representacién de la mayor tincién del ribete en EIl respecto de

controles, a mano izquierda, y en ECr respecto de la CU, a la derecha.
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La pregunta de la tesis sobre la prevalencia del HLA-DQ de predisposicion
a la celiaquia en la EIIC, se responde con la tesis, apareciendo incluso datos que
apuntan a un factor de protecciéon de la EIIC respecto de ciertos haplotipos
positivos para la celiaquia (como vimos, el HLA-DQ2 en la CU y el HLA-DQS8 en
la ECr), pero, como toda linea de investigacién, esta tesis ha permitido abrir
nuevas vias de investigacién, que atn tienen preguntas por responder y que nos
van sorprendiendo en el proceso, como la apariciéon de una distribucién diferente
de la transglutaminasa en enfermos de Crohn, cuando lo esperable era en celiacos,

hecho que habra que comprobar con el siguiente proyecto de investigacion.

Otra pregunta que surge con los resultados de la tesis, y que quizas
convendria, también, estudiar es si esta reduccion del HLA-DQ2 en CU,
predispone a dichos pacientes a presentar cancer colorrectal (CCR). El grupo de la
Clinica Mayo, public6é en 2009 que el HLA-DQB1*02, en pacientes con CU, se
asocia a un efecto protector frente al CCR(158). Si tenemos en cuenta sus
resultados y los nuestros, se podria deducir que, la baja prevalencia del HLA-DQ2
en la CU justifica, en parte, el mayor riesgo de CCR en la CU. Habria que
confirmar esto mediante un estudio y, a su vez, determinar si, dado que las
mujeres con CU tienen atn menor prevalencia de DQ2, son ellas las mas
susceptibles para desarrollar un CCR, y si deberia existir un seguimiento

endoscoépico algo mas exhaustivo en mujeres frente hombres.
La revision realizada para disefiar y escribir la tesis, y los resultados de la

misma, ha conllevado, como es habitual en investigacion, la aparicion de

preguntas por resolver, que pueden ser la base de otros estudios.
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IX. ANEXOS

Anexo 1: fenotipo de EIIC. Definiciones:

Fistulas: comunicaciones anormales entre el intestino y el mesenterio, u otras asas intestinales,
visceras, pared abdominal y piel.

Abscesos: colecciones de pus y detritus secundarios a perforaciones contenidas al adherirse la
serosa inflamada a la serosa normal.

Estenosis: estrechamiento de la luz del intestino por el proceso inflamatorio, que produce un
engrosamiento circular de la pared intestinal asociado a cambios cicatriciales.

Patrén inflamatorio: las lesiones mucosas iniciales consisten en ulceraciones superficiales de
pequeiio tamario (aftas) que progresan a tlceras profundas lineales rodeadas de una mucosa en
empedrado(159). Evoluciona en forma de brotes de actividad, frecuentemente con dolor abdominal
y diarrea.

Patrén estenosante: se caracteriza por la disminucién del calibre de la luz intestinal, sin evidencia
de fistulas y en ausencia de actividad, y con dilatacién preestenética. Suele presentar una evoluciéon
inicial indolente, con cuadros suboclusivos u oclusivos cuando la luz intestinal es menor. Es
importante su identificacion diagnoéstica para evitar el uso ineficaz y prolongado de farmacos.
Patrén fistulizante: se asocia con el desarrollo de fistulas intraabdominales o perianales, masas
inflamatorias y/o abscesos en el curso de la enfermedad. Es la forma mas agresiva, con necesidad
precoz de cirugia y rdpida recurrencia(159).

Proctitis ulcerosa: la enfermedad se limita al recto.

CU izquierda: la afectacion e extiende al angulo esplénico.

CU extensa: la inflamacién supera el &ngulo esplénico.

CU en remision (S0): sin sintomas.

CU leve (S1): < 4 deposiciones sin sangre o con minima cantidad, sin signos sistémicos de toxicidad
y con VSG y PCR normal.

CU moderada (S2): criterios intermedios entre leve y grave, siempre con signos de afeccién
sistémica leves (ver Indice de Truelove-Witts, Tabla).

