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El tracto gastrointestinal es un complejo sistema en el que
conviven, por un lado, la mucosa intestinal, con una super-
ficie aproximada de 300-400 m? en el adulto; y la flora del
tubo digestivo, que fluctia entre 103 y 1012 microorganis-
mos por gramo de contenido intestinal, segin el segmento

analizado, la que excede en 10 veces la totalidad de las célu-

las somdticas y germinales de nuestro organismol.

La estructura que nos separa de la luz intestinal estd com-
puesta por una monocapa celular, dispuesta en forma de
criptas y vellosidades. Diversos tipos celulares conforman
esta estructura, entre otras: células troncales, células de Pa-

Puntos clave

La flora gastrointestinal establece con el

organismo una relaciéon de mutualismo. Provee
de rutas metabélicas inexistentes, contribuye al
desarrollo y el mantenimiento del sistema inmunitario
y a la homeostasis de la barrera epitelial intestinal.

La inmunidad innata gastrointestinal a través de

un conjunto de receptores en diversos tipos
celulares mantiene la capacidad de generar una
respuesta inflamatoria frente a los patégenos y de
generar una respuesta de inmunotolerancia frente a la
flora gastrointestinal.

En la etiopatogenia de la enfermedad inflamatoria

intestinal son de vital importancia, entre otras, la
interaccion de la flora gastrointestinal y un sistema
inmunitario innato alterado que genera una respuesta
inflamatoria defectuosa frente a la flora.

Los polimorfismos del gen NOD2 confieren a los

individuos portadores una mayor susceptibilidad
para desarrollar enfermedad de Crohn y un fenotipo
ileal y estenosante. Funcionalmente, estos
polimorfismos producen un defecto en la inmunidad
innata intestinal que impide controlar localmente la
flora, y se genera asi un proceso inflamatorio crénico.

Los receptores toll-like tienen un papel

importante en la homeostasis de la mucosa
intestinal. Existe una evidencia menor entre los
polimorfismos de éstos y la etiopatogenia de la
enfermedad inflamatoria intestinal.
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neth, enterocromafines, enterocitos, células M, linfocitos
intraepiteliales y células dendriticas. Todas ellas, y coordi-
nadamente, se encargan de desempefiar las diversas funcio-
nes de la mucosa gastrointestinal: barrera, regeneracion, ab-
sorcién, secrecién, defensa e inmunotolerancia.

La flora estd compuesta por, al menos, 500-1.000 especies,
aunque su numero podria ser mayor a 7.000 especies si el
analisis se realiza utilizando técnicas moleculares de ARN
ribosomal bacteriano. No obstante, es probable que un nu-
mero limitado de especies sean las biolégicamente mds ac-
tivas, como ocurre en muchos nichos ecoldgicos. La flora
intestinal se caracteriza por ser una poblacién mayoritaria-
mente anaerobia obligada a aumentar su densidad en los
segmentos distales del tracto digestivo. Frente a la interpre-
tacién clasica, que abogaba por un predominio de una rela-
cién de comensalismo (una parte se beneficia y la otra es
indiferente), numerosos datos indican que la relacién real
es de mutualismo!. De hecho, la microbiota funciona como
un 6rgano metabélico que provee de rutas enzimdticas no
presentes en nuestro organismo®3, contribuye al desarrollo
y mantenimiento de drganos linfoides locales y sistémi-
cos®? y a la homeostasis de la barrera epitelial intestinal®.

Inmunidad innata
y sistema digestivo

La mucosa intestinal tiene la dificil tarea de limitar la res-
puesta inflamatoria contra la flora y de mantener la habilidad
de generar una respuesta inmunitaria contra los microorga-
nismos patégenos. Esto crea una relacion de equilibrio dind-
mico y frégil, entre el sistema inmunitario, la flora y la muco-
sa intestinal. Por este motivo, al alterarse cualquiera de ellos,
puede generarse un proceso inflamatorio agudo o crénico.

