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Aunque en la actualidad |a etiologia de la enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD) sigue siendo desconocida,
se ha propuesto la existencia de una respuesta inflamato-
ria anormal contra la microflora entérica en un huésped
susceptible genéticamente como una de ellas (1). Esta hi-
potesis del desorden genético se apoyaen el agrupamien-
to familiar que existe en la enfermedad y los estudios en
gemelos, especialmente en la enfermedad de Crohn (CD)
(2). Labusqueda de genes de susceptibilidad paralalBD ha
hecho que se identificaran muchos locus parala enferme-
dad de Crohn y caolitis ulcerosa, en concreto un locus de
susceptibilidad para la enfermedad de Crohn en laregion
pericentroméricadel cromosoma 16 (IBD1) por Hugot y
cols. en 1996 y otros grupos en diferentes paises (3-8).

Recientemente Hugot y cols. y Oguray cols., utilizando
diferentes procedimientos y basandose en la existenciade
este gen de susceptibilidad que se superpone con el IBD1
en e cromosoma 1612 identificaron € primer gen de sus-
ceptibilidad para la enfermedad de Crohn, e NOD2 (3,9).
Lainsercion de mutaciones en el gen NOD2 eslo que con-
fiere el incremento de la susceptibilidad a la enfermedad
de Crohn pero no ala colitis ulcerosa (10). Asi, dadalalo-
calizacion gendmicay el papel de las proteinas del Nod en
e reconocimiento de los lipopolisacéridos bacterianos
(LPS) se ha propuesto al NOD2 como un gen de suscepti-
bilidad paralaenfermedad de Crohn y ademas sele atribu-
ye un papel en el sistemainmuneinnato (3,9,11).
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En el nimero de noviembre de 2001 de esta revista
yatuvimos la oportunidad de discutir laimportancia de
lainmunidad innata en la regulacion de la respuesta in-
mune y también revisamos el papel desempefiado por €l
NOD2 o CARD15, en el cambio del enfoque de lainves-
tigacion dentro de la enfermedad de Crohn hacia el es-
tudio de lainmunidad innata en lugar del sistemainmu-
ne adquirido (12). Este importante descubrimiento, el
primer gen de susceptibilidad para la enfermedad de
Crohn, ha mostrado |a existencia de un modelo molecu-
lar para entender un mecanismo patogénico en la enfer-
medad de Crohn (3).

LA FAMILIA Nod

Nod es unafamilia de proteinas que contiene un nucleo-
tido unido a un dominio de oligomerizacion (NOD) que
participa en la regulacion de la muerte celular programa-
da o apoptosis (PCD) y la respuesta inmune del huésped
contralos patégenos. El dominio C-terminal es un sensor
para ligandos intracelulares mientras que e N-terminal
medialaunion abgjo flujo de los efectores moleculares y
la activacion de diferentes vias de sefiales. Los miembros
de la familia incluyen Apaf-1, Ced-4, Nod1, Nod2 y los
productos citosolicos de los genes de resistencia alas en-
fermedades en las plantas (13).

El Nod1 determina el grado de respuestaalos lipopoli-
sacaridos (LPS) de las bacterias mostrando actividad
uniéndose alos mismos. La respuesta inmune a los pato-
genos microbianos se inicia con el reconocimiento de sus
componentes especificos por las células del huésped en la
superficie celular y en € citosol. Mientras que larespuesta
desencadenada por los productos patégenos en la superfi-
cie de las células inmunes esta bien estudiada, la que se
iniciaen € citosol o es menos. El Nod2, otro miembro de
lafamilia que se expresa en los monocitos, también deter-
minael grado de respuesta alos componentes bacterianos
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pero con un patrén de respuesta diferente al observado
con &l Nodl. Las repeticionesricas en leucinadel Nod1y
Nod2 son necesarias para que | os lipopolisacaridos induz-
can la activacion de un factor nuclear NF-kB. Nod1 y
Nod2 son homaologos en |os mamiferos de los productos
del gen de resistencia alas enfermedades de las plantas
gue pueden funcionar como receptores citosolicos para
los componentes patégenos de las bacterias (11).

