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RESUMEN

Los Polimorfismos de Nucleotido Simple (SNP) son variaciones puntuales de un
solo nucledtido en la secuencia del genoma. Existen polimorfismos relacionados
con el desarrollo de patologias como es el caso de la Enfermedad Celiaca (EC). En
el presente proyecto se estudio la presencia de cuatro polimorfismos caracteristicos
de la Enfermedad Celiaca (EC) en personas diagnosticadas con Sindrome de
Intestino Irritable (Sll). El cuadro clinico que presenta la EC es similar a otras
enfermedades intestinales, principalmente al sindrome de intestino irritable. Debido
a que los sintomas son semejantes, existen diagnosticos ambiguos y confusion
entre estas dos enfermedades. El presente trabajo persigue dilucidar la frecuencia
de polimorfismos caracteristicos de EC en personas diagnosticadas con Sll. Se
trabajo con un total de 58 muestras, de las cuales 28 fueron individuos con Sl 'y 30
personas del grupo control. La metodologia empleada comprendio las siguientes
fases: extraccion de ADN de las muestras bioldgicas, que podrian ser de sangre y/o
saliva, la amplificacion de fragmentos de interés mediante la técnica de PCR y
finalmente la secuenciacibn empleando el método de Sanger. Para el analisis
estadistico se utiliz6 la prueba exacta de Fisher para determinar si existen
diferencias significativas entre el grupo control y el de pacientes con SlI. Se observé
la presencia de los polimorfismos rs6441961, rs6822844 y rs9851967 (asociados a
EC) sin embargo no se observaron diferencias significativas entre los grupos. Por lo
cual no se pudo concluir que los SNPs relacionados con EC sean determinantes en
la aparicion de SlI. No obstante, los cuatro polimorfismos analizados se encuentran
en regiones del genoma que cumplen importantes funciones a nivel del sistema
inmune, por lo que no se descarta que los polimorfismos evaluados pudieran estar

involucrados en el desarrollo de este sindrome.

Palabras clave: Polimorfismos asociados a la Enfermedad Celiaca, Sindrome de

Intestino Irritable, Test exacto de Fisher, secuenciacion Sanger.



ABSTRACT

Simple Polymorphism Nucleotide (SNP) are punctual variations of an simple
nucleotide in the genome. There are polymorphisms involved with diseases such as
Celiac Disease (CD) presenting several SNPs associated with this pathology. The
present project studies the presence of four typical Celiac Disease (CD)
polymorphisms in people diagnosed with Irritable Bowel Syndrome (IBS).
Ambiguous diagnoses and confusion exist between these two diseases and for that
reason these two illness are normally misdiagnosed. This work tries to correlate the
presence of typical CD SNPs with people who have been diagnosed with SlI. A total
of 58 samples were analyzed, of which 28 were patients with Sll and 30 were from
people without syndrome. To perform this experiment we used: DNA extraction from
the biological samples, which were either blood or saliva, amplification of interest
fragments using PCR's technology and sequencing of the fragment by Sanger's
method. Fisher's exact test was used to find differences between groups. The
presence of the rs6441961, rs6822844 and rs9851967 polymorphisms (associated
with CD) were found in the study nevertheless they did not have statistical
significance among groups. Therefore, it was not possible to establish that the EC
related SNPs are present in individuals with Irritable Intestine Syndrome. However,
the four analyzed polymorphisms are associated with immunological system genes,

therefore the correlation with Sl could not be discarded at all.

Key words: Polymorphisms associated with Celiac Disease, Irritable Bowel

Syndrome, Fisher exact test, Sanger sequencing
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1. Capitulo I Introduccion

1.1 Antecedentes

La Enfermedad Celiaca (EC) es un trastorno de caracter autoinmune causado por
la ingesta de gluten en individuos con predisposicion genética. A nivel de intestino
se presenta hiperplasia y vellosidades atrofiadas. La prevalencia de la EC es de
alrededor del 1% en la poblacion mundial (Ludvigsson et al., 2012). A las personas
diagnosticadas con EC se les recomienda una dieta libre de alimentos que
contengan gluten, ya que este posee altas cantidades de prolina y glutamina que al
no ser digeridas en su totalidad en el intestino delgado resultan en derivados
peptidicos, que al ser desaminados causan inmunogenicidad en la persona celiaca
(Rubio-Tapia et al., 2013). Esta enfermedad se diagnostica por medio de dos
pruebas principales: la serologica que implica exadmenes de los anticuerpos
antitransglutaminasa (IgA), anticuerpos derivados de gliadina (IgA/IgG) vy
anticuerpos antigliadina AGA. Para corroborar los resultados de las pruebas
serolégicas se realizan biopsias del duodeno (Shannahan and Leffler, 2016). La
enfermedad celiaca puede conllevar a enfermedades como la osteoporosis,
anemia, pérdida de peso, artritis, hepatitis, infertilidad, ademas de las diarreas; sin
embargo, la enfermedad celiaca puede presentarse de forma asintomética en
ciertos casos aunque no es comun (Kelly et al., 2015).

En cuanto a los analisis genéticos de la EC el genotipo HLA DQ 5 y HLADQS8, son
importantes para la confirmacién de la Enfermedad Celiaca. Esta prueba genética
es mas precisa que la prueba seroldgica, si el individuo a ser evaluado se encuentra
llevando una dieta libre de gluten (Ludvigsson et al., 2014). En la enfermedad
celiaca existen numerosos hallazgos genéticos en cuanto a la susceptibilidad que
presentan determinados individuos para padecer esta enfermedad. Se han definido

los 6 loci dentro del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) por sus siglas



en inglés, ademas de variantes genéticas independientes ligadas al riego de
padecer esta enfermedad. Se ha descrito que tan solo el 31% de variantes genéticas
se hereda mientras que el 25 % son influenciadas por el MHC , a partir de este
porcentaje no heredable , se pueden determinar marcadores moleculares

relacionados con el riesgo de padecer la EC (Dieli-Crimi, Cénit y Nufiez, 2015).

En los ultimos afios los estudios en cuanto a la asociacion de polimorfismos de
nucledtido simple SNP relacionados con la Enfermedad Celiaca han sido
numerosos y se han llevado a cabo en distintas poblaciones del mundo. En un
estudio realizado en el Reino Unido se examinaron 310.605 SNPs relacionados con
la susceptibilidad para padecer la EC (Hunt et al., 2008). Otro estudio realizado en
la poblacion del Mediterraneo y la poblacion espafiola evalu6é el polimorfismo
rs6441961 localizado en la region 3p21 del cromosoma 3 y demostrd la asociacion
del polimorfismo con la susceptibilidad para padecer la Enfermedad Celiaca en la

poblacion espafiola (Dema et al., 2009).

El Sindrome de Intestino Irritable (Sll) es un trastorno gastrointestinal funcional que
no presenta ninguna anomalia estructural o bioquimica identificable (Aziz y
Sanders, 2012). Es un desorden de alta prevalencia que se caracteriza por sintomas
como dolor abdominal, constipacion y diarrea. Este se diagnostica por medio de los
criterios de Roma Ill como son: presencia de diarrea, episodios de estrefiimiento,
hinchazon del estémago, dolor (Lacy, 2015). No existe una razon cientificamente
comprobada que ayude a dilucidar la causa del desencadenamiento de la Sli, sin
embargo, este sindrome puede estar influenciado por episodios de estrés, factores

genéticos o medioambientales (Mearin y Montoro, 2014).



El Sll es un sindrome gastrointestinal frecuente mientras que la Enfermedad Celiaca
es una enteropatia autoinmune de alta frecuencia en paises caucésicos y de baja
frecuencia en paises de América. Los sintomas que presenta la EC son similares a
los que caracterizan a otras enfermedades gastrointestinales (Bakhshipour et al.,
2012).

Estudios realizados por diferentes grupos de investigacién utilizando el examen
serolégico de la antitransglutaminasa como marcador para el diagnéstico de EC,
en pacientes con Sll demuestran que existe una diferencia significativa entre los
grupos evaluados que fueron individuos con Sll y controles, es decir, que los valores
de resultados positivos para este anticuerpo fueron altos en el grupo con Sll a
diferencia del grupo control, concluyendo que existe una elevada prevalencia de EC
en individuos diagnosticados con SllI. (Sanders et al., 2001). Otro estudio en una
poblacién del sudeste de Irdn en el cual se determind la prevalencia de la
Enfermedad Celiaca en personas diagnosticadas con Sindrome de Intestino
Irritable, demostré una alta prevalencia de EC en la poblacién evaluada, tomando
como base tanto examenes inmunoldgicos como los niveles de la
antitransglutaminasa (Bakhshipour et al., 2012), al igual que los estudios en los
cuales se han empleado biopsias duodenales como criterio de diagnéstico de EC,
demuestran la prevalencia Enfermedad Celiaca en pacientes con SlI (Ford et al.,
2009).

Un estudio en Arabia Saudita en el cual realizaron tanto pruebas serolégicas que
median los niveles de transglutaminasa (TGAS) y anticuerpos endomisiales, asi
como pruebas histopatologicas a individuos con SllI, EC y controles arrojé que el
9.6% de personas con Sl resultan positivas para las pruebas especificas de

diagnéstico de EC. Estos resultados sugieren que para evitar un diagnostico erroneo



es necesario consultar a un especialista en gastroenterologia experimentado (Al-
Ajlan, 2016).

Otro estudio llevado a cabo en Egipto al evaluar la prevalencia de EC en pacientes
diagnosticados con Sll empleando pruebas inmunoldgicas determiné que los
pacientes con Sl presentan altos niveles de antitransglutaminasa lo que sugiere
que los sintomas de EC y Sll se pueden ver solapados lo que conduce a un

diagnéstico erroneo (Lindkvist, Tornblom y Simren, 2013).

1.2 Planteamiento del problema

El sindrome de intestino irritable es un desorden gastrointestinal crénico que
presenta una prevalencia del 10% al 20%. Este trastorno se caracteriza por
sintomas tales como dolores abdominales, diarreas, distencion abdominal o
estreflimiento. Sin embargo, para el diagndstico de esta enfermedad las directrices
no recomiendan una investigacion mas exhaustiva en lo referente a una mayor
cantidad de examenes que permitan descartar otro tipo de patologias
gastrointestinales; razén por la cual, los sintomas pueden estar solapando algun
otro tipo de anomalia (Luthra and Ford, 2016). Los sintomas frecuentes que
comparten la Enfermedad Celiaca y el Sll son: diarreas, dolor abdominal e
hinchazén; patrones que pueden variar ligeramente o combinar diarreas con
estrefiimientos, por lo que es dificil establecer un diagnéstico diferencial basado en

la sintomatologia.

El problema reside ademas, en que al ser los sintomas de la EC y SlI similares, no

se pueden discriminar con el examen médico de rutina, sino que es necesario



realizar pruebas mas especificas para el tamizaje de la enfermedad. Esto trae como
consecuencia que muchas personas que son diagnosticadas con Sll en primera
instancia posteriormente se ha descubierto que son personas que padecen de EC
(Mearin y Montoro, 2014).

El tiempo promedio para el diagndstico de la EC es de doce meses, pero el lapso
de tiempo para que se tengan sospechas de la enfermedad es de aproximadamente
10 afios (Zipser et al., 2003). El tiempo es un factor importante en este tipo de
enfermedad ya que realizar la deteccidn de la misma en edades tempranas permite
gue el tratamiento sea exitoso y por lo tanto mejora la calidad de vida al igual que
evita la progresion de esta enfermedad (Jericho et al, 2017); el "gold standar" de
diagndstico de esta enfermedad son los estudios serolégicos y biopsias duodenales,
que permiten evitar tratamientos infructuosos (Chan et al,2017). Es importante
recalcar que al no ser diagnosticada la EC debido a que existe solapamiento de
sintomas con SllI, puede tener consecuencias graves a largo plazo para el paciente
como osteoporosis, insuficiencia ponderal, deficiencia de vitamina D, entre otras (Al-
Ajlan, 2016).