El sistema inmunitario innato de la mucosa intestinal, a
través de un conjunto de receptores, células y mediadores,
es capaz de censar, procesar y generar una respuesta infla-
matoria o de inmunotolerancia’-8. Para esto cuenta con un
componente celular, en el que destacan, entre otras, las cé-
lulas dendriticas, los macréfagos, los enterocitos, las células
M y las células B, que constantemente censan el medio uti-
lizando receptores de inmunidad innata; y ante una sefial
de peligro generardn una respuesta inflamatoria; o si el mi-
croambiente no presenta alteracién significativa, creardn se-
fiales de inmunotolerancia’ 14,
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Los receptores de la inmunidad innata per-
tenecen a varias familias proteinicas (recep-
tores toll-like (TLR), receptores nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD),
proteinas reconocedoras de peptidoglucano,
lectinas-C y otros), que, en conjunto, se co-
nocen como receptores de reconocimiento
de patrones, ya que reconocen estructuras
conservadas de los microorganismos (lipoli-
sacdridos, peptidoglucano, etc.). Se caracte-
rizan por estar codificados por genes de la
linea germinal (es decir, no son clonales co-
mo el receptor de un linfocito), localizacién
ubicua, generar una respuesta inmunitaria
ripida, coordinar la respuesta inmunitaria
adaptativa y, algunos de ellos, por mediar
funciones homeostisicas no inmunitarias de
la mucosa intestinal.

Receptores toll-like

Se conocen 11 receptores glucoproteinicos
transmenbrana que pertenecen a la super-
familia de los receptores de la interleuci-
na-1 (IL-1) y que presentan 3 particulari-
dades estructurales: poseer un extremo ex-
tracelular rico en leucinas que cumple la
funcién de receptor, un pequefio dominio
transmenbrana y un segmento citoplas-
mitico homélogo #o// y receptor de IL-1
(TIR) esencial para activar la cascada de
sefiales intracelular que, interactuando con
una serie de adaptadores (MyD88, TRIF,
TICAM, TIRAP ) y cofactores (IRAK,
TRAF, TAB, TAK), activa distintos facto-
res de transcripcion nuclear (NF-xB, fac-
tor regulador del interferén 3 [IRF3]) y
mitogen activated protein (MAP) cinasas,
lo que, finalmente, determina la modula-
cién de la transcripcién de genes de la res-
puesta inflamatoria>1° (fig. 1).

Estos receptores son capaces de reconocer
diversas estructuras conservadas de los
microorganismos (patrones moleculares) e
incluso estructuras del huésped (tabla 1).
Su localizacién subcelular puede ser tanto

TLR

Membrana celular

D MyD88
0 0
RAKT IRAK4

(TAB2)

TAK1

\J

UEVIAS (O UBCI3

Nicleo / P50/ P65
O NF-xB

Modulacién genes inflamaciéon

Figura 1. Senializacion intracelular TLR. La estimulacion de los TLR
genera la asociacion con el adaptador MyD8S (myeloid differentiation
primary-response protein 88), que, posteriormente, selecciona al cofactor
IRAK4 (IL-1R-associated kinase 4) y éste e/ de IRAK1, al que
Jfosforila. Luego, se asocia a este complejo TRAF6 (tumor necrosis
asociated factor 6). IRAK4 y TRAF6 se disocian de este complejo y se
unen con TAKI (transforming factor B activated kinase) y Z4B
(TAK1 binding protein 1), fosforilando a ambos en la membrana
celular. Se degrada IRAK1 y el complejo se traslada al citoplasma, donde
se asocia a UBC13 (ubiquitin conjugating enzime 13) y UEV1A
(ubiquitin conjugating enzime E2 variant 1) ubicuitilando a TRAFS,
lo que induce la activacion de TAKI1. TAKI fosforila a las MAP
(mitogen activated protein) cinasas y al complejo IKK (inhibitor of
nuclear factor KB kinase). Finalmente, el complejo IKK activado
Josforila a IKB, lo que determina su ubicuitilacion y degradacion,
liberando a NF-KB, el que se traslada al niicleo donde induce la expresion
de los genes proinflamatorios. MUAP: mitogen activated protein.

extracelular (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS y TLR6) como
intracelular (TLR3, TLR7, TLR8 y TLRY), lo que permite
optimizar la captura de los ligandos.