En el pasado noviembre alin no quedaba claro como
el gen NOD2 o CARD15 que tiene dos dominios de re-
clutamiento de caspasas (CARD) podiaintegrar las se-
fales tanto para € sistema inmune adaptativo como
para el innato. Recientes descubrimientos en la biolo-
giamolecular de la respuesta inflamatoria han aporta-
do mayor claridad sobre los mecanismos que explican
no soélo la actuacion de este gen en la activacién del
NF-kB sino también en la de la respuesta Thl caracte-
ristica de la enfermedad de Crohn. La activacion de
este gen en su forma mutada da lugar a una anormali-
dad en lainduccion de la activacion de la muerte celu-
lar programada de las células T (apoptosis), que es un
importante mecanismo en la limitacion dd inicio de
una respuesta inmune. Previamente, la apoptosis ya ha-
bia sido identificada como un mecanismo importante
en laresolucion de la inflamacion y recientemente se
ha postulado que los defectos en los linfocitos en la
apoptosis juegan un papel importante en la patogénesis
de la enfermedad inflamatoria. En este sentido, |as mu-
taciones en el gen NOD2 conducirian a una apoptosis
anormal, una interesante hipétesis que todavia requiere
mas datos para su comprobacion (14).

RELACION ENTRE LA INMUNIDAD INNATA Y
EL NOD

El sistemainmune innato regulalarespuestainmediata
a los patdégenos microbianos en mdiltiples organismos in-
cluido el humano. La respuesta inmune innata se inicia
por el reconocimiento de los componentes patdgenos es-
pecificos por las células inmunes del huésped (11). Las
células de los mamiferos tienen receptores en la superfi-
cie celular y mecanismos intracelulares queinician lares-
puesta defensiva contra los patdgenos microbianosy me-
dian laactivacion del NF-kB (15,16).

Las mutaciones en el NOD2 alteran la estructura del
dominio rico en repeticiones de leucina de la proteina.
El NOD2 salvaje activa el factor nuclear NF-kB, regu-
lado por el dominio C-terminal de repeticiones ricas en
leucina, que tiene un papel inhibidor y también actta
como un receptor intracelular para los componentes de
| os patdgenos microbianos (lipopolisacaridos bacteria-
nos). Asi, el producto del gen NOD2 confiere suscepti-
bilidad a la enfermedad de Crohn por alteracion en el
reconocimiento de estos componentes y/o por sobreac-
tivacion del NF-kB en los monocitos, sugiriendo un
punto de unién entre la respuesta inmune innata a los
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componentes de las bacterias y el desarrollo de laen-
fermedad (3,9).

RELACION ENTRE LA INMUNIDAD INNATA' Y
LOSRECEPTORESTOLL-LIKE

L os receptores Toll-like son una familia de receptores
de la superficie de las células que estan relacionados
con laproteina Toll de la Drosophila, una moléculaim-
plicada en la defensa contra la infeccion micéticaen la
mosca (15).

10 receptores Toll-like (TLRS) han sido identificados
en los mamiferos. Dos miembros de la familia, TLR2 y
TLR4 median larespuesta a diferentes componentes de la
pared celular bacteriana incluyendo lipopolisacéridos
(LPS), lipopéptidos, peptidoglicanos (PGN) y &cido lipo-
teicoico (LTA) (7,17-20). Los TLRs de los mamiferostie-
nen multiples repeticiones ricas en leucina en € dominio
externo y un receptor de dominio IL1-Toll intracelular
gue media un cascada de sefial a nucleo. La estimulacion
del TLR2y del TLR4 permite el reclutamiento de lamo-
Iécula adaptadora MyD88 y la serin-kinasa IL1R- kinasa
asociada, dos componentes de sefializacidn que junto con
el TRAF6, median la activacion del NF-kB (15). El
TLR2 ademas, es un vinculo molecular entre los produc-
tos de los microbios, la apoptosis y los mecanismos de
defensa del huésped. Las lipoproteinas de las bacterias
(BLPs) estimulan la produccién de NF-kB y la apoptosis
atravésdelaestimulacion del TLR2 (19).