El presente trabajo experimental persigue dilucidar la frecuencia de polimorfismos
caracteristicos de la Enfermedad Celiaca en personas diagnosticadas con

Sindrome de Intestino Irritable.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general
Evaluar cuatro polimorfismos de nucleotido simple relacionados con la Enfermedad
Celiaca en pacientes ecuatorianos diagnosticados con Sindrome de Intestino

Irritable.



1.3.2 Objetivos especificos

Determinar la presencia o ausencia de los cuatro polimorfismos de nucleétido
simple en las muestras de pacientes diagnosticados con Sindrome de

Intestino Irritable.

Determinar la frecuencia de los polimorfismos asociados a la Enfermedad
Celiaca dentro del grupo de pacientes diagnosticados con Sindrome de

Intestino Irritable.

1.4 Justificacion de la investigacion

En el Ecuador no existen datos estadisticos oficiales de casos de Enfermedad
Celiaca ademés de que su diagndstico es poco frecuente a diferencia del Sindrome
de Intestino Irritable que es frecuente en los consultorios médicos con una incidencia

que oscila entre el 25% y el 30% (Montalvo,2011).

Debido a la similitud de los sintomas entre la EC y el Sll se arriba a un diagndstico
erréneo y por lo tanto un tratamiento poco exitoso. Por lo tanto, analizar los
polimorfismos caracteristicos de la EC en personas diagnosticadas con Sll, podria
presentar importantes ventajas en cuanto a los andlisis rutinarios. Primero, al no
realizarse por medio de pruebas serolégicas sino a través de pruebas moleculares,
el diagnoéstico es mas confiable ya que las pruebas serologicas pueden arrojar
resultados negativos en celiacos que han seguido una dieta libre de gluten. Por otra
parte, las biopsias duodenales constituyen un procedimiento incobmodo, costoso,
doloroso por lo que muchas personas no estan dispuestas a exponerse a este tipo
de procedimientos. La toma de una muestra de sangre periférica o de saliva para la
obtencion de material genético que permita el analisis de los polimorfismos, en

contraste, es un procedimiento mucho mas sencillo, barato y poco invasivo.



Esta investigacion es un importante precedente para ampliar el campo de accion
investigativa en enfermedades a las cuales no se les ha prestado un mayor interés
probablemente debido a que la Enfermedad Celiaca presenta su génesis en paises
caucasicos. Sin embargo, no implica que en el Ecuador no existan personas que
sufran de Enfermedad Celiaca, a pesar de ser escasas y no ser diagnosticadas
eficazmente, ademas de que la EC puede ser confundida con otras dolencias
gastrointestinales. La ausencia de datos oficiales y concretos acerca de una
enfermedad, por muchos desconocida, representa una debilidad en el sistema de
salud publica de nuestro pais y acarrea importantes consecuencias desde el punto
de vista economico y para los pacientes, a corto y a largo plazo.

2. Capitulo Il Marco teorico

2.1 Sindrome de Intestino Irritable - Sll|

El Sindrome de Intestino Irritable (SlI) es un trastorno digestivo que es diagnosticado
por medio de los Criterios de Roma Il (ver Tabla 1) que son altamente predictivos
en situaciones donde existe ausencia de sintomas de alerta o incluso pérdida de
peso o dolor abdominal. Se caracteriza por dolores abdominales recurrentes y
cronicos, ademas de que presenta cambios en los habitos intestinales afectando la
defecacion. El Sl se presenta con frecuencia en la practica clinica y es considerado
un desorden funcional Existe una clasificacion dentro de Sl en tres grupos: SlI con
diarrea, Sl con estreilimiento y Sl mixto. SlI con diarrea denominado SlI- D incluye
a pacientes que presentaron al menos el 25% de las veces defecacion con diarrea.
SlIl con constipacion denominado SlI-C corresponde a pacientes que en un 25%
presentaron problemas al defecar. Sl mixto denominado SlI-M corresponde a

individuos que presentan patrones alternos de diarreas y constipacion.



La prevalencia de Sll varia ampliamente de acuerdo a los criterios utilizados en la
rutina clinica y a la regién geografica. Se estima que el Sll afecta al 12% de la
poblacion del Norte de Ameérica, siendo el subtipo SII-D el que presenta el
porcentaje mas alto con 40% de casos diagnosticados. La clasificacion de SlI-M
presenta un 23% y SlI-C presenta un porcentaje de 35%. La comorbilidad de SlI
incluye fibromialgia, cistitis intersticial, migrafia, dolor crénico pélvico y desérdenes
temporomandibulares. Sll esta asociado a una baja productividad en el trabajo y
una calidad de vida menguante. Las personas diagnosticadas con Sll poseen baja
autoestima y problemas en la calidad de vida desde el punto de vista psicolégico
(Plavsi¢, Hauser, Tkalci¢, Pletikosic, y Salki¢, 2015).

La prevalencia de Sl en adultos y en jovenes es similar, es decir, que este trastorno
se encuentra presente en un amplio rango de edades, incluso Sl est4 presente en
proporciones iguales tanto en hombres como en mujeres (Kurniawan y Kolopaking,
2014). La prevalencia de SllI es diferente en cada poblacién, en Estados Unidos
corresponde a un 20%, mientras que en Asia oscila entre un 3.5% - 25%
aproximadamente (Bakhshipour etal., 2012). Las enfermedades genéticas
presentan caracteristicas diversas dependiendo de la poblacién analizada. Sin
embargo, el Sl aparentemente no presenta variacibn geografica y tampoco
predomina en ningun grupo étnico, no existen diferencias en la prevalencia de Sli
entre los hispanos, americanos o africanos, por otra parte, afecta a un amplio rango
de edades. (Os$wiecimska, Szymlak, Roczniak, Girczys-Potedniok, y Kwiecien,
2017)



Tabla 1.

Criterios de Roma Il

Criterios de Roma lll
Dolor abdominal recurrente al menos tres veces al mes en los ultimos tres meses
y que esté asociado con al menos dos o mas de las siguientes caracteristicas:

e Problemas al defecar
e Cambios en las frecuencias de defecacion.

e Cambios en la apariencia de la defecacion.

Algunos sintomas de Sll se caracterizan por ser persistentes como: el dolor
abdominal crénico y la afeccién a nivel de habitos intestinales, por lo menos en los
altimos seis meses antes de la visita al médico. Los criterios de Roma no especifican
diferencias entre adultos y jovenes. La identificacion de Sll en personas adultas
conlleva un trabajo minucioso ya que el diagndstico no es simple. La presencia de
dolor abdominal puede presentarse como un desorden sistémico en enfermedades
como la diabetes. Por lo tanto la presencia de sintomas relacionados SlI en adultos
mayores no es especifica, por lo que puede conducir a conclusiones erréneas
(Parfenov, Albulova, y Ruchkina, 2016).

La determinacion de pacientes con Sll no se diagnostica por medio de la exclusion
de enfermedades organicas. Se llega a la identificacion de pacientes con SlI por
medio de criterios basado en sintomas. La validacion de los criterios fue certificada
por estudios en pacientes, meta-andlisis y voluntarios sanos para controles (Sood,
Gracie, Law, y Ford, 2015).
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2.2 Causas de SlI

Se conocia hasta hace un par de afios que Sll no tenia causas estructurales
conocidas ni tampoco se evidenciaba las bases bioquimicas implicadas. Sin
embargo, existen investigaciones actuales que permiten dilucidar con mayor certeza

la etiologia de esta enfermedad.

Entre las distintas de Sl se encuentran: factores genéticos, ambientales, una
relacion entre el cerebro y el intestino, desequilibrio de la microbiota intestinal,
inflamacion de la mucosa del intestino, desordenes en la permeabilidad intestinal o
desérdenes en el funcionamiento del cerebro. La patofisiologia del Sl no esta
totalmente dilucidada, sin embargo la desregulacion entre el cerebro e intestino
conlleva a una serie de alteraciones. Las principales manifestaciones de la
desregulacion se dan a nivel cerebral, respuesta autbnoma, funciones inmunes,
sensibilidad y movilidad intestinal. Todas estas se pueden desencadenar debido a

factores genéticos, estrés, infecciones entéricas o dietas (Aziz & Sanders, 2012).

Existe evidencia de que los sintomas de Sl se encuentran relacionados con un
desorden existente entre el eje cerebro - intestino el cual permite el paso de
informacion entre el sistema nervioso central y el sistema nervioso entérico. Las
situaciones de ansiedad, depresion o estrés se han evidenciado en los casos
diagnosticados con SllI; debido a que el cerebro transmite informacion de estrés en
sefales que se conectan al intestino para tratar de solucionar el estrés al cual esta

siendo llevado el cerebro. (Holtmann, Ford, y Talley, 2016)

La permeabilidad intestinal es una causa potencial de los sintomas de SlI, la cual

se encuentra relacionada con la alimentacion. En un estudio llevado acabo por Lacy



11

se evidencio que el Sll en el cual eran prevalentes las diarreas existia un aumento
de la permeabilidad intestinal, a diferencia del Sl en el cual predominaban periodos

de estrefiimiento (Lacy, 2015).

La microbiota intestinal se encuentra involucrada en la patogénesis del Sll debido a
gue esta enfermedad puede desarrollarse en individuos predispuestos a infecciones
gastroentéricas. La probabilidad de desarrollar SIlI aumenta seis veces mas en
individuos que han sufrido una infeccidbn aguda en el intestino. Los sintomas
relacionados con Sll comienzan a aparecer luego de la fuerte infeccion en un

porcentaje del 18% en pacientes con Sll (Lacy, 2017).

El sistema inmune posee un papel importante en Sll, por ejemplo las citoquinas pro
y anti inflamatorias son moduladores importantes de la respuesta inmune y poseen
una importante funcién en el proceso de inflamacién intestinal, como es el caso del
Sll. La produccion de citoquinas se encuentra regulada por factores genéticos, por
lo tanto los desérdenes en la secrecidn de citoquinas influye en la susceptibilidad

de padecer la enfermedad y en los resultados clinicos.

El equilibrio homeostatico de las citoquinas pro y anti inflamatorias se encuentra
regulado por factores ambientales del intestino. No obstante, las alteraciones de la
flora intestinal, las infecciones agudas gastrointestinales y el incremento de la
permeabilidad de las células del epitelio intestinal permiten la filtracion de citoquinas
y de quimiocinas en el sitio de la inflamacién. Algunas de las citoquinas pro-
inflamatorias mas relevantes son: el factor de necrosis tumoral TNF -a interferon —y
y la interleuquina IL12. Las citoquinas anti inflamatorias son interleuquina IL10 y el
factor de crecimiento —B. Las citoquinas anti y pro inflamatorias juegan un papel

importante en el proceso de inflamacién. La interleuquina IL10 podria emplearse
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como un potencial blanco terapéutico antinflamatorio para disminuir el grado de

inflamacion en pacientes con Sl (Kumar, Shukla, Ranjan, y Kumar, 2017).

2.3 Aspectos genéticos de SlI

La relacion entre el medioambiente y los factores genéticos favorecen a que el Sll
se manifieste en un individuo. Factores como el estrés, provocan una alteracion en
la sincronia entre el eje cerebro - intestino. La presencia de factores genéticos
contribuye a la hiperreactividad de los circuitos de estrés en Sll. El estrés provoca
el incremento de la secrecion de la hormona corticotropina y noradrenalina, lo que
resulta en cambios en el comportamiento de la respuesta del sistema nervioso
auténomo. La funcién del receptor hormonal de la corticotropina (CRH-R1) en la
patofisiologia de Sll se encuentra relacionado con la modulacién de la percepcion
visceral, movilidad y permeabilidad intestinal, que son funciones inmunes. Los
receptores CRH-R1 se encuentran ampliamente distribuidos en el eje del sistema
neuroendocrino donde cumplen importantes funciones de inervacion del sistema
gastrointestinal. Se ha descrito un SNP que se encuentra en el gen que codifica
para CRH-R1 se encuentra implicado en la patofisiologia de SlI involucrado en
condiciones patolégicas del sistema nervioso como es la depresién (Orand et al.,
2016).