En la mucosa intestinal, su expresién puede ser constitutiva o
inducible. En el epitelio, en forma constitutiva, los receptores
TLR2 y TLR4 se expresan en la superficie apical, TLR5 en
la basolateral y TLR3 intracelularmente, lo que permite reco-
nocer una amplia gama de productos derivados de patégenos
e iniciar asf una respuesta inmunitaria a través de la secrecién
de péptidos antimicrobianos (betadefensinas) y de citocinas
proinflamatorias. Las células de Paneth via TLR9 degranulan
su contenido en las criptas, ricas en péptidos antimicrobianos,
que, ademas de su funcién litica, son quimiotacticas para cé-

lulas dendriticas, monocitos y células T. Las células dendriti-
cas expresan todos los receptores #0/, 1o que produce en éstas,
al ser estimuladas, un cambio morfofuncional que las trans-
forma en células presentadoras de antigenos, modulando asi
la respuesta inmunitaria hacia un patrén predominantemente
Th-1,Th-2 0 Th-3 (linfocitos T reguladores).

Estos receptores, al interactuar con la flora, tienen un im-
portante papel no inmunitario en la homeostasis de la mu-
cosa intestinal y regulan las uniones intercelulares de la ba-
rrera epiteliall’, el equilibrio entre proliferacién y diferen-
ciacién celular de los enterocitos y la produccién de factores
protectores para la mucosa, como son la IL-6 y la bea# shock
protein 25y 72,y previenen asi el dafio de éstad18,
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Receptores NOD

Los receptores NOD1 o CARD4 (caspase-recruitment domain)
y NOD2 o CARD15, pertenecen a la familia CATERPI-
LLER (CARD, transcription enbancer, R [purine]binding, pyrin,
lots of leucine repeats) y se caracterizan, estructuralmente, por
presentar 3 dominios: uno aminoterminal efector, que interac-
tia con una serie de adaptadores (RICK), activando distintos
factores de transcripcion nuclear (NF-xB, AP-1 y Elk 1), lo
que, finalmente, determina la modulacién de genes de la res-
puesta inflamatoria y de la apoptosis, otro central (NOD) re-
gulador y el carboxiterminal rico en leucinas (LRR), implicado
en el reconocimiento del ligando!%2 (fig. 2). Ambos recepto-
res son intracelulares: NOD1 tiene una distribucién ubicua, en
cambio, NOD2 se expresa constitucionalmente en la serie

mielomonocitica, células dendriticas y células de Paneth y en
forma inducible en el epitelio intestinal?"23. Ambos recono-
cen pequefios derivados del peptidoglucano, muramildipépti-
do en el caso de NOD2 y mesodcido diaminopimélico por
NODI1. Su estimulacién induce la secrecién de multiples me-
diadores inflamatorios como citocinas, quimiocinas, factores
hematopoyéticos y moléculas de adhesién, las que en conjunto
modulan la respuesta inflamatoria (fig. 3). En las células de
Paneth, el receptor NOD2 esta implicado en la secrecién de
péptidos antibidticos (defensinas).
Los distintos receptores de inmunidad innata interactdan
entre si, lo que genera, en algunas ocasiones, una respuesta
sinérgica, o en otras, una respuesta antagonica para secre-
cién de una determinada IL. También la coestimulacién
permite modular la respuesta y actividad de determinadas
células del sistema inmunitario®*27. Del
resultado de la coestimulacién y la interac-

Dominio efector

Dominio regulador | Dominio reconocedor

cién con el microambiente (otras citocinas
o productos derivados de los mastocitos,

enterocitos o fibroblastos) se generard una

CARD1 NOD LRR

NOD1 determinada respuesta inflamatorial31428,

CARD2 CARD1 NOD LRR

NOD2

Receptores de

Figura 2. Estructura NOD 1 y NOD2. Las proteinas NOD estin
compuestas por 3 dominios: uno variable efector (EBD: effector binding

inmunidad innata y
su implicacion clinica

domains), que, en el caso de NOD1, tiene un dominio CARD y en
NOD?2 presenta 2 dominios CARD. Un dominio central (NOD:
nucleotide-binding oligomerization domain) que cumple la funcion de
autooligomerizacion y un dominio carboxiterminal, rico en leucinas,
encargado del reconocimiento del ligando (LRR: leucine rich repeats).