En e sistema inmune humano, € complejo
TLR4.MD2.CD14 sirve como receptor de superficie para
los LPS (15). Ademés del complejo TLR4 de la superfi-
cie de las células hay muchas evidencias de que las célu-
las de los mamiferos tienen un receptor intracelular que
detecta LPS en €l citoplasma de las células infectadas por
las bacterias (16). Estas observaciones sugieren que los
TLRsy los miembros de la familia Nod representan otro
sistema inmune innato para el reconocimiento de un am-
plio rango de productos bacterianos (11).

NF-xB

El gen NOD2, regulado por el dominio C-terminal
con repeticiones ricas en leucina, activa al factor nucle-
ar NF-kB, que tiene un papel inhibidor y también actla
como un receptor intracelular para los componentes de
los patdgenos microbianos. Estas observaciones sugieren
que el producto del gen NOD2 confiere susceptibilidad a
la enfermedad de Crohn por aterar € reconocimiento de
estos componentes y/o por sobreactivacion del NF-kB en
los monaocitos (3,9).

Muchas evidencias soportan la disregulacion inducida
en el NF-kB por las bacterias en la enfermedad de Crohn:
la susceptibilidad ala IBD espontanea en ratones ha sido
asociada con las mutaciones en los receptores Toll-like 4

Rev Esp ENFERM DiG 2002; 94(6): 351-355



Vol. 94. N.° 6, 2002

SUSCEPTIBILIDAD GENETICA Y REGULACION DE LA INFLAMACION EN LA ENFERMEDAD DE CROHN. 353

RELACION CON EL SISTEMA INMUNE INNATO

(TLR4), un miembro de una familia de activadores
NF-kB que es conocido que se unen a lipopolisacari-
dos a través de sus dominios LRRs (18,21); ratones
modificados genéticamente utilizados como modelos
para la enfermedad inflamatoria crénicaintestinal (enfer-
medad de Crohn) no la manifiestan en ambientes libres
de gérmenesy sdlo la desarrollan cuando se exponen ala
flora entérica comensal normal; el tratamiento con anti-
bi6ticos produce una mejoria transitoria en los pacientes
con CD (22); el NF-kB tiene un papel principa enlalBD
y es activado en las células mononucleares de la lamina
propiaen e CD (23); y por Ultimo, € tratamiento del CD
esta basado en el uso de sulfazalacinay glucocorticoides,
dos conocidos inhibidores del NF-kB (24,25).

Todaviaes el regulador més importante de la expresion
genéticade varios genes pro y antiinflamatorios, como Pi-
lar Nosti y uno de nosotros describimos en estarevista
hace cuatro afios (26). En el mismo afio Rogler y cols.
(27) mostraron por primeravez la activacion del NF-kB
durante lainflamacién de la mucosa humanain situ. Estos
autores usaron un anticuerpo monoclonal (mAb) alfa-p65
y demostraron laexistencia de NF-kB activado en las
muestras de biopsias de mucosa intestinal inflamada. El
nimero de células con NF-kB activado estaba relacionado
con el grado de inflamacién de la mucosa. Posteriormente
se demostré que el NF-kB p65 nuclear tenia una fuerte
correlacion positivatanto con el CDAI como con €l indice
de Van Hees para muestras tratadas y sin tratar con glu-
cocorticoides (28). Lamolécula NF-kB también juega un
papel importante en € inicio de larespuestainmune inna
ta. Probablemente se debe a la presencia de los sitios de
unién del NF-kB en |as regiones promotoras de muchos
genes de respuestainflamatoriay de fase aguda.

NF-xB' Y RECEPTORESTOLL-LIKE

Durante algiin tiempo se pensod que la quinasa IkB era
e Unico regulador maestro del NF-kB, la inmunidad in-
nata y la diferenciacion epidermal (29). EI TLR3 de los
mamiferos reconoce el dsRNA; la mayor parte de los vi-
rus en algin momento de su replicacion lo producen. La
activacion del receptor del TLR3 induce a su vez la acti-
vacion de NF-kB, la produccion de IFN tipo 1y através
de unavia de sefializacion dependiente de laMyD88, una
proteina adaptadora compartida por todos los TLR cono-
cidos, induce también la produccién de citocinas (30).
Mas recientemente se ha demostrado que €l dsRNA acti-
va dos programas separados que pueden funcionar de
manera independiente entre si. Uno de ellos intenta dis-
minuir la tasa de sintesis de proteinas en las células del
huésped y prevenir la replicacion viral. Este programa
esta mediado por la proteinquinasa R (PKR) y conduce a
la autoeliminacion de las células infectadas mediante la
apoptosis. El segundo programa es responsable de la pro-
duccion de IFNs antiviralestipo 1. A esto contribuyen cé-
lulas naive. Puesto que requiere la supervivenciade la cé
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lula infectada dependera de la expresion de genes antia-
poptaéticos a través de la activacion del factor de trascrip-
cion NF-kB (31).