La serotonina con sus propios receptores y transportadores tienen participacion en
la motilidad intestinal y en el estado animico. Existen estudios de asociacion de S|
con genes candidatos, por ejemplo el polimorfismo localizado en la region promotora
del gen transportador de la serotonina denominado 5 HTT se encuentra ligado al
polimorfismo de la regiébn 5 HTTLPR. El alelo corto del transportador de la
serotonina se encuentra relacionado con la baja eficiencia transcripcional, lo que

resulta en la baja expresion de 5 HTT y por lo tanto una baja tasa de consumo



13

celular de serotonina en una linea celular de linfoblastos (Henstrom y D’Amato,
2016). El gen SCN5 forma parte de una familia de genes encargados de la
realizacion de los canales de sodio, este gen se encuentra ubicado en el cromosoma
3. También existen evidencias que corroboran la relacion de factores genéticos
involucrados en el desorden intestinal. En un estudio realizado en gemelos se
encontré una mutacion en SCN5 el cual se encuentra asociado al dolor abdominal,
gue es uno de los sintomas presentes en SllI. Existe otra investigacion en la cual
buscaron SNP asociados a SllI y reportaron polimorfismos en el factor de necrosis
tumoral y genes que codifican al factor alfa de necrosis tumoral (Katsumata,
Shiotani, Matsumoto, Fujita, y Haruma, 2016)

2.4 Conexion entre EC y SlI

La Enfermedad Celiaca (EC) es una enfermedad autoinmune desencadenada por
la ingesta de gluten en individuos con predisposicion genética, la enfermedad se
caracteriza por la presencia de atrofia en las vellosidades intestinales lo que provoca
una mala absorcion de los nutrientes y conlleva a problemas tales como la
malnutricidn, diarrea, fatiga y anemia. El Unico tratamiento para esta enfermedad es

llevar una dieta libre de gluten (Dieli-Crimi, Cénit, y Nufiez, 2015).

La prevalencia de esta enfermedad es del 1% a nivel mundial y se puede presentar
en cualquier etapa de la vida, desde la nifiez hasta la edad adulta. EC es frecuente
en mujeres mas que en hombres con una proporcion de 2:1 (Rubio-Tapia, Hill, Kelly,

Calderwood, y Murray, 2013).

En cuanto a los factores externos se menciona al gluten el cual es responsable de

desencadenar una serie de sintomas que mas tarde caracterizaran a la EC. Las
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gluteninas y gliadinas son dos de los componentes principales del gluten que al no
ser digeridos en su totalidad, dejan péptidos como residuos. Los péptidos del gluten
son resistentes a la digestion y son el desencadenante de la respuesta inmune en
la EC (Ribeiro et al., 2016). Para el diagndstico de EC se realizan fundamentalmente
dos andlisis: examenes serologicos en los cuales se evalian anticuerpos anti-
transglutaminasa (antiTG2) y anti-endomisio (EMA). El examen confirmatorio es la
biopsia duodenal de la mucosa intestinal con los andlisis histolégicos respectivos
(Megiorni y Pizzuti, 2012).

Este conjunto de trastornos que se presentan en la EC son el resultado de la accion
mancomunada de factores genéticos, ambientales y la participacion de la respuesta
inmune. Los factores medio ambientales como la ingesta de gluten constituye un
pre requisito para el desencadenamiento de EC (Ludvigsson et al., 2014). La EC es
una enfermedad hereditaria multifactorial, la cual no depende de una mutacion
especifica sino de la implicacion de varios genes y de factores ambientales. La EC
es poligénica, hasta el momento se ha estudiado a nivel genético a los genes
involucrados con el Antigeno Leucocitario Humano (HLA). Alrededor del 100% de
personas diagnosticadas con EC presentan el genotipo HLA DQAZ2. Sin embargo el
portar el genotipo asociado al riesgo de EC no garantiza el diagnéstico de la
enfermedad (Lazaro & Piedrafita, 2016). Las linfocitos T CD4+ reaccionan al gluten
en la mucosa intestinal; en pacientes con EC los péptidos del gluten son ligados a
las moléculas de HLADQ2 y HLADQS8 los cuales desencadenan la respuesta

inmune (Stankovic et al., 2014).

Los sintomas que comparten la EC y Sll son distencion abdominal, diarreas o dolor.
La presencia de estos sintomas en comun conlleva a problemas en el momento de
discriminar cada uno de los desérdenes. La encuesta realizada a varias personas

celiacas por Celiac Disease Foundation, arrojé que algunos individuos fueron
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diagnosticados en primera instancia con Sll, debido a que poseian sintomas en
comun entre Sll 'y EC (Mearin y Montoro, 2014). La EC es sub-diagnosticada debido
a la falta de especificidad de los sintomas clinicos que presenta por lo que para
llegar a un diagndstico es necesario realizar una serie de examenes que permitan
confirmar la enfermedad, por lo tanto el tiempo se extiende hasta el diagndstico
definitivo (Barada, Abu Daya, Rostami, y Catassi, 2012).

Alrededor del afio 2001 se inician los primeros estudios de evaluacion de
prevalencia de EC en individuos con Sll. En la cual se evaluaron a personas con SlI
a través de inmunoglobulinas y lo interesante es que existieron casos en los cuales

el resultado dio positivo para EC.

2.5 Polimorfismo de nucle6tido simple (SNP)

Se conoce como polimorfismo aquellas regiones en el genoma que varian entre
individuos. El polimorfismo de nucle6tido simple SNP es una variacion genética que
provoca el cambio de un solo nucleétido en la secuencia del ADN. Los polimorfismos
de nucledtido simple son las variaciones mas comunes presentes en el genoma.
Alrededor del 93% de los genes presentan al menos un SNP. Los polimorfismos
pueden ubicarse en regiones de genes codificantes, regiones no codificantes o entre
genes. Los SNPs son usados como marcadores de génicos, sin embargo, el
impacto es minimo en los sistemas biolégicos. Las consecuencias funcionales de
los SNPs provocan cambios en la secuencia de aminoacidos, en la estabilidad del
RNA mensajero y en casos especificos afectan la funcién de la proteina (Uppu,
Krishna, & Gopalan, 2017).
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Las alteraciones en los nucleétidos se encuentran asociadas a respuestas ante
drogas, predisposicion a enfermedades y la patogénesis de tumores malignos. Las
alteraciones de los nucleétidos pueden presentarse de diferentes formas:
deleciones, inserciones, traslocaciones e inversiones. Los polimorfismos de
nucleodtido simple resultan de la sustitucion de una sola base, denominados SNP o
mutaciones de un solo nucledétido. Los SNP son utiles porque sirven como como
marcadores genéticos para investigar las diferencias interindividuales en cuanto a
la respuesta frente a un determinado farmaco y frente a enfermedades comunes. El
diagndstico genético contribuye a una terapia personalizada con el fin de administrar
tratamientos especificos y eficaces para el individuo (Matsuda, 2017).

2.6 SNPs relacionados con la Enfermedad Celiaca (EC)

El cluster de receptores de quimiocina se encuentra ubicado en la region 3p21 que
contiene genes como: CCR1, CCR2, CCRL2, CCR3 y CCR5, denominados con las
letras CCR ya que son genes que forman parte del cluster de los receptores de
quimiocina. EI SNP rs6441961 se encuentra a 44kb del extremo 3’ de CCR3. La
importancia de las quimiocinas y sus receptores es que son las encargadas del
reclutamiento de las células efectoras inmunes al sitio de inflamacién (Hunt et al.,
2008).

El mayor factor de predisposicion genética de EC es la variante del Antigeno
Leucocitario Humano (HLA) que porta el individuo. La region HLA aporta con un
40% de la probabilidad de heredar la enfermedad celiaca, esto significa que el
porcentaje restante se encuentra asociado a otros genes. Se han realizado varias
investigaciones de posibles loci candidatos para la susceptibilidad de padecer la

EC. Finalmente se han identificado tres regiones cromosodmicas como factores de
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predisposicion de genética. De acuerdo a la nomenclatura CELIAC2, CELIAC 3y
CELIAC4 ubicadas en los cromosomas 5031-933, 2933 y 19p13 respectivamente
(Brusca, 2015).

Los genes de HLA de clase | y Il se encuentran localizados en el brazo corto del
cromosoma 6 especificamente en 6p21.3. Estos genes codifican para glicoproteinas
las cuales poseen funciones importantes en la presentacion del antigeno y en el
auto reconocimiento por medio de las células inmunes. Las moléculas de HLA
tienen capacidad para unir péptidos antigénicos y presentarlos a los linfocitos T.
Especificamente moléculas de antigenos endégenos de HLA de clase |, los cuales
son reconocidos por células T CD8+, que activan la respuesta citotoxica.
Paralelamente los heterodimeros de antigenos exégenos de HLA de clase Il se
enlazan a las células T CD4+ y se promueve la respuesta humoral (Megiorni &
Pizzuti, 2012). En individuos diagnosticados con Sll se evidencian bajas tasas de
inflamacion de la mucosa, también se evidencia el aumento de mediadores de pro-
inflamatorios como las citoquinas lo que indica una participacion en la respuesta

inmunolégica.

La regidn génica que comprende a la interleuquina IL2, posee una funcion relevante
en la regulacién de las células T. El rol de la interleuquina 2 es promover la
proliferacion y expansion de los linfocitos T CD8+ y CD4+. El SNP rs6822844 se
encuentra en la posicion 4927 — IL2 y esté relacionado con la susceptibilidad de

padecer EC (Espino-Paisan et al., 2011).

LPP es localizada con paxilina en las adhesiones focales y el nUmero de adhesiones
focales con LPP experimenta un incremento en los fibroblastos de EC. Ocurre una

alteracion en la forma y adhesion celular que involucra a LPP y sucede en los
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fibroblastos de EC. Lo que conlleva a la correlacion entre LPP y la patogénesis de
EC. LPP es el sustrato de la proteina tirosina fosfatasa (PTP1B), la pérdida de
PTP1B puede atenuar la activacion de la sefial reguladora extracelular de la quinasa
ERK, la cual es activada en la mucosa de los individuos con EC que llevan una dieta
libre 0 no de gluten. La inhibicion de la fosforilacion de ERK promueve la
proliferacion de enterocitos de la mucosa atrofiada en EC. Cuando PTP1B es
excesiva permite mayor actividad de ERK en los enterocitos, dando como resultado

la progresion de EC (Huang et al., 2017).

El gen LPP se encuentra asociado con dos tipos de enfermedades autoinmunes:
celiaquia y vitiligo. Este gen se encuentra involucrado en funciones de movilidad
celular y adhesién celular. Estas funciones son de elevada importancia ya que
mantienen la integridad de la barrera de la monocapa epitelial en el intestino
delgado. EI SNP rs9851967 se encuentra ubicado en el gen LPP. En la investigacion
de Almeida y colaboradores analizaron la expresion del gen LPP por medio de
ensayos de microarrays en muestras de biopsias duodenales de pacientes con EC
y controles. La baja expresion de LPP en individuos con EC determinan que es el
gen causante de la patogénesis de EC, aunque no es el Unico gen reportado hasta

el momento (Almeida et al., 2014).

