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La enfermedad de Crohn (EC), la colitis ulcerosa (CU) y la denominada colitis
indeterminada conforman el espectro de patologias cronicas que se agrupan
bajo el término de enfermedad inflamatoria intestinal (Ell). El conjunto de estas
enfermedades se caracteriza principalmente por la inflamacién cronica del
tracto digestivo en diversas localizaciones, y se manifiestan clinicamente por
alternar periodos de inactividad (o remision) con periodos de actividad
inflamatoria aguda (denominados brotes o recidivas), cuya frecuencia, duraciéon

y gravedad pueden ser muy variables ademas de imprevisibles.

La EC se caracteriza por una inflamacion crénica, de caracter segmentario y
transmural, que puede afectar potencialmente a cualquier tramo del tracto
digestivo y cuya presentacion clinica puede ser muy heterogénea. Las
manifestaciones clinicas dependeran fundamentalmente del patron de
comportamiento de la enfermedad y de su localizacion anatémica. Puede
asociar ademas manifestaciones extradigestivas muy diversas. Estas incluyen
la afectacion cutanea, articular, ocular o hepatobiliar, entre otras, por lo que ha
sido considerada como una auténtica enfermedad multisistémica. Su caracter
transmural explica también el desarrollo frecuente de complicaciones locales,
como abscesos, fistulas y estenosis. A pesar de los avances en el tratamiento
médico, un elevado porcentaje de pacientes con EC requiere de al menos una
cirugia resectiva intestinal en algdn momento de su vida. Sin embargo, a pesar
de la realizacién de una cirugia macroscopicamente “curativa” o del empleo de
tratamientos profilacticos tras la misma, la recurrencia de la enfermedad con el
tiempo es un fendémeno frecuente y constituye practicamente la norma en estos

pacientes.

En la actualidad seguimos teniendo un conocimiento limitado acerca de la
etiopatogenia de la enfermedad. Se han postulado diferentes teorias que
tratan de explicar sus bases patogénicas, aunque ninguna ha llegado a ser
demostrada plenamente. Segun la hipétesis mas aceptada actualmente, la EC
seria el resultado de una respuesta inmune exacerbada y sostenida de la
mucosa intestinal frente a antigenos luminales todavia no bien caracterizados,
con probable implicacion de algin componente de la propia microbiota. Esta

respuesta inmune andmala podria ser facilitada por factores ambientales, que
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iniciarian y perpetuarian la compleja cascada inflamatoria cronica caracteristica

de la enfermedad en individuos genéticamente predispuestos.

Esta respuesta inmunitaria aberrante involucra tanto a la inmunidad innata
como a la adquirida, aunque es mediada y mantenida fundamentalmente por
los linfocitos T CD4+. A partir de la evidencia disponible, sabemos que la
etiologia de la enfermedad se fundamenta en tres pilares esenciales, que
incluyen, ademas del factor inmune, a factores genéticos y al factor
ambiente/barrera local, aunque la fisiopatologia primaria de la enfermedad y el
papel que ejerce cada uno de estos elementos en la génesis y perpetuacion del

proceso inflamatorio intestinal-sistémico sigue estando por dilucidar.

Es probable que los mismos factores implicados en la patogenia de la
enfermedad sean también los responsables de su recurrencia tras la cirugia,
considerando que la enfermedad recurrente tiende a presentar el mismo
fenotipo inicial previo a la cirugia. Es por ello que el escenario clinico post-
quirdrgico supone una condicién patogénica de novo que nos permite estudiar
con detalle los mecanismos que conducen al desarrollo de la enfermedad.
Estos pacientes constituyen el mejor modelo natural in vivo de la evolucién de
la enfermedad y de todo cuanto esta aconteciendo a nivel local y sistémico. El
estudio de la recurrencia y de su génesis nos proporcionara tanto un mejor
entendimiento de la patogenia como la posibilidad de disponer de nuevas
herramientas para su aplicacion en la practica clinica (biomarcadores). Todo
ello aportard nuevos conocimientos hacia los que dirigir los estudios de

investigacion en el futuro.

El presente trabajo se basa en la caracterizacién evolutiva tras la cirugia de
determinados marcadores serologicos y fecales, de los cambios que acontecen
en el perfil de la respuesta inmune y de potenciales elementos genéticos
reguladores. Ademas se estudiard su evolucion en el tiempo, su potencial
implicacién en la patogenia de la recurrencia asi como su posible utilidad como
biomarcadores, tanto en su vertiente predictiva (aplicabilidad clinica) como
terapéutica, al desentrafiar posibles dianas clave sobre las que poder actuar

para prevenir la recurrencia.
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1. Capitulo 1. Enfermedad de Crohn.

1.1Generalidades

La denominaciéon de enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) engloba un
conjunto de trastornos inflamatorios crénicos del intestino, unos de etiologia
conocida (infecciosa, quimica, fisica o por sensibilidad inmunologica especifica)
y otros en los que no se ha logrado evidenciar un factor causal. En este ultimo
grupo, denominado de etiologia no filiada, inespecifico o idiopatico se incluyen
una serie de entidades clinicas cuyos exponentes principales son la colitis
ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn (EC) (1).

Ambas enfermedades se caracterizan por la cronicidad y por la heterogeneidad
en su forma de presentacion, curso clinico, pronostico y desarrollo de
complicaciones. Durante su evolucion, se alternan periodos de actividad
(denominados brotes o recidivas), de intensidad y gravedad variables, con
periodos de quiescencia o inactividad (remisién). La diferencia fundamental
entre ambas es que en la CU la inflamacion se focaliza solo en el colon y afecta
Gnicamente a la capa mucosa, mientras que en la EC la afectacion es
transmural y puede implicar cualquier segmento del tracto gastrointestinal, de
manera segmentaria, asimétrica y discontinua. Puede expresarse también con
afectacién inflamatoria perianal, constituyendo lo que llamamos EC perianal
qgue, en algunos casos, es la manifestacion inicial o incluso precede en el
tiempo a los sintomas intestinales y se presenta con mas frecuencia en caso de

afectacion colorrectal.

La etiologia especifica de la EIll continla siendo desconocida. Tanto en la
patogénesis como en la evolucion clinica estan implicados multiples factores,
englobados, de forma amplia, como: factores de susceptibilidad genética,
microbiota intestinal, aspectos relacionados con el estilo de vida / factores
ambientales y caracteristicas del sistema inmune. En concreto, en el momento
actual, se considera que la enfermedad es el resultado de una respuesta
inmune anomala, exagerada y prolongada en el tiempo, que se desarrolla en
sujetos genéticamente susceptibles ante la exposicion a determinados

antigenos luminales (ambientales y/o de la propia microbiota intestinal) y que
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determina tanto el inicio como la perpetuacion del proceso inflamatorio

intestinal (2).

En los ultimos afos asistimos a un aumento creciente de la incidencia de la Ell
en los paises desarrollados respecto a décadas previas, especialmente notable
para la EC. Este aumento ha sido atribuido a diversos factores, aunque en gran
parte ha sido paralelo al desarrollo tecnoldgico, la mejora en las técnicas
diagnosticas y el mayor acceso de la poblacién a los servicios sanitarios. Sin
embargo, parece que existe un aumento real de la incidencia relacionado con
la industrializacion de las sociedades, con el mayor nivel socio-cultural y
econdmico, asi como con los consecuentes cambios en el estilo de vida y en
los habitos dietéticos e higiénico-sanitarios de la poblacién. Es lo que se ha
denominado la “teoria de la higiene”, basada en la idea de que la exposicién a
patdgenos desde la infancia es esencial para el correcto desarrollo y regulacion
del sistema inmune vy, sin la cual, el contacto posterior en la edad adulta podria
dar lugar a una respuesta inapropiada y exacerbada, precipitando

enfermedades de base inmunoldgica (3).

La incidencia actual de la EC en Europa se estima entre 10-15 casos por
100.000 habitantes y afio (4). Los datos epidemiolégicos reflejan que existe un
gradiente norte-sur, con mayores tasas de incidencia y prevalencia en los
paises del norte de Europa con respecto a los del sur, sugiriendo por un lado
que la enfermedad se distribuye de forma paralela al nivel socio-econémico de
los paises, y por otro, que los diferentes factores ambientales pueden
desempefiar un importante papel en la etiologia de estas enfermedades. Los
distintos estudios realizados en Espafia determinan una incidencia para la EC
de entre 2 y 7.5 casos por 100.000 habitantes y afio (5, 6).

La enfermedad afecta principalmente a individuos de raza blanca, sobre todo la
etnia judia y originarios de Europa central y del este, con una menor
prevalencia entre afroamericanos e hispanos y minima en asiaticos (7). Existe
un descenso progresivo de la incidencia con la edad, con un pico maximo entre
los 15-34 afios y un segundo pico mas pequefio entre los 45-64 afios, sin
grandes diferencias entre ambos sexos, aunque con discreto predominio en

mujeres (8).

24



1.2 Bases diagnésticas

El diagnostico de la EC supone a menudo un reto para el clinico, debido a su
gran heterogeneidad de presentacion y a que no existe ninguna caracteristica
de la enfermedad que se considere patognomonica y permita el diagnostico
inequivoco de la misma. Es por ello que el diagnéstico tiene que estar
respaldado por un cuadro clinico sugestivo y la combinacion con hallazgos

analiticos, endoscépicos, radiolégicos e histolégicos compatibles (9).

La presentacion clinica, como se ha comentado anteriormente, es muy
heterogénea y los sintomas varian en relacion a la localizacion, el patron y la
extension de la enfermedad. Es frecuente la presencia de dolor abdominal,
pérdida de peso y diarrea de mas de 6 semanas de duracion, con o sin sangre
en las heces. Otros sintomas frecuentes son la astenia, anorexia, febricula o
fiebre, aftas orales y malestar general. Puede asociarse o debutar (10% de los

casos) con EPA consistente en fisuras, fistulas, Ulceras, estenosis o abscesos.

En la exploracion fisica los pacientes con EC pueden presentar desnutricion,
retraso del crecimiento y del desarrollo, masa abdominal palpable o afectacion
perianal evidenciable. Desde el punto de vista analitico pueden presentar
anemia y habitualmente pardmetros bioquimicos de inflamacion sistémica,
como aumento de proteina C reactiva (PCR), de la velocidad de sedimentacién

globular (VSG), del recuento plaquetario o del fibrinégeno.

La calprotectina fecal (10) es un marcador especifico de inflamacion intestinal,
ampliamente estudiado en el contexto de la Ell en la ultima década y con
aplicacion clinica en diferentes escenarios. Su determinacién también resulta
de utilidad al diagnostico para diferenciar los sintomas debidos a un cuadro
organico intestinal de los secundarios a un trastorno funcional, permitiendo
seleccionar los casos en que estaria indicada la realizacion de pruebas

endoscépicas para completar el estudio diagnéstico (11).

El primer procedimiento para el diagnostico de la EC es la ileocolonoscopia con

toma de biopsias. Permite evaluar todo el marco cdélico y acceder hasta el ileon
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terminal, para valorar la presencia de hallazgos endoscopicos compatibles con

la enfermedad:

e En afectacion de colon: presencia de aftas, ulceraciones lineales profundas
0 serpiginosas, aspecto en empedrado (islotes de mucosa normal entre
Ulceras), estenosis, orificios fistulosos, pseudopdlipos y polipos; lesiones
caracteristicamente segmentarias, de extension variable y con recto
frecuentemente indemne.

e En afectacion de ileon: aftas, ulceras y/o estenosis.

Los signos de gravedad desde el punto de vista endoscépico incluyen la

extension y la profundidad de las Ulceras.

Por otro lado, dado que la EC puede afectar a cualquier tramo del tubo
digestivo, se sugiere que al diagnéstico de la enfermedad se investigue el
tracto digestivo superior, incluso en ausencia de sintomas. Los procedimientos
recomendados para ello en la actualidad incluyen la enterografia por
resonancia magnética (entero-RM) o por tomografia computarizada (entero-
TC), asegurando asi un mapeo de todo el tracto digestivo (extension de la
enfermedad). Otros procedimientos como la endoscopia digestiva alta (si hay
sospecha de EC con afectacién esofagogastroduodenal y en las colitis
inclasificables para descartar afectacion géastrica, que indicaria EC) o la capsula
endoscopica (especialmente Gtil en la colitis inclasificable y en la alta sospecha
clinica de EC con colonoscopia, endoscopia oral y entero-RM normales)
también pueden ser de utilidad. Una ventaja que aportan los estudios mediante
entero-RM o entero-TC es que con estas técnicas es posible valorar el grado
de afectacion transmural, tipico de la EC, y la existencia de posibles

complicaciones derivadas de la propia enfermedad.

A nivel histopatolégico tampoco existen lesiones patognomonicas para el
diagnostico de la EC. Sin embargo, hay hallazgos caracteristicos que sugieren
el diagndstico de la enfermedad. Un hallazgo poco frecuente en las biopsias
endoscopicas, pero especifico, es la presencia de granulomas no caseificantes
(Figura 1), que son el conjunto de células epitelioides, macrofagos, células
gigantes multinucleadas vy linfocitos T que se pueden encontrar tanto en zonas

inflamadas como en no inflamadas y que se localizan habitualmente en la

26



submucosa. Otras caracteristicas anatomopatoldgicas que se encuentran con
frecuencia tanto en las lesiones endoscoépicas como en las piezas quirirgicas
de la EC son: aumento del infiltrado linfoplasmocitario en lamina propia de
forma parcheada, infiltrado inflamatorio transmural y fisurizante, fibrosis
submucosa con desdoblamiento de la muscular de la mucosa, irregularidad de
criptas, metaplasia pseudopildrica, hipertrofia de plexos nerviosos y agregados
linfoides dispuestos de forma arrosariada.

La mayoria de expertos clinicos y patologos coinciden en que puede
considerarse el diagnéstico de EC ante la presencia de granulomas no
necrotizantes en el estudio histopatoldgico junto a otro criterio o, en ausencia
de granulomas, cuando hay otros tres criterios presentes, siempre que se

excluyan causas especificas (infecciones, neoplasia, isquemia) (12).

Figura 1. Granuloma no necrotizante submucoso constituido por histiocitos
epitelioides, células gigantes multinucleadas y linfocitos T (H&E, 20X). Imagen por
cortesia del Dr. Francisco Giner.
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1.3 Etiopatogenia

Aunque el conocimiento de la etiopatogenia ha ido evolucionando con el tiempo
y disponemos cada vez de mas datos sobre los factores implicados, la etiologia
exacta de la enfermedad y los mecanismos que conducen al desarrollo de la

misma siguen sin conocerse completamente.

La hipo6tesis mas aceptada en la actualidad es la de una respuesta inadecuada
del sistema inmune de la mucosa intestinal frente a un factor intraluminal,
posiblemente un componente de la propia microbiota intestinal (13-15). Esta
respuesta inmune aberrante acontece en individuos genéticamente
susceptibles 'y posiblemente esté influenciada por otros factores
medioambientales no bien caracterizados, a tenor de la diferente distribucion
geografica y del rapido incremento de la prevalencia de esta enfermedad en los

paises desarrollados.

Asi, la EC se considera una enfermedad sistémica multifactorial, y los
diferentes pilares patogénicos (factores de susceptibilidad genética, inmunidad,
microbiota intestinal y aspectos relacionados con el estilo de vida/ambiente)
estan intimamente ligados entre si, siendo necesaria la conjuncién de distintos
factores para el desarrollo de la enfermedad. Para conseguir abordar los
distintos elementos patogénicos de una manera explicativa, se caracterizaran a

continuacion de forma independiente, subrayando las areas de intima relacién.

1.3.1 Factores genéticos y reguladores de la expresion génica

Existen multiples evidencias sobre la implicacion de los factores genéticos en la
patogenia de la EC, procedentes de estudios familiares, poblacionales y de

estudios de vinculacion genética.

Los estudios poblacionales han demostrado que el factor genético aumenta el
riesgo de padecer Ell de 8 a 10 veces (16), que el grupo étnico judio Ashkenazi
tiene un riesgo entre 2 y 4 veces superior al de cualquier otra poblacion (17), y
que existe un importante grado de concordancia entre gemelos (18). En la EC,
el mayor grado de concordancia en los gemelos monocigotos (> 30.3%) que en

los dicigotos (3.6-7%), indica la fuerte contribucion de los factores genéticos.
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En la CU el grado de concordancia es menor, tanto en gemelos monocigotos
como dicigotos (10-15.4% y >3%, respectivamente), lo que sugiere una menor
influencia de los factores genéticos para el desarrollo de esta enfermedad (18,
19).

Los estudios familiares también han mostrado una importante agregacion
familiar, lo que sugiere claramente la existencia de una predisposicion genética.
De hecho, un antecedente familiar de EC sigue siendo el mayor factor de
riesgo independiente para el desarrollo de la enfermedad (20). Este riesgo es
mayor en los familiares de primer grado, que presentan un riesgo de 3 a 20
veces mayor de padecer la enfermedad que la poblacién general. Asi,
aproximadamente un 5-10% de los familiares van a desarrollar la enfermedad,;
el riesgo es mayor en los hijos (1.3-8.8%) y hermanos (1.5-8.9%) de los

pacientes que en los padres (0.2-3.5%) (21, 22).

Los estudios epidemioldgicos realizados en familias con multiples miembros
afectos de EIl muestran una elevada concordancia con el tipo de enfermedad
(EC o CU), con la localizacion (86%) e incluso con el patron de comportamiento
(82%) (23-25). Sin embargo, en estas familias también se ha demostrado el
fenémeno de la anticipacion genética, o aparicion de la enfermedad en los hijos
a una edad mas temprana que en los progenitores, evento conocido en
diversas  enfermedades  monogénicas  (como las  enfermedades
neurodegenerativas), aunque en el caso de la Ell también podria ser debido al
incremento en estos pacientes de la sospecha diagndstica, que facilitaria un

diagndéstico mas precoz (26).

De todas maneras, y aungque los datos disponibles sugieren que el bagaje
genético es responsable de, al menos, el 50% de la susceptibilidad para
desarrollar EC, los estudios también han demostrado que la alteracién genética

no se centra en un solo gen, sino en alteraciones poligénicas complejas.

Diversos estudios de correlacion genética han identificado un importante
namero de regiones (0 locus) generadoras de susceptibilidad para la ElI,
localizadas en los cromosomas 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 12, 14, 16, 19 y X. Sélo siete
locus de susceptibilidad (denominados IBD1-IBD7) cumplen criterios de
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reproducibilidad en estudios independientes (27-33). La presencia de
mutaciones en estos genes no garantiza que se vaya a desarrollar una Ell, sino

que contribuyen a incrementar el riesgo individual de padecerla.