LosgeneshTLR 7y 8 estén localizados en € cromoso-
ma sexua X, mientras que el gen hTLR 9 estalocalizado
en el cromosoma 3. Laexpresion delos hTLR 7-9 consti-
tutivamente activos estimula una via de sefializacion NF-
kB apoyando indirectamente la suposicién de que estos re-
ceptores estan implicados en las respuestas celulares alos
estimulos que activan lainmunidad innata (32).

Tanto las sefid es inductoras de NF-kB como el 1FN-
Gamma son necesarios para la activacion maxima de los
genes claves implicados en las respuestas inmunes ad-
quiridas. Estas son moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase |, CD40'y el receptor
de muerte Fas (33). Muchos aspectos de como las dife-
rentes vias utilizan un complejo de quininas comun gue
en Ultimainstancia activan al NF-kB han sido clarifica-
dos por lainactivacién de genesy el andlisis bioguimico
(34). La complgjidad y riqueza de esta regulacion es
ilustrada por los hechos de que €l péptido intestinal va-
soactivo (VIP) y €l polipéptido activador de la adenilato
ciclasa pituitaria (PACAP), dos neuropéptidos multifun-
cionales, inhiben launion del NF-kB debido a la estabi-
lizacion del 1kB através de lainhibicion de la actividad
alfadelaquinasalkB (35).

SINTESISDEL OXIDO NiTRICO

Es de interés el descubrimiento de que varias lipopro-
teinas estimulaban la trascripcion TLR-dependiente de la
sintesis del 6xido nitrico inducido (iNOS) y de la produc-
cién de Oxido nitrico, una potente via microbicida. Como
uno de nosotros revisd previamente con Asun Garcia
Gonzalez (36), mientras pequefias cantidades de NO pro-
ducidas por NOS cal cio-dependiente constitutivos endo-
teliales pueden servir para preservar la integridad de la
mucosa intestinal, grandes cantidades de NO sintetizados
por NOS calcio-independientes inducibles pueden de-
sempefiar un papel clave en el empeoramiento de lainfla-
macion y pueden estar asociados con € desarrollo de
dafio en lamucosaintestinal y la amplificacion de lares-
puesta inmune en pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal. De hecho, se demostrd posteriormente en un
modelo experimental que la aminoguanidina, un inhibi-
dor selectivo de lasintesis del Oxido nitrico inducible, in-
crementaba el dafio colénico y la respuesta inflamatoria
en la colitis inducida por TNB en ratas mostrando una
mayor y prolongada actividad de unidn del factor nuclear
kB (NF-kB)/Rel en el colon (37).

LIPOPROTEINAS MICROBIANAS

Las lipoproteinas microbianas son también potentes
estimuladoras de la produccién de IL-12 en macréfagos
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humanos, induccidn que se produce mediante receptores
Toll-like, lo que confirma la importancia de esta citocina
en la construccién de un puente entre larespuestainmune
innata y la adquirida (38). Igualmente el peptidoglicano
soluble de las paredes celulares de los Gram positivos ac-
tivan la coexpresion sinérgicamente mejorada del TLR2
y CD14 (el receptor en el monocito parael LPS), siendo
la activacion TLR2 mediada por la translocacién induci-
ble del NF-kB (39). Los TLR 1-9 humanos contienen un
dominio externo con multiples repeticiones ricas en leu-
cina (LRRs) y un dominio citoplasmético homdlogo a
receptor humano delalL-1.