2.7 Secuenciacion Sanger

La secuenciacibn Sanger o también denominada secuenciacion de primera
generacion es considerada la base de todas las metodologias de secuenciacion.
Esta técnica presenta un elevado nivel de especificidad, lo que resulta en una baja
cantidad de falsos positivos (Next Generation DNA Sequencing, 2014). La
secuenciacion Sanger abarca tres procesos basicos: ciclo térmico, purificacion de

la muestra y electroforesis capilar (Blazej, Kumaresan, & Mathies, 2006). La técnica
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de la eletroforesis capilar es ampliamente utilizada para resolver distintas moléculas
y fue la herramienta necesaria para la secuenciacion del genoma humano (Magafia,
Arenas-Sordo, & Gémez, 2009).

El rango de lectura de la secuenciacién Sanger alcanza los 700 a 1000 pb por
reaccion. Los requerimientos de la muestra a secuenciar con Sanger se encuentran
en dependencia del protocolo. Basicamente se necesitan 10ng de templado de
100pb de longuitud, para obtener resultados exitosos. La limitacién que presenta la
secuenciacion Sanger se encuentra en la fase no resuelta debido a que de las dos
copias de cada gen que lleva la célula, solo se toma en cuenta una, por lo tanto, las
variantes de un cromosoma no se pueden diferenciar de las variantes del otro

cromosoma (Kulkarni, 2014).

2.8 Test exacto de Fisher

El test exacto de Fisher fue propuesto por primera vez en el afio de 1934 y se
denominé distribucién de probabilidad hipergeométrica (Weinberg & Abramowitz,
2008). El test exacto de Fisher es usado para el analisis de datos en los cuales las
variables dependientes e independientes son de caracter dicotomico. Este test se
usa para muestras pequefias y cuando la prueba de independencia de chi cuadrado
no se puede usarse. El objetivo del test exacto de Fisher es determinar si una
poblacion difiere de otra, en proporcion a la cantidad de sujetos correspondientes a
cada clasificacion. El test exacto de Fisher es usado ampliamente en el campo de
la investigacion médica. El test de chi cuadrado es una alternativa no paramétrica
del test exacto de Fisher cuando la muestra es grande y las categorias presentan

mas de dos clasificaciones (Pett, 1997).
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El test de probabilidad exacta de Fisher surge como alternativa al estadistico chi
cuadrado, al no cumplirse el tamafio minimo que es de cinco unidades por cada
casilla. En el test de Fisher se calcula cada probabilidad dentro de las distintas
formas que se puedan presentar los datos dentro de la tabla de contingencia
(Taucher, 1997).

En el programa SPSS se calcula el test exacto de Fisher automaticamente cuando
se calcula el chi cuadrado de independencia en una tabla de contingencia de 2x2,
cuando el recuento de cada casilla es menor que cinco o cuando el tamario total de

la muestra es menor que 20 (Pett, 1997) .

3. Capitulo Il Disefio del plan experimental

El disefio experimental del presente proyecto involucra tres fases importantes: La
recoleccion de muestras biologicas, para lo cual se procederd a contactar a las
personas interesadas en participar en la investigacion y que cumplan con criterios
de inclusioén y exclusién especificos. Ya sea para el grupo control o para el grupo
experimental conformado por individuos diagnosticados con Sll. Se procedera la
firma del consentimiento informado por parte de los participantes en el estudios y
posteriormente, a la toma de una muestra de 3ml de sangre periférica 0 2 ml de

saliva.

La segunda fase involucra el procedimiento experimental en los laboratorios de la
UDLA. En esta fase se procesaran todas las muestras del grupo experimental y del
grupo control, desde la extraccion de ADN hasta finalmente la secuenciacion. La
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fase final es el procesamiento de los datos obtenidos a partir de la secuenciacion

para su analisis por medio del programa estadistico SPSS (Ver Figura 1).

Grupo experimental: personas ecuatorianas diagnosticadas con sindrome de

intestino irritable de acuerdo a los criterios de Roma ll.

Grupo control: personas ecuatorianas que no hayan sido diagnosticadas con

ningun tipo de enfermedad intestinal.

4 )
\ _J
FASE 1 FASE 2 FASE 3
e Recoleccion de ¢ Procesamiento e Analisis de
muestras de muestras en secuencias
biolégicas. el laboratorio. e Porcesamiento
o Extraccion de estadistico
ADN, programa SPSS
cuantificacion, 20.0
PCRYy
secuenciacion.
\_ J L J L )

Figura 1. Fases del Plan Experimental.

Las fases del plan experimental del presente proyecto, iniciaron con la recoleccion
de muestras bioldgicas de los voluntarios, continuando con la fase del desarrollo

experimental y finalmente el analisis de los datos obtenidos.
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4. Capitulo IV Procedimientos

4.1 Poblacién y muestra

La poblacion esta conformada por individuos ecuatorianos diagnosticados con Sli
por medio de los criterios de Roma Ill (Plavsi¢ et al., 2015). La muestra esta
constituida por 28 individuos ecuatorianos diagnosticados con Sl y 30 individuos
ecuatorianos que no presenten ningun tipo de enfermedad gastrointestinal, los
cuales fueron asignados como grupo control. Las muestras seleccionadas
corresponden a una base de datos de los pacientes de gastroenterdlogos que
decidieron colaborar con la investigacion. Se procedié a contactar a los pacientes
diagnosticados con Sl y los interesados fueron parte del presente estudio.

El material biolégico de partida para el presente proyecto fue sangre periférica y/o
saliva, dependiendo del consentimiento del voluntario. Antes de la toma de la
muestra bioldgica de los voluntarios participantes en la investigacion, se realizo la
firma del consentimiento informado a cada persona (ver anexo 1). Se procedio a la
toma de muestra de 2 ml de saliva la cual fue depositada en un tubo estéril
eppendorf de 50 ml. Para la toma de muestra de sangre periférica se utilizd el
material necesario para la toma de muestra (ver Tabla 2).
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Tabla 2.
Materiales para extraccion de sangre
Materiales Funcion
Algodon Limpiar la zona de
contacto
Alcohol Desinfeccion de piel
Curita Cubrir la zona del
pinchazo
Jeringa Extraccion de sangre
Frasco con Almacenar la sangre

anticoagulante

Torniquete Presién

4.2 Procesamiento de la muestra

4.2.1 Extraccion de ADN de las muestras recolectadas

Para la extraccion de ADN de sangre periférica se utilizd el kit
PureLink®GenomicDNA de Invitrogen. El procedimiento inici6 con la fase de
digestiéon. Para lo cual se colocé en un tubo eppendorf de 1,5ml 200ul de sangre
mas 20ul de proteinasa K y 20ul de RNAsa. Se mezcl6 mediante vortex y se afiadio
200ul de buffer de lisis. Se llevé la mezcla a un bloque térmico a 55°C durante 10
minutos. Al término de este tiempo se afiadié etanol al 100 % y se mezcl6 mediante

vortex.

Se continu6 con la fase de ligamiento de ADN. Se traslado el liquido homogenizado
a una columna de extraccion con el respectivo tubo colector y se lo centrifugo
durante un minuto a 10000 x g. Se colocé la columna de extraccién en un nuevo

tubo colector. Se procedio con la fase de los lavados. Se afiadié 500ul de Wash
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Buffer 1 y se centrifug6é durante un minuto a 10000 x g, se descarto el liquido. Se
afadi6 Wash Buffer 2 y se centrifugé durante 3 minutos a maxima velocidad, se
descarto el liquido y se coloco la columna en un tubo eppendorf de 1,5 ml.
Finalmente se concluy6 con la fase de elucion de ADN. Se colocé 30 ul de Elution
Buffer en el centro de la columna y se centrifugé a méaxima velocidad durante 1

minuto. Se descart6 la columna de extraccion y el ADN se colocé a -20°C.

Para la extraccion de saliva se utilizo el kit PureLink®GenomicDNA de Invitrogen.
Se colocaron 20ul de proteinasa K en un tubo eppendorf de 1.5ml y 400ul de saliva.
Se afiadieron 400ul de Buffer de lisis, se mezclé por medio de vortex y se colocé en
el bloque térmico a 55°C durante 10 minutos. Se centrifugd durante un minuto a

2000 x g y se afadieron 200ul de etanol al 100%.

Se continud el proceso de ligamiento de ADN. Se colocaron 500ul de la mezcla en
una columna de extraccién con su respectivo tubo colector y se centrifugdé a 10000x
g durante un minuto. Se colocé la columna en un nuevo tubo colector. Luego se
continué con la fase de lavado. Se afiadieron 500ul de Wash Buffer 1y se centrifugé
durante un minuto a 10000 x g. Se descarto el liquido y se afiadieron 500ul de Wash
Buffer 2. Se centrifugd a maxima velocidad durante 3 minutos, se descarto el liquido

y la columna se colocé en un tubo eppendorf de 1.5ml.

Se termind el proceso con la fase de elucion, para la cual se afiadié 30ul de Elution
Buffer en el centro de la columna. Se centrifugd a maxima velocidad durante un
minuto, se descartd la columna de extraccion y el ADN se lo guardd a una

temperatura de -20°C.



25

4.2.2 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion del ADN extraido se realizé por medio del equipo NanoDrop2000.
Se colocaron 2 ul de Elution Buffer como blanco para la medicion. Luego se
colocaron 2ul de muestra y se procedié a la medicion de los acidos nucleicos. El
valor de la medicion esta dado en unidades de ng/ul.

4.2.3 Amplificacion del fragmento de interés

En el presente estudio se evaluaron cuatro polimorfismos de nucle6tido simple que
fueron: rs6441961, rs6822844, rs9851967 y rs2187668. Para cada uno de ellos se
disefio primers especificos (ver Tabla 3) por medio de las secuencias depositadas

en el GenBank.

Tabla 3.

Polimorfismos con sus respectivos cebadores.

rs6441961 C/T CCR1/CCR2 NM_178329.2
Forward - TTGGCAGCCTGGACATTGAA
Reverse —-TGTCAAGGGGCACAGTGATG

rs6822844 GIT IL2/1L21 NM_000586.3
Forward - TGGCCACATATGAACCACCT
Reverse -CTCGCTGGCAAAGTTGTTTGT

rs9851967 CIT LPP AH006645.2
Forward — ACTGCTGCCTTTGAGCTAGG
Reverse —-CAGTGACTTAGCCTGTGGGG

rs2187668 AIG HLA-DQA1 LN885089.1
Forward ~AAAGCTTAGCCACATGCCCA
Reverse -TTCGGATGTCTCCGGTGGTA
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Las condiciones y los materiales que se utilizaron para realizar la PCR se describen

en el (Tabla 4). En el ensamblaje de la PCR se colocaron los reactivos respectivos

en los tubos para PCR, también se coloco el control negativo, el cual tenia agua en

lugar de ADN. Se colocaron las muestras en el termociclador con las condiciones

especificadas. Al finalizar el programa de PCR, los fragmentos obtenidos se

visualizaron en el transiluminador.