Uno de los mayores logros en el estudio de la patogenia de la EC fue el
descubrimiento del gen NOD2, también conocido como CARD15 (Caspase-
Recruitment-Domain-15), localizado en la region pericentromérica del brazo
largo del cromosoma 16 (16g12) y que se ha identificado como el gen IBD1.
Constituye el gen de susceptibilidad mas importante detectado para la raza
caucasica. Justifica solamente un 20% de la predisposicion genética a padecer

EC, y no se asocia con un incremento de susceptibilidad para la CU (34).

El gen NOD2/CARD15 se expresa en las células presentadoras de antigenos,
macrofagos y linfocitos, asi como en las células epiteliales, fibroblastos y
células de Paneth. Es un gen altamente implicado en el reconocimiento
intracelular de microorganismos o sus productos, y por tanto, en la regulacion
de la respuesta inmune innata. En concreto, codifica una proteina implicada en
el reconocimiento del muramil dipéptido (MDP), un componente de la pared
celular de las bacterias tanto gram positivas como gram negativas. La
activacion del NOD2/CARD15 por reconocimiento de este ligando microbiano,
induce la activacion del factor de transcripcién nuclear kappa B (NF-kB) como
sefal de transduccion, que conllevard a su vez una determinada expresion de

defensinas y citoquinas pro-inflamatorias.

Existen estudios donde se ha observado que otras proteinas reguladoras de la
apoptosis, que son miembros de la familia de proteinas CARD, también
funcionan activando la via de sefalizacion del NF-kB. Todo ello sugiere la
posible relacién entre el factor genético en la EC y la regulacion de la apoptosis
(35). Asimismo, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), citoquina con
importante papel en la enfermedad, tiene un efecto directo sobre el gen
CARD15, induciendo su expresion (36).

En el aflo 2001 se descubrieron las tres variantes genéticas del NOD2
asociadas con la susceptibilidad a padecer EC: R702W, G908R y L1007Fs (27,

30, 34, 37-39). Estas mutaciones consisten en polimorfismos de un solo
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nucledtido o SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), es decir, una variaciéon
en la secuencia de ADN que afecta a una sola base de una secuencia del
genoma. La deficiencia de NOD2 induce a un desarrollo anormal de las placas
de Peyer, lo que determina una respuesta inmune exagerada y un aumento de

la permeabilidad de la barrera epitelial (40).

Se estima la existencia de un riesgo relativo de desarrollar EC en portadores de
una mutacion de 2-3 veces mayor y hasta 20-40 veces superior en el caso de
dos mutaciones simultaneas (heterocigoto compuesto u homocigoto), lo que
sugiere un efecto de dosis génica para las tres mutaciones (30). En la
poblacion europea el riesgo de EC aumenta méas de 17 veces cuando el sujeto
es homocigoto para la mutacion NOD2 (41), sin embargo esto no ocurre en
otras areas geograficas como en Asia (42) y en Africa subsahariana(42, 43). La
penetrancia es reducida, menos del 10% de los pacientes portadores de dos
alelos de riesgo NOD2/CARD15 desarrollara la enfermedad, ello implica que
otros genes y estimulos medioambientales estan también implicados en el

desarrollo de la misma.

Los estudios iniciales observaron ademas que las mutaciones en el gen
NOD2/CARD15 se asociaban con diferentes factores de la EC como: la edad
de debut méas temprana, la localizacion ileal, la tendencia a desarrollar patrones
mas agresivos (estenosantes-fistulizantes) y a un mayor riesgo de resecciones
intestinales. Ademas, en un estudio reciente, las variantes del NOD2 se han
asociado con una mayor traslocacion de DNA bacteriano y con mayores niveles
de TNF-a en sangre periférica, observandose una necesidad incrementada de
intensificar el tratamiento biolégico para controlar la respuesta inflamatoria en

estos pacientes (44).

Tras la descripcion de este primer gen de susceptibilidad, el analisis de SNPs
en grandes poblaciones mediante sistemas bioinformaticos sofisticados, los
denominados “genome-wide association studies” (GWAS) o estudios de
asociacion de genoma completo, han supuesto un gran avance en el
conocimiento de los factores genéticos de la EC. Estos estudios han permitido
conocer un numero cada vez mayor de genes asociados a la Ell, asi como

profundizar en aspectos de su naturaleza poligénica y de su patogenia.
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Hasta la fecha, el nimero conocido de regiones (loci) de susceptibilidad para
la Ell se ha expandido a 163, de las cuales 110 estan asociadas tanto a la CU
como a la EC (IL23R, IL18RAP, IL12/p40, JAK2 y STAT3, entre otras), 30 son
especificas de la EC (NOD2, GCKR, ATG16L1, etc.) y 23 de la CU (IL10, 1L22,
IL26, IFN-y, etc.) (45). Estos estudios han permitido analizar miles de SNPs y
han aportado datos relevantes sobre los mecanismos patogénicos implicados,
entre los que destacan la importancia de mecanismos como la autofagia, el
reconocimiento de receptores que interactlan en la respuesta inmune innata y
la respuesta Th17/1L23 (46, 47).

La autofagia es un proceso de regeneracion celular fundamental que permite
eliminar determinadas proteinas y organulos (48, 49). Se ha relacionado con la
proliferacion y diferenciacion celular, la respuesta inmune frente a patégenos y
como una herramienta que permite a la célula obtener energia permitiendo su
supervivencia en condiciones adversas. La autofagia aumenta la supervivencia
celular en estados de deprivacién de nutrientes o de factores de crecimiento y
de estrés del reticulo endoplasmico, asi como en el caso de infecciones (46,
47, 50). Es importante en el mantenimiento de la homeostasis de las células T,
clave para el mantenimiento de la tolerancia inmune. Las interrelaciones entre
la autofagia, que funciona primariamente como mecanismo de supervivencia
celular, y la apoptosis, que es una ruta que conduce inevitablemente a la
muerte celular, son complejas. Los dos mecanismos son regulados por factores
comunes, comparten componentes e interactian entre si. Muchas sefiales de
activacion de apoptosis inducen también autofagia y existen sefiales que
inhiben ambos procesos. Hasta ahora los intrincados mecanismos moleculares

entre ambos estan por dilucidar.

En lo referente a los genes que regulan la autofagia en la EC, recientemente,
se ha descrito un gen que codifica una proteina implicada en la autofagia, la
ATG16L1 (autophagy-related 16-like 1) (49, 50). Esta proteina se expresa en
los linfocitos, macrofagos y en las células de Paneth del intestino delgado
donde se produce la exocitosis o eliminacién de los granulos de secrecién que
contienen péptidos antimicrobianos (51). La sustitucion Thr300Ala en ATG16L1
(rs2241880) ha sido relacionada con la EC. No existen diferencias en los
niveles de expresion de proteina ATG16L1 en la mucosa de pacientes con EC
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vs. controles sanos, con lo que se asume que esta mutacién confiere una
alteracion anicamente en la funcion de la proteina. Estudios experimentales
demuestran que esta alteracion se relaciona con una respuesta anormal de las
células de Paneth frente a patdgenos, una respuesta exagerada frente a
agresiones y un aumento de la susceptibilidad para desarrollar lesiones ileales
(52). En este sentido se ha demostrado un vinculo funcional entre NOD2 y
ATG16L1, ambas se consideran proteinas de induccion de autofagia y estan
codificadas por genes que aumentan el riesgo de EC (53, 54). La activacion de
NOD2 por el MDP de los lipopolisacaridos bacterianos desencadena la
formacién de vacuolas autofagicas en las células dendriticas y epiteliales, para
lo que se requiere el contacto directo de NOD2 con ATG16L1. En los pacientes
con EC asociada a mutaciones en NOD2 y en ATG16L1 no existe este
mecanismo de eliminacion por autofagia de patégenos intracelulares, lo cual
apoya la idea de la autofagia como posible mecanismo desencadenante de la
EC.

Otro mecanismo que relaciona estrechamente a la autofagia y la inmunidad
innata es la respuesta al desplegamiento de proteinas inducida por estrés en el
reticulo endoplasmico debido al acumulo de proteinas mal plegadas (55).
Recientemente estudios GWAS han encontrado una relaciébn genética entre
este mecanismo y la EC a través de los genes XBP1 y ORMDL3 los cuales

participan en esta respuesta (56, 57).

Los estudios GWAS han relacionado también a la EC con otros genes
codificantes de proteinas reguladoras de la autofagia como la IRGM (immunity-
related guanosine triphosphatase M) y la LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2)
(57-59). La IRGM es una proteina estimuladora de la autofagia que se requiere
durante la fase de inicio de la misma. El polimorfismo del gen IRGM
rs13361189 produce una delecion de 20kb que se ha relacionado
simultdneamente con la reduccién de la expresion de este gen y con la EC
(60). Esta proteina participa en la eliminacién de patdgenos intracelulares por
autofagia mediada por interferon gamma (IFN-y) (59). Respecto a la LRRK2 se

conoce que esta localizada en el cromosoma 12912 y que su deficiencia
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provoca en la célula un deterioro de los autofagosomas y un incremento de la

apoptosis, la respuesta inflamatoria y el dafio oxidativo (61, 62).

Los estudios GWAS han establecido una fuerte correlacion entre los genes que
regulan la via de la IL-23 y el desarrollo de la EC (63). Entre los multiples genes
gue se encuentran involucrados en la sefalizacion IL23/Th17 se encuentran el
receptor de IL-23, IL-12B, JAK2, Tyk2 y STAT3 (46). La variante asociada de
forma mas significativa con la EC, después del NOD, codifica el cambio de
Arg381GIn en el gen del receptor de la IL-23, localizado en el cromosoma
1p31. Este polimorfismo en el receptor de IL-23 se ha asociado también con la

psoriasis (64) y la espondilitis anquilosante (65).

En este sentido, en el afio 2009 fue aprobado el uso de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra la subunidad p40 de la IL-12 y la IL-23
(Ustekinumab) para el tratamiento de la psoriasis, y posteriormente también
para la artritis psoriasica. lgualmente, el uso de estos anticuerpos mostré en
estudios preliminares su potencial utilidad para el tratamiento de la EC (66), y
muy recientemente, en Noviembre de 2016, ha sido aprobado para el
tratamiento de la EC moderada a grave que no haya respondido a otros

tratamientos.

Finalmente, existen estudios genéticos focalizados en el conocimiento de
posibles moléculas de sefializacidén celular que pueden estar implicadas en la
patogenia de la enfermedad. El objetivo de estos estudios es establecer si
existen diferencias en los niveles de expresion (cantidad de RNAm) de estos
genes y/o mutaciones, lo cual nos proporciona informacién sobre posibles rutas
implicadas en la patogenia asi como posibles dianas terapéuticas. En este
sentido, el STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcriptionl) implicado
en la respuesta de fase aguda, es un gen incluido dentro de los genes
inducibles por IFN-y y produce la activacion de la via Thl mediada por IFN-y,
IL-12 e IL-23 (67). En este grupo se incluyen también STAT3 y otras proteinas
transmembrana IFN-inducibles, IFITM1 e IFITM3, que actdan en la activacion
de macrofagos. Ademas del IFN-y, existen otras citoquinas que pueden activar
el STAT1 como factores de crecimiento epidermal, factores de crecimiento

derivados de las plaquetas, la IL-6 o el factor 1 estimulador de colonias (68,
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69). La activacion especifica de STAT1 ha sido demostrada en enfermedades
inflamatorias crénicas como el asma (70) y la artritis reumatoide (71), asi como
en la Ell. Un estudio realizado en biopsias de mucosa intestinal de pacientes
con EC y CU encontré diferencias en los patrones de expresion de los genes
inducibles por IFN-y, observandose soOlo en la EC una expresion génica
aumentada de STAT1 respecto a los controles sanos (72). Sin embargo, existe
un estudio que encontré un aumento de la expresion y activacion de STAT1 en
la mucosa intestinal tanto en los pacientes con CU como en los pacientes con

EC, aunque en estos ultimos en menor medida (73).

En la tabla 1 se resumen las asociaciones genéticas mas relevantes vinculadas

con la EC.

Tabla 1. Asociaciones genéticas mas relevantes en la EC (modificada de Abraham y

Cho (74)).

Gen
Respuesta inmune innata

NOD2

ATG16L1

IRGM

LRRK2

CARD9

XBP1

Via de sefializacién I1L23-Th17

IL23R

IL12B

Descripcién

Nucleotide-binding
oligomerization domain 2

Autophagy-related 16-like 1

Immunity-related GTPase M

Leucine-rich repeat kinase 2

Caspase recruitment domain
family, member 9

X-Box Binding Protein 1

Interleukin-23 receptor

Interleukin-12B, p40 subunit

Funciones

Reconocimiento intracelular de
microorganismos para activar la sefializacion
celular

Componente del complejo de la autofagia y
funcién de las células de Paneth frente a
patégenos

Rol en la autofagia, fundamental para la
eliminacion de patdgenos intracelulares
mediada por interferén gamma

Rol en la autofagia

Integracion de sefiales de receptores de la
inmunidad innata. Estrés oxidativo

Rol en la autofagia, regulacion de la
respuesta al desplegamiento de proteinas
inducida por estrés en el reticulo
endoplasmico

Componente Unico del receptor de la IL-23,
activa la via Th17

Componente comun de la IL-12 e IL-23
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STAT3 Signal transducer and activator Comdun para varias citoquinas (IL-6, 10, 17,

of transcription 3 21,22y 23)

JAK2 Janus kinase 2 Fundamental para la respuesta a interferén

gamma
Otros genes

SLC22A4 Solute-carrier family 22, organic-  Proteina de membrana poliespecifica de
cation transporter transporte

PTPN2 T-cell protein tyrosine Mdltiples interacciones con las proteinas
phosphatase STAT

MHC Major histocompatibility complex  Clase | y II: modulan las vias de

presentacion de antigenos en la EC

MST1 Macrophage stimulating 1 Rol en la quimiotaxis y activacion de
macroéfagos en respuesta a sefiales
proinflamatorias

FASLG Fas ligand (TNF superfamily, Rol en la apoptosis
member 6)

1.3.1.1 Epigenética y microRNAs

El término epigenética hace referencia a los cambios heredables que se
producen en la expresion del genoma como resultado de la interaccion del
individuo con el medio ambiente. Aunque las bases moleculares de la
epigenética son complejas, en sintesis su objetivo principal es modular la
expresion o actuacion de ciertos genes sin alterar la secuencia basica del ADN.
Determinados factores no genéticos hacen que los genes se comporten de
distinta forma y se expresen de forma diferente (75-77). La metilacion del ADN
y la maodificacion de histonas son los dos mecanismos epigenéticos mas
representativos y estudiados (78). Sin embargo, hay otros mecanismos que
pueden provocar modificaciones genéticas a nivel post-transcripcional como el
splicing alternativo de RNAmM y los microRNAs (miRNAS), una nueva clase de

reguladores de la funcion de los genes de reciente descubrimiento.

Un gran numero de factores ambientales ha demostrado inducir cambios
epigenéticos, incluyendo el tabaco, la polucién ambiental, los asbestos, los
metales, el silice y los bencenos (79). Estos cambios epigenéticos podrian ser
el vinculo entre el genoma, el medio ambiente y el desarrollo fenotipico de la
EC y podrian explicar también la herencia no conocida de la enfermedad. Uno

de los aspectos mas llamativos, como se menciond con anterioridad, es el
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rapido incremento de la incidencia de la enfermedad en las ultimas décadas,
sobre todo en paises desarrollados, lo que sugiere que los factores
ambientales también deben estar ejerciendo un papel clave en la patogenia
(80). En este sentido, y como elemento conector entre ambos factores,
genético y ambiental, ha surgido un gran interés en el estudio y caracterizacion
de los miRNAs como mecanismo epigenético de regulacién de la expresion

génica en el contexto de las Ell.

Los miRNAs son pequefios fragmentos de RNA monocatenario no codificante
(de 18-24 nucledtidos) que son capaces de regular la expresion génica a nivel
post-transcripcional, inhibiendo la traduccién a proteinas mediante su union a la
region 3’'UTR del RNAm y provocando la degradacién del mismo o la inhibicién
de la transduccion (81). Estos elementos estan implicados en la regulacion de
multiples procesos bioldgicos, como el ciclo celular, la diferenciacion y
proliferacion celular, la apoptosis o la fibrosis. Presentan, ademas, la
peculiaridad de que un determinado miRNA es capaz de unirse a diferentes
RNAmM y que un gen puede estar a su vez regulado por diversos miRNAs (82),
por lo que se ha llegado a estimar que los miRNAs son capaces de regular mas
de un 60% de los RNAm codificantes de proteinas (83).

Se ha demostrado que los cambios en la expresion del miRNA actian sobre la
respuesta inflamatoria en humanos y que la sobre-expresion y/o la inhibicién de
estas moléculas regulan la liberacion de muchas citoquinas inflamatorias (82-
84). Son elementos presentes en tejido, suero, plasma y otros fluidos biol6gicos
en una forma estable, libres o en exomas. Sus niveles en suero y plasma son
estables, reproducibles y consistentes entre individuos de una misma especie,
razon por la cual dichos niveles estan siendo utilizados como marcadores no
invasivos en diferentes patologias (tales como el cancer, las enfermedades

autoinmunes o la inflamacion) (85, 86).

Los primeros hallazgos de miRNAs vinculados a la Ell aparecen en el afo
2008 (87). Desde entonces, ya se han publicado numerosos estudios
descriptivos de patrones de expresiéon de miRNAs en CU y en EC, tanto en

sangre periférica como en mucosa. También se ha valorado la implicacion de
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estas moléculas en la patogenia de la enfermedad, regulando las distintas vias

inflamatorias y se ha sugerido su uso como biomarcadores (88, 89) (90) (91).

1.3.1.2 MicroRNASs asociados a la EC

En el contexto de la EC, se han podido identificar perfiles diferenciales de
expresion de miRNAs en muestras de sangre periférica (88, 92), siendo los
hsa-miR-16, hsa-miR-106a, y hsa-miR-140-3p los miRNAs que mostraron un

mejor poder de discriminacion entre pacientes con EC y controles sanos.

Varios estudios en mucosa intestinal han demostrado que existe una expresion
diferencial segun el estado de actividad (actividad o quiescencia) y la
localizacion (ileal o colonica) de la enfermedad (93-95). Se ha identificado un
mMiRNA, el hsa-miR-106a, que esta permanentemente aumentado
independientemente de la actividad de la enfermedad. Mediante estudios in
silico e in vitro, se demostré que este miRNA esta implicado en la regulacion de
la IL-10, citoquina que desempefia importantes funciones antiinflamatorias y
por tanto debe ejercer un papel importante en la enfermedad (96). Ademas, se
han identificado otros miRNAs: miR-19b, miR-106a y miR-629, que presentan
un perfil de expresion diferencial entre la EC y la CU. En estos estudios se ha
sugerido que el miR-191 puede ser un biomarcador diagndstico muy util para
diferenciar ambas enfermedades (97, 98).