Colitis grave (S3): seis 0 mas deposiciones diarias con sangre, fiebre, leucocitosis, taquicardia,

anemia y aumento de la VSG, a menudo con signos de afeccién (“toxicidad”) sistémica grave.
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Anexo 2: Desarrollo de los métodos estadisticos utilizados en esta tesis:

1. Tamario muestral y precision de las estimaciones:
1.1 Imprecision de las estimaciones

La estimacién de la prevalencia P de un determinado suceso (por ejemplo, de la presencia
de HLA-EC) en una poblacién, a partir de una muestra obtenida de la misma, lleva siempre
asociada un determinado margen de incertidumbre.

Asumiendo que los individuos que constituyen la muestra han sido obtenidos al azar de
entre los que constituyen la poblacién objeto del estudio, el valor desconocido de P se estimaré
mediante la frecuencia relativa P* observada en la muestra del suceso considerado:

o X

N

donde N es el nimero total de individuos de la muestra y x es el nimero de los que presentan la
caracteristica estudiada.

Se demuestra que el estimador P* es realmente una variable aleatoria, definida sobre la
poblacién de todas las posibles muestras de tamafio N que podrian haberse obtenido de la
poblacién considerada, que, siempre que N no sea muy pequefia, se distribuye de forma
aproximadamente Normal con media E(P*) = P y varianza ¢*(P*) = P(1-P)/N

La expresion anterior de la varianza de P* es correcta siempre que, como sucede en nuestro
caso, el tamafio de la poblacién objeto del estudio sea grande en relacién al tamafio N de la

muestra.

Por lo tanto, cuando se toma al azar una muestra de tamafio N de una poblacién muy
grande en la que un determinado suceso tiene una probabilidad P, el valor P* que se obtiene

fluctuard, en funcién de la muestra que se haya seleccionado, en torno al verdadero valor P que se

pretende estimar, con una desviacion tipica /P(1—P)/N

El tamafio N de la muestra, condicionara por tanto la probabilidad de que el error

cometido en la estimacién, o sea P*-P, sea mds o menos grande.
1.2 Relacion entre el Tamano muestral y la precision

Para determinar el tamafio muestral minimo para conseguir una determinada precisién es

necesario, en primer lugar, definir la precision deseada. Ello se hace a partir de dos valores:

- El error médximo ¢ =|P* - P| que se estd dispuesto a admitir
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- la probabilidad o de que el error finalmente cometido resulte mayor que &

Dada la normalidad de la distribucién de P*, siempre que N no sea muy pequefia, la relacién entre

las magnitudes anteriores es la siguiente:

_, |RA=P)
A @)

donde z, se obtiene de la tabla de la distribucién Normal tipificada de forma que cumpla que

Prob(|N(0,1) | > z,) = a.. (Por ejemplo, para o = 0.05 resulta z, = 1.96)

La expresion (1) permite obtener para un determinado N el valor del error maximo e

correspondiente a una determinada probabilidad a.

Alternativamente, el N minimo necesario para conseguir una probabilidad 1-a de que el error

cometido sea inferior a & se deduce de (1) que es:

2 f—
N szS2 P) 2

La aplicacién de las expresiones (1) o (2) exige conocer el valor real de P, lo que

no es posible, puesto que el valor de P es precisamente lo que se desea estimar. La forma de operar
en la practica consiste en sustituir en (2) P por alguna estimacién previa aproximada que se tenga
he dicho valor. En caso de que no se disponga de ninguna valor se utiliza P = 0.5, que conduce a
valores conservadores de N, puesto que sea cual sea P la cantidad P(1-P) nunca puede ser mayor

0.25.

Una vez obtenida a partir de una muestra la estimacion P* de P, el error maximo muestra

para una probabilidad o puede deducirse de (1) sustituyendo P por dicha estimacién P*
2. Test Chi-2 de independencia entre variables cualitativas

La forma mads sencilla y clasica de estudiar estadisticamente la posible dependencia entre

dos variables cualitativas es mediante el test X2 que se expone a continuacion.
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Se parte de una muestra cuyos individuos pueden ser clasificados en diferentes grupos de
acuerdo con dos variables o criterios de clasificaciéon. Por ejemplo una variable podria definir si el
individuo tiene o no la Ell y la otra si presenta o no HLA-EC.

Siendo I el ntimero de alternativas para la primera variable y J el namero de alternativas
para la segunda, los resultados observados pueden presentarse en una tabla de frecuencias
cruzada, o tabla de contingencia, cuyo elemento genérico x;; es el nimero de individuos de la
muestra que presentan tanto la variante i de la primera variable como la variante j de la segunda.

Para estudiar si es admisible la hipétesis de independencia entre las dos variables
estudiadas, los valores x; realmente observados en cada casilla de la tabla, se comparan con los
valores tj que tedricamente deberian haberse observado en promedio si ambas variables fueran
realmente independientes. Se demuestra que la estimaciéon de estos valores tedricos se obtiene
mediante la expresion t; = TFixTC;j/ TG, donde TF; es el total de individuos observados en la fila i
de la tabla, TC; es el total de individuos observados en la columna j de la tabla y TG es el namero

total de individuos observados.

Se demuestra que el estadistico:

se distribuye aproximadamente como una variable Chi-2 con (I-1)(J-1) grados de libertad, si es
cierta la hipétesis de que las dos variables estudiadas son independientes, mientras que tiende a
tomar valores mayores que los correspondientes a dicha variable en el caso de que las variables no

sean independientes?.

Para ver hasta qué punto es admisible la hipétesis de independencia entre las dos variables

analizadas se calcula el P-value:

P-value = Pr Ob(X(ZH)(J—I) > d)

donde X(ZH)( j-1y €s una variable Chi-2 con (I-1)(J-1) grados de libertad.

3 Cuando las frecuencias tedricas en alguna casilla son muy bajas y la tabla es 2x2 se recomienda aplicar la
correccion de continuidad de Yates. Existen procedimientos alternativos mas complicados, basados en
estudios de simulacion, que pueden ser aconsejables cuando hay un niimero elevado de casillas con valores
de t;; bajos
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Cuanto mas bajo sea el valor obtenido para el P-value mayor serd la evidencia estadistica
contra la hipétesis de independencia, es decir, mayor sera la evidencia estadistica de que existe una

relacion entre las dos variables analizadas.

El test Chi-2 que acaba de exponerse no puede, en principio, generalizarse directamente al
estudio de las relaciones entre mas de dos variables cualitativas, como es por ejemplo, el caso si se
desea estudiar si la relacion entre la EIIC y la presencia de HLA-EC es significativamente diferente
en hombres que en mujeres.

La realizacién de estos andlisis mas complejos puede llevarse a cabo mediante el recurso a
Modelos de Regresion Logistica, modelos cuyos fundamentos y utilizacién se discuten mas

adelante.

Nota respecto a los P-values vy a la “significacion estadistica”

En cualquier estudio estadistico el “P-value” indica el grado de evidencia estadistica que
hay en contra de la hipétesis nula, hipétesis cuya aceptacion implica en general la inexistencia de

relaciones entre las variables estudiadas.

Muchos autores [Prieto 2005] han criticado el abuso en el campo de la investigacién médica del
valor 0.05 para los P-values, para diferenciar los efectos que son “realmente significativos” de
aquellos que no lo son. Las consideraciones que se recogen a continuacién al respecto estan

extraidas de la referencia mencionada:

“En realidad, la utilizacion de unos valores limites o “criticos” para el P-value (como el 5% o el 1%), que
separan los resultados “significativos” de los “no significativos” no es mds que un anacronismo, reflejo de
épocas en las que el cdlculo exacto de estos P-values se hallaba fuera del alcance del investigador, que solo
podia hacerse una idea al respecto comparando los valores por él obtenidos con los reflejados en unas tablas

que generalmente se limitaban a estos dos niveles.

Es el p-value, por tanto, lo que refleja el grado de evidencia de unos resultados contra la hipotesis nula y, en
consecuencia, lo que deberia acompariar al andlisis de dichos resultados, y no la constatacion de si resulta

superior o inferior al 5%. ; Qué diferencia hay, en la prdctica, entre un p-value del 4.9% o del 5.1% ?

En el campo de la investigacion cientifica, el que unos resultados no llequen a ser significativos
estadisticamente (entendido ello de la forma habitual, como que el p-value sea superior al 5%) no significa
necesariamente que no merezcan ser publicados, obviamente con las matizaciones pertinentes, especialmente
si los efectos constatados van en el sentido que cabria esperar por las hipétesis de trabajo avanzadas en la

investigacion. Es posible que la no significacion se deba sélo a un niimero insuficiente de datos, originado a
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veces por el elevado coste de estos estudios, pero que estos resultados, acumulados con otros obtenidos por
otros equipos que trabajan sobre el tema, permitan llegar a la comunidad cientifica a conclusiones

estadisticamente significativas sobre el tema”

3. Modelo de regresion logistica

3.1 Fundamento

Como se comenta en el apartado de Material y Métodos, los Modelos de Regresion
Logistica constituyen una técnica estadistica muy poderosa para analizar las relaciones existentes
entre dos o més variables de tipo cualitativo.

llustraremos el fundamento del Modelo de Regresiéon Logistica (MRL) exponiendo su
posible aplicacién al andlisis de unos datos como los de la tabla siguiente, en la que se recoge el
numero total de casos y la prevalencia de HLA-EC en funcién del sexo y de la presencia o no de

EIIC

Varones mujeres
EI1_NO | 352 | 215 |
I (130) | ©3) |
E11_SI | 255 | 202 |
I @7 | 69 |

Tabla J.1. Prevalencia de HLA-EC

La casilla (ij) de dicha tabla recoge los resultados observados para la variante i de EII
(donde i=1 si EII_NO e i=2 si EII_SI) combinada con la variante j de Sexo (J=1 para varones y j=2)
para mujeres. En dicha casilla, Nij es el ntimero de casos existentes en la muestra en las
condiciones indicadas y Xij, entre paréntesis, es el ntimero de estos casos que presentaban HLA-

EC.
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El MRL asume que las Xij son valores observados de variables binomiales* independientes
de pardmetros: N = Nij y probabilidad P = pij que es la prevalencia del HLA-EC en dichas

condiciones

Xij ~ Binomial(Nij , pij)

Los valores de las pij son funcién de un conjunto de pardmetros que definen los posibles
efectos, sobre la prevalencia del HLA-EC, de la variante Elli y Sexoj correspondientes a dicha
casilla.

Dado que los dos factores analizados son de naturaleza cualitativa, para modelar su efecto
se opera de forma similar a como se hace en los modelos de regresion ordinarios, introduciendo
variables binarias (con tinicos valores posibles 0 6 1) cuyos valores en cada observacién definen la
variante considerada de cada factor presente en la misma.

Asi, para modelar el efecto del factor EIl hay que introducir una variable binaria xEII
definida como sigue:

xEII valdré 1 en los individuos con EIl y valdra 0 en los controles

De forma similar, para modelar el efecto del factor Sexo hay que introducir otra variable
binaria xXSEXO, que puede definirse como sigue:

xSEXO valdré 0 en las mujeres y valdra 1 en los varones

El posible efecto de las variables sobre las pij se puede introducir a partir de una funcién
de dichas variables. Por ejemplo, asumiendo la inexistencia de interacciones entre los efectos de

ambos factores, podria operarse con una simple funcién lineal de las mismas:

h(EIL,Sexo) =B, + B Xy + BrXsexo (1)

Nota: si se desea plantear, como se hard mas adelante en esta tesis, un modelo mas general, que
contemple la posible existencia de interacciones entre los dos factores, o sea que el efecto de la
presencia de EII sobre la prevalencia de HLA sea diferente de un sexo a otro, basta incluir en el

modelo una variable adicional definida como el producto de xEII por xXSEXO

El problema de utilizar la (1) para definir el valor de las pij en funcién de los valores de
xEIl y xSEXO es que, dependiendo de los posibles valores de los pardmetros i, el resultado de (1)

podria tomar valores fuera del intervalo [0, 1] que es el inico que tiene sentido por tratarse de una

* Una variable aleatoria X se dice que sigue una distribucion Binomial de parametros N y P (se escribe
X~Binomial(N,P)) si es el numero de veces que se presenta un suceso de probabilidad P en N repeticiones
independientes de una experiencia aleatoria. En nuestro caso, la experiencia aleatoria consiste en seleccionar
un individuo de entre todos los posibles de los que cumplen las condiciones definidas en cada casilla.
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probabilidad. Para obviar este problema, el MRL asume que la relacién entre las pij y las variables

del modelo viene dada por la ecuacioén:

eh(Ell,Sexo)
p.. =
1 1+eh(EII,Sex0) (2)

ecuacion que, sea cual sea el valor de h(EIl,Sexo) proporciona siempre un resultados dentro del

intervalo [0, 1].
3.2 Interpretacion de los parametros del modelo
La interpretacién de los parametros en el MRL se basa en el concepto de Odds-ratio (OR)>.

El “odd” asociado a un determinado suceso de probabilidad P, se define como el cociente
P/(1-P). Asi, un suceso tiene un odd igual a 2 si es el doble de probable que ocurra de que no
ocurra, o sea si su probabilidad es 2/3. Los odds pueden variar entre 0 e infinito y son una forma
de evaluar probabilidades que se utiliza habitualmente en algunos campos, como el de las

apuestas.

Obviamente existe una relacion biunivoca entre la probabilidad de un suceso y el

correspondiente “odd”, pudiéndose pasar rapidamente de un valor a otro:

odd

1+odd

P
1-P
Nota: en la literatura médica se utiliza frecuentemente el término “riesgo” para referirse a los

“odds”, de forma que, con esta nomenclatura, riesgo = prevalencia/(1-prevalencia) donde la

prevalencia viene expresada en tanto por uno (y no en porcentaje, como se hace habitualmente)

De acuerdo con esta terminologia, se comprueba facilmente que el odd asociado al suceso
“presencia de HLA-EC”, cuya probabilidad viene dada por la ecuacién del MRL expuesta en (2),

seria:

> Como no existe un consenso generalizado sobre la traduccion al castellano de los términos “odd” y “odds-
ratio”, y dado que dichos términos se utilizan ampliamente en la literatura técnica, hemos decidido
mantenerlos sin traducir.
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pij — eh(EII,Sexo)

“odd” presencia HLA = I=py (3)

En el MRL el efecto de las variables sobre la probabilidad del suceso considerado se
cuantifica a partir de su efecto sobre el correspondiente odd del mismo.
Asi, la interpretacion, por ejemplo, del parametro f1 en el modelo (2) se obtendria de la

siguiente forma:
odd del suceso “presencia de HLA-EC” en individuos con EII (y, por tanto, xEII = 1)

Bo+B1 +B2Xsex0

odd HLA-EC en presencia de EIl = € 4)
odd del suceso “presencia e HLA-EC” en individuos control (y, por tanto, xEII = 0)

Bo+B2xXsexo

odd “presencia de HLA-EC” en individuos control = € )]

El “efecto” sobre la probabilidad de presencia de HLA del hecho de la presencia de EII se
cuantifica a partir del cociente de los odds dados por (4) y (5); a dicho cociente se le denomina

odds-ratio

a+B;+B2Xsexo
¢ — abi
. . . atPXeexo ©
odds-ratio asociado a la presencia de EIl = €

(6)

Ast si, por ejemplo, B1 fuera = 0 como e0 = 1, resultaria que la presencia de EII no afectaria

a la prevalencia del HLA®

A

En general en los MRL junto al valor estimado para cada pardmetro p se indica el valor de

€', que es la estimacion del odds-ratio correspondiente a la variable asociada a dicho pardmetro.

3.3 Estimacién e inferencia en Modelos de Regresioén Logistica

% Hay que hacer notar que en la deduccion del resultado en (6) se ha asumido que el valor de la variable xgexo
es el mismo en los individuos que se comparan, con y sin EII. Por lo tanto, y a diferencia de lo que sucederia
en un analisis simplificado basado s6lo en comparar las frecuencia relativas de HLA en individuos con y sin
EII, esta estimacion del efecto del EII sobre la prevalencia del HLA no viene afectada por el hecho de que el
sexo pueda influir sobre dicha prevalencia y no estén perfectamente equilibrados ambos sexos entre controles
y no controles
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A continuacién, se exponen los fundamentos de los procedimientos estadisticos que se
utilizan para estimar, a partir de los datos disponibles, los parametros de un Modelo de Regresion

Logistica y para realizar inferencias respecto a los mismos.

En particular, el procedimiento basado en el test de la Razén de Verosimilitudes Generalizada que
se expone es el utilizado de forma general en esta tesis para analizar los resultados de los modelos

propuestos.
3.3.1 Estimacion de los parametros en el MRL
3.3.1.1 El método de Méxima Verosimilitud

Postulado un determinado MRL, por ejemplo el definido por las expresiones (2) y (1), y conocidas
las frecuencias observadas en cada situacién (que en nuestro caso serian las Xij correspondientes a
las 4 casillas de la Tabla x), la estimacion de los parametros desconocidos del modelo i se lleva a

cabo mediante el Método de Maxima Verosimilitud.

El fundamento de dicho método radica en tomar como estimadores de los parametros
desconocidos aquellos valores que hacen maxima la Verosimilitud de la muestra, o sea la

probabilidad de haber observado precisamente los datos que se han obtenido.
Ejemplo elemental

Veamos un ejemplo aclaratorio, relacionado precisamente con la estimaciéon del MRL. En N
observaciones se ha constatado que un determinado suceso se ha presentado x veces. ;Cual sera el

estimador maximo verosimil p* de la probabilidad p de dicho suceso?

Como la variable aleatoria X “ntmero de veces que se presente un suceso de probabilidad p en N
observaciones independientes” sigue una distribucién Binomial(N,p), la Verosimilitud de la

muestra observada sera:

N N-x
V =Prob(X =x) :(XJpX (1-p)

La obtencion del valor p* de p que maximiza la expresién anterior se simplifica si se trabaja con el
logaritmo L de V, puesto que, al ser el logaritmo una funcién monétona creciente p*, serd también
el valor que maximiza In(V) y los calculos resultan mucho mas sencillos al transformarse los

productos en sumas:
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N

L=1In(V)=In\ ™/ +xIn(p) + (N-x)In(1-p)
Igualando a cero la derivada respecto a p para obtener el maximo se obtiene inmediatamente

szi_N—x=0

X
dp p I-p Spr=N

resultando, como era de prever, que el estimador méaximo verosimil de p es precisamente la

frecuencia relativa observada para el suceso.
3.3.1.2 Propiedades de los estimadores maximos verosimiles

Los estimadores obtenidos por el Método de Maxima Verosimilitud gozan en general de buenas

propiedades estadisticas, especialmente si, como sucede en nuestro caso, los tamafios muestrales

— %k
son grandes. Se demuestra, en efecto, que el estimador maximo verosimil 0 de un determinado

vector de k parametros Ose distribuye asintéticamente de forma normal, siendo asintéticamente
insesgado y teniendo una matriz de varianzas-covarianzas “menor o igual”7 que la de cualquier

otro estimador que sea asintéticamente insesgado.

%

Se demuestra también que asintéticamente la matriz var-cov de 0 coincide con la cota de Cramer-
Rao multivariante, que es la inversa de la matriz de informacién, definida esta dltima como la
o°’L
26,00,

matriz kxk cuyo término general es la esperanza matemaética de
Ejemplo

Asi, en el ejemplo sencillo visto anteriormente, la matriz de informacién (que en este caso es un

escalar dado que s6lo hay un parametro) seria:

o°L x N-x) Np N-Np N N N
IZ—E( ZJ:_E[__Z_ﬁj:_Z-F—Z:__'—_:—
op p- (-p) po (-p) p 1-p pd-p)

7 Decimos que una matriz A es “menor” que otra B si A =B + C siendo C una matriz semidefinida positiva.

217



p(I-p)
y la varianza de p* seria la inversa de I, o sea N , que puede estimarse sustituyendo el

parametro p por su estimador maximo verosimil p*.
3.3.1.3 Estimacién maximo verosimil del MRL

Considerando, por ejemplo, el MRL definido por (1) y (2) la verosimilitud conjunta de los 15

valores observados de las Nij vendria dada por la expresion:

siendo, por tanto, el logaritmo de dicha verosimilitud:

L=In(V)= ZZ:

1

2 N..
i n XAJA + X In(py) + (N = X)) In(1 - py)
= ;
)

J

donde, de acuerdo con (1) y (2), las pij estdn relacionadas de los pardmetros a estimar Bi mediante
la expresion

eBO +leen +B2xSexo

Py = 1+ oPo P tBtses

Los estimadores maximos verosimiles de los pardmetros Bi se obtienen calculando mediante

técnicas de optimizacién numérica los valores de dichos pardmetros que maximizan la expresion

).

Como subproducto de este proceso de optimizacién se obtiene también una estimacién de la
matriz de informacién, evaluada sustituyendo en ella los parametros por sus estimadores, cuya
inversa permite estimar la matriz de varianzas-covarianzas de dichos estimadores.

3.3.2 Inferencia en Modelos de Regresion Logistica

Una vez estimados los parametros del modelo, la realizacion de inferencias respecto a los mismos

puede llevarse a cabo utilizando las estimaciones obtenidas para sus varianzas (test de Wald) o,
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preferiblemente, aplicando el denominado test de la razén de verosimilitudes generalizada

(TRVG), cuyo fundamento se recuerda a continuacién.

El TRVG es un procedimiento de inferencia de caracter general, para estudiar si es admisible la
hipotesis de que los parametros de un modelo cumplen o no un determinado conjunto de

restricciones.

Ejemplo: en el MRL definido por (1) y (2) se desea estudiar si f1 = 0, lo que implicarfa que no
habria efecto del EII sobre la prevalencia del HLA.

Siendo V la verosimilitud de la muestra (que depende del valor que tengan los parametros del
modelo), el TRVG se basa en el valor de un cociente, cuyo denominador es el mdximo valor posible
de dicha verosimilitud (que se obtiene sustituyendo los parametros por sus estimadores maximo
verosimiles) y cuyo numerador es el maximo valor posible de la verosimilitud cuando se impone a

los pardmetros el respetar la restricciéon a contrastar

max(V / modelo restringido)

- max(V / modelo no restringido)

El ratio de verosimilitudes estd siempre comprendido entre 0 y 1, siendo tanto mds pequefio cuanto

menos verosimil sea la restriccién impuesta a los parametros a la luz de los datos disponibles.

Se demuestra en condiciones muy generales que cuando los tamarios muestrales crecen el

2
estadistico -2In(rv) tiende a distribuirse como una variable Xk (siendo k el ntimero de restricciones
impuestas) si es cierta la hipétesis nula implicada por las restricciones consideradas. Por tanto,

denominando como anteriormente L a In(V)

2

Xk

-2In(rv) = 2(Lmax/modelo no restringido - Lmax/modelo restringido) ~

si son ciertas las restricciones impuestas a los parametros

Obsérvese que cuanto mds pequeflo sea rv mayor resultara el valor de -2In(rv), por estar rv

comprendido entre 0 y 1, y més evidencia habré a favor de rechazar la hipétesis nula.
En general cualquier software estadistico, por ejemplo Statgraphics, al estimar un MRL

proporciona entre sus resultados el maximo obtenido para L. Para obtener el valor médximo de L

cuando se imponen restricciones a los parametros se operara de forma similar a como se hace en
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los modelos de regresion ordinarios, estimando un modelo sin restricciones pero cuyo
planteamiento lleve implicito el cumplimiento de la, o las, restricciones a considerar. Por ejemplo,
plantear el modelo definido por (1) y (2) sin restricciones, pero sin incluir la variable xEII, es

equivalente a plantear el modelo completo incluyendo la restricciéon 1 = 0.

En el analisis de los resultados obtenidos al aplicar el MRL al analisis de nuestros datos, el TRVG

sera utilizado de forma general.

4. Anélisis de la Varianza

El Analisis de la Varianza (Anova) es una técnica estadistica muy poderosa para el estudio del

efecto de uno o mas factores sobre la media de una variable.

La idea basica del Anova consiste en descomponer la variabilidad total observada en unos datos en
una serie de términos, asociados a los efectos de cada factor estudiado y a sus posibles interacciones, mas una

parte residual con la que después se compararan las primeras.

Paralelamente a esta descomposicion de la SC., en sus componentes, se realiza una
descomposicion de los "grados de libertad" totales, que son siempre el numero de datos menos 1, en los
grados de libertad asociados a cada término. Los grados de libertad asociados al efecto de un factor son
siempre el nimero de variantes del factor menos 1, mientras que los de una interaccion son el producto de los
grados de libertad de los factores correspondientes, quedando como grados de libertad residuales los

restantes.

La comparacion de la "varianza" asociada a cada efecto con la varianza residual permite estudiar si
dicho efecto es o no significativo. Dichas varianzas se estiman dividiendo cada Suma de Cuadrados por sus
correspondientes grados de libertad, obteniéndose unos estadisticos a los que se denomina Cuadrados Medios

(El CM,a1, que no es mas que la varianza de los datos no acostumbra a calcularse).

. ., 2 . . .

El CM,¢siqua €8 Una estimacion de la ¢” existente en las poblaciones muestreadas, asumiendo que
dichas poblaciones tienen todas la misma ¢~ (o del promedio de dichas varianzas en el caso de que difieran de
unas poblaciones a otras). El CM asociado a cada efecto es también una estimacion (independiente de la

anterior) de dicha o si dicho efecto no existe en la poblacion, pero tiende a ser mayor que o~ en el caso de

que exista un efecto real poblacional.

Para ver si el CM de un efecto es significativamente mayor que el CMeiquat, 10 que implicaria la
existencia de un efecto real a nivel poblacional, se comprueba si el cociente CMefecro/CMiesiquar (8l que se

denomina F-ratio) es demasiado elevado para ser una F de Fisher con los grados de libertad correspondientes,

calculandose para ello el valor p-value asociado. Contra menor sea este p-vale, mas fuerte sera la evidencia

respecto a al existencia poblacional del efecto correspondiente.

220



Anexo 3: Técnica de tincién inmunohistoquimica

Técnica de Inmunohistoquimica
1. Desparafinar cortes en estufa.
2. Hidratar los cortes pasandolos por xiloles (5 pasos, 20 min. en el primer xilol).
3. Pasarlos por alcoholes graduales (900, 800 y 700).
4. Lavar en agua destilada.
(Se utilizara desenmascaramiento antigénico en los anticuerpos que lo necesiten)
5. Inhibir la peroxidasa endégena:
Metanol -H202 al 3%
Metanol .......cccccvvvnininnne. 97 ml

Dejar durante 30 minutos.
6. Lavar en agua destilada.
7. Cerclar las preparaciones con sigmacote (rodeando el corte).
8. Bloquear la coladgena para que los aminoacidos no se peguen al coldgeno del estroma
Suero de caballo 0 SBF .............ccccccc.... 2ml
Suero fisiolOgiCo .......ccovvvveirrcccirieeraene 8 ml
Solucién final al 20%
Dejar durante 20 min.
No lavar
9. Poner el primer anticuerpo, siempre diluido en suero de caballo al 10%, o diluyente
comercializado. Con 200 pl se cubre el corte. Dejar 45-60 min. a temperatura ambiente.
10. Lavar tres veces con PBS.
11. Poner el anticuerpo secundario en una dilucién 1:200, diluido en suero de caballo al 10%,
o diluyente comercializado.
Monoclonal: anti-Mouse biotinizado.
Policlonal: anti-rabbit biotinizado (1:400).
Dejar durante 30 minutos.
12. Lavar tres veces con PBS.
13. Poner el complejo Avidina Biotina (ABC), que debe prepararse con 30 min. de anticipacién.
Debe diluirse en suero de caballo al 10 %. o diluyente comercializado. Dejar durante 30
minutos.
(E1 2° y ABC se puede utilizar productos comercializados)

14. Lavar tres veces con PBS.
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15. Revelar con diaminobenzidina tetrahidroclorhidrica (DAB).

Tris02M ..cccvveevevn. 100 ml

Ajustar a pH 7
DAB ..o 75 mg
H202 ... 50 pl

16. Lavar con agua corriente.
17. Contrastar con hematoxilina de Harris, durante 30 seg.
18. Deshidratar con alcoholes graduales (700, 800 y 900) y xiloles.

19. Montar los cubreobjetos con entellan.
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