Tabla 4.
Condiciones de PCR

Compuesto

Agua PCR
Buffer
dNTPs

Primer FW

Primer RV

Cofactor MgCl,
Taq platinum
ADN

Volumen total

Concentracion Concentracion

50mM
100mM
100ul
100ul
10mM
5U/ul
5 ng/ul

Final

3mM
0,2mM

0.2ul

0,2ul
0,2mM
0,02 Ulul

Vol 1x
(ul)
12

2
0.4
0.4
0.4
0.6
0.2

4

20ul
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Tabla 5.
Condiciones del termociclador.
Fase Temperatura Tiempo Ciclos
°C
Denaturacion 94 4 1
inicial
Denaturacion 94 30”
Hibridacion 64.1 30” 35
Elongacién 72 45”
Elongacién final 72 10’ 1
Enfriamiento 4 10’ 1

4.2.4 Secuenciacion tipo Sanger

La secuenciacion de los fragmentos obtenidos de la PCR se llevé a cabo en tres
fases. La primera que corresponde a la purificacién se utilizé el Kit Agencourt
AMPureXP®. Se afiadié 15ul de reactivo Ampure en 10 ul de producto de PCR. Se
mezclé mediante vortex hasta homogeneizar y se incubd a temperatura ambiente
durante cinco minutos. Se colocaron los tubos en la placa magnética durante cinco
minutos hasta que se formd un anillo de color café en las paredes del tubo. Se
procedié a extraer con la pipeta el liquido sin tocar las paredes del tubo. Se
afiadieron 200ul de etanol al 70% y se dejé reposar durante 30 segundos. Se extrajo
el liquido en su totalidad con la ayuda de la pipeta. Se colocé la placa magnética
con las muestras en la incubadora a 37° durante 30 minutos. Se retiraron los tubos
de la placa magnética y se los re suspendié con 30ul de agua Milli-Q. Se mezcld
mediante vortex hasta que el liquido se tornd color café y se colocaron nuevamente
los tubos en la placa magnética. Se extrajo el liquido y se lo coloco en nuevos tubos
de PCR.
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Con el ADN purificado se realizé la PCR de secuencia que corresponde a la

segunda fase. Para la cual se utilizé el kit de secuenciacién BigDye® Terminator

3.1Cycle. Los reactivos y las condiciones utilizadas se describen en el (Tabla 5).

Tabla 6.

Reactivos y condiciones para PCR Seq

Compuesto Concentracion  Volumen
(ul)
Big Dye Terminator 0,5
mix
Big Dye Sequencing 0,75 X 0,9
Buffer
Primer RV o FW 0,27 uM 1,6
Purificado 15
(amplificado)
Agua MilliQ 1,5
Volumen final 6 ul
Tabla 7.
Condiciones del termociclador para PCR Seq
Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
°C
Denaturacion 96 3 1
Inicial
Denaturacion 96 10”
Hibridacion 50,5 5” 25

Elongacion 60 4
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Una vez que se terminé de realizar la PCR de secuencia se procedi6 con la ultima
fase de purificacion. Se utilizé el kit Agencourt CleanSEQ, se agregaron 2 ul de
CleanSEQ y 16,2 ul de etanol al 85% al producto de PCR de secuencia. Se mezcl6
mediante vortex y se los coloco en la placa magnética durante tres minutos. Se
procedio a extraer el liquido de los tubos y se afiadié 100ul de etanol. Se dej6
reposar los tubos en la placa magnética y se retir6 la totalidad del liquido de los
tubos. Se colocé la placa magnética en la incubadora durante 30 minutos a una
temperatura de 37°C. Se re suspendieron los tubos con 20ul de agua Milli-Q, se
mezcld mediante vortex y se los colocé en la placa magnética durante 30 segundos.
Se extrajo el liquido de los tubos y se lo colocé en la placa de secuenciaciéon de
Genetic Analyzer 3130. Los resultados de la secuenciacién se visualizaron en el

software Geneiuos.

4.3 Evaluacion estadistica de los resultados

Para el analisis estadistico se utilizo el test exacto de Fisher la cual nos permitio
establecer si existieron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo
con Sll. Esta prueba estadistica se realiz6 para cada uno de los polimorfismos de
nucledtido simple evaluados. Para lo cual se calculé el valor p, mediante el
programa SPSS 2.0.

5. Capitulo V Resultados y discusién

5.1 Resultados de PCR

Se obtuvieron los fragmentos de PCR que contienen los cuatro SNPs rs6441961,
rs2187668, rs9851967, rs6822844 relacionados a la EC. Se analizaron un total de



30

58 muestras, de las cuales 28 corresponden al grupo de pacientes y 30 al grupo
control. A cada muestra se le coloco un codigo de identificacidbn que contiene las

siglas de la enfermedad Sll y la respectiva numeracion, desde 001 a 028.

Una vez finalizados los 35 ciclos de la PCR, se procedié a realizar la corrida
electroforética a 100 V durante 30 minutos en gel de agarosa al 2%. El polimorfismo
rs6441961 presenté un amplicon de 225 pb. En la Figura 2 se muestra el gel de
agarosa observado en el transiluminador, el cual presenta los productos de PCR
resultantes del polimorfismo rs6441961 de seis muestras de pacientes con SlI.

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% de los fragmentos amplificados por

PCR para el polimorfismo rs6441961.

En el primer carril se encuentra el marcador de peso molecular de 100 pb y en los
carriles del dos al siete se muestran las amplificaciones de las muestras SII001
hasta SI1006. La electroforesis se llevo a cabo a 100 V por 30 minutos y el fragmento

amplificado tiene una talla de 225pb.

En la Figura 3 se muestran los fragmentos amplificados para los SNPs rs2187668
y rs6822844. Como se observa en la corrida electroforética para el polimorfismo
rs2187668 se presenta un amplicon de 242 pb y para rs6822844 un amplicon de
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413 pb. Para rs2187668 se observan los amplicones de ocho muestras y para
rs6822844 se observan los amplicones de nueve muestras.

Figura 3. Corrida electroforética en gel de agarosa muestra los amplicones de los
polimorfismos rs2187668 y rs6822844.

En el primer carril se encuentra el marcador de peso molecular de 100 pb. Desde el
carril segundo hasta noveno se encuentran los amplicones correspondientes al
polimorfismo rs2187668 con un peso de 242 pb y se encuentran presente ocho
muestras desde SII001 hasta SIl008. El polimorfismo rs6822844 presentd un
amplicén de 413pb, las muestras se ubican desde el carril undécimo hasta el décimo

noveno, con muestras desde S11001 a S11009.

En la Figura 4 se aprecia la corrida electroforética en gel de agarosa de los
fragmentos obtenidos por PCR del polimorfismo rs9851967. En la cual se observan
los amplicones de ocho muestras de pacientes con Sll los cuales presentaron un

peso de 298 pb.
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Figura 4. Corrida electroforética en gel de agarosa de los productos de PCR del

polimorfismo rs9851967.

En el carril primero se encuentra el marcador de peso molecular de 100pb. Desde
el carril segundo hasta el carril noveno se encuentran los amplicones de ocho

muestras de Sll del polimorfismo rs9851967, que presentd un peso de 298pb.

5.2 Resultados de secuenciacion

Con los fragmentos amplificados por PCR y observados en la corrida electroforética
se procedio a realizar la secuenciacion. Para secuenciar las muestras se deben
seguir tres pasos. Primero se eliminan las impurezas de los amplicones obtenidos
por PCR, luego se realiza una PCRseq (PCR para la secuenciacion) y finalmente
se realiza una purificacion final. El producto obtenido es ingresado en la placa del
secuenciador Genetic Analyzer y los resultados de los electroferogramas son
analizados en el programa Geneious 10.2.2 mediante el alineamiento de las

secuencias.

En la Figura 5 se muestra el electroferograma para el polimorfismo rs6441961, en

el cual se observa el genotipo CC (homocigoto) y CT (heterocigoto representado
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por la letra Y). El pico de color verde corresponde a la letra T de Timina mientras
gue la presencia de un pico azul corresponde a la letra C de Citosina y la presencia
de dos picos solapados azul y verde corresponde a la letra Y (C o T). El SNP se
produce por un cambio de una T por una C, siendo la letra C el alelo ancestral o
wilde type, por lo tanto si un individuo presenta T 0 Y se le incluye en el grupo

portador del polimorfismo.

onsensus
{entity

* FID 1, 64419, G

® REV2 SEC B.. G

® FEV3, SECB.. G

Figura 5. Electroferograma del polimorfismo rs6441961 (6valo rojo) para la muestra
S11001 y SII010.

El SNP representa un cambio de base de T por C. En el electroferograma para la
muestra SII001 (arriba) presenta el polimorfismo ya que se aprecia la letra Y que
corresponde a la presencia de dos picos: uno en azul y otro en verde. Mientras que
para la muestra S11010 (abajo) se observa la presencia de un solo pico en color azul

gue corresponde a la letra C de Citosina.

El polimorfismo rs6822844 es un SNP que representa un cambio de base de Timina
(T) por Guanina (G), siendo Timina el alelo ancestral. En el electroferograma a la
Timina se le representa con un pico en color verde y a la Guanina con un pico en
color amarillo. Para determinar la presencia del polimorfismo el resultado debe

presentar la letra K que significa el solapamiento de dos picos uno en amarillo y otro
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en verde, o presentar la letra T el pico de color verde. En el electroferograma de la
Figura 6 el pico en color verde representa a Timina y el pico en color amarrillo
corresponde a Guanina. En la imagen se observa el electroferograma para la
muestra S11004 que no presento el polimorfismo ya que presenta un pico en amarillo

correspondiente a G.

Consensus
|dentity

Ca FUC 1, GBZ228..

Pe REV 2, SEC_...

Figura 6. Electroferograma del polimorfismo rs6822844 (6valo rojo) para la muestra
S11004.

El diagrama corresponde a una muestra del grupo de pacientes con Sl que muestra
la ausencia del polimorfismo rs6822844 debido a que presenta la letra G y un pico

definido en color amatrillo.

El polimorfismo rs9851967 corresponde a un cambio de base de Timina (T) por
Citosina (C), siendo el alelo ancestral Timina y el polimorfismo la Citosina. En el
electroferograma Figura 7 se representa a la Timina con un pico en color verde y a
la Citosina con un pico en color azul. La presencia del polimorfismo rs9851967 esta
dado por la letra Y la cual presenta el pico en azul y verde superpuestos. Mientras

gue la ausencia del polimorfismo esta dada por la letra C y el pico en color azul.
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dentity
X 1,9851967

% 2,5EC.CO07...

% 3. SEC FO5._...

Figura 7. Electroferograma de polimorfismo rs9851967.

En el 6valo rojo para la muestra SII015 y SI11022. El diagrama correspondiente a la
muestra SII015 la cual presenta la letra C y el pico de color azul, lo que indica la
ausencia del polimorfismo. Para la muestra SII022 el polimorfismo se encuentra

presente con la letra Y y se observan los picos en azul y verde solapados.

Para el polimorfismo rs2187668 representa un cambio de base de Guanina (G) por
Adenina (A), siendo Guanina el alelo ancestral. En la Figura 8 se encuentra el
electroferograma de la muestra S11023 en la cual se representa a la Adenina con la
letra Ay el pico en color rojo, mientras que para la Guanina se la representa con la
letra G y el pico en color amarillo. La presencia del polimorfismo corresponde a la
presencia de la letra A o la letra R que corresponde al solapamiento de dos picos
uno rojo y otro amarillo. Sin embargo, en la investigacion desarrollada no se

encontré ningun individuo con la presencia del polimorfismo rs2187668.
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Figura 8. Electroferograma del polimorfismo rs2T87668 (6valo rojo) para la muestra
S11023.

El Electroferograma muestra la presencia del pico amarillo correspondiente a

Guanina. La muestra SI1023 no presenta el polimorfismo rs2187668.

Se analizaron los cuatro SNPs en cuestion para determinar cuantitativamente el
ndmero de individuos que presentaron los polimorfismos. El andlisis se realiz6 tanto
para el grupo control como para el grupo diagnosticado con SllI. En la Tabla 8 se
muestra el namero total de individuos que presentaron los distintos polimorfismos.
Se evidencia ausencia completa del polimorfismo rs2187668 en los dos grupos

evaluados.

Tabla 8.

Polimorfismos evaluados en el grupo control y grupo con SlI.