Tabla 1. Receptores toll-like y sus ligandos

Receptor Ligando Origen ligando

TIR1 Triacil lipopéptidos Bacterias y micobacterias

TLR2 Peptidoglucano Bacterias grampositivas
Acido lipoteicoico Bacterias grampositivas
Zymosan Hongos
Proteina golpe de calor 70 Huésped

TIR3 ARN doble hebra Virus

TLR4 Lipopolisacéridos Bacterias gramnegativas
Fibrinbgeno Huésped

TLR5 Flagelina Bacteria

TIRS Diacil lipopéptidos Micoplasma
Zymosan Hongos

TLR7 ARN monocatenario Virus

TLR8 ARN monocatenario Virus

TLR9 ADN Bacterias y virus

TIR10 Sin describir Sin describir

TIR11 Sin describir Bacterias uropatégenas
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en la enfermedad
inflamatoria intestinal

Papel de la flora y de los
receptores de inmunidad innata
en la etiopatogenia y
tratamiento de la enfermedad
inflamatoria intestinal

En la etiopatogenia de la enfermedad in-
flamatoria intestinal (EII) un elemento
esencial en los modelos experimentales
para el desarrollo de inflamacion es la pre-
sencia de la flora en el tracto gastrointesti-
nal, como lo demuestran los experimentos
en animales criados en condiciones libres
de gérmenes (germ free) y en pacientes con
enfermedad de Crohn a los que se les rea-
lizan cirugias derivativas?-32 (fig. 4).

Los modelos murinos deficientes (knockout)
en algunos TLR o de un adaptador intrace-
lular (MyD88) presentan colitis mds graves
y una mayor tasa de mortalidad, debido a
una deficiente respuesta inflamatoria y a la
homeostasis de la mucosa intestinal®18.
Los individuos con determinados polimor-
fismos para el gen NOD2 presentan un
mayor riesgo de presentar una enfermedad
de Crohn, y cuando ésta aparece, de tener
una enfermedad ileal, estenosante y de re-

querir cirugia precozment633.



Por tltimo, el tratamiento con antibidticos y
probiéticos, al menos en un subgrupo de pa-
cientes con enfermedad inflamatoria intesti-
nal, desempefia algtin papel en la terapia34’35 .

Evidencia epidemiolédgica del
papel etiolégico de los
polimorfismos del receptor NOD
y sus mecanismos
etiopatogénicos en la Ell

En la historia de la EII, los primeros poli-
morfismos para los que se tuvo evidencia
de su asociacién con la enfermedad de
Crohn, fueron los del gen NOD2/CARD15
(R702W, G908R y el 1007fs)36:37 que
afectan preferentemente a la region LRR
encargada en el reconocimiento del ligando
y que, funcionalmente, reconoce defectuo-
samente el muramildipéptido y, por tanto,
no activa el NF-kB (fig. 5)%.

Desde el punto de vista clinico, estos poli-
morfismos confieren a los individuos por-
tadores de un alelo un riesgo relativo para
desarrollar la enfermedad de 2 a 4 veces
mayor que la poblacién general y, cuando
son homocigotos o heterocigotos com-
puestos, un riesgo relativo de 15 a 40 ve-
ces; ademds, confieren una mayor proba-
bilidad de afectacion del ileon terminal y
de un fenotipo estenosante3>3%. Estos po-
limorfismos no son del todo suficientes ni
necesarios para desarrollar enfermedad de
Crohn, dado que, del 60 al 70% de los en-
fermos no los poseen y, ademads, del 6 al
19% de la poblacién general son portado-
res sanos. Por otro lado, hay diferencias
poblacionales importantes, dado que los
polimorfismos del gen NOD?2, afectan,
preferentemente, a la poblacién caucdsica.
Es interesante observar una interaccién en
el patrén fenotipico entre NOD2 y otros
polimorfismos para enfermedad de
Crohn. Asi, se observa un mayor riesgo
relativo en los pacientes portadores de
ambos polimorfismos para NOD2 y
SLC22A-TC o NOD2 y TLR4, para de-

sarrollar enfermedad de Crohn y un fenotipo estenosan-

ted0,41
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Adaptadores TIR
NOD1/NOD2 TIR TIR (MyDiFB)S, MAL/TIRAP,
L TRIF/TICAM-1)