En otro estudio (89), se identifico el hsa-miR-16 como miRNA diferencialmente
expresado entre pacientes con diagndstico confirmado de EC y otros con
sospecha diagndstica inicial pero en los que el diagndstico final no fue de EC.
Estos resultados fueron validados posteriormente en una cohorte mayor de
sujetos donde se pudo comprobar la utilidad de este miRNA, junto con otros

previamente analizados, para poder discriminar la enfermedad.
Algunos de estos estudios también han explorado otros aspectos concretos de

la enfermedad, como el grado de actividad, comparando pacientes con EC

activa frente a inactiva (88, 89). En este sentido, se ha observado que los
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miRs-199a-5p, -362-3p, -532-3p y miRplus-E1271 aumentan en los pacientes

activos, a diferencia de los pacientes inactivos o los controles sanos.

En un articulo reciente (90) se ha identificado por primera vez perfiles
concretos de miRNAs que pueden servir para identificar el comportamiento y la
progresion de la EC. Un patrén de enfermedad fibro-estenosante conduce con
frecuencia a cuadros de obstruccién intestinal, con indicacion de cirugia. En
pacientes con este fenotipo se ha observado una disminucion significativa del
miR-29, observandose también que tras la cirugia los niveles de este miRNA
tienden a permanecer disminuidos. En otros estudios, se han llegado incluso a
identificar cambios en la expresion de miRNAs durante el tratamiento de los

pacientes con terapias biologicas (91).

Actualmente no existen estudios publicados que aborden el analisis y
determinacién de los perfiles de miRNAs en el contexto de la recurrencia post-
quirurgica en la EC. Por ello, no hay informacion disponible sobre qué miRNAs,
o perfiles de miRNAs, se modifican cuando el paciente desarrolla la
recurrencia. En la préctica clinica, seria de gran utilidad disponer de este tipo
de biomarcadores con capacidad predictiva para identificar a los pacientes de

alto riesgo de desarrollar una recurrencia temprana tras la cirugia.

1.3.2 Factores inmunoldgicos

El sistema inmune intestinal constituye el escenario principal donde se
orquestan los fendmenos patogénicos que conduciran al desarrollo de la
enfermedad, aunque su funcionamiento parece estar condicionado por el
bagaje genético del individuo y su interaccion con factores ambientales. Esta
constituido por diferentes elementos (Figura 2) que estan intimamente
relacionados entre si: la mucosa intestinal, el microbioma y el sistema vascular
(74).
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Figura 2. Componentes del sistema inmune intestinal (tomado de Kim DH et al. (99)).
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La mucosa intestinal representa una de las superficies de contacto mas
extensas con el medio externo. Esta formada por una cobertura de moco y la

membrana epitelial subyacente.

La capa de moco constituye la primera barrera fisica que cubre el epitelio en su
totalidad, limitando el contacto entre microorganismos y células epiteliales. Esta
compuesta por altas concentraciones de moléculas antimicrobianas como la
inmunoglobulina A (IgA) o las defensinas. Esta capa de moco es simple en el
intestino delgado y doble en el colon. Permite la generacion de un microhabitat
donde las bacterias estan en proximidad y sintropia, compartiendo nutrientes y

evitando el efecto lavado que supone el peristaltismo intestinal continuo (100).

El epitelio intestinal esta constituido por una monocapa de células epiteliales,
conforma la siguiente barrera fisica que separa el microbioma del sistema

inmune intestinal y esta considerada la segunda linea de defensa frente a la
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invasion microbiana. La integridad de la barrera epitelial depende de las
uniones intercelulares que sellan el espacio entre células epiteliales vecinas
(espacio paracelular). Estas uniones estrechas (o tight junctions) son
estructuras dindmicas, esenciales para impedir el trafico de macromoléculas
con capacidad antigénica o de microorganismos, pero a la vez, poder permitir
el paso de nutrientes y la absorcién de agua e iones hacia la circulacion (101).
La impermeabilizacion del subepitelio (o ldmina propia) se completa con las
uniones adherentes (0 adherent junctions) y los desmosomas, uniones de
anclaje que conectan el citoesqueleto de cada célula con los de células
vecinas, y que permiten mantener la integridad estructural necesaria para llevar

a cabo sus funciones especificas.

En el epitelio coexisten distintas estirpes celulares, que se dividen en dos
grupos especializados: las de linaje absortivo (0 enterocitos, que suponen
alrededor del 80%) y las de linaje secretor, dentro de las cuales se encuentran
las células caliciformes (o células de Goblet) especializadas en la secrecidon de
moco, las células enterocromafines, especializadas en la secrecion de
hormonas y neuropéptidos, y las células de Paneth. Estas Ultimas se localizan
exclusivamente en la base de las criptas de Lieberkihn, junto con las células
madre epiteliales pluripotentes (o stem cells) que dan lugar a los diferentes
tipos de células epiteliales especializadas. Las células de Paneth son
exclusivas del intestino delgado y el colon ascendente, y estdn especializadas
en la secrecion de péptidos antimicrobianos, como las a-defensinas y las

lisozimas.

En la region subepitelial se encuentra la ldmina propia, que alberga una
compleja poblacidon de células inmunes encargadas de mantener el equilibrio
necesario para la inmunotolerancia frente a la microbiota presente en la luz. La
respuesta inmune inicial esta estrechamente regulada puesto que de esta
regulacion dependera que se genere una respuesta de “tolerancia” o una
respuesta inflamatoria defensiva. Esta respuesta inicial es inespecifica y
constituye la respuesta inmune innata. Las células que conforman el sistema
inmune innato (células epiteliales, células dendriticas, macréfagos y células

natural killer) expresan receptores para el reconocimiento de patrones
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antigénicos asociados a patégenos (pattern recognition receptors, PRRS),
sobre todo microbianos, a diferencia del reconocimiento especifico de
antigenos por los receptores del sistema inmune adaptativo. Estos receptores
de la inmunidad innata, ademas de constituir la primera linea de defensa,
condicionan a las células presentadoras de antigenos (CPA) subepiteliales
para inducir mecanismos de tolerancia y permitir el mantenimiento de la
homeostasis intestinal. La familia de los receptores de patrones antigénicos
engloba a los receptores tipo Toll (toll-like receptors, TLR) y a las proteinas del
dominio de oligomerizacion de nucleotidos (nucleotide oligomerization domain

receptors o NOD) entre otros.

Los mecanismos regulados por la activacion de los TLR y NOD limitan en
condiciones normales el proceso inflamatorio y permiten la tolerancia inmune,
diferenciando entre las sefiales derivadas de microorganismos patdgenos o
comensales y de antigenos inocuos, para la generacion de una respuesta
inflamatoria local adecuada (102). Para ello, estos receptores tienen una
funcién dual, con capacidad de respuesta diferencial por parte de las células
epiteliales entre la estimulacion por su parte apical frente a la estimulacién
basolateral (103, 104). Asi, en condiciones normales, la activacion apical de los
PRRs por parte de las bacterias comensales ayuda a la secrecion de
sustancias antibacterianas y a mantener cierta tolerancia a la inflamacion (105).
Cuando existe una alteracién estructural en la barrera epitelial, las bacterias
pueden penetrar y es necesaria una respuesta pro-inflamatoria que se da a
través de la activacién de los PRRs de la parte basolateral y a través de la
activacion de los PRRs de las células del sistema inmune innato (106). Por su
parte, las células dendriticas estdn continuamente sensando bacterias y otros
antigenos que internalizan en fagosomas y procesan para su presentacion
mediante el complejo principal de histocompatibilidad tipo Il. Estas células
determinaran el desarrollo de respuestas inmunitarias tanto celulares como

humorales por parte del sistema inmune adaptativo (107).

Cuando se activan las CPA (sobre todo las células dendriticas, que actluan
como centinelas en la primera linea de defensa), éstas presentan antigenos a

las células T naive (T helper 0, ThO) en los 6rganos linfoides secundarios del
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intestino como son las placas de Peyer, los ganglios linfaticos o los foliculos
linfoides aislados. Esta interaccion inicia la respuesta inmune adaptativa, que
generard la activacion de los linfocitos especializados en distintas funciones
inflamatorias o reguladoras. La inmunidad adquirida induce una respuesta
rapida, especifica y que genera memoria inmunolégica frente a ciertos
antigenos. Sus principales efectores son los linfocitos B y T, generadores de
respuestas humorales y celulares respectivamente. Las células B, cuando se
activan, se diferencian en células plasmaticas capaces de generar anticuerpos
especificos. Las células T CD4+ o T helper (Th) se distribuyen en la lamina
propia y los foliculos linfoides del intestino. Tanto las células efectoras Thl
como las Thl7 se encuentran en el intestino en condiciones homeostéticas
(108). Sus propiedades pro-inflamatorias son normalmente contrarrestadas por
las células T reguladoras (T reg) que expresan Foxp3, ayudando al
mantenimiento de una inflamacion fisiolégica controlada. En respuesta a
diferentes sefales y estimulos, el sistema inmune adaptativo desarrollara un
tipo de respuesta u otra. Los linfocitos encargados de dirigir estas respuestas
se clasifican en diferentes tipos, segun el perfil de citoquinas secretado, dando
lugar a: Thl, Th2, Th17, Th25 y/o Treg (109).

Otro de los elementos que forman parte del sistema inmune intestinal es el
microbioma, conformado por la poblacion de microorganismos que habitan en
la luz intestinal y sus elementos genéticos. Ademas de ser componente
esencial de la barrera intestinal, la microbiota participa de funciones cruciales
para el huésped, como la adquisicion de nutrientes y la regulacion del
metabolismo energético, e influye en procesos tales como la respuesta
inflamatoria o la reparacion epitelial (110, 111). Existen mdultiples evidencias
que demuestran la implicacion de la microbiota en la patogenia de la EC, entre
ellas la composicion microbiana anormal en estos pacientes en comparacion
con sujetos sanos, o0 la indudable influencia de las bacterias como
componentes fundamentales para que se produzca la respuesta inflamatoria,

como se describe méas adelante en detalle (ver apartado 1.3.3).

Por dltimo, el sistema vascular también es parte integrante del sistema

inmune intestinal, en particular el endotelio, que ademas de mantener un
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adecuado flujo sanguineo es capaz de regular la entrada de los leucocitos al
intestino. El acceso de las células hacia el tejido intestinal estd modulado por
moléculas de adhesién (selectinas e integrinas) y quimiocinas (sustancias

celulares secretadas que atraen a otras células).

Asi, se ha detallado como el sistema inmune intestinal, en el desarrollo de su
funcion defensiva, puede ejercer dos tipos de respuesta: la innata y la
adaptativa o adquirida. Ambas actian de forma integrada y sinérgica. A
continuacion se resumen las principales alteraciones en cada tipo de respuesta

gue se han descrito como implicadas en la patogenia de la EC.

1.3.2.1 Sistema inmune innato

Clasicamente se ha considerado que el elemento inmunolégico fundamental en
la patogenia de la EC era una alteracion en la respuesta inmune adquirida,
mediada principalmente por los linfocitos T (LT) CD4+ de la lamina propia (y
cuyos mecanismos se detallan ampliamente en el siguiente apartado). Sin
embargo, mas recientemente, existen evidencias que apuntan a la existencia
de alteraciones relevantes en la inmunidad innata (defectos de la funcion
barrera y del procesamiento de antigenos, expresion anormal de péptidos,
alteraciones en las células de la inmunidad innata...) que, probablemente,
estén condicionando la respuesta de la inmunidad adquirida. Es por ello que,
en los ultimos afos, se ha producido un cambio conceptual en la patogenia de
la EC, con mayor focalizacion en los fendmenos patogénicos dependientes de
la inmunidad innata y su posible implicacion en el desarrollo de la disregulacién

inmune.

Los estudios GWAS, comentados previamente, han identificado numerosos
genes altamente implicados en la regulacion de la inmunidad innata y en la
funcidén de la barrera epitelial, entre ellos el mas destacado es el NOD2 (57,
112, 113), implicado en el reconocimiento intracelular de patégenos, y por
tanto, en la regulacion de la respuesta inmune innata. Las mutaciones en este
gen inducen a un desarrollo anormal de las placas de Peyer, lo que determina
una respuesta inmune exagerada y un aumento de la permeabilidad de la

barrera epitelial (40), facilitando la entrada de elementos bacterianos que
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activan la respuesta inmune de la lamina propia y contribuyen a perpetuar la

inflamacioén cronica.

Estos estudios han identificado también mutaciones de proteinas como la
IRGM y ATG16L1 implicadas en el proceso de la autofagia (50), asi como
mutaciones de genes que codifican para proteinas del epitelio intestinal (como
OCTN y DLG5) y que se asocian con un aumento de la susceptibilidad a la EC.

Respecto al gen ATG16L1, los estudios muestran que no solo juega un papel
importante en la autofagia, sino también en la funcidon secretora de las células
de Paneth y en la regulacién de la respuesta pro-inflamatoria. En pacientes con
EC homocigotos para el alelo de riesgo de la ATG16L1, las células de Paneth
presentan alteraciones en la via de exocitosis granulocitaria, lo que se
relaciona con una respuesta anormal de estas células frente a patdgenos y con
un aumento de la susceptibilidad a lesiones ileales (52). El estudio de biopsias
intestinales de pacientes pediatricos con EC también han mostrado que la
autofagia esta especificamente activada en las células de Paneth, y que esta
activacion se asocia con una disminucion significativa en el nimero de granulos
secretores, lo cual ocurre independientemente de las variantes genéticas de
ATG16L1 o IRGM (114). Ademas, las células mononucleares de sangre
periférica de pacientes con la variante de riesgo Thr300Ala del ATG16L1
presentan una mayor produccion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1B e IL-
6 tras la estimulacion con ligandos del NOD2 (115).

La evidencia disponible demuestra el vinculo funcional existente entre NOD2 y
ATG16L1, ambas se consideran proteinas de induccion de autofagia y estan
codificadas por genes que aumentan el riesgo de EC (53, 54). En los pacientes
con EC asociada a mutaciones en ambos genes esta alterado el mecanismo de
eliminacién por autofagia de patdgenos intracelulares, lo que demuestra la

implicacién de este proceso celular en la patogenia de la EC.

Otro mecanismo que relaciona estrechamente la autofagia y la inmunidad
innata es la respuesta al acumulo de proteinas mal plegadas inducida por

estrés en el reticulo endoplasmico (55). Los estudios GWAS han encontrado
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una relacidon genética entre este mecanismo y la EC a través de los genes

XBP1y ORMDL3 los cuales participan en esta respuesta (56, 57).

Por otro lado, las tight junctions o uniones estrechas, esenciales también para
el mantenimiento de la integridad de la barrera, han mostrado diferentes
patrones de expresion y de distribucion entre los pacientes con EC y la
poblacion sana (116). En la mucosa intestinal no inflamada de pacientes con
EC se han observado alteraciones e irregularidades en la organizacion de las
tight junctions y se ha visto que son més vulnerables a los estimulos luminales,
con el consecuente aumento de la permeabilidad (117, 118). Ademas los
pacientes con EC en remision con alteracion de la permeabilidad intestinal
tienen mas riesgo de sufrir recaida de la enfermedad (119, 120). De la misma
forma, se sugiere que este fendmeno podria contribuir al desarrollo de neo-

inflamacion intestinal o recurrencia en la EC.

Los pacientes con EIll presentan en el epitelio intestinal un elevado numero de
bacterias intracelulares y moléculas de adhesion que pueden alterar la
permeabilidad de la barrera intestinal mediante la sintesis de diferentes
enzimas alfa-hemolisinas (121). Sin embargo, poco se sabe de los mecanismos
involucrados y de cdmo contribuyen a la inflamacién intestinal. Se ha informado
de un aumento de la permeabilidad epitelial a las proteinas que precede al
brote de la inflamacién ileal en la EC, lo que indica una disfuncion de la barrera

como evento temprano en la inflamacion de la mucosa (122).

El efecto del TNF-a y el IFN-y, citoquinas importantes en la patogenia de la EC,
sobre la barrera intestinal también se ha evaluado en estudios experimentales.
Ambas citoquinas regulan y aumentan la permeabilidad transcelular y
paracelular (123). Ademas, el tratamiento con anti-TNF-a ha demostrado
mejorar las propiedades de la barrera, asi como disminuir la permeabilidad
debido a la activacién de la apoptosis epitelial, siendo muy efectivo en mejorar

la funcién de la barrera intestinal en los pacientes con EC (124).

Otro hallazgo relevante en relacion a la inmunidad innata es la alteracion en la

secrecion de péptidos antimicrobianos por las células epiteliales intestinales
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gue se ha descrito en los pacientes con EC y que también se ha relacionado
con mutaciones en el NOD2 (125, 126). Dentro de los péptidos antimicrobianos
enddgenos, las defensinas desempefian un papel importante como parte de la
respuesta inmune innata contra patégenos (127). Estos péptidos se expresan
predominantemente en los neutrofilos y en las células epiteliales, y se clasifican
en dos categorias principales: a- y B-defensinas, dependiendo del patron de los
enlaces entre los residuos de cisteina. En el tracto gastrointestinal, las a-
defensinas (a-Def) son secretadas especificamente por las células de Paneth
ileales, mientras que las B-defensinas se expresan predominantemente en las

células epiteliales del colon (128).

Estos péptidos comparten una fuerte homologia estructural y una actividad
antibacteriana, tanto in vitro como in vivo, de amplio espectro (129). Hasta la
fecha, se han identificado 6 subtipos de a-Def: los subtipos 1-4, producidos por
los neutréfilos, y las defensinas entéricas 5 y 6, secretadas especificamente por
las células caliciformes y las células de Paneth (130), formando una barrera
semi-impenetrable que recubre la superficie luminal (131). En los neutrdfilos,
las a-Def estdn almacenadas en los granulos azurofilos, donde constituyen la
principal proteina (60% del total), y pueden actuar directamente sobre las

bacterias fagocitadas o ser excretadas al medio extracelular.

Las defensinas desempefian un papel en la interrelacion entre la inmunidad
innata y adaptativa, atrayendo células dendriticas inmaduras, ayudando en su
maduracion y promoviendo la activacion posterior de las células T (132). Las
defensinas podrian ser factores clave en la modulacién de la respuesta inmune
en diversas enfermedades intestinales. Hasta la fecha, las asociaciones mas
consistentes entre los péptidos antimicrobianos y la Ell son para las a-Def en el
intestino delgado de los pacientes con EC (133). En particular, se ha observado
una disminucion de la expresion de o-Def 5y 6 en la mucosa ileal de estos
pacientes. También se ha demostrado que las variantes en los genes que
codifican las defensinas estan inversamente asociadas con los anticuerpos
anti-glicano, relacionados con el fenotipo de la EC, apoyando el papel de estos
péptidos en la patogenia (134). La hipotesis actual en relacion con este
hallazgo es que la expresion deficitaria de defensinas resulta en una menor
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capacidad de defensa antimicrobiana de la mucosa y / o en alteraciones en la
composicién de la microbiota comensal, permitiendo una mayor adherencia e
invasion bacteriana de la mucosa, que acaba desencadenando una respuesta

inflamatoria (135).