SNP rs6441961 rs6822844 rs9851967 rs2187668
CcP SP 0/ SP 0/ SP CcP SP
Sl 10 18 2 16 14 14 0 28
Controles 20 10 3 27 15 15 0 30
TOTAL 30 5 29 0

Nota. CP: Con PoliForfismo; SP: Sin Polim_orfismo o ancestral

En la Figura 9 se muestra un diagrama de barras, en el cual se observa de manera
gréfica la presencia de los cuatro polimorfismos estudiados. También se aprecia la

comparacion entre el grupo control con el grupo con Sll. El polimorfismo mas
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abundante en los dos grupos fue rs6822844, mientras que el polimorfismo
rs6441961 obtuvo el valor més alto en el grupo control. Finalmente el polimorfismo
rs9851967 se encontrd en proporciones iguales tanto para el grupo control como

para el grupo con SlI.

Presencia de polimorfimos

M Controles m Sl

20

Y

10

3

— 0 o

rs6441961 rs6822844 rs9851967 rs2187668

Figura 9. En el diagrama de barras de la presencia de los cuatro polimorfismos

evaluados.

En el eje x se encuentran los SNP y en el eje y se encuentra el nUmero de individuos.
Las barras de color azul representan a los participantes del grupo control y las
barras en color gris corresponden al grupo con SlI.

El SNP rs6441961 presenta 20 individuos con la presencia del polimorfismo en el
grupo control y para el grupo con Sll se encuentran 10 individuos con el
polimorfismo. Para el SNP rs6822844 en el grupo con Sll se encuentran 2 individuos
y en el grupo control se encuentran 3 individuos con la presencia del polimorfismo.
El SNP rs9851967 en el grupo con Sll se encontrd 14 individuos con la presencia

del polimorfismo, mientras que en el grupo control se encontraron 15 individuos.



38

Para el polimorfismo rs2187668 no se registro la presencia del SNP en los dos

grupos evaluados. Figura 9.

5.3 Analisis estadistico y poblacional

Se procedio a realizar el calculo de las frecuencias para cada polimorfismo en los
dos grupos evaluados y también se calcularon las frecuencias de los genotipos para
cada polimorfismo. Para el calculo de las frecuencias se procedio a dividir el nUmero
de individuos portadores del polimorfismo por el total de individuos (grupo con Sll
28 y grupo control 30) el resultado se lo multiplico por 100 y se obtuvo un valor de

porcentaje.

El polimorfismo rs6441961 presentd una frecuencia de 35,7% en el grupo con SlI
mientras que en el grupo control fue de 66,7%, lo que representa un porcentaje
elevado que no se esperaba en individuos sanos, ya que se parte de la hipotesis de
que la EC se encuentra subdiagnosticada y se la confunde con SlI, por lo tanto se
esperaba una mayor frecuencia del SNP rs6441961 en individuos ya diagnosticados
con Sll. Para el polimorfismo rs6822844 las frecuencias obtenidas no superaron el
10%, ya que el grupo con SlI presenté 7,1% vy el grupo control presenté 10%.
Mientras que para el polimorfismo rs9851967 tanto el grupo control como el grupo
con Sll presentaron una frecuencia del 50%. Finalmente, para el SNP rs2187668 no
se encontr6 presencia de este polimorfismo en ninguno de los dos grupos

evaluados. Ver Tabla 9.

Como se muestra en la Tabla 9 se calcularon las frecuencias genotipicas para cada
polimorfismo. El SNP rs6441961 present6 un 64,3% para el genotipo ancestral CC

en individuos diagnosticados con Sll, mientras que en el grupo control fue de 33,3%.
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En cuanto al genotipo CT fue de 35,7% en el grupo con Sl y 43,3% para los
controles. Finalmente, el genotipo TT presentdé un porcentaje de 23,3% en el grupo

control y de 0% para el grupo con SlI.

Para el polimorfismo rs6822844 se obtuvieron los siguientes porcentajes de
frecuencias genotipicas: con un valor de 92,9% para el genotipo ancestral GG en el
grupo con Sl y del 90% en el grupo control. Para el genotipo GT se obtuvo 7,1% y
10,0% para el grupo con Sl y grupo control respectivamente. El genotipo TT

presentd total ausencia en los dos grupos evaluados.

El SNP rs9851967 presentd los tres genotipos,el CC denominado ancestral, CT y
TT para los cuales se calcularon las respectivas frecuencias. En el grupo control y
el grupo con SlI se obtuvo un valor de 50% para el genotipo CC. Para el genotipo
CT se obtuvo un porcentaje de 42, 9% para el grupo con Sll y de 33,3% para el
grupo control. Finalmente, para el genotipo TT se obtuvo 7,1% y 16,7% para el

grupo con Sll y controles respectivamente.

Para el SNP rs2187668 la frecuencia del genotipo ancestral GG fue del 100%
mientras que para los genotipos AG y AA fueron del 0%, no se encontraron

individuos con la presencia de este polimorfismo.



40

Tabla 9.
Frecuencias genotipicas de los cuatro polimorfismos analizados.
SNP Sl (%)  Controles (%)
rs6441961 35, 7% 66,7%
cc 64,3 33,3
CT 35,7 43,3
T 0,0 23,3
rs6822844  7,1% 10,0%
GG 92,9 90,0
GT 7,1 10,0
T 0,0 0,0
rs9851967  50,0% 50,0%
CcC 50,0 50,0
CcT 42,9 33,3
TT 7,1 16,7
rs2187668 0% 0%
GG 100,0 100,0
AG 0,0 0,0
AA 0,0 0,0

Nota. Zona en gris: frecuencia general de cada polimorfismo; Zona en blanco: frecuencia de los

genotipos de cada polimorfismo

Se procedi6 a realizar el analisis estadistico con los valores de la Tabla 10 mediante
el uso del test exacto de Fisher para comparar los dos grupos estudiados y
determinar si existian diferencias significativas entre el grupo control y el grupo

diagnosticado con SlI.

Para el SNP rs6441961 se obtuvo un valor de p de 0.008 que es altamente
significativo lo que significa que existen diferencias significativas entre el grupo con
Sll y el grupo control. En este caso, la presencia del polimorfismo se encuentra en

mayor proporcion en el grupo control que en el grupo con Sill.
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Para el polimorfismo rs6822844 se obtuvo un valor de p igual a 0.698 lo que indica
que no existen diferencias significativas, en cuanto a la presencia del polimorfismo

entre el grupo control y el grupo con SlI.

El SNP rs9851967 no presento diferencias entre el grupo control y el grupo con SlI,
ya que se obtuvo un valor de p de 0,488 lo que significa que no existen diferencias

significativa para este polimorfismo entre ambos grupos.

Para el polimorfismo rs2187668 no se calcul6 el valor de p, debido a que no encontro

el polimorfismo en ninguno de los dos grupos evaluados.

Tabla 10.
Test exacto de Fisher de los SNPs evaluados

SNP Sli Controles Valor p
rs6441961
cC 18 10
CcT 10 13 0,008**
T 0 7
rs6822844
GG 26 27
GT 2 3 0,698
T 0 0
rs9851967
cC 14 15
CcT 12 10 0,488
T 2 5
rs2187668
GG 28 30
AG 0 0 NC
AA 0 0

Nota. ** Altamente significativo; NC: No Calculado



42

5.3.1 Analisis poblacional y discusion

En poblaciones del Sudeste de Irén se evaluaron pacientes diagnosticados con Sli
mediante el uso de anticuerpos especificos para el diagnostico de EC; en este
trabajo, los investigadores determinaron que la prevalencia de EC en pacientes
diagnosticados con Sl era elevada (Bakhshipour et al., 2012). Sin embargo, en el
estudio realizado por Ozdil la prevalencia de EC no aumenta significativamente en
individuos con Sll. En la mencionada investigacion se trabajo con una muestra de
60 individuos con Sl y ninguno presento resultados positivos para EC en el analisis
de muestras de biopsias duodenales. Sin embargo, si se presentaron casos que
positivos para los anticuerpos especificos de EC (Ozdil et al., 2008). Estos casos
representan un nimero reducido y pudieran ser de falsos positivos, no obstante, el
examen confirmatorio que son las biopsias duodenales resultaron negativas lo que
nos lleva a la conclusion de que para determinar la frecuencia de Sll en EC es
necesario trabajar con examenes diagndstico confirmatorios. En el presente trabajo
se utilizaron SNPs asociados a EC, sin embargo, dichos polimorfismos no se

encuentran validados alin como marcadores moleculares para el diagnéstico de EC.

En esta investigacion, no se encontraron diferencias estadisticas significativas en
cuanto a la presencia de los polimorfismos en los grupos evaluados. No obstante,
si se evidencié la presencia de polimorfismos relacionados con EC en pacientes ya

diagnosticados con SilI.

Por su parte, en poblaciones de Estados Unidos, (por medio de anticuerpos para
EC y de biopsias duodenales en individuos con Sl y al grupo control) llegaron a la
conclusion de que la prevalencia de casos positivos de EC para el grupo control y
grupo con Sll fueron similares. Pero al igual que en la investigacion de Ozdil, existié

un porcentaje pequefio de casos positivos para EC (Cash et al., 2011).
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Los porcentajes obtenidos en cuanto a la presencia de los polimorfismos se
utilizaron para realizar la respectiva comparacion con otras poblaciones ya
reportadas. En la muestra de la poblacion ecuatoriana estudiada para el rs6441961
se obtuvieron los siguientes resultados: el mayor porcentaje 52% corresponde a
individuos que presentaron el polimorfismo (Figura 11) este valor es elevado,

comparado con lo reportado para otras poblaciones (Figura 12).

ECU

BT 52%
" C48%

Figura 11. Frecuencia del polimorfismo rs6441961 en la muestra de la poblacion

ecuatoriana analizada. El 48% corresponde al alelo C y el 52% al alelo T. EI mayor

porcentaje corresponde a individuos con la presencia del SNP

N TR

» C:89%

‘ > T:31%
» C:69%

Figura 12. Frecuencia del polimorfismo rs6441961 en distintas poblaciones.

» T:32%
» C:68%

» T:35%
» C:65%

Tomado de Ensembl, (2017)

En la Tabla 11 se muestra la comparacion por medio del test exacto de Fisher entre
la poblacion americana (AME) y los datos obtenidos en la presente investigacion

(ECU). El valor p obtenido al comparar estas dos poblaciones fue de 0.682, es decir,
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no presentan diferencias significativas, por lo que estas poblaciones se estan
comportando de manera similar en cuanto a la presencia del polimorfismo
rs6441961. A pesar de haber trabajado con un tamafio de muestra pequefio (58
individuos) y no poder extrapolarlo a la poblacion ecuatoriana, se evidencia
estadisticamente que entre estas dos poblaciones no existe diferencia significativa
por lo tanto la frecuencia del SNP rs6441961 es semejante entre estas poblaciones
(Rao, 2012)

Tabla 11.

Prueba exacta de Fisher para el polimorfismo rs6441961.

T C Total valor p
AME 221 473 694
ECU 10 18 28 0.682
Total 231 491 722

Nota. AME: poblacién americana, datos bibliograficos.; ECU: poblacién ecuatoriana, datos

experimentales.

El SNP rs6441961 se encuentra localizado en cromosoma 3 entre el gen CCR3 Y
CCR2 (Figura 13). En el estudio de Dema confirmaron la asociacion del SNP
localizado en la region 3p21 (rs6441967) con la susceptibilidad para padecer la EC

en la poblacion espafiola (Dema et al., 2009).

En el estudio realizado en la poblacién ecuatoriana, en el cual se evalué el SNP
rs6441961 no se encontraron diferencias significativas entre los individuos
ecuatorianos diagnosticados con EC y el SNP evaluado. Por lo tanto, se concluyo
qgue el rs6441961 no se encuentra asociado a la EC en la poblacion ecuatoriana
(UDLA, 2017). En otra investigacion concluyeron que para llegar a determinar si el
SNP rs6441961 representa una variante funcional relevante en la EC en la region
de los genes CCR1,CCR2,CR3 es necesario una investigacion mas profunda al



45

respecto (Amundsen et al., 2010). Es por ello, de que a pesar de que existen varias
evidencias de que este SNP se encuentra asociado al riesgo de la EC, como en el
caso de la poblacion espafiola (Dema et al., 2009). Esta asociacion no se cumple

para todas las poblaciones del mundo debido a factores genéticos y ambientales.