CARD2 CARD] NOD/LRR(() Derivados Complejos de kinasas
peptidoglucano| | (IRAK, TBK/IKK, TANK, RIP)

(Cinasa | CARD1
RICK / Cinasa

Citocinas proinflamatorias (TNF-c,, IL-1p)
Proteinas superficie celular (ICAMT)

Modulacién respuesta inflamatoria

Figura 3. Estructura y mecanismos de accion del TLR4 y NOD. Los
receptores NOD1 y NOD?2 estin implicados en el reconocimiento
intracelular de moléculas derivadas del peptidoglucano. Al reconocer dichas
moléculas, interactiian con el adaptador RICK (Rip—likc interacting
caspase-like apoptosis-regulatory protein kinase) y, posteriormente,
activan diversos factores de transcripcion (NF-KkB: nuclear factor-xB, AP-
1: activaing protein-1 y E/k-1: member of ETS oncogenes family) y /as
caspasas. EI TLR4, en conjunto con el cofactor MD2, reconoce el
hpopolisacdrido (LPS) en la superficie celular; posteriormente, interactia con
una serie de adaptadores TIR (toll/IL-1 receceptor) (MyD&§: myeloid
differentiation primary-response gene 88, MAL: MyD88 adaptor like
protein o TIRAP: TIR-domain-containing adaptor protein, 7RIF:
TIR-domain-containg adaptor protein unducing IFN-ff 0 TICAM-1:
TIR-domain-containing adaptor molecule 1) y complejos de cinasas
(IRAK: IL-1-receptor associated kinase, 7BK1: TANK binding kinase
1, IKKi: inhibitor of NF-kB kinase inhibitor, Z4NK: TRAF family
member associated NF-kB activator, RIP: receptor interacting protein)
que al interactuar y activarse fosforilan IKKs (inhibitor of NF-xB
kinases), MAPKs (mitogen-activator protein kinases) ¢ IRF3 (interferon
regulatory factor 3). Finalmente, la ruta de ambos receptores conduce a la
transcripcion de genes de citocinas proinflamatorias (TNF-oty IL-1 entre
otras) y moléculas de la superficie celular (ICAM1I).

que perpetuaria el proceso inflamatorio localmente. Por su
ubicacién preferente en el ileon, podria explicar la alta pre-

Desde el punto de vista de los mecanismos patogénicos por
los que estas variantes genéticas determinan susceptibilidad
o aspectos fenotipicos, existen diferencias entre los distin-
tos modelos murinos y, como es de prever, con los pacientes
afectados estudiados*2-44.

Los pacientes afectados por los polimorfismos presentan
una expresiéon disminuida de las alfadefensinas en las célu-
las de Paneth, especialmente en el fleon® . Dado que las
defensinas son polipéptidos con una potente accién bacte-
ricida e inflamatoria®’, esto podria explicar una alteracién
en los mecanismos defensivos de la mucosa intestinal, lo

dileccién de la enfermedad de Crohn por dicha ubicacion.

Por otra parte, los pacientes portadores de los polimorfismos
presentan una deficiente produccién de IL (TNE, IL-1B,
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10) y quimiocinas (MCP-1) cuando
sus células mononucleares de sangre periférica son estimula-
das con agonistas para NOD o coestimuladas con agonistas
para NOD y TLR. Mis ain, en estos pacientes se observa
una clara relacién dosis-respuesta, y es progresivamente de-
creciente la produccién de IL proinflamatorias entre los pa-
cientes control, heterocigotos y homocigotos para las varian-
tes NOD2, respectivament650'54. Esto impediria generar una
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Respuesta
bacteriana