Existe cierta controversia en los estudios acerca de si este defecto en la
expresion de a-Def es primario y permanente, como caracteristica intrinseca de
la enfermedad (125, 135), o si podria ser secundario a la destruccion del
epitelio (con la consecuente pérdida de células de Paneth) que se produce
como resultado de la inflamacién crénica (136). En sangre periférica, en
cambio, se ha evidenciado un aumento de los niveles de a-Def producidas por
los neutréfilos en pacientes activos con EC (137). Probablemente, esta
respuesta inflamatoria sistémica es también una parte crucial de la reaccién
inmune del huésped a los diversos eventos que acontecen en la EC y que esta
facilitada por el aumento de la permeabilidad intestinal (como la translocacion
de DNA bacteriano) (138). Es por ello que los niveles circulantes de a-Def se
ha sugerido que podrian ser biomarcadores Utiles para identificar la actividad
de la enfermedad (137), aunque su especificidad y utilidad real en la préactica
clinica no ha sido explorada en profundidad.

En este sentido, en un trabajo reciente de nuestro grupo, hemos estudiado la
potencial utilidad de estos péptidos, intimamente relacionados con la respuesta
inmune innata, como posibles biomarcadores de la enfermedad. En este
trabajo, realizado en pacientes con EC ileal, hemos caracterizado que existe un
aumento de las concentraciones plasmaticas de a-Def 1-3 en los pacientes
activos (al debut), en comparacion con los pacientes inactivos o los controles
sanos. Para evaluar la especificidad de este hallazgo, se introdujo un segundo
grupo control constituido por pacientes con ileitis terminal de etiologia distinta a
la EC, confirmada tras el estudio diagnéstico (incluyendo ileocolonoscopia con
biopsias ileales). Se constataron concentraciones plasmaticas de a-Def 1-3
significativamente mas elevadas en los pacientes con EC ileal que en los
pacientes con ileitis-no Crohn, en los que las concentraciones no diferian
significativamente de las de los controles. Estos resultados, a falta de ser

contrastados en cohortes mas amplias, sugieren a priori una implicacion de las
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a-Def en la patogenia, asi como su capacidad para diferenciar el grado de
actividad y su utilidad como biomarcadores en la EC ileal al diagnostico (139).
Su posible utilidad como biomarcadores en el contexto post-quirdrgico de la
EC, para diferenciar a los pacientes con recurrencia de aquellos que se
mantienen en remision, es otro aspecto que no ha sido caracterizado hasta el

momento.

1.3.2.2 Sistema inmune adaptativo

La respuesta inmune en la EC estd polarizada principalmente hacia la
activacion de LT CD4+ con un perfil de respuesta Thl, donde las principales
citoquinas implicadas son la IL-2, la IL-12, el IFN-y y el TNF-a (140). De hecho,
el TNF-a se ha sugerido como el elemento patogénico fundamental en el
trastorno inmune y los esfuerzos terapéuticos de las ultimas décadas se han
centrado en contrarrestar esta alteracion de la inmunidad adquirida,
consiguiendo el bloqueo de su efecto mediante anticuerpos monoclonales
expresamente dirigidos frente a esta citoquina, los denominados farmacos anti-
TNF-a (el primer grupo de farmacos biolégicos empleados en el tratamiento de
la Ell).

Estos farmacos se ha visto que consiguen su efecto terapéutico, al menos en
parte, facilitando la induccion de la apoptosis de los LT de la lamina propia,
proceso celular que esta dificultado en las células inmunes de estos pacientes.

De hecho, hay estudios que sugieren que la medida de la apoptosis inducida
por estos farmacos puede ser Gtil para predecir la respuesta al tratamiento anti-
TNF, con valores inferiores en pacientes con mala respuesta en comparacion

con los pacientes respondedores (141-143).

La muerte celular por apoptosis constituye un mecanismo de aclaramiento de
linfocitos activados de la mucosa intestinal sana, que permite evitar una
respuesta inmune excesiva o prolongada. Los niveles de apoptosis de los LT
de la lamina propia de la mucosa sana son muy superiores a los que tienen las
células de sangre periférica, tanto de manera espontanea como tras la
estimulacién in vitro (144), en un proceso mediado por la via Fas/Fas-ligando.

Estudios realizados a finales de los afios 90 sugerian que la EC presenta una
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resistencia a la apoptosis de los LT (145) que contribuye a su acumulacion en
la lamina propia y a la consecuente perpetuacion y cronificacion del proceso
inflamatorio. Esta resistencia a la apoptosis se ha relacionado con un ratio
anormal de proteinas pro y anti-apoptéticas (Bax y Bcl-2, respectivamente)

(146) y con un exceso de survivina (otra proteina anti-apoptética) (147).

En un estudio previo de nuestro grupo caracterizamos esta resistencia a la
apoptosis en LT CD4+ de sangre periférica de pacientes con EC, no
relacionada con las vias clasicas de apoptosis (ratio Bax / Bcl-2 y actividad de
las caspasas 3, 8 y 9 similares a los controles) y, en cambio, ligada a una
inhibicién de la actividad de la catalasa detectada en estos pacientes. Esta
enzima, implicada en la regulacion de la capacidad apoptotica, podria estar
relacionada con esta resistencia a la apoptosis, dado que la inhibicion in vitro
de la catalasa en linfocitos sanos mediante AMT (3-amino-1,2,4-triazol) también
desencadena una resistencia a la apoptosis en estas células (148).

Otros estudios han mostrado que esta resistencia a la apoptosis no parece ser
Unica de la EC, sino que también se da en otras formas de inflamacion
intestinal, incluyendo la CU, la colitis isquémica y la colitis infecciosa (149, 150).
Por tanto, parece que la resistencia a la apoptosis de los LT es una
caracteristica propia e inespecifica del tejido inflamado mas que una
caracteristica intrinseca de la EC. En este sentido, un estudio que comparo el
porcentaje de apoptosis de muestras de intestino sano e inflamado de EC y CU
demostré que la reduccion de la apoptosis se limita a las zonas inflamadas,
mientras que las zonas no afectas se comportaron exactamente igual que las

de los controles sanos (151).

Otro estudio mostré que la resistencia a la apoptosis de los LT se presentaba
Gnicamente en los pacientes con mala respuesta a corticoides
(corticodependientes y corticorrefractarios) tras 15 dias de tratamiento, pero no
en las muestras basales pre-tratamiento, o que sugiri6 que no se trataba de
una alteracion primaria de la EC. Ademas, no era una caracteristica unica de
los LT sino que también se observo, y de manera mas exagerada y en fases

mas iniciales, en los linfocitos B (152). A pesar de estas evidencias que irian en
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contra de un defecto intrinseco de la apoptosis en la EC, una excelente revision
publicada muy recientemente aboga todavia por la existencia de una
resistencia a la apoptosis de los LT en la EC (153).

El descubrimiento reciente de nuevos subtipos celulares, como las células
Thl7 y las Treg (154), asi como de su importante funcién en el mantenimiento
de la homeostasis del sistema inmune y de los procesos de inmunotolerancia
(los cuales se pierden en la EC), han aportado evidencia de su implicacion en
esta enfermedad y han cambiado el paradigma clasico de la EC como una
enfermedad de tipo “Th1”. En este sentido, existe amplia evidencia de que el
perfil de células inmunes y de citoquinas que estan mediando el proceso
inflamatorio en la EC no solo es complejo, sino que ademas va cambiando con

el transcurso del tiempo, paralelamente a la evolucién de la enfermedad.

Esto es congruente con el comportamiento dinAmico que presenta la EC, que
evoluciona desde un patron predominantemente inflamatorio al inicio, hacia el
desarrollo progresivo de complicaciones estenosantes y penetrantes, como
consecuencia de la inflamacion cronica transmural y del dafio tisular progresivo
y acumulativo que es caracteristico de la enfermedad (155). Por tanto, es
razonable pensar que en las diferentes fases de la enfermedad predominen
diferentes respuestas celulares desde el punto de vista inmunoldgico, que
estén dirigiendo las manifestaciones fenotipicas de cada momento evolutivo.
Es lo que se ha diferenciado en la literatura como EC temprana y tardia (“Early
and Late Crohn’s disease”). Este concepto también ha sido bien caracterizado
en pacientes con otras enfermedades inmunomediadas, como la artritis
reumatoide, condicién patogénica en la que la diferenciacion entre una fase
precoz y una fase tardia esta bien establecida. En estos pacientes se ha visto
qgue la enfermedad se caracteriza inicialmente por un perfil de citoquinas de las
células T sinoviales Unico pero transitorio (IL-2, IL-4, IL-13, IL-15 e IL-17
elevadas), que desaparece posteriormente en la artritis reumatoide establecida

de larga evolucion (156).
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En la practica clinica se considera un paciente con EC precoz a aquel con un
diagnoéstico reciente de la enfermedad. Sin embargo, esta definicion es
arbitraria y puede ser inadecuada, ya que entre un 10 y un 40% de pacientes
adultos presentan una complicacidon estenosante o0 penetrante durante el
proceso diagndéstico o en los primeros meses tras el mismo (157). Para unificar
la definiciébn de EC precoz, se propuso inicialmente incluir en este concepto a
aquellos pacientes con EC de menos de 2 afios de diagndstico, con pardmetros
clinicos, bioldgicos y endoscopicos de actividad pero sin haber presentado
complicaciones estenosantes 0 penetrantes. Ademas, sin requerimientos
previos de intervencion quirdrgica o endoscoOpica, de tratamiento con
inmunomoduladores o biolégicos, o criterios de corticodependencia (158).
Posteriormente, con la finalidad de establecer una definiciébn consensuada para
su utilizacién en ensayos clinicos, esta definicion fue revisada por un grupo
internacional de expertos en Ell. Se propuso finalmente la definicion de EC
precoz como aquella de <18 meses desde el diagndstico y sin requerimiento

(previo o actual) de inmunomoduladores o biolégicos (definicion de Paris)

(159).

1.3.2.3 Inmunoregulacién en EC precoz y tardia

Los datos experimentales, tanto de modelos animales como de estudios en
humanos, demuestran que la inflamacion crénica en la Ell presenta cambios
temporales en los patrones de expresion de citoquinas y en el de sus
receptores con el curso evolutivo de la enfermedad (160-164).

Las observaciones procedentes de modelos experimentales de EIll, como la
colitis cronica de ratones knockout para IL-10 y la ileitis de ratones SAMP1 /
YitFc, han demostrado patrones distintos de citoquinas entre las fases
tempranas y tardias de la enfermedad. Estos modelos murinos, ambos Thl-
mediados al inicio, han evidenciado que la IL-12 parece jugar un papel pivotal
en la colitis temprana, asi como un marcado incremento de las citoquinas de
perfil Th2 en la enfermedad tardia, como la IL-4 e IL-13 en la colitis y la IL-5 e

IL-13 en la ileitis (164, 165). Estos datos sugieren que los mecanismos
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inmunes responsables de perpetuar la inflamacion crénica en fases avanzadas

son distintos a los que rigen el inicio de la enfermedad.

Un interesante estudio realizado en pacientes pediatricos demostré que el
patrén de expresion de receptores para la IL-12 cambia con la duracion de la
inflamacion (162). Este estudio, realizado en tejido (biopsias de mucosa
intestinal), mostré claras diferencias, tanto en el perfil de produccién de
citoquinas como en la respuesta a las mismas por las células T de la mucosa,
entre los nifios con EC de debut y aquellos con EC de larga evolucion. En los
pacientes al debut se observé una produccién elevada de IFN-y en respuesta a
la IL-12 (que no se evidenci6 en los pacientes con EC avanzada), mediada por
un aumento de expresion en las células T de la cadena B2 del receptor
(IL12RB2), que es exclusiva de las células Thl. La IL-12 es esencial para la
diferenciacion de las células T naive hacia células Thl, perfil de respuesta que
se observa en las colitis infecciosas agudas, pero que también es tipica de
condiciones de autoinmunidad. El aumento de expresiéon de IL12RB2 y de la
produccion de IFN-y en los pacientes al debut (a diferencia de los pacientes
con EC de larga evolucién) demuestra por tanto que los eventos inflamatorios
iniciales en la mucosa de estos pacientes estan mediados fundamentalmente
por una respuesta de tipo Thl. Es probable que por esta razén, el empleo de
anticuerpos anti-IL-12 en pacientes adultos con EC evolucionada no haya
mostrado tener un efecto potente y sostenido para el control de la enfermedad,

Unicamente respuestas parciales.

Otro de los hallazgos diferenciales del estudio fue un aumento significativo en
la produccién de IL-4 y de IL-10 en los nifios con EC tardia vs. EC precoz.
Ambas son citoquinas con potencial anti-inflamatorio y capacidad de inhibir la
produccion de IL-12, lo que sugiere que las células T en la EC temprana
todavia son capaces de responder a las sefiales enddgenas anti-inflamatorias y
prevenir potencialmente una respuesta Thl completa.

En otro estudio se caracteriz6 una mayor produccion de IL-8 en las lesiones
ileales cronicas de larga evolucion (pre-cirugia) en comparacion con las
lesiones ileales tempranas (tras recurrencia post-quirurgica) (166). Ademas, las

principales fuentes celulares de IL-8 en las lesiones recurrentes tempranas
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fueron neutrofilos, mientras que en las lesiones cronicas la mayoria de las
células marcadas con IL-8 fueron células T CD31 y macrofagos. Estos
resultados confirman que la naturaleza del infiltrado inflamatorio y la expresion

de perfiles de citoquinas difieren entre las fases precoz y tardia de la EC.

Mas recientemente, otro estudio determind las respuestas Thl y Th17 tanto en
mucosa como en sangre periférica y también se reportaron diferencias entre los
pacientes con EC precoz y tardia (167). Los autores evidenciaron un aumento
en la produccion de IL-17 en la mucosa inflamada de pacientes con EC tardia,
asi como un porcentaje significativamente mayor de células CD4+ Th1l7 en
sangre periférica en comparacion con controles sanos, pacientes en remision y
pacientes con EC precoz. Ademas, las células CD4+ Th17 de sangre periférica
en la EC tardia mostraban un incremento significativo en la produccion de IL-17
e IL-22. Estos hallazgos sugieren que en fases avanzadas de la enfermedad
aparece en periferia una respuesta exacerbada de tipo Thl7, que podria
constituir uno de los mecanismos responsables de perpetuar la respuesta

inflamatoria crénica.

1.3.3 Microbiota intestinal y ambiente

Como se ha comentado al inicio del capitulo, estamos asistiendo en los ultimos
afios a un rapido incremento de la incidencia de la enfermedad en paises
desarrollados, lo que sugiere que ademas de la contribucién genética, los
factores ambientales (incluida la composicion de la microbiota intestinal), deben

estar ejerciendo un papel clave en la patogenia.

Microbiota intestinal

Existen muchas evidencias que apoyan el papel fundamental que juega la
microbiota en la patogenia de la Ell, entre ellas, el efecto beneficioso de los
antibioticos y probidticos en la pouchitis tras la cirugia de la CU o su papel para
la prevencion de la recurrencia post-quirdrgica en la EC (168-170). Ademas se
ha observado que la mayoria de modelos experimentales de Ell fracasan en el
desarrollo de inflamacion cuando se encuentran en condiciones exentas de

bacterias (171). Otra prueba de ello es la respuesta clinica que se produce ante

54



la derivacion del contenido fecal y la recidiva tras la re-exposicion a la materia

fecal en pacientes con EC.

Los mecanismos a través de los cuales la microbiota intestinal participa en la
génesis 0 perpetuacion del proceso inflamatorio no estan claramente
establecidos, aunque se han postulado diferentes hipoétesis que tratan de dar

explicacion a su papel en la patogenia (171).

La primera de ellas se basa en la evidencia de que los pacientes con Ell
presentan una mayor reactividad inmunolégica hacia la flora comensal, por
lo que alteraciones en el sistema inmune innato de la mucosa, como por
ejemplo las modificaciones funcionales en el NOD2 o en el gen ATG16L1
(variantes identificadas como de susceptibilidad para la Ell), producirian una
respuesta inapropiada frente a la flora comensal (que actuaria como patdgena

en este contexto) e iniciarian la respuesta inflamatoria en la mucosa intestinal.

Este posible vinculo entre genética y microbiota ha sido confirmado en un
interesante estudio publicado muy recientemente, que demuestra como las
mutaciones en estos genes, ATG16L1 y NOD2, alteran la respuesta frente a las
bacterias comensales como Bacteroides fragilis (172). Estas bacterias
comensales liberan moléculas que modulan la accién de las células inmunes
del intestino. Concretamente, las moléculas liberadas por las bacterias de la
especie Bacteroides fragilis activan una ruta de autofagia mediada por
ATG16L1 y NOD2 en las células dendriticas de la mucosa intestinal, que
inducen a su vez una respuesta supresora anti-inflamatoria a través de las
células T reg. En modelos murinos, estas moléculas pueden proteger de la
colitis inducida. Asi, los autores del estudio plantean que la presencia de
mutaciones o variantes de riesgo en ambos genes, alteraria las rutas de
procesado de antigenos y la sefializacion entre las células dendriticas y los
linfocitos T, lo que conduce al desarrollo de una respuesta inflamatoria

inadecuada frente a la flora comensal.

La segunda hipotesis se basa en la presencia de cambios anémalos en la
composiciéon de la microbiota intestinal. Estos cambios (conocidos como

disbiosis) no solo generan un medio ideal para la expansion de
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microorganismos patdgenos, sino que producirian una respuesta inmune
patolégica en pacientes susceptibles que conduciria al desarrollo de
inflamacion en la mucosa intestinal (171, 173).

De hecho, se ha visto que los pacientes con EC presentan un desequilibrio en
la composicion de su microbiota respecto a los individuos sanos, caracterizado
por una disminucion en la biodiversidad de especies, sobre todo las asociadas
a la mucosa, como Firmicutes (bacterias gram positivas que incluyen a la
familia de Clostridium y Bacillus) y Bacteroides (174). Otras especies que se
encuentran disminuidas en estos pacientes son Faecalibacterium prausnitzii y
Bifidobacterium. Por el contrario, presentan un aumento de Enterobacteriaceae,
Proteobacteria y Fusobacteria (175). Actualmente se sabe que esta disbiosis
caracteristica de los pacientes con EC existe incluso en ausencia de
inflamacion, y se ha implicado igualmente en el desarrollo de la recurrencia
post-quirdrgica, como se vera mas adelante (capitulo 2). Por otra parte, parece
que la disbiosis podria ser otro de los vinculos entre genética y microbiota, ya
que se ha visto que los familiares sanos de pacientes con EC también
presentan cierto grado de disbiosis, a diferencia de sujetos sanos sin
antecedentes familiares de EC (176).

Ambiente

Uno de los factores que mas influyen en la composicién del microbioma es la
dieta, aunque hasta el momento no se ha demostrado que ningun tipo de
alimento en particular desencadene, perpetie o agrave la EC, por lo que a
todos los pacientes se les debe aconsejar una dieta variada y equilibrada (177-
179). Si que existe buena evidencia en la literatura acerca de la influencia de la
nutricion enteral en el tratamiento de la EC pediatrica, siendo altamente
efectiva en estos pacientes para inducir la remision. Ademas de su efecto sobre
la inmunidad intestinal, la nutricion enteral ha demostrado modular el
microbioma de forma directa, produciendo cambios significativos en su
composicién (180, 181). De todos modos, la informacion disponible acerca de
este tema sigue siendo escasa Yy la relacion causal no ha sido del todo

establecida.

56



Existen otros factores ambientales que también han sido implicados en la
patogenia de la EC, muchos de los cuales también pueden condicionar
cambios en la microbiota, aunque ninguno ha sido demostrado de forma

consistente.

El tabaco ha sido uno de los méas estudiados y que ha generado un mayor
interés. Un metaanalisis confirma que el habito tabiquico actia como factor
protector en la CU y como factor de alto riesgo para la EC (182). Ademas, su
consumo se correlaciona en la EC con una mayor probabilidad de un curso
clinico mas agresivo, mayor necesidad de tratamiento, de cirugia y con tasas
mas elevadas de recurrencia post-quirtrgica (183). EI mecanismo que explica
esta diferencia en la influencia del tabaco en la EC y la CU sigue siendo
desconocido. Esta demostrado que fumar afecta a la inmunidad sistémica,
aumenta la permeabilidad de la mucosa intestinal y altera el correcto
funcionamiento del sistema inmune innato y adaptativo (184). Por otro lado, se
ha demostrado que tras el cese del habito tabaquico se producen cambios
cualitativos en la composicion de la microbiota intestinal, con incremento de las
familias de Firmicutes y Actinobacteria y disminucion de Proteobacteria y
Bacteroidetes, aunque se desconoce el impacto patogénico que estos cambios
pueden ejercer sobre el curso clinico de la Ell (185). El papel del fumador
pasivo, especialmente en nifios, como factor de riesgo o factor protector, sigue
siendo también controvertido y ningun estudio ha podido confirmar este

aspecto (186).

Respecto a otros factores que se ha sugerido que pueden modificar la
respuesta inmune se encuentra el antecedente de apendicectomia previa,
gue podria tener un papel protector en el desarrollo de EC, aunque no todos los
estudios lo confirman. Se piensa que podria ser debido a que el tejido linfoide
del apéndice seria el punto de partida de las células que participarian en el

desarrollo de la inflamacién intestinal (187).

Respecto a la toma de farmacos, el uso de antiinflamatorios no esteroideos
(AINES) se ha sugerido en mudltiples estudios como un probable factor
desencadenante de reactivaciones de la enfermedad en estos pacientes,

probablemente por una reacciéon de tipo idiosincrasico, pero los datos
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disponibles no son completamente concluyentes. No queda claro si los
inhibidores de la COX-2 son mas seguros que los AINES convencionales,
siendo la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas el punto clave para
explicar los efectos secundarios de estos farmacos (188). Los estudios de
mejor calidad no apoyan el hecho de que sean un factor etiolégico en la
induccion de recidivas (189, 190). Por tanto, el tratamiento antiinflamatorio no
esta contraindicado en la Ell, sobre todo en pacientes en remision clinica, no
obstante se debe ajustar a indicaciones definidas y bien establecidas. Una
historia previa personal de exacerbacion relacionada con la ingesta de AINEs

constituye probablemente el mejor indicador de riesgo individual.

Existen estudios que reportan que el estrés psicosocial es capaz de modificar
las manifestaciones de la enfermedad, el curso clinico y la respuesta al
tratamiento (191, 192). Ademas estudios experimentales han identificado que
los neurotransmisores y neurohormonas producidos en el sistema nervioso
central y en el sistema gastrointestinal son similares, y que las inervaciones
neuronales de ambos sistemas estan interconectadas (193). También se ha
visto que el estrés aumenta la permeabilidad intestinal y la consecuente mayor
entrada de antigenos luminales a través de la mucosa, facilitando la activacién
de las células T pre-sensibilizadas de la lamina propia y el desarrollo de

inflamacion (192).

Otro de los factores de riesgo potenciales que se han propuesto en la
etiopatogenia de la EIll incluye la disrupcién transitoria del epitelio en el
contexto de infecciones entéricas, con iniciacion de una respuesta
inflamatoria que se auto-perpetuaria en un huésped susceptible, incluso

después de que la infeccion inicial se haya resuelto.

Son muchos los microorganismos que han sido propuestos como potenciales
agentes etiologicos en la EC, aunque ninguno de ellos ha logrado demostrar su
papel patogénico en la misma. Entre ellos destacan: Listeria monocytogenes,
Yersinia  enterocolitica, = Escherichia  coli, Chlamydia trachomatis,
Citomegalovirus y Saccharomyces cerevisae, entre otros. No obstante el que
mayor controversia ha provocado ha sido el Mycobacterium avium subespecie

paratuberculosis (MAP). En varios estudios se ha postulado que este agente
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infeccioso, presente en la leche de vaca tras su pasteurizacion, pudiera ser el
desencadenante de la respuesta inmunolégica desproporcionada y permanente
que desarrolla la enfermedad, aunque esta teoria sigue siendo controvertida y
no totalmente demostrada. El MAP ha sido identificado en la mucosa intestinal
de pacientes con EC por distintos métodos de microscopia y se ha encontrado
también en sangre periférica (194). Se sugiere que este microorganismo podria
infectar a las células endoteliales y los adipocitos, haciendo que proliferen,
dando lugar a la obstruccion de vasos ya existentes (formacion de
granulomas), y provocando el desarrollo de nuevos vasos (neoangiogénesis y
linfangiogénesis) y de la grasa del mesenterio (195). Las células T con fenotipo
Thl o Th1l/Thl7 de los pacientes con EC presentan una mayor reactividad
frente a MAP, lo que puede sugerir un posible papel de las micobacterias en el

desarrollo de la inflamacién (196).

1.4 Historia natural de la enfermedad

La EC es una enfermedad compleja, caracterizada por una gran
heterogeneidad genética e inmunoldgica desde el punto de Vvista
etiopatogénico, y esto se traduce en distintas formas de presentacion
fenotipica, es decir, en distintos patrones de comportamiento que puede
presentar la enfermedad, con una amplia variabilidad de manifestaciones

clinicas diferentes.

Es por ello que la clasificacion fenotipica de los pacientes es importante, ya que
no solo va a tener una utilidad directa en la practica para la toma de decisiones
terapéuticas, sino que permite unificar criterios entre los clinicos para

categorizar mejor a estos pacientes.

El grupo de la Cleveland Clinic Foundation fue el primero en establecer, en el
afio 1975, y en base a la experiencia en su centro, una clasificacion anatomica
de la EC en ileal, colonica e ileocolonica (197). Ademas de ser la primera
clasificacion propuesta de la enfermedad, en este estudio (que incluy6 un total
de 615 pacientes) los autores ya sugieren que la EC no es una entidad

homogénea, sino que se pueden diferenciar distintos patrones en base a su
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localizacion, con manifestaciones clinicas, curso evolutivo, complicaciones y

pronostico muy diferentes.

Unos afos mas tarde, el grupo del Hospital Mount Sinai de Nueva York mostro
la importancia de distinguir los diferentes patrones de comportamiento de la
enfermedad, ya que independientemente de su distribucion anatdmica,
observaron que la enfermedad penetrante presentaba un curso mas agresivo y
un peor prondéstico (en términos de necesidad de reintervenciones y de un
desarrollo mas rapido de recurrencia post-quirdrgica) en comparacion con la
enfermedad no penetrante, que presentaba un curso mas indolente y mas
benigno (198).

Después de estos dos estudios de referencia, se han propuesto a lo largo de
los afios diversas clasificaciones de la enfermedad, siendo la Clasificacion de
Montreal de 2005 la que se utiliza actualmente (199), estratificando a los
pacientes segun la edad al diagnéstico, la localizacibn anatomica y el

comportamiento de la enfermedad (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de Montreal de la EC (modificada de Silverberg et al. (199)).

Al: Menor de 16 afos
A2: 17-40 afios
A3: Mayor de 40 afios

L1: ileon terminal L1+ L4 ileon terminal + Gl alta
L2: Colon L2 + L4 Colon + Gl alta

L3: fleo-colon L3 + L4 fleo-colon + Gl alta

L4: Gl alta

B1: Inflamatorio Blp Inflamatorio + perianal
B2: Estenosante B2p Estenosante + perianal
B3: Penetrante B3p Penetrante + perianal

* De L1 a L3 se puede afadir el modificador “L4” si existe simultaneamente afectacion de tracto

digestivo alto.
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** A cada uno de los diferentes patrones de comportamiento (B1, B2, B3) se puede afiadir el

modificador “p” si existe enfermedad perianal asociada.

Esta clasificacion fenotipica tiene un papel importante para la decision del

abordaje terapéutico y la prediccion del curso clinico de la enfermedad (200).

Aproximadamente un 40-50% de los pacientes debutan con afectacion ileo-
cOlica, alrededor de un 30% lo hacen exclusivamente a nivel ileal y el 30%
restante a nivel colico (201-204). La localizacion de la enfermedad tiende a
permanecer estable en el tiempo y Unicamente un 10-15% de pacientes
presentaran un cambio de localizacion a los 10 afios del diagndstico,
habitualmente de ileal (50%) o cdlico (50%) a ileo-célico (205).

Por el contrario, el patrébn de comportamiento de la enfermedad es mas
susceptible de presentar cambios a largo plazo. A pesar de que la mayoria de
los pacientes debuta con un comportamiento inflamatorio, el riesgo de
desarrollar estenosis o fistulas aumenta a lo largo del tiempo, siendo lo habitual
evolucionar de un patrén inflamatorio al diagnéstico (en el 90% de los casos) a
uno estenosante (29-35%) o penetrante (18-27%) en los 5 primeros afos tras

el diagnostico (199, 202, 204). Mas de la mitad de los pacientes desarrollaran

manifestaciones estenosantes o0 penetrantes en los primeros 10 afos de
evolucion de la enfermedad (206). Los patrones estenosantes y penetrantes
son considerados como complicaciones evolutivas en la EC y, por tanto,
constituyen patrones mas agresivos dado que requieren tratamiento quirdrgico
en mayor proporcion que el patron inflamatorio. Ademas, cuando reaparece la
enfermedad después de una intervencion quirdrgica, suele evolucionar de

nuevo hacia el mismo patron que ocasionoé la necesidad de cirugia previa.

La edad al diagnostico también determina el fenotipo de la enfermedad de
manera directa. La EC de inicio precoz (antes de los 16 afios) se considera
asociada con una mayor predisposicion genética y con presentaciones clinicas
diferentes. Por ejemplo, en los pacientes con EC de debut antes de los 20
afos, es mas frecuente la afectacion del tracto digestivo alto, mientras que la

afectacion colica tiene una mayor incidencia en los pacientes que debutan por

61



encima de los 60 afios (199). Para la EC pediatrica se ha propuesto
recientemente una nueva clasificacion fenotipica, la denominada clasificacion
de Paris, que consiste en una modificacion para la poblacion pediétrica de la
clasificacion de Montreal, y que considera factores especificos de este grupo
etario, como la existencia de retraso del crecimiento, puntualizacion

fundamental a la hora de tratar a pacientes pediatricos con EC (207).

Respecto al curso clinico de la enfermedad, se han descrito diferentes patrones
evolutivos en relacion con la gravedad de los sintomas y la frecuencia de
recidivas (206). Hasta un 40% de los pacientes presenta una mayor actividad y
gravedad de los sintomas durante el primer afio del diagndstico, con un curso
relativamente mas benigno en los afios siguientes. El segundo patrén en
frecuencia (un tercio de los pacientes) mantiene una actividad crénica
fluctuante a lo largo de los afios. En otros casos (< 5%) la actividad y gravedad
de los sintomas es menor al diagndstico y se incrementa con el tiempo de
evolucion. Otro subgrupo de pacientes (entorno a un 20%), en cambio, puede
presentar una actividad crénica mantenida, de forma continua, a pesar del

tratamiento.

Se ha visto que la actividad de la enfermedad en el afio previo puede predecir
el curso clinico en afios posteriores (208, 209). Asi, un paciente que alcanza la
remision clinica durante el primer afio, tiene un 80% de posibilidades de
mantener la remisién, mientras que en aquellos en que sélo se logra un control
clinico parcial esta proporcion se reduce a un 30% en afios posteriores (210).
Ademas, la EC presenta una elevada probabilidad acumulada de riesgo de
complicaciones y de cirugia en los primeros 10 afios tras el diagnéstico, que se
ha observado que son mayores, especialmente, en los 5 primeros afios (206).

A pesar de que el curso de la enfermedad difiere de manera importante entre
pacientes, se han descrito algunos factores de riesgo predictivos de
enfermedad mas agresiva, definida como aquella que requiere de cirugia

resectiva (202, 211-213), presenta progresion de un patrén inflamatorio a otro

estenosante 0 penetrante (214, 215), desarrolla corticodependencia

(incapacidad para reducir la dosis de corticoides por debajo de los 10 mg/dia

62



de prednisona o reaparicion de la actividad de la enfermedad antes de los 3
meses tras suspender los corticoides) (212, 214) o requiere del uso de
inmunomoduladores, farmacos bioldgicos u hospitalizaciones (212, 215). Entre
los factores de riesgo identificados se incluyen el habito tabaquico (211, 216,
217), la edad de debut precoz (211, 212), la afectacion de intestino delgado
(213-215, 218), la necesidad de corticoides al diagnéstico (212-214) y la
presencia de enfermedad perianal al diagnostico (212, 213, 215). Por el

contrario, apenas hay evidencia de factores predictivos de un curso mas
benigno o indolente. Recientemente, en uno de los pocos estudios que ha
explorado este aspecto en la EC, se observo que la afectacion coélica exclusiva
era la Unica caracteristica basal de mejor prondéstico (219).

1.5 Valoracion de la actividad

En la EC no siempre existe una adecuada correlacion entre la semiologia
clinica, los parametros de laboratorio y los examenes endoscoépicos y
radioldégicos. Es decir, la actividad inflamatoria y la gravedad clinica no siempre
van parejas; ello obedece al hecho de que pueden aparecer complicaciones
(estenosis, enfermedad perianal) y sintomas (por ejemplo, dolor por cuadro

oclusivo o diarrea postoperatoria) en ausencia de actividad inflamatoria.

La cuantificacidén de la actividad de la enfermedad ha sido imprescindible para
definir los objetivos primarios de los ensayos clinicos (220). La valoracién de la
actividad inflamatoria puede realizarse atendiendo a diferentes criterios:
clinicos, bioquimicos, endoscépicos, histolégicos y de pruebas de imagen.
Algunos de estos aspectos se agrupan en los denominados indices de
actividad. Existen diferentes indices (clinicos, endoscoépicos, histoldgicos,
radiologicos y, en ocasiones, mixtos), que si bien no se utilizan con frecuencia
en la practica diaria, pueden ser Gtiles en circunstancias concretas, como la
evaluacion de la respuesta a un tratamiento, la recidiva del paciente operado, la
enfermedad fistulizante o la enfermedad perianal. Como se ha comentado
previamente, estos indices si que son especialmente Gtiles, como herramienta
de medida consensuada, en el contexto de los ensayos clinicos controlados,
para cuantificar el grado de actividad, definir la inclusion de pacientes y

establecer el concepto de recidiva, remisién y éxito terapéutico. Su uso en la
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practica clinica empieza también a ser mayor al considerarse actualmente el
control de la enfermedad mas alla de los sintomas y considerar la curacion
mucosa un buen predictor de enfermedad menos agresiva y menos

demandante de recursos sanitarios (221).

En la EC los indices clinicos mas utilizados son el CDAI (Crohn’s disease
activity index), el indice de Harvey-Bradshaw y el de Van Hees. Existen
también indices cuantitativos endoscopicos, radiolégicos e histologicos para
gradar las lesiones detectadas en la endoscopia, en la entero-RM y en el
estudio anatomopatolégico. La valoracion de la actividad inflamatoria también
puede realizarse mediante parametros bioquimicos, uno de los mas clasicos es
la proteina C reactiva (PCR). En los ultimos afios, también se ha establecido y
consolidado en la practica clinica el uso de marcadores fecales, especialmente
la calprotectina, cuya monitorizacién ha demostrado ser muy util en diversos

escenarios clinicos de la enfermedad.

A continuacion se realiza una breve descripcion de los indices mas empleados,
asi como de los diferentes biomarcadores de los que disponemos, tanto

serologicos como fecales, en la valoracion de la actividad de la EC.

1.5.1 indices clinicos

Existen diferentes indices de actividad especificos para cada situacion clinica.
Asi, para la valoracion del patron inflamatorio destacan el CDAI, el indice de
Harvey-Bradshaw y el de Van Hess. En la enfermedad perianal (EPA) los mas
empleados son el PDAI y el indice de Present.

El indice de Best o CDAI (Crohn’s disease activity index) es el Unico que ha
sido validado y, pese a que han transcurrido mas de 30 afios desde su disefio,
sigue siendo el mas utilizado en los ensayos clinicos controlados (222). Incluye
ocho variables, siete de ellas clinicas (numero de deposiciones, dolor
abdominal, estado general, presencia de manifestaciones extraintestinales,
ingesta de antidiarreicos, masa abdominal, peso) y solo un parametro analitico
(el hematocrito). Por ello, es un indice mas de severidad clinica que de

actividad inflamatoria. Una de sus principales limitaciones es que presenta una
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elevada subjetividad y, por ello, una elevada variabilidad interobservador
(aspectos muy subjetivos, como la intensidad del dolor abdominal y el estado
general, suponen el 39% del valor de la ecuacién). Ademas, precisa de siete
dias de cumplimentacion antes de la evaluacion, por lo que no es practico para
ser aplicado en la consulta diaria. La puntuacion final obtenida abarca un
espectro muy amplio, considerandose enfermedad inactiva o remisién por
debajo de los 150 puntos, brote leve entre 150-219, brote moderado entre 220-

450, y brote grave por encima de los 450 puntos.

El indice de Harvey-Bradshaw es un indice més sencillo y cémodo de calcular,
y por ello, es el mas utilizado en la practica clinica (223). Incluye cinco
variables, todas ellas clinicas: estado general, dolor abdominal, numero de
deposiciones liquidas diarias, presencia de masa abdominal y complicaciones.
La actividad de la enfermedad se clasifica segun la puntuacién sea: <5
(remision), 5-7 (brote leve), 8-16 (brote moderado) o >16 (brote grave). Fue
disefiado de forma prospectiva con una muestra de 112 pacientes y presenta
una correlacion positiva con el CDAI. Por ello y por su mayor simplicidad,
también se emplea con frecuencia para la evaluacion estandarizada de la
actividad en el contexto de estudios clinicos, permitiendo la comparacién entre
diferentes centros (224).

El indice de Van Hees evalla 8 variables clinico-analiticas (albumina sérica,
VSG, presencia de masa abdominal, sexo, temperatura, consistencia de las
heces, manifestaciones extraintestinales e indice de masa corporal) y ademas
valora la existencia de reseccién intestinal previa (225). Este indice presenta 2
objeciones importantes: su disefio fue retrospectivo y el tamafio de la muestra

pequefio (68 pacientes). Ademas, es complejo en su calculo.

El indice de actividad mas utilizado en los ensayos clinicos que valoran la EPA
es el PDAI (Perianal Disease Activity Index) (226). EI PDAI supone un indice
funcional de actividad que valora aspectos esenciales de la calidad de vida.
Evalla 5 categorias que pueden verse afectadas por la presencia de fistulas:
drenaje, dolor, restriccion de la vida sexual, tipo de enfermedad perianal y
grado de induracién. Cada categoria esta graduada con una escala de 5 puntos

(no sintomas= 0; sintomas severos= 5). A mayor puntuacion, mayor gravedad.
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El indice de Present es util en pacientes cuya clinica predominante sea el
drenaje de fistulas enterocutaneas o perianales, ya que a menudo presentan
un CDAI bajo (la variable “drenaje fistuloso” solo contribuye 20 puntos en el
CDAI). Fue el indice utilizado por Present en 1999 para la valoracion de la
respuesta terapéutica al infliximab en la EC fistulizante (227). Es un indice
sencillo, que clasifica la respuesta al tratamiento con infliximab a lo largo de 4
semanas en funcion de si las fistulas se cierran por completo, es decir,
ausencia de drenaje a pesar de compresion digital (remision), si drenan menos
de la mitad de las que drenaban (mejoria) o si siguen drenando méas de la
mitad de las que drenaban (sin respuesta).

El CDAI en el patron inflamatorio y los dos indices comentados en la
enfermedad fistulizante son los recomendados para la inclusion de pacientes y

para la valoracién de eficacia en los ensayos clinicos controlados (220).

1.5.2 indices endoscopicos

La cicatrizacién o curacidbn mucosa se ha propuesto actualmente como objetivo
terapéutico a alcanzar en la enfermedad, dados los beneficios clinicos que
supone lograrla, como la remision clinica sostenida libre de esteroides y unas
menores tasas de hospitalizacion y de reseccion quirargica (221). Para la
valoracion de la respuesta endoscOpica o la cicatrizacibn mucosa, el indice
endoscopico validado para la EC con afectacion célica es el CDEIS (Crohn’s
Disease Endoscopic Index of Severity) (228). El célculo del indice incluye la
valoracion de la extension y longitud de los tramos afectados por Ulceras, la
profundidad de éstas y la presencia de estenosis en los distintos segmentos
intestinales explorados (recto, sigma y colon descendente, colon transverso,
colon ascendente e ileon). Puesto que el CDEIS requiere de un calculo
complejo, recientemente se ha desarrollado un indice méas simple, reproducible,
facil de aplicar y con una adecuada correlacion con el CDEIS, el SES-CD
(Simplified Endoscopic Activity Score for Crohn’s Disease) (229). Actualmente,

estos indices no tienen especial aplicabilidad clinica y su utilidad se limita a la
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valoracion de la actividad endoscopica y de la remision en el contexto de

ensayos clinicos controlados.

En la valoracion de la recurrencia post-quirdrgica en los pacientes intervenidos
se emplea el indice endoscopico de Rutgeerts (230), que permite valorar la
presencia y gravedad de las lesiones en el neoileon y que tiene, ademas,

importantes implicaciones prondsticas (explicacion detallada en el capitulo 2).

1.5.3 indices radiologicos

Se han descrito diversos indices radiolégicos que permiten evaluar el grado de
actividad de la enfermedad. Las técnicas de imagen seccionales, como la
enterografia por resonancia magnética (entero-RM) o por tomografia (entero-
TC), permiten discriminar la actividad inflamatoria en zonas no accesibles por
endoscopia (131) o en casos de estenosis o enfermedad penetrante, al
detectar edema, diferencias en la captacion de contraste, engrosamiento de la
pared o ulceracion de la mucosa. Ademas, estas técnicas permiten evaluar

también la presencia de posibles complicaciones extraluminales asociadas.

La entero-TC presenta como limitacion principal la exposicion a radiacion,
siendo su mayor ventaja la accesibilidad y la mejor tolerabilidad del paciente a
la prueba (menor tiempo de exploracién y menos pausas de respiracion). Existe
solo un indice radiologico de actividad basado en la TC descrito en la literatura,
que valora el engrosamiento de pared, el tipo de realce mucoso, la
estratificacion de la pared, la congestion de vasos mesentéricos (o signo del
peine) y la presencia de adenopatias (231). Los autores de este estudio
propusieron una clasificacion por TC de las lesiones correlacionando los
hallazgos con la histologia de piezas quirdrgicas, para determinar las
principales variables radiol6gicas que se asociaban con el grado histolégico de
inflamacion o de fibrosis. Asi, establecieron un indice de puntuacion (la
clasificacion de Chiorean) que incluye dos scores diferenciados, para clasificar,
por un lado, el componente de inflamacion (en leve, moderada o grave) y, por
otro, el componente de fibrosis (en ausente, leve-moderada o grave). En el
estudio, la precision de la entero-TC fue cercana al 80% para diferenciar entre

lesiones inflamatorias y fibroticas.
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En los dltimos afios, la entero-RM se ha posicionado como una excelente
técnica para valorar la extensién y la actividad inflamatoria de la EC de intestino
delgado. Ademas, la posibilidad de realizar estudios dinamicos de captacion de
contraste parece conferir superioridad a esta técnica para distinguir la
inflamacion de la afectacion fibrética. La entero-RM tiene la desventaja de ser
una técnica costosa, no disponible en todos los centros y que requiere un
entrenamiento por personal cualificado que establezca los protocolos y
consensue la aplicacion de los mismos. Sin embargo, presenta como ventaja
principal respecto a la TC la ausencia de radiacion ionizante, que la convierte
en la técnica de eleccidn en los pacientes jovenes, dado que son pacientes que

por su EC van a precisar de multiples estudios de imagen a lo largo de la vida.

Se han descrito diferentes indices radiol6gicos basados en los hallazgos de la
entero-RM para evaluar la actividad y gravedad de la EC. Entre ellos destaca el
desarrollado por Rimola et al. (232), el denominado por sus siglas indice
MaRIA (Magnetic Resonance Index of Activity), que ha sido validado por los
autores en 2 cohortes independientes mostrando una buena correlacién con el
CDEIS (232). El indice realiza una estimacion cuantitativa de la actividad en
cada segmento considerando la presencia de edema, de Ulceras, el

engrosamiento parietal y la captaciéon del contraste, segun la siguiente férmula:

MaRIA (segmento) = 1,5 * Grosor parietal (mm) + 0,02 * CRC + 5 * Edema + 10 * Ulceras

CRC: Captacion relativa de contraste o relative contrast enhancement (RCE), se calcula
aplicando una férmula especifica que considera la intensidad de sefial en la pared antes y

después de la administracion del contraste intravenoso.

Este indice ha mostrado una elevada fiabilidad en la determinacion de la
actividad de la enfermedad (sensibilidad 0.81 y especificidad 0.89) asi como en
la deteccion de lesiones ulcerosas (sensibilidad 0.95 y especificidad 0.91). El
valor obtenido para cada segmento, segun la férmula anterior, se encuentra en
un rango de 3.4 a 35. Los puntos de corte establecidos por los autores para
considerar enfermedad activa y enfermedad grave fueron valores de MaRIA = 7

y valores = 11, respectivamente. Ademas, este mismo grupo de trabajo ha
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comprobado que la RM es un método preciso para evaluar la respuesta
terapéutica en la EC, ya que los valores del indice MaRIA son sensibles a los
cambios en la gravedad de la lesién, y son capaces de determinar la curacion

de la mucosa (233).

Para la valoracion de la recurrencia post-quirdrgica se ha propuesto otro indice
radiologico basado en la entero-RM, el indice de Sailer, que presenta una
adecuada correlacion con la endoscopia y que se describird con mas detalle en

el capitulo 2.

Finalmente, no hay que olvidar que otras técnicas de imagen menos costosas e
invasivas, como la ultrasonografia, siguen siendo Utiles para localizar el tramo
de afectacion y la actividad inflamatoria en los mismos, aunque no ofrecen
indices validados que nos permitan una valoracion tan ajustada de la
inflamacion como la RM y ademas son técnicas muy explorador-dependientes,

gue requieren de gran experiencia por parte del radiélogo que las realiza.

1.5.4 Marcadores seroldgicos y fecales

Con el paso de los afios, el manejo de la Ell ha pasado de basarse Unicamente
en el control de los sintomas a fundamentarse en la valoracién objetiva de la
presencia de inflamaciéon y de lesiones. Esto es asi por dos razones: por un
lado, porque la clinica no refleja fielmente ni la presencia ni la gravedad de las
lesiones endoscopicas y, por otro, porque como se ha comentado previamente,
hoy sabemos que la resolucion o cicatrizacion de las lesiones mucosas
comporta un mejor prondéstico para estos pacientes. A pesar de la indudable
utilidad de las técnicas endoscopicas y radiolégicas en la valoracién de la
extension, gravedad y actividad de la enfermedad, estas exploraciones son
costosas e invasivas, y dificiilmente se pueden realizar con frecuencia para
monitorizar la actividad de la enfermedad. De ahi la importancia y la necesidad
de disponer de marcadores no invasivos que podamos emplear en la practica
diaria para realizar una evaluacion objetiva y monitorizar la actividad en estos

pacientes.
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Marcadores serologicos

Entre los marcadores serologicos clasicos de actividad destaca la proteina C
reactiva (PCR), proteina de fase aguda sintetizada por el higado que se eleva
de forma precoz tras el comienzo del proceso inflamatorio y que disminuye
también rapidamente tras su resolucion, debido a su vida media corta (19 h).
Esta propiedad hace que sea util para estimar la evolucion de la actividad

inflamatoria en el tiempo y monitorizar la respuesta al tratamiento.

En la EC, la PCR ha mostrado una buena correlacion con el CDAI, aunque
hasta un 10% de los pacientes con brote tienen una PCR normal. También se
ha sugerido su utilidad como predictor de recidiva, aunque no se ha podido
establecer un valor predictivo, ya que 1/3 de los pacientes tienen una PCR
normal antes de un brote de actividad y 1/3 de los pacientes con un aumento
de PCR no presentan recidiva. Por otro lado, se ha indicado su valor para
diferenciar pacientes activos en los ensayos clinicos controlados que valoran la
eficacia de farmacos biolégicos. De hecho, se ha comprobado que una PCR
elevada (>5 mg/L) se asocia a una mayor respuesta a cualquiera de los
tratamientos biolégicos, probablemente porque evita la inclusién de pacientes
con sintomas que no son secundarios a la propia actividad (234-237).

Otro de los marcadores seroldgicos clasicos es la velocidad de sedimentacion
globular (VSG), aunque tiene una utilidad mas limitada en la practica clinica
debido a que es inespecifica y tiene una vida media prolongada (con una
mayor latencia desde que se produce el evento inflamatorio hasta que se eleva
y un descenso lento, de varios dias, tras resolverse la inflamacién). Depende
también de otros factores, como el numero y tamafio de los hematies, por lo
que la presencia concomitante de anemia afectara a sus valores. Por otra
parte, se ha descrito una elevacion de la VSG con la edad, el habito tabaquico
o el empleo de algunos farmacos, como los salicilatos. A pesar de sus
limitaciones, la VSG dispone también de algunas ventajas, como su sencillez

de determinacion, su disponibilidad y su reducido coste.

Existen otros parametros de laboratorio generalmente empleados como

marcadores de actividad, como el recuento de leucocitos, plaquetas y
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albumina. El recuento de leucocitos aumenta como parte de la respuesta de
fase aguda, por lo que la leucocitosis no es una caracteristica especifica de la
Ell y puede aparecer en el contexto de otros procesos inflamatorios o
patolégicos agudos. El recuento leucocitario también esta influenciado por
algunos tratamientos empleados en la enfermedad, como los corticoides (que
lo aumentan) o las tiopurinas (lo disminuyen). El recuento de plaquetas
tampoco es un marcador especifico de inflamacién y dispone de un amplio
rango de valores normales, por lo que este parametro es menos util. La
albumina es un ejemplo tipico de un reactante de fase aguda negativo y se
pueden encontrar niveles disminuidos durante la inflamacion. Sin embargo,
otras condiciones como la malnutricién y la malabsorcién también cursan con

niveles bajos de albumina.

Otros reactantes de fase aguda incluyen el acido sialico, el orosomucoide (o a-
1-glicoproteina &cida), el fibrindgeno, la 32 microglobulina, la proteina sérica
amiloide A, la a2 globulina y la a1-antitripsina. La mayoria de estos marcadores
no han sido ampliamente estudiados en la EIl y muchos han mostrado
resultados contradictorios. Ademas, su uso en la Ell no ha demostrado ser
superior a la PCR en general, debido principalmente a la mayor vida media de
estas proteinas. Se ha demostrado que el orosomucoide se correlaciona bien
con la actividad de la enfermedad, pero su vida media de 5 dias hace que sea

un marcador menos util en la practica clinica (238).

Marcadores fecales

La facilidad de acceso a los marcadores fecales, el hecho de que sean mas
especificos de inflamacion intestinal que los marcadores seroldgicos y la
posibilidad de que puedan ahorrar en ciertos contextos pruebas endoscopicas,
han posicionado en los ultimos afos a la calprotectina fecal (CF) en la practica

clinica.

La CF constituye la proteina mas abundante en el citoplasma de los neutrofilos
(representa el 60% de las proteinas citosolicas) y su presencia en las heces es
directamente proporcional a la migracion de los neutréfilos hacia el tracto

intestinal. Ademas, es un marcador muy temprano de inflamacion y su
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elevacion en las heces es detectable muy precozmente en fases iniciales,

antes incluso de que aparezcan las lesiones endoscopicas (239).

En la fase inicial de la inflamacion hay una migracion e infiltracion de la mucosa
por los granulocitos, que secretan citoquinas y quimiocinas. Estas moléculas
pro-inflamatorias activan las células endoteliales intestinales y sirven como
quimioatrayentes, resultando en un reclutamiento adicional de leucocitos
(especialmente monocitos, macréfagos y células T) en la mucosa. Ademas de
secretar moléculas quimiotacticas, la degranulacién de los granulocitos en esta
fase inicial libera las proteinas citosolicas hacia la luz intestinal, entre las que

se encuentra la CF (Figura 3).

Figura 3. Liberacion de calprotectina al lumen intestinal en fases tempranas de la
inflamacién (modificado de Foell D, et al. (239)).
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La CF es resistente a la actividad proteolitica y, por ello, muy estable en las
heces a temperatura ambiente (por periodos prolongados, de hasta una
semana), lo que la ha convertido en el biomarcador de eleccion frente a otros

marcadores fecales como la lactoferrina.
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Su determinacion requiere de una Unica muestra de heces de escasa cuantia
(5 gr) y puede realizarse fundamentalmente por dos métodos: mediante una
técnica de enzimoinmunoanalisis (ELISA), la mas empleada, que es una
técnica sencilla, barata, que estda perfectamente estandarizada (es el
procedimiento de referencia) y es muy precisa. Aporta un valor cuantitativo de
CF en un rango muy amplio (que va de 30 hasta 3000 pg/g). También puede
cuantificarse con técnicas de inmunocromatografia, conocidas como “test
rapidos”, cuyo resultado esta disponible en pocos minutos, aunque supone un
mayor coste respecto al ELISA y son menos precisas en cuanto al resultado.
Las técnicas semicuantitativas solo indican un valor de CF superior o inferior a
un punto de corte establecido y las cuantitativas disponen de un rango de

valores mas limitado que el ELISA, que suele ir de 30-50 hasta 300 ug/g.

Como se ha comentado previamente, la CF es mas especifica de inflamacién
intestinal que los marcadores seroldgicos (puesto que no se eleva en otros
procesos extradigestivos), aunque no es especifica de Ell y puede también
elevarse en el contexto de otros procesos inflamatorios como infecciones
gastrointestinales, neoplasias, enfermedad celiaca, colitis microscépica,

poliposis o tras la ingesta de farmacos enterolesivos como los AINES.

Su papel en el contexto de la Ell ha sido ampliamente estudiado en los ultimos
afios, demostrando su utilidad clinica en diferentes escenarios de la

enfermedad.

La CF es un marcador Gtil para monitorizar la actividad inflamatoria, habiendo
demostrado una excelente correlacion con la actividad endoscoépica e incluso
con la histologica (240-242). Los estudios acumulados hasta la fecha
demuestran su estrecha correlacion con la actividad endoscopica en la EC
evaluada por diversos indices validados (CDEIS (243), SES-CD (244)), que
oscila entre r=0.48 y r=0.75. Esta correlaciobn es mucho mejor que la que
presenta el CDEIS con el indice de actividad clinica (CDAI) y con la PCR. De
este modo, la CF puede considerarse el mejor biomarcador candidato a
sustituir la endoscopia para la evaluacion de la actividad endoscoépica, asi
como para monitorizar la respuesta al tratamiento. Ademas, la CF ha sido el

anico marcador que ha mostrado capacidad para discriminar la remision frente
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a la actividad leve, moderada y grave (244). El punto de corte no esta
claramente establecido, entre otros motivos porque tampoco esta bien definido
el concepto de remision endoscoOpica para cada uno de los indices. Los
estudios realizados proponen diferentes puntos de corte, considerandose
globalmente valores que oscilan entre 150-250 ug/g para considerar
enfermedad endoscoOpicamente activa. En todos los casos se consigue una
sensibilidad en torno al 70-80% y una especificidad alrededor del 80-97%.
Recientemente se ha evaluado el valor de la CF en pacientes incluidos en
ensayos clinicos donde se ha considerado la curacibn mucosa como objetivo
primario del estudio. En este contexto se ha sugerido el punto de corte de 250
Hg/g, tanto para EC como para CU, para determinar la existencia de lesiones

endoscopicas clinicamente relevantes (240, 245).

Respecto a la localizacion de las lesiones, la mayoria de los estudios iniciales
parecian indicar que la correlacion entre la CF y la actividad endoscopica es
mayor en los pacientes con afectacion colénica e ileocolénica que en los

pacientes con afectacién exclusivamente ileal (243, 244, 246). Sin embargo,

estos estudios incluian un nimero muy limitado de pacientes con afectaciéon
ileal pura y muchos de ellos con patron estenosante. Un estudio realizado para
clarificar este aspecto evalla las concentraciones de CF al diagndstico de la
EC, demostrando que no hay diferencias significativas entre la afectacion ileal y
la afectacion ileocolonica cuando el patron es inflamatorio (247). Aungue los
estudios a este respecto son todavia escasos, se ha propuesto el punto de
corte de 150 pg/g como indicativo de remision endoscopica en la EC ileal, con
una sensibilidad del 85% y una especificidad del 81% (247).

En relacién con la EC con afectacion ileal, los valores de CF también han
mostrado correlacién con el grado de actividad inflamatoria en la entero-RM
(evaluada mediante el indice de MaRIA), asi como con las curvas de captacién
de tipo inflamatorio en los estudios dinamicos de captacion de contraste. Del
mismo modo, los valores de CF se correlacionaron con el grado histolégico de
inflamacion en las lesiones de la pieza quirdrgica tras la reseccion, lo que
confirma la utilidad de la CF (en combinacion con otros parametros) también

para distinguir en estos pacientes la presencia de actividad que pudiera
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beneficiarse de una escalada terapéutica o una intensificacion del tratamiento
(248).

Por otro lado, la CF también ha demostrado ser un marcador fiable de
respuesta al tratamiento y de curaciéon mucosa en los pacientes con EC. Se ha
visto que la monitorizacion de sus valores durante los primeros meses tras el
inicio del tratamiento anti-TNF es Gtil para predecir la respuesta terapéutica al
afo (249, 250). Igualmente, en los pacientes que alcanzan la curacibn mucosa
tras el tratamiento, puede objetivarse la normalizacion de los valores de CF, a
diferencia de aquellos que no consiguen la cicatrizacion de las lesiones y en los

gue la CF permanece elevada (240, 251, 252).

Otro escenario en el que la CF ha demostrado utilidad es como predictor de
recidiva, ya que el incremento progresivo de sus valores en pacientes en
remision se ha asociado con un aumento del riesgo de presentar recidiva
clinica (253, 254). Un meta-analisis reciente que incluyd 6 estudios con un total
de 672 pacientes con EIll (354 con EC y 318 con CU), mostré una sensibilidad y
especificidad globales de la CF para predecir la recidiva a 12 meses del 78% y
73% respectivamente, comparable tanto en EC como en CU (253). Estos datos
confirman el valor de las determinaciones seriadas de CF durante el

seguimiento clinico de los pacientes.

En los dltimos afios, ha habido un creciente interés por evaluar también el
papel de este marcador en el contexto post-quirdrgico y su posible utilidad
como marcador de recurrencia. En este sentido, aunque quedan por definir con
claridad algunos aspectos, la evidencia disponible hasta el momento también
sugiere la utilidad de la CF en este escenario. Los datos disponibles de los dos
principales estudios prospectivos realizados hasta la fecha se resumen con
detalle en el capitulo 2 (ver apartado 2.2 recurrencia post-quirdrgica:

conceptos, patogenia y diagndstico).
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1.6 Tratamiento médico de la enfermedad

Los objetivos fundamentales del tratamiento médico en la EIll son inducir y
mantener el estado de remision (libre de esteroides), para evitar las
complicaciones derivadas de la enfermedad a largo plazo y mejorar la calidad

de vida de los pacientes.

El tratamiento médico en la EC va a depender de diversos factores, entre ellos
la localizacion de la enfermedad, el grado de actividad inflamatoria, la
presencia de complicaciones o manifestaciones extraintestinales, la edad, la
respuesta y tolerancia previas a los tratamientos recibidos, asi como del
balance entre la eficacia terapéutica y los potenciales efectos adversos (Tabla
3) (255). Es por ello que la decision del tratamiento mas adecuado en cada
momento debe de hacerse de manera individualizada y siempre consensuada

con el paciente.

Tabla 3. Opciones de tratamiento médico en la EC.

Grupo Farmacos Indicaciones

Aminosalicilatos  -Induccion en EC leve, de afectacion colica.

Aminosalicilatos : -Prevencién de recurrencia en pacientes de
Sulfasalazina .
bajo riesgo.

Ciprofloxacino -Tratamiento de complicaciones
Antibidticos . penetrantes o enfermedad perianal.
Metronidazol . o :
-Metronidazol: prevencion de recurrencia.

Clasicos

(prednisonay -Induccién en EC moderada-grave.
prednisolona)

_ -Induccién en EC leve-moderada de ileon
Budesonida .
terminal y colon derecho.

-Mantenimiento de EC crénicamente activa,
corticodependiente o corticorrefractaria.
(azatioprina, 6-  -Co-tratamiento con bioldgicos.

mercaptopurina) -EC fistulizante.
-Prevencion de recurrencia.

Tiopurinas
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- EC refractaria a inmunomoduladores
Metotrexate tiopurinicos, o en pacientes intolerantes a
los mismos.

-Induccion y mantenimiento de EC activa

moderada-grave, corticodependiente o

corticorrefractaria, con intolerancia o

refractariedad al tratamiento con
Adalimumab inmunomoduladores.

-Complicaciones penetrantes o enfermedad

perianal moderada-grave.

-Prevencién de recurrencia en pacientes de

alto riesgo o con intolerancia a tiopurinas.

Infliximab

-En Espafia puede emplearse mediante el
procedimiento de indicacién fuera de ficha

Certolizumab . , ,
técnica como anti-TNF de tercera linea.

- Induccion y, especialmente,
Ustekinumab mantenimiento de EC moderada-grave en
pacientes refractarios o con pérdida de
respuesta al tratamiento convencional o a
los anti-TNF.

Vedolizumab

Dado que no existe hasta el momento un tratamiento curativo para la EC, el
objetivo primordial de la terapia farmacol6gica es inducir y mantener en el
tiempo el estado de remision. Actualmente, se considera importante el control
de la enfermedad mas alla de los sintomas, al existir evidencia de que alcanzar
la curacibn mucosa podria cambiar el curso de la EC, disminuyendo la
frecuencia de recidivas y hospitalizaciones, asi como la necesidad de cirugia
(objetivo importante en esta enfermedad para la preservacion intestinal). Es por
ello que la curacién mucosa se considera un objetivo terapéutico importante en
el momento actual, con el que se pretende prevenir la aparicion de
complicaciones estenosantes y penetrantes a largo plazo y, por tanto, evitar la
necesidad de reseccidn quirdrgica. Sin embargo, a pesar de disponer de
tratamientos farmacologicos eficaces en la cicatrizacion de las lesiones, ningun
estudio que haya comparado estrategias de tratamiento ha podido demostrar

por el momento tal impacto en cambiar la historia natural de la EC.
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2. Capitulo 2. Enfermedad de Crohn y recurrencia post-quirargica.

2.1 Cirugia en la enfermedad de Crohn

A pesar de que la incorporacion de los farmacos biologicos al arsenal
terapéutico de la Ell ha supuesto una mejoria en el prondstico de los pacientes,
la probabilidad acumulada de cirugia en la EC continta siendo elevada. De
hecho, en un estudio reciente se constata que, en la Gltima década, a pesar del
uso creciente y mas precoz de inmunomoduladores y farmacos biologicos, las

tasas de cirugia se han mantenido estables (256).

Aproximadamente el 50% de los pacientes con EC se someten a una reseccion
intestinal en los primeros 10 afios tras el diagnostico y un 25% de éstos
acabaran requiriendo de una segunda cirugia dentro de los 5 afios siguientes
(257). La probabilidad de requerir cirugia es significativamente mayor en la EC
de localizacion ileocecal (hasta un 90%) (258-260). El habito tabaquico, el
patrén estenosante o penetrante, la necesidad de corticoides al diagnéstico, la
afectacion yeyunal y la edad de debut temprana también se han descrito como
factores de riesgo independientes para requerir cirugia en la EC (202, 206, 261,
262).

Existen tres preceptos basicos a tener en cuenta en relacion a la cirugia en la
EC: establecer el momento idéneo para la intervencion, lograr las mejores
condiciones pre-operatorias y optimizar los resultados post-operatorios (263). A
pesar de que el momento idéneo para el abordaje quirdrgico sigue siendo un
tema a debate (264), en el Ultimo consenso de la European’s Crohn’s and
Colitis Organisation (ECCO) recientemente publicado, se recomienda valorar la
indicacién de manera individualizada, en funcion de factores como la gravedad
de los sintomas, el grado de actividad inflamatoria, la localizacion y extension
de la enfermedad o la presencia de complicaciones (265). En una proporcién
no desdefiable de casos, sentar la indicacion de cirugia puede ser complicado,
y el manejo mas adecuado en cada caso deber ser valorado por el equipo

multidisciplinar y consensuado con el paciente.
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No obstante, la cirugia debe considerarse como una opcidn mas de
tratamiento, siendo sus indicaciones principales el fracaso del tratamiento
médico convencional y el manejo de las complicaciones derivadas de la EC
(Tabla 4).

Tabla 4. Indicaciones generales de cirugia en la EC.

Indicaciones quirurgicas

e Fracaso del tratamiento médico o intratabilidad:

- Intolerancia o complicaciones del tratamiento médico
- Corticodependencia / Corticorrefractariedad

- Compromiso de la calidad de vida del paciente

- Retraso del crecimiento en nifios

e Complicaciones especificas:

- Obstruccion

- Abscesos intraabdominales

- Fistulas (entero-entéricas o entero-organicas)
- Hemorragia masiva

- Perforacion intestinal

- Uropatia obstructiva

- Megacolon téxico

- Enfermedad perianal

e Displasia o cancer:
- Fundamentalmente en EC con afectacién de colon de larga

evolucion

e Manifestaciones extraintestinales:

- Unicamente en aquellas dependientes del curso de la EC

En algunos estudios que han evaluado el impacto del momento de la cirugia en
la evolucion de la EC, se ha demostrado que cuanto mas precoz es la cirugia,

menor morbi-mortalidad y mayor tiempo en remision (264, 266). Por tanto,
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cuando existe indicacion quirdrgica es probable que demorar la intervencion
pueda derivar en un mayor nimero de complicaciones. La vision conjunta de la
situacion clinica del paciente y el resto de los factores descritos nos permitira
adoptar la estrategia mas adecuada en cada momento y decidir el momento

Optimo para la cirugia.

2.2 Recurrencia post-quirdrgica: conceptos, patogenia y diagndstico

Conceptos

A pesar del papel importante que tiene la cirugia en la EC, ésta no supone un
tratamiento curativo. La reaparicion de nuevas lesiones propias de la
enfermedad tras una reseccion quirurgica considerada “curativa”, es decir, con
margenes macroscopicamente libres de enfermedad, es lo que se conoce
como recurrencia post-quirargica. La recurrencia post-quirdrgica es un
fendmeno habitual en el seguimiento a largo plazo, siendo la vertiente ileal de
la anastomosis (neo-ileon terminal), la zona donde aparecen las nuevas

lesiones (267).

El concepto de recurrencia en la EC puede definirse atendiendo a diferentes
criterios. La recurrencia histoldgica (lesion estructural) se estima que puede
aparecer tan precozmente como desde la primera semana post-cirugia. La
reanudacion del transito intestinal tras la reseccion se ha visto que induce, a los
pocos dias, cambios histolégicos en el neo-ileon, con infiltracion de monocitos,
eosinofilos y linfocitos polimorfonucleares en la lamina propia, asi como
cambios ultraestructurales con incremento de expresion de moléculas de
adhesion, transformacion epitelioide y reclutamiento linfocitario transendotelial
(268).

Posteriormente, la aparicion de nuevas lesiones macroscoépicas en el neo-ileon,
detectables mediante radiologia o endoscopia, hace referencia a la
recurrencia morfolégica. Dentro de ésta, la aparicidn de lesiones mucosas
detectadas mediante ileocolonoscopia define la recurrencia endoscépica (230).
La presencia de inflamacion en el neo-ileon evidenciada mediante técnicas de

imagen como la ecografia, la enterografia por tomografia computarizada
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(entero-TC) o la enterografia por resonancia magnética (entero-RM), define la

recurrencia radiolégica (269-271).

La reaparicion de sintomas atribuibles a la presencia de estas lesiones es lo
que define la recurrencia clinica. Se debe tener en cuenta que estos
pacientes frecuentemente pueden presentar sintomas tras la reseccion
intestinal que no sean debidos a recurrencia de la enfermedad (como dolor
abdominal por sindrome adherencial, dismotilidad, diarrea post-quirdrgica o
diarrea debida a malabsorcidén de sales biliares o sobrecrecimiento bacteriano),
lo que justifica la necesidad de descartar, en los pacientes sintoméaticos, la
presencia de lesiones atribuibles a una verdadera recurrencia (272).

La recurrencia quirurgica constituye la consecuencia final de la recurrencia,
ya que se define como la necesidad de una nueva reseccion intestinal y es por
ende la de mayor impacto sobre la funcién intestinal y la calidad de vida del

paciente (273).

Las tasas de recurrencia post-quirdrgica varian entre los diferentes estudios y
en funcién del criterio empleado para su definicién. Se ha estimado que, en
ausencia de tratamiento, al afio de una reseccién intestinal el 60-80% de los
pacientes presenta recurrencia endoscépica, y hasta un 25-30% ha presentado

recurrencia clinica, tasas que pueden ascender hasta el 90% y el 40%,

respectivamente, a los 5 afios (Figura 4) (230, 274, 275).
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Figura 4. Tasas de recurrencia clinica y endoscopica al afio y a los 5 afios tras la
reseccion intestinal (modificado de Buisson A, et al. (274)).
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La recurrencia post-quirargica constituye una condicion patogénica de novo
(276, 277) que nos permite estudiar los mecanismos que conducen al
desarrollo de la enfermedad, particularmente en etapas precoces tras la
intervencidn (268). Asi, los pacientes con EC intervenidos representan el mejor
modelo natural “in vivo” de la evolucion de la enfermedad desde el inicio y el
seguimiento de estos pacientes tras la reseccion intestinal nos ofrece el mejor
escenario para estudiar los cambios que se producen a nivel sistémico e
inmunoldgico, con impacto directo sobre la patogenia, asi como las posibles
interacciones con factores genéticos o ambientales, la mayoria de ellos sélo

parcialmente conocidos.

Desde un punto de vista inmunolégico, como se ha comentado en el capitulo
anterior, la mucosa inflamada de los pacientes con EC presenta un patrén
tipico de respuesta Th1/Th1l7, con abundancia de TNF-a e IFN-y. Estudios
recientes muestran que la inflamacion en etapas tempranas esta dirigida por
citoquinas de la via Thl, mientras que en areas con lesiones ya establecidas o

en la EC de mayor tiempo de evolucién la respuesta inmune suele comprender
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una combinacién de componentes de las vias Th1/Th17 (162, 167). También
se ha descrito un patron de citoquinas distinto en el neo-ileon
macroscopicamente sano, con elevadas concentraciones de TNF-a, IFN-y e IL-
12, y en el neo-ileon tras la aparicion de recurrencia endoscopica, con un
marcado incremento en IL-17A, asi como la induccion de IL-6 e IL-23, dos
citoquinas implicadas en el control de las respuestas celulares Th17 (278). La
IL-6 es una citoquina pro-inflamatoria conocida en la cascada inflamatoria de la
Ell y que podria ser relevante en la recurrencia precoz (279). También se ha
demostrado que la IL-10, importante citoquina anti-inflamatoria, se encuentra
disminuida en el tejido ileal en el momento de la reseccion intestinal, siendo la
persistencia de concentraciones bajas de esta citoquina en tejido un buen

predictor de recurrencia en los 3 primeros meses tras la cirugia (280).

Todavia se desconoce por qué la EC recurre en el ileon inmediatamente
proximal a la anastomosis quirargica. Un hallazgo relevante en la recurrencia
post-quirdrgica precoz es la plexitis mientérica, como se describe mas adelante
al analizar los factores de riesgo de recurrencia. Esta alteracion histologica se
ha encontrado incluso en zonas macroscépicamente sanas del intestino, siendo
mas frecuente en el borde proximal de una reseccién ileocecal, hecho que
podria explicar por qué la inflamacién empieza en el neo-ileon (281, 282). Se
ha especulado que este hallazgo podria representar la respuesta neuronal
frente a un estimulo antigénico luminal o frente a la alteracion de la integridad

neuronal (281).

Otro fendmeno histoldégico que se ha relacionado con la recurrencia post-
quirargica de la EC es la disminucion de vasos linfaticos en el borde proximal
de la pieza de reseccion, incluso en ausencia de inflamacion, lo que hace de
este fendbmeno un evento precoz (283). Se ha demostrado que el trafico de la
linfa desde los lugares de inicio de la inflamacion y los ganglios linfaticos de
drenaje es fundamental para limitar la progresion de la inflamacién (284). Es
posible, por tanto, que los vasos linfaticos sean importantes para la curacion

mucosa y el mantenimiento de la integridad de la barrera intestinal.
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El tabaco, factor de riesgo bien establecido para la EC, y en particular en la
patogenia de la recurrencia post-quirargica, parece ejercer su influencia
actuando directamente sobre la inmunidad celular y humoral, pero también
produciendo isquemia de la pared intestinal por microtrombosis (por sus
componentes oxidantes) y alterando la capa superficial de moco del epitelio
(285).

El rol de los factores microbianos en el contexto de la recurrencia también es
un tema a estudio. Actualmente sabemos que la disbiosis caracteristica de los
pacientes con EC existe incluso en ausencia de inflamacion y también se ha
implicado en el desarrollo de la recurrencia post-quirtrgica. Tras la reseccion,
la mucosa ileal permanece indemne hasta el nuevo contacto con el contenido
fecal (286). Casi inmediatamente después de restablecerse el transito, se han
observado una serie de cambios histologicos en la mucosa del neo-ileon (como
se ha descrito anteriormente en el concepto de recurrencia histolégica) que
preceden al desarrollo de las lesiones macroscépicas y que se han asociado
con el contenido bacteriano, ya que se ha demostrado que la infusién de
contenido ileal ultrafiltrado (exento de bacterias) no ocasiona lesion histoldgica
(287). De hecho, las tasas de recurrencia son menores cuando no se realiza
una anastomosis ileocecal (288) o cuando se administran antibiéticos

nitroimidazélicos inmediatamente después de la reseccion quirdrgica (289).

Después de una reseccion intestinal, la ausencia de valvula ileocecal, asi como
la estasis y el sobrecrecimiento bacteriano secundarios, producen cambios
ecolégicos debido al reflujo del contenido coélico (277). Estas bacterias
neocolonizadoras podrian ser reconocidas como “extrafas” y desencadenar
una respuesta inmune local, responsable de los cambios histolégicos que

posteriormente conducirian a la recurrencia de la EC (276).

En un estudio muy reciente se ha caracterizado que la diversidad de
poblaciones bacterianas asociada a la mucosa intestinal (caracteristicamente
menor en los pacientes con EC) aumenta tras la cirugia resectiva, pero
continta siendo diferente a la de los sujetos sanos (290). Ademas, se observé

una composicion cualitativamente distinta en los pacientes que desarrollaban
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recurrencia endoscopica precoz, a los 6 meses tras la cirugia. Estos pacientes
presentaban una microbiota proclive a la fermentacion proteolitica y a la
produccion de acido lactico, incluyendo Enterococcus y Veillonella spp.,
mientras que aquellos que se mantenian en remision a los 6 meses
presentaban predominantemente Bacteroides, Prevotella y Parabacteroides
spp., asi como Firmicutes sacaroliticos y productores de butirato. Asi, los
autores plantean que la composicion de la microbiota en el momento de la
cirugia puede aportar informacion prondéstica, permitiendo identificar a los

pacientes con mayor riesgo de recurrencia.

A partir de estos datos se puede deducir que los pacientes con EC presentan
un tipo de microbiota que favorece la fermentacion a partir de proteinas, asi
como la produccion de acido lactico. Estas especies proteoliticas se han
asociado a la acumulacion de productos finales del metabolismo que son
toxicos para los colonocitos (291). En cambio, los pacientes que se mantienen
en remision tras una reseccion presentan una microbiota que fermenta
fundamentalmente hidratos de carbono produciendo butirato, que es el sustrato
energético preferido de los colonocitos (292) y que, de hecho, se ha implicado
en la prevencion de la colitis y ha demostrado que ayuda a mantener la

integridad de la barrera epitelial (293).

También se ha caracterizado que existe una mayor disminucion de
Faecalibacterium prausnitzii en el tejido inflamado de los pacientes fumadores,
en comparaciéon con los no fumadores (294). En la misma linea, los pacientes
con caracteristicas de mayor riesgo de recurrencia (fumadores, patrén
penetrante, mas de una reseccion intestinal) tienen menor cantidad de
Bifidobacterias tanto en el tejido inflamado como en el no inflamado, y tanto en
el momento de la cirugia como en el seguimiento posterior, comparados con
los pacientes considerados de bajo riesgo de recurrencia. Parece, por tanto,
que los factores de riesgo de recurrencia podrian estar estrechamente
relacionados con la disbiosis (295). Los pacientes que no desarrollan
recurrencia presentan una microbiota diversa, estable y mas parecida a la de

los controles sanos que los pacientes que desarrollan recurrencia precoz (175,

290).
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Diagnostico

El diagnoéstico de la recurrencia puede basarse en sintomas clinicos,
marcadores séricos y fecales o en los hallazgos radiologicos y endoscépicos.
Los sintomas clinicos, como se ha comentado previamente, no siempre son
sindénimo inequivoco de recurrencia y en ocasiones son dificiles de distinguir de
otras condiciones post-operatorias, por lo que los indices clinicos como el CDAI
presentan una sensibilidad muy baja a la hora de discriminar a los pacientes

con recurrencia.

La ileocolonoscopia continda siendo el patrén oro para el diagnéstico, ya que
permite establecer la presencia y gravedad de la recurrencia morfologica, asi
como predecir el curso clinico de la enfermedad. Se recomienda su realizacion
dentro del primer afio tras la cirugia, momento en que resulta fundamental para

la toma de decisiones terapéuticas (265).

Los estudios clasicos de Rutgeerts y colaboradores en los afios 90 permitieron
conocer mas detalladamente la historia natural de la recurrencia. Asi, ahora
sabemos que la aparicion de lesiones mucosas en la vertiente neo-ileal de la
anastomosis precede al desarrollo de las manifestaciones clinicas, y que, a
mayor gravedad de las lesiones detectadas en la endoscopia, mayor
probabilidad de que el paciente desarrolle sintomas. El indice de Rutgeerts
permite establecer el grado de recurrencia morfolégica en funcion de la
gravedad de las lesiones detectadas en la endoscopia, estratificando a los
pacientes en 5 grupos (i0: sin lesiones; il: <5 lesiones aftosas; i2: >5 aftas con
mucosa normal entre lesiones, areas salteadas de lesiones mas grandes o
Ulceras confinadas a <1 cm de la anastomosis; i3: ileitis aftosa difusa sobre
mucosa inflamada; i4: inflamacion difusa con uUlceras grandes, nédulos y/o
estenosis) (Tabla 5). Como se ha comentado previamente, este indice se
correlaciona a su vez con la evolucion clinica a largo plazo (a mayor gravedad
de las lesiones, mayor riesgo de recurrencia clinica). Asi, la recurrencia clinica
a los 5 afos en pacientes sin lesiones endoscoépicas o con lesiones leves (i0-i1)

es menor del 10%; en pacientes con un score de Rutgeerts i2 del 20-25% y en
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aguellos con lesiones graves (i3-i4) es del 50-100%, con gran frecuencia de

reintervencion quirargica (230).

Desde un punto de vista practico, los indices de Rutgeerts i3 e i4 son
facilmente clasificables en la endoscopia y su valor predictivo de recurrencia
clinica es muy elevado. Sin embargo, el indice de Rutgeerts i2 (punto de corte
considerado en los ensayos clinicos para definir la presencia de recurrencia
post-quirdrgica) abarca diferentes tipos de lesiones en su definicion. Dentro de
este score se incluyen las Ulceras confinadas a la anastomosis quirdrgica, cuyo
significado de verdadera recurrencia morfologica ha sido cuestionado por
algunos autores, dado que estas lesiones pueden estar mas relacion con
fendbmenos locales de isquemia que con una auténtica reaparicion de la
enfermedad. Este tipo de Ulceras anastomoéticas relacionadas con un origen
isquémico han sido descritas en la literatura en otro tipo de intervenciones
quirurgicas, como las de enterocolitis necrotizante en nifios, intervenciones de

obesidad mérbida o intervenciones gastricas (Billroth) (296).

En este sentido, Doménech et al. (297), en un estudio prospectivo en el que se
evaluaba el impacto a largo plazo del tratamiento con azatioprina sobre la
recurrencia clinica y endoscépica, observaron que los pacientes que
presentaban Ulceras limitadas a la anastomosis en el control endoscoépico
presentaban una menor probabilidad de progresion de las lesiones mucosas y
de desarrollar recurrencia clinica en el corto plazo. Por ello, los autores
propusieron una modificacion del indice de Rutgeerts, subdividiendo el score i2
en: i2a (Glceras confinadas a <lcm de la anastomosis) e i2b (>5 aftas con
mucosa normal entre lesiones o areas salteadas de lesiones mas grandes)
(Tabla 5).
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Tabla 5. indice endoscépico de Rutgeerts y modificacion propuesta por Doménech et
al. (297) para el score i2. Imagenes del servicio de M.Digestiva (cedidas con permiso

del paciente).

indice de Rutgeerts

Ofado |indice de Rutgeerts modificado (Doménech et al.)

i0

i0 No lesiones No lesiones

il

i1 <5 lesiones aftosas <5 lesiones aftosas

i2a
i2a Lesiones (ulceras) en la
>5 aftas con mucosa normal  anastomosis (<1 c¢cm)
entre lesiones, areas
i2 salteadas de lesiones mas
grandes o ulceras confinadas
a la anastomosis (<1 cm)

i2b >5 aftas con mucosa
normal entre lesiones o areas
salteadas de lesiones mas

i2b

grandes
i3 lleitis aftosa difusa sobre lleitis aftosa difusa sobre i3
mucosa inflamada mucosa inflamada

Inflamacioén difusa con
i4  ulceras grandes, nodulos y/o
estenosis

Inflamacion difusa con ulceras

grandes, nodulos y/o estenosis "

Por otro lado, aunque la endoscopia sigue siendo el patrén oro, las técnicas de
imagen también pueden ser de gran utillidad en este contexto vy

complementarias a la endoscopia.

En la valoracion de la recurrencia morfologica, la entero-RM ha demostrado
correlacionarse con el grado de recurrencia endoscopica, ya que, comparada
con la ileoscopia, presenta una buena correlacion con el indice de Rutgeerts.
Para la valoracion morfolégica de la recurrencia basada en entero-RM se
emplea un protocolo distinto de adquisicion de imagenes y se ha desarrollado y
validado un indice radiolégico especifico, el indice de Sailer, que establece
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cuatro categorias (MRO-MR4) en funcion de los hallazgos en la entero-RM
(Tabla 6) (270, 298). Este indice, aunque es relativamente poco sensible para
estadios “precoces” (Rutgeerts i1-i2), ha mostrado una fuerte correlacion con
los grados i3 e i4 del indice endoscopico de Rutgeerts. Por ello, la entero-RM
constituye una alternativa muy util, al igual que la capsula endoscopica, en la
valoracion morfolégica de la recurrencia cuando no sea posible acceder y/o
evaluar correctamente el neo-ileon por endoscopia (por ejemplo, por el tipo de

anastomosis o por la presencia de estenosis post-quirargicas).

Tabla 6. indice radiolégico de Sailer et al. y su correlacién con los diferentes grados

del indice endoscépico de Rutgeerts.

indice de Sailer Hallazgos en la entero-RM indice de Rutgeerts
MRO No lesiones i0
Irregularidades mucosas menores: leve ,
. ) i1
MR1 engrosamiento de la pared y ligero realce i
del contraste mural, sin estenosis
Anormalidades mucosas mayores:
engrosamiento significativo de la pared
MR2 intestinal, hipercaptacion de contraste, i3
estenosis de bajo grado sin dilatacién pre-
estenotica

Mismos hallazgos que MR3 mas: edema
transmural con incremento de la sefial
T2w y realce de la grasa perientérica,
MR3 estenosis de alto grado con dilatacién pre- i4
estenotica, complicaciones extramurales
(fistula, absceso, plastron de asas
intestinales)

Respecto al papel de los marcadores fecales en este contexto, existe un interés
creciente en los udltimos afios en la utilidad de la CF para monitorizar a los
pacientes tras la cirugia. Existen pocos estudios hasta la fecha que hayan
evaluado adecuadamente el papel de la CF en el contexto de la recurrencia
post-quirdrgica, la mayoria de los cuales incluye un numero limitado de
pacientes y con diferencias metodoldgicas que podrian explicar los resultados
inconsistentes entre estudios (299-303). Sin embargo, los datos disponibles
procedentes de los dos principales estudios prospectivos y bien disefiados
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hasta la fecha, incluyendo un namero suficiente de pacientes, apoyan su

utilidad en este escenario.

Recientemente, los resultados del estudio POCER, ensayo clinico prospectivo,
randomizado y que incluye el mayor numero de pacientes hasta la fecha
(n=135), mostraron la correlacion de los valores de CF con la presencia y
gravedad de la recurrencia endoscopica, definida por el indice de Rutgeerts, y
su superioridad a la PCR o al CDAI en este contexto (304). El otro estudio
prospectivo mas amplio disponible (n=86), publicado recientemente, confirma

también estos resultados (305).

La CF permanece elevada en algunos pacientes tras la cirugia v,
posteriormente, dada la correlacidon de sus niveles con la gravedad de la
recurrencia endoscépica mostrada en estos estudios, puede ser una
herramienta Util para la monitorizacion de los pacientes intervenidos y el
diagnéstico de recurrencia. No queda claro el momento post-quirdrgico a partir
del cual es de utilidad empezar a monitorizar sus niveles (se ha sugerido que
probablemente a partir del tercer mes tras la reseccion (300)), ni los puntos de
corte a emplear en la practica clinica para definir la presencia de recurrencia
morfologica. Por tanto, aunque la evidencia disponible apoya su uso en este
escenario, son necesarios mas estudios prospectivos en esta linea,
metodoldgicamente bien disefiados y que incluyan un amplio nimero de

pacientes, para caracterizar estos aspectos con mayor precision.

Respecto al punto de corte Optimo en este escenario, en los estudios
disponibles hasta el momento hay variabilidad, habiéndose propuesto
diferentes puntos de corte para la prediccion de la recurrencia endoscépica
(Rutgeerts 2i2), la mayoria de los cuales se situan entre 100-200 ug/g (301-
304, 306). En el estudio POCER, los valores de CF>100 ug/ug fueron
indicativos de recurrencia endoscopica con una suficiente sensibilidad (89%) y
un valor predictivo negativo elevado (91%) que hubiera permitido evitar
potencialmente la colonoscopia en mas del 40% de los pacientes (304).
Ratificando estos resultados, el estudio de Boschetti et al. (305) reporta una

sensibilidad del 95% y un valor predictivo negativo del 93% para el mismo
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punto de corte, que hubiera permitido evitar en su cohorte de pacientes hasta

un 30% de colonoscopias.

Quedan por definir con claridad algunos aspectos importantes de cara a su
aplicacion en la practica clinica: el momento mas adecuado tras la cirugia para
iniciar la monitorizacibn de los valores de CF (dado que la inflamacion
inherente a la cicatrizacion de la anastomosis quirdrgica puede elevar la CF en
estos pacientes), si aporta suficiente sensibilidad en la deteccion de lesiones
tempranas para cribar la realizacion de endoscopia en base a sus valores, o los
puntos de corte 6ptimos en estos pacientes para identificar con fiabilidad la

actividad inflamatoria de novo.

2.3 Factores de riesgo de recurrencia post-quirargica

Numerosos estudios han tratado de identificar factores predictivos de un mayor
riesgo de recurrencia post-quirdrgica que permitan estratificar a estos
pacientes. Se han estudiado multiples factores de riesgo clinicos vy
epidemiologicos (sexo, edad al diagndstico, tiempo de evolucion de la EC hasta
la cirugia, patron de la EC, presencia de EPA, historia familiar de EC), factores
relacionados con la cirugia (tipo de anastomosis, medida del segmento
intestinal resecado, complicaciones post-operatorias), caracteristicas
histoldgicas (presencia de granulomas, plexitis mientérica, afectacion de los
margenes de reseccion), marcadores seroldgicos (PCR, anticuerpos anti-
Saccharomyces cerevisiae, niveles de IL-10), polimorfismos genéticos (NOD2-
CARD15) e incluso la microbiota intestinal (presencia de Firmicutes) (274, 276,
307).

Los resultados entre los diferentes estudios son muy heterogéneos y a menudo
contradictorios, probablemente en relacién con las diferentes definiciones
empleadas de recurrencia post-quirargica (lo cual introduce sesgos) y con la
naturaleza retrospectiva de la mayoria de ellos. Otro factor a tener en cuenta es
el tiempo de seguimiento, ya que para que un paciente con patrén estenosante
presente recurrencia clinica es necesario un seguimiento mas largo, por lo que

en la mayoria de estudios no se ha identificado el patrén estenosante como
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factor de riesgo y si en cambio el patrén penetrante, siendo este resultado

probablemente un sesgo de seguimiento.

Con todo, entre los factores clinicos que se han considerado predictivos de un
mayor riesgo de recurrencia post-quirdrgica precoz se encuentran el
tabaquismo activo, antecedentes de cirugia intestinal previa (308, 309), la
ausencia de tratamiento profilactico, el patron penetrante (198, 310), la
presencia de enfermedad perianal (261, 311, 312) y el antecedente de una

reseccion previa extensa de intestino delgado (>50 cm) (260).

Por otro lado, aunque son necesarios mas estudios que clarifiquen el valor real
de la histologia en la prediccién de la recurrencia, un meta-andlisis encontro
tasas significativamente mayores de recurrencia y de necesidad de
reintervencion en los pacientes que presentan granulomas en la pieza
quirargica (313). Tres estudios han identificado la plexitis mientérica como un
factor predictivo independiente (282, 309, 314).

Los datos disponibles no son definitivos respecto a otros factores, como la
edad al diagnostico (315, 316), el tiempo de evolucién de la enfermedad (317,
318), los margenes de resecciéon (319-321) o el tipo de cirugia (322, 323).

El factor de riesgo mas establecido en la mayoria de estudios y confirmado en
los ensayos clinicos controlados es el tabaquismo activo, que ademas es un
factor de riesgo modificable, presentando los pacientes fumadores un riesgo 2
veces superior de recurrencia clinica y 2.5 veces superior de recurrencia
quirdrgica en los 10 primeros afios en comparacién con los pacientes no
fumadores (324, 325).

En la tabla 7 se recogen los principales factores de riesgo de recurrencia post-

quirdrgica (con mayor evidencia en los estudios disponibles).
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Tabla 7. Factores de riesgo de recurrencia post-quirdrgica con mayor evidencia en los

estudios.
Factor de riesgo OR Grado de evidencia
Tabaquismo activo 2(1.3-3.4) B
Patrén fistulizante 1.5(1.2-1.9) B
>1 reseccién previa o reseccion
previa extensa (>50 cm) 1.8(1.1-2.9) B
Plexitis mientérica 1.9(1-3.5) C

2.4 Tratamiento de prevencién de larecurrencia post-quirargica

Diversos estudios han evaluado la eficacia de diferentes farmacos en la
prevencion de la recurrencia. Entre ellos la mesalazina, los
inmunomoduladores tiopurinicos (azatioprina y mercaptopurina), los anti-TNF
(infliximab y adalimumab), la budesonida, los antibiéticos imidazélicos como el

metronidazol, y los probidticos.

Los resultados procedentes de los estudios con aminosalicilatos no han
mostrado un beneficio clinicamente relevante en la prevenciéon de la
recurrencia. Un meta-analisis, publicado en 2009, incluyendo los cinco ensayos
clinicos controlados hasta ese momento que evaluaban la administracion de
mesalazina, concluye que ésta es eficaz frente a placebo en la prevencion de la
recurrencia clinica, aunque el nimero necesario de pacientes a tratar para
conseguir un éxito (NNT) es elevado (de 12) (326). El riesgo relativo de
recurrencia endoscépica grave (score de Rutgeerts = i3) fue significativamente
menor con mesalazina, con un NNT de 8, aunque el riesgo relativo global de
recurrencia endoscopica no se redujo de manera significativa. En el