El SNP rs6441961 se encuentra en la region que contiene un cluster de genes que
codifican para receptores de quimiocinas, que son proteinas quimio-atrayentes, las
cuales son la sefal clave en el sistema inmune ya que juega un papel como
mediadores pro-inflamatorios en patologias como Sll o cancer colorrectal (Skrlec,
Pucer Janez, Rogelj, Strukelj, & Berlec, 2017). Dentro del grupo de genes se
encuentra el CCR3, que esta ubicado a 44kb del SNP. La funcionalidad relevante
de las quimiocinas radica en que estan involucradas en el transporte de leucocitos
durante procesos de infeccion o inflamacion. La participacion de los receptores de
guimiocinas en la EC esta dada por la relacion de estos con las gliadinas lo que

conlleva al aumento de la permeabilidad intestinal (Sood et al., 2015).

Al aumentar la permeabilidad del intestino disminuye la selectividad y esto a su vez
conlleva el paso de patégenos no deseados o de sustancias extrafias, lo que trae
como consecuencia que se desencadenen enfermedades autoinmunes o

enfermedades gastrointestinales, incluyendo el SlI (Kato et al., 2017).

Por lo tanto a pesar de llegar al mismo resultado que es el aumento de la
permeabilidad intestinal, en el caso de la EC este es provocado por las gliadinas, lo
que conduce al desencadenamiento de la enfermedad autoinmune debido a que
existe una predisposicion genética. En este caso la regidn génica que contiene el
cluster de receptores de quimiocinas. Mientras que para Sll no existen factores

genéticos que estén involucrados en la funcion de permeabilidad intestinal. Sin
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embargo, se evidencian sintomas en comun entre estas dos anomalias como son
los episodios de diarreas o estrefiimiento debido a esto, los sintomas se solapan y

se dificulta el diagndstico.

44 42

146] . 4]

CCR3 CCR2
SNP

Regidn intergénica

Figura 13. Ubicacion del SNP rs6441961.

El SNP rs6441961 se encuentra localizado entre los genes CCR3 (region en verde)
y CCR2 (regioén en rosado). El polimorfismo (cuadrado rojo) se encuentra a 44kb del
gen CCR3y a 42kb del gen CCR2. Este SNP se encuentra en la region de genes
receptores de quimiocina que son los encargados del transporte de los leucocitos

en los procesos de infeccion.

Frecuencia obtenida para el polimorfismo rs6822844 fue del 9%. Figura 14. El valor
calculado es cercano a los porcentajes de otras poblaciones ya reportadas en la

bibliografia. Figura 15.

ECU

’r "T: 9%

G:91%

Figura 14. Frecuencia del polimorfismo rs6822844.
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El 9% corresponde para alelo T y el 91% para el alelo G. El SNP se encuentra en

una baja frecuencia en la poblacion estudiada.

» T:0% ‘ » T:15% ‘ » T:7%
G: 100% G: 85% G: 93%
> T:1% AR A
G: 99% G: 94%

Figura 15. Frecuencia del polimorfismo rs6822844 en distintas poblaciones.

Tomado de Ensembl, (2017)

En la Tabla 12 se aprecia la comparacion realizada entre la poblacion AME
americana y los datos de la presente investigacion ECU, en relacién a la frecuencia
del polimorfismo rs6822844. Se calculd el Test exacto de Fishery se obtuvo un valor
de p de 0.686, el cual representa que no existio diferencia significativa entre estas
poblaciones analizadas; lo cual concluye que el SNP rs6822844 presenta una
frecuencia similar entre la poblacion americana y la poblacion evaluada en la

presente investigacion.

Tabla 12.

Prueba exacta de Fisher polimorfismos rs6822844.

T G Total valor p
AME 42 652 694
ECU 2 26 28 0.686

Total 44 678 722
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El SNP rs6822844 se encuentra ubicado en el cromosoma 4 en la region intergénica
entre el gen IL2 y el IL21. Figura 16. Los genes IL2 y IL21 codifican para citoquinas
que estan involucradas en el mecanismo que desencadena enfermedades
intestinales inflamatorias. IL2 cumple funciones dentro de la respuesta inflamatoria
ya que es la llave para la activacion y proliferacion de células T. La IL21 permite la
sintesis del interferén alfa, beta y actia como un potente regulador de las células

del sistema inmune incluidas las Natural Killer (NK) (Dubois y van Heel, 2008).

En la investigaciébn de van Heel y colaboradores demuestran que la asociacion
encontrada en la region génica de KIAA1109/Tenr/IL2/IL21 con enfermedades
autoinmunes, concluyendo que los cambios en el locus son en general un factor de
riesgo para multiples enfermedades autoinmunes (van Heel et al., 2007). En otro
estudio demostraron la asociacion de la region IL2 y IL21 con diabetes tipo 1y artritis

reumatoide que también son enfermedades autoinmunes (Zhernakova et al., 2007).

Los SNPs rs6441961 y rs6822844 se encuentran localizados en genes que cumplen
funciones del sistema inmune. Como la EC es una enfermedad autoinmune
presenta una amplia variedad de sintomas no especificos para un diagndéstico de
rutina médica. A diferencia de Sll que es un trastorno que implica varios desordenes
funcionales en el intestino y que presenta sintomas como dolor abdominal,
distencion, estrefiimiento o diarreas. Los cuales son diagnosticados frecuentemente

en la consulta médica.
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Figura 16. Ubicacion del polimorfismo rs6822844.

El polimorfismo se encuentra localizado entre el gen de la interleuquina IL2 y el gen
IL21. El SNP esta situado a 131 kb del gen IL2 (zona azul) y a 24 kb del gen IL21

(zona verde). rs6822844 (rectangulo rojo)

La frecuencia del polimorfismo rs9851967 en estudios reportados en la poblacion
europea con 45% y americana con 35%, son porcentajes cercanos a los obtenidos
en la presente investigacion. (Figura 17). En el caso de la presente investigacion el

porcentaje obtenido fue del 50 %. Figura 18.

ECU

T 50%
BC:50%

Figura 17. Frecuencia del polimorfismo del rs9851967.
El 50% corresponde al alelo T y el 50%restante corresponde al alelo C. El

polimorfismo se encuentra distribuido en una proporcién 50:50 en las 58 muestras

evaluadas.
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Figura 18. Frecuencia del polimorfismo 9851967 en distintas poblaciones.

Tomado de Ensembl, (2017)

En la Tabla 13 se aprecia el andlisis estadistico realizado, usando el Test exacto de
Fisher, el cual se utilizé para la comparacién de la poblacién americana AME y la
poblacion ECU a través de los datos obtenidos en la presente investigacion. Se
obtuvo un valor de p de 0.158, lo que significa que no existio diferencia significativa
entre estas dos poblaciones comparadas, lo que se concluye que la frecuencia del

polimorfismo rs9851967 es semejante dentro de las poblaciones evaluadas.

Tabla 13.
Prueba exacta de Fisher polimorfismos rs9851967.

T C Total valor p
AME 246 448 694
ECU 14 14 28 0.158
Total 260 462 722

El polimorfismo rs9851967se encuentra ubicado en el gen LPP en el cromosoma 3
y el cual contiene 12 SNPs. Figura 19. Este gen se encuentra involucrado en la

movilidad y adhesién celular. Esta funcion juega un papel fundamental en el
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intestino delgado, porque mantiene integra la barrera de las capas de los epitelios.
En pacientes diagnosticados con EC se aprecian alteraciones en la mucosa del
intestino. Por lo cual para llegar a un diagndstico eficiente es necesario el examen
de la biopsia duodenal. Sin embargo en Sll no se evidencia un dafio de la mucosa
intestinal, lo que presenta este trastorno es hinchazén abdominal causada por la
acumulacion de gases o dolor abdominal (Huang et al., 2017).

En el estudio realizado por Hunt se identifico el SNP rs1464510 ubicado en el gen
LPP como polimorfismo potencial asociado con Sll, este se ubica a continuacion del
SNP evaluado en el presente estudio rs9851967 que esta relacionado con la

enfermedad celiaca (Hunt et al., 2008).

Se ha evaluado la region del gen LPP demostrando que esta representa factores de
riesgo potencial para EC tanto en poblaciones europeas como americanas (Wouters
et al., 2014).

s i 2E R ER BB B

SNP

Intrén

Figura 19. Ubicacion del SNPrs1464510 en el gen LPP.

El gen LPP posee 11 exones graficados en las zonas de color naranja e intrones
representados en color azul. El polimorfismo rs9851967 (rectangulo en rojo) se
encuentra localizado en uno de los intrones que presenta el gen LPP. Este gen

cumple funciones de movilidad y adhesion celular en el intestino delgado.
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La frecuencia obtenida para el polimorfismo rs2187668 fue del 0%, ya que ninguna
muestra de ninguno de los dos grupos evaluados: control y Sll, presentaron este
SNP. El total de las muestras presentaron el alelo C. Figura 20.

ECU

"T: 0%
"CI100%

Figura 20. Frecuencia del polimorfismo rs2187668. El 100% corresponde al alelo C,

no se detecto la presencia del SNP

' » C:95% ' » (C:88%
» T:5% » T:12%

EAS EUR SAS
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» T:5% » T:11% » T:8%

Figura 21. Frecuencias para cada una de las poblaciones reportadas.

Tomado de Ensembl, (2017)

En la Tabla 14 se muestra el valor de p obtenido en el Test exacto de Fisher, el cual
corresponde a 0.062. Se procedi6é a comparar la poblacion americana AME con
datos reportados en bibliografia, con la poblacién ecuatoriana ECU con los datos
obtenidos en la presente investigacion. El valor calculado de p demuestra que no

existio diferencia significativa entre las muestras comparadas, lo que sugiere que la



53

frecuencia del SNP rs2187668 se estd comportando de manera similar en estas

poblaciones analizadas.

Tabla 14.
Prueba exacta de Fisher polimorfismos rs2187668.
T C Total valor p
AME 82 612 694
ECU 0 28 28 0.062
Total 82 640 122

El polimorfismo rs2187668 esta presente en el gen HLA-DQR1 del cromosoma 6.
Figura 22. Este SNP es usado para el diagndéstico de EC. En la region que codifica
para el Antigeno Leucocitario Humano (HLA) se encuentran genes altamente
polimorficos, los cuales han sido ampliamente estudiados. EI HLA cumple funciones
directamente relacionadas con el control de la respuesta inmune y la asociacién con
una amplia variedad de deso6rdenes inmunoldgicos e infecciosos. HLA DQA1
codifica para las glicoproteinas que son moléculas formadas por proteinas y
glucidos; importantes en la presentacion del antigeno y el reconocimiento propio por

parte de las células inmunes (Pisapia et al., 2016).

En el presente proyecto no se identificO ningin caso con la presencia del

polimorfismo rs2187668 en los dos grupos evaluados.
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Figura 22. EI SNP rs2187668 se encuentra ubicado en el gen HLA-DQRL1.

El gen HLA-DQR1 esta formado por cinco exones representados en color naranja e
intrones en color azul. El SNP rs2187668 (rectangulo rojo) se encuentra localizado
en el intrén inicial en el gen HLA-DQR1. Este gen esté relacionado con el control de
las respuestas del sistema inmunoldgico y muestra asociacion con varios trastornos

de origen inmune.

En el estudio de Ford y colaboradores concluyen que la prevalencia de EC en
pacientes diagnosticados con Sl se encuentra cuatro veces mas elevada que en el
grupo control (Ford etal., 2009). Sin embargo, en investigaciones de Locke y
colaboradores y de Hin y colaboradores demuestran datos opuestos a los de Ford,
ya que no encontraron que la prevalencia de EC se haya visto incrementada en
individuos con SlII (Hin, Bird, Fisher, Mahy, y Jewell, 1999) (Locke, Murray,
Zinsmeister, Melton, y Talley, 2004).