Factores predisponentes disminuida

del huesped:
Polimorfismos gen NOD2

! ! Alteracién
Pollmorfls.mos genes TLR respuesta
Otros polimorfismos inmunitaria

Th-1/Th-2

Enfermedad inflamatoria
intestinal

Flora

gastrointestinal

Figura 4. Factores implicados en la patogenia de la enfermedad

inflamatoria intestinal. La interaccion entre los factores genéticos del
huésped (polimorfismos de los receptores de la inmunidad innata y otros) y

la flora gastrointestinal genera una respuesta inmunitaria alterada

(disminucion de la actividad bactericida y alteracion del equilibrio Th-1/

Th-2) lo que conduce a un proceso inflamatorio crénico intestinal.

CARD2 CARD1 NOD

—_

LRR

f f

R702W G908R 1007fs

Figura 5. Polimorfismos en gen NOD2. El gen para NOD2 consta de 3
dominios: uno variable efector compuesto por 2 CARD, el central (NOD:
nucleotide-binding oligomerization domain) y uno carboxiterminal,
rico en leucinas (LRR: leucine rich repeats). Los polimorfismos para
enfermedad de Crobn se encuentran dentro del dominio rico en leucinas o

en su proximidad, como se aprecia en la figura.

respuesta inflamatoria adecuada para controlar localmente la
flora bacteriana, perpetudndose asi localmente la
inflamacién®18.

Los pacientes con polimorfismos para NOD2 presentan
una alteracién en la produccion de las IL tipo Th-1y tipo
Th-2. En los pacientes homocigotos o heterocigotos com-
puestos para los polimorfismos de NOD2 sus células mo-
nucleares de sangre periférica, al ser coestimulados con
agonistas para TLR2 y muramildipéptido, producen menos
IL-10, IL Th-2 antiinflamatoria®®. En cambio, sus células
dendriticas producen més IL-12 y menos IL-10 al ser coes-
timulados con agonistas para TLR2 y muramildipéptido,
generandose asi un desequilibrio a favor de un patrén Th-1
o tipicamente inflamatorio®>°6.

En definitiva, los polimorfismos para el gen NOD2 produ-
cen funcionalmente un defecto en la inmunidad innata que
impide generar una respuesta inflamatoria adecuada para
controlar localmente la flora o patégenos y, a la vez, coordi-
nar la respuesta inmunitaria adaptativa, favoreciéndose asi
un proceso inflamatorio crénico.
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Evidencia epidemioldgica del
papel etiologico de los
polimorfismos de los receptores
toll-like y sus mecanismos
etiopatogénicos en la
enfermedad inflamatoria
intestinal

La relacién de los polimorfismos de los
TLR con la EII es de mds reciente descrip-
cién, por lo que se dispone de menor evi-
dencia epidemiolégica de su papel etiolégi-
co y de sus mecanismos etiopatogénicos.

Se han descrito polimorfismos para el re-
ceptor TLR4 (Asp299Gly y Thr399Lle),
que confieren un mayor riesgo relativo pa-
ra desarrollar enfermedad de Crohn y co-
litis ulcerosa, aunque no todos los estudios
son concordantes*137-5% También se ha
reportado asociacién entre enfermedad de
Crohn y el polimorfismo del receptor
TLR9 (-1237C/T)®0. Al interactuar los
polimorfismos del NOD2 con los del re-
ceptor TLR4, como ya se comentd, se
produce un aumento en el riesgo relativo
para desarrollar enfermedad de Crohn.

No se han descrito en pacientes con enfer-
medad inflamatoria intestinal los mecanis-
mos patogénicos funcionales de los poli-
morfismos de los TLR. En infecciones
bacterianas, estos polimorfismos confieren
un mayor riesgo de sepsis grave, lo que
apunta a un defecto de la inmunidad
innata®®. Por otro lado, se requiere indem-
nidad de los TLR para mantener la home-
ostasis de la mucosa intestinal, ademads, és-
tos son necesarios para limitar la respuesta
inflamatoria en modelos murinos coliticos

knockout para TLR2/ 46,18-62,
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