El TLR5 de los mamiferos reconoce la flagelina bacte-
riana, tanto de los Gram positivos como Gram negati-
vos. La activacion del receptor moviliza el factor nu-
clear NF-kB y estimula la produccion de TNF-afa
Esto ocurre mediante el adaptador proteinico MyD88,
lo que sugiere que el TLR5 ha evolucionado para per-
mitir especificamente alos mamiferos detectar patdge-
nos bacterianos flagelados (40).

El receptor Toll-like 4 acttia como transductor de la se-
fial de la endotoxina transmembrana. Puesto que el LPS
activa el IRAK en los macréfagos murinos, una quinasa
con un papel critico en la transduccion de las sefiales en
lalL-1 elL-18, y puesto que la eliminacion de la IRAK
interrumpe varias cascadas de sefial es disparadas por en-
dotoxinas, esta quinasay el conjunto de sefidizacion IL-
1/Toll desempefian un papel predominante en la detec-
cion y respuesta a las infecciones de los Gram negativos
(42).

PROTEINASHEAT SHOCK

También es sabido que las heat shock protein (HSP)
constituyen una sefial interna que interactlia con las célu-
las dendriticas presentadoras de antigenos a través de una
viaNF-kB atamente conservada. Las proteinas HSP esti-
mulan la secrecion de citocinas por los macréfagos e in-
ducen la expresion de moléculas presentadoras de antige-
nos y coestimuladoras en las células dendriticas. Sin
embargo esto sdlo sucede cuando hay necrosis celular
pero no cuando se induce la apoptosis (42). La HSP60
humana activa las células mononucleares de sangre peri-
féricay los macréfagos derivados de monaocitos mediante
la sefidizacion CD14 y la protein-quinasa p38 mitdgeno
activada, compartiendo esta via con el LPS bacteriano
(43).

CONSIDERACIONESFINALES

El gen CARD15/NOD?2 codifica una proteina en lare-
gion citoplasmética de los monocitos humanos implicada
en e reconocimiento de los LPS bacterianos. Aunque
este mecanismo no esta totalmente claro existe evidencia
reciente de que otra quinasa citoplasmica con un dominio
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de reclutamiento de caspasas, Rip2, también conocida
como RICK y CARDIAK, media la sefidizacion paralos
receptores de |os sistemas inmunes innato y adaptativo.

La susceptibilidad genética a la enfermedad de Crohn
no esta limitada a cromosoma 16. El reconocimiento de
una via de transduccién que cuando se disregula contri-
buye ala patogénesis del CD acelerara el descubrimiento
de genes adicionales de susceptibilidad, ayudara a la
identificacion de factores ambientales asociados y en la
blsqueda de tratamientos especificos (3).

Se necesitan més trabagjos para responder a estas y
otras cuestiones. Es demasiado pronto para que exista un
beneficio claro en la préactica clinica. La mayoria de los
pacientes con variantes o mutaciones del gen NOD2 son
sanos 'y € curso clinico de los que portan 0 no mutacio-
nesen el NOD no se conoce. Hasta el momento la mayo-
ria de los homaocigotos para las mutaciones padecen la
enfermedad de Crohn pero el curso clinico de los pacien-
tes con mutaciones no es conocido ain. Por el momento
lamayor parte de estudios publicados indican que los pa-
cientes con mutaciones del gen NOD2/CARD15 padecen
la enfermedad de Crohn que afecta al ileon termina y
tienden a evolucionar a estenosis (44-48). De todas for-
mas hay poca informacion de todas las posibles mutacio-
nes del gen y es posible que la combinacion de algunas
aumente el riesgo de padecer formas fistulosas de la en-
fermedad. También parece claro que las mutaciones del
gen aparecen en la enfermedad de Crohn y no en lacolitis
ulcerosa (49).

Se necesita la colaboracion de los pacientes con los int
vestigadores para resolver algunas cuestiones e identifi-
car otros genes de susceptibilidad paralaIBD. Laidenti-
ficacion de estos genes tendra implicaciones seguras, no
solo para los pacientes con mutaciones en el NOD2, sino
también para sus familias. Estos avances muestran los be-
neficios del proyecto genoma humano y de la publicacion
de las bases de datos genéticas. Ademas, por primeravez,
un gen para una enfermedad poligénica y multifactorial
compleja ha podido ser identificado usando dos técnicas
diferentes, la clonacién posicional y la aproximacion a
los genes candidatos.
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