La elevada prevalencia de EC en relacién con el grupo control puede deberse a que
en la inestigacién trabajaron con test serolégicos como es el anticuerpo anti
transglutaminasa y el elevado porcentaje se refiere a que existen personas que
toleran mal la proteina del trigo, gluten. A diferencia de los resultados de la
investigacion de Sanders y colaboradores que trabajaron con biopsias duodenales,

en las cuales no demuestran una prevalencia de EC (Sanders et al., 2001).
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Existen estudios que evidencian la prevalencia de EC en personas diagnosticadas
con Sll, sin embargo, también existen estudios que evidencian que no existe
prevalencia significativa de EC en individuos con Sll. No obstante la prevalencia de
EC en individuos con SlI puede deberse al estudio realizado en cada poblacion del
mundo, ya que las investigaciones realizadas en poblaciones europeas demuestran
una elevada prevalencia de EC, a diferencia de estudios realizados en Estados
Unidos en los cuales no demuestran dicha prevalencia de EC en individuos con SlI
(Mearin y Montoro, 2014).
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6. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

Los resultados demuestran que existieron casos con la presencia de los
polimorfismos rs6441961, rs6822844, rs9851967 y rs2187668 (asociados a la
Enfermedad Celiaca) sin embargo no obtuvieron significancia estadistica. Por lo
cual no se pudo establecer que los SNPs relacionados con EC se encuentran
presentes en individuos con Sindrome de Intestino Irritable en base al andlisis

estadistico realizado.

En los individuos analizados se encontr6 la presencia de los SNPs
(rs6441961, rs6822844, rs9851967) con diferentes frecuencias, tanto en tanto en
el grupo con Sll como en el grupo control. No se encontré presencia del SNP

rs2187668 en ninguno de los grupos analizados.

Las frecuencias de los polimorfismos rs6822844, rs9851967 evaluados en el
presente proyecto son similares a las frecuencias reportadas en otras poblaciones
del mundo. La frecuencia del polimorfismo rs6441961 en el presente trabajo fue de
52% que es mayor al resto de las poblaciones ya reportadas, sin embargo, no es

significativamente diferente.

El polimorfismo rs6441961 y rs6822844 no presentaron el genotipo TT en el grupo

diagnosticado con SlI de la poblacion ecuatoriana a diferencia de las poblaciones
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reportadas en otras partes del mundo bibliograficamente que si presentan el

genotipo TT en bajo porcentaje.

6.2 Recomendaciones

El tamafio de muestra utilizada para el desarrollo del presente trabajo fue de 28
individuos diagnosticados con SlI, lo cual representa un tamafio pequefio y no
brinda resultados que se puedan extrapolar a la poblacién ecuatoriana. Por ello, se
recomienda aumentar el tamafio de muestra para futuras investigaciones y obtener

datos mas robustos.

El Sindrome de Intestino Irritable presenta tres sub tipos, clasificados de acuerdo al
sintoma que prevalece. Se debe dividir al grupo de pacientes diagnosticados con
Sll de acuerdo a cada sub tipo, con el fin de determinar si existe alguna diferencia
significativa en cuanto a la presencia de los polimorfismos de EC dependiendo del

tipo de SlI que presente el paciente.

El porcentaje de SNPs presentes en el material genético de los humanos dificulta la
asociacion de uno o varios SNPs con una determinada enfermedad. Por lo que se
recomienda establecer SNPs como marcadores genéticos para una enfermedad y

en una poblacion especifica.

Se recomienda mejorar los métodos diagndsticos de las enfermedades, para
disminuir el porcentaje de error en los trabajos experimentales que dependen de un

diagndstico previo.
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Anexo 1. Consentimiento informado

Consentimiento informado para Muestras Bioldgicas

Titwda de gropectec Perterminacidn di biomarcadanes maliculares para ol diagrdition
he En ipd Cebaca an individuos de b pobdackin ecustoriana

Irestgadior princpal; g, Carohna Salacar Buales WS |C SU9H5E7 )

Oros Investigadores: Framcisco Loor Garcia

EARTE &

La enlamssdad celiaz e caraciaria por al dafe grase a la mucasa del inbesting dilgada casada
per ] corriaari die Eluben Gue se erousenlna an lod derelis corna ol tripe, 1B avena, B cebada v el
nenbens £ rdmduus wilnerables geniticomente Ear_mgﬂuﬂl_m:ﬂ’_ﬂ_ﬁ_mdﬂﬂm

:ﬂ,ﬁ:ﬂ:ﬂdjﬂm. EI p-ust-l: I'.It'l"i!ﬁl:lu deu'lalweﬂlgwmlrrmluzra H I"acllda-cl de dama&tr:-lr
la enfermedad de una marera mas rigdda ¢ menos molesia aplicable en todas las edsdes.
SeOeTEs, |2 dRbECTidn Corned B INTarEncidn Temprana ayodard a majorar l cakdad de wida o las
pearsanas que enen anlerradad caliaca,

Mo, para @ desgrrcllo de esle proyecto de ussrd una mueitra de Bopsis de dussdens previamentes
Eompda por el meédics pastroenterdiogo del Hopetal Metropobtses gue ya le fue reabzads en
mcAmenss anteriomes wio unes muestra de sanpre tomada por une Gnica punocn con una jeringa
esteril w'o una masestra se @l recolectadas por parte del equipo de investigacidn. El bobanco
donde s¢ encueniran las moestras biologicas se enouenira on el Hosplial Meiropobtano de OuRo.
El Comié de Investigacicn y o Departaments do Erceflarca Medica el Hoopital ham sido
informades sohna @ progectey @l misma ha sido aprabado.

L4 rwedligacidn ne presenta rengon rissga, teoko T ceme paocldgen, debadc: & que las
rragesbras que e van a ulibzar ye han sido tomadas por & médico v 2l perbdpande no tendrd que
sometarse a ninpan procsdmisnio.

En alguncs casos se podrd podir al Hospital Metropoliano la hstona clirica del packente, por
ajemple en faeos donde so tenga dudas sobre el dagndsticn del middioo. La resisidn de la hitona
s realizard desaro de las instalacioras del Hospital Metrapolitans, bajo supendsion de doctores
ool Hiosgital y @d ninguin mative La higheria cisica dejard dihag rclalacionss Toda L inTommadci Gn
oz | historin cinich, piriaral § perdtics serd manteneds haje confidenciglidad ¢ fa ek revilida
kajo nimguna cirounatancia. Todos los. datos werdn llevsdos con sronimidad, asgnerdo un codign
Unico para evikar revelar informacodn personal,

Cugbgpder matenal Dolbgico werd wtilzado dnicaments para este estudio y no 22rd utiliado para
ningun oo ensayo biomolecular o de cualquier tipo, todo remanente de la moestra serd
aliFinada luegs 0@ Cerminar s esrudio

La participadian an e extudio ma tendeh conti #lgur para ks particigantes, ni prisantacs ninguna
remunergonn para los msmes,

Pagina 1 de 2

65



Listed puedke reCirar GU participacicn e esla ssoudio an cuslpdar memantas.

Fars ol voluntaria:

e me ha wolicEsdo der mi comnmenbrmients pare que YO particips o el estudio de imeestigacidn
tiuladio “Deiemminscdn de biomarcadores moleculares para el disgnastico de Enfermed ad Celiac
en Indhiduos de l podackin ecuatorana”™. B estudio de investigacidn induird la recoleccidn de
masestras on o Mobanoo del Hospital mwmmﬂﬂmﬂnﬂlhﬂ. o ha keida
infoerimiasidi anterior prowiamants, do la cual Tengs ura oopda. Yo consianhs voluntarlamests an

@ita investigaciin,

wamgue
o un X

L Corfimre gue he lekds v comprendido la informacidn [PARTE &), he tenddo la
opomunidad die hacer greguntas; gua oy O scuerdo para no restringin o uso
die log datee: gersiradios wsando mis muesInas.

2 Eay depueitals b paiticpar e elle aibafia, solie b Base de ls mlammadidn
gue me han dado v entendo que pusdo mbrgrme del edbudio en o bpeer

MOmero.

Mok y agallidos del veluntario:

Firma died particlpante Facha

Para il inuistigadier:
¥ir hi leide werapmente B hoja de mdarmacidn participante ¢ ulibzanda ko meer de mi hakdlidad
e prmport cpae by persons comprerssa que se hard lo siguisnke:

1 Setomaran ceertos dakos de b persona

2 Torra de muesiras

3 5o particpante lo deses se e detallara ouslguier probocolo que se vaya a reallzar,

e govmlines g o velumane se b dis e operiunidad de hacer greguntas sahig o asnadio ¥ tedas
lars presguntas. hechas har side resgondidis correctarsnts v apicanda le megor de mi bubildad. Yo
cordfrmi que el paricgante na he sido abigado a dar su corsentimiete, El consentimiento ba
sdo dado ibre v soluntariamente,

Monkere ¥ firma ded Invessigador gue obtiene el consestimienio:

)

Pagina 3 de 2

66



Anexo 2. Aprobacién comité de bioética

noz>—

Quito, 10 de marzo de 2017

Marcela Acosta
Estudiante investigador

De mis consideraciones:

Por medio de la presente el Comité de Etica y Bioética para la Investigacion de la Universidad de Las Américas
(CEBE-UDLA) le informa que el protocolo y los instrumentos de investigacién del proyecto de titulacion
“Evaluacion de polimorfismos relacionados con la enfermedad celiaca en pacientes
diagnosticados con sindrome de intestino irritable”, con fecha de hoy 10 de marzo de 2017, han
sido aprobados por el Comité.

Esta aprobacion, tiene una duracion de un afio, después del cual se debe pedir ex D
. AN h

En toda correspondencia con el Comité de Etica y Bioética para la invesﬁg% favtt]%?éfgfr@e al

=

wsiguiente
cadigo de aprobacion: 2017-0302. ETICA

Y BIOETICA

) 2
El Comité estara dispuesto a lo largo de la implementacion del estudio a re _Vlahto a'los pal |Q|-pa tes
como a la investigadora enrelacion a cualquier inquietud que pudiere surgir.f anle rerﬁ car que
cualquier novedad debe ser comunicada al Comité; todo cambio en el protocolo thaelon. plica que

debe pedir una nueva aprobacion al CEBE.

El Comité de Etica y Bioética para la Investigacion de la Universidad de Las Américas ha otorgado esta
probacidén con base en la informacién entregada por los solicitantes, quienes al presentarla asumen la
veracidad, correccion y autoria de los documentos entregados. Los solicitantes de la aprobacién son los
responsables de aplicar y respetar la informacion, procedimientos y condiciones expresados en estos
documentos aprobados por el Comité; también son responsables de respetar la legislacion vigente aplicable y
los estandares nacionales e internacionales en la materia.

Atentamente, ——
o Cowdive

Diego R. Chauvin P.
Presidente del CEBE-UDLA -
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Anexo 3. Frecuencia del polimorfismo rs6441961 en diferentes poblaciones del
mundo (Map: Geography of Genetic Variants Browser)

chr3:46352384 T/
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Anexo 4. Frecuencia del polimorfismo rs6822844 en diferentes poblaciones del
mundo (Map: Geography of Genetic Variants Browser)

chr4:123509421°T/
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Anexo 4. Frecuencia del polimorfismo rs9851967 en diferentes poblaciones del
mundo (Map: Geography of Genetic Variants Browser)

chr3:188087628 T/~
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Anexo 4. Frecuencia del polimorfismo rs2187668 en diferentes poblaciones del
mundo (Map: Geography of Genetic Variants Browser)

chr6:32605884 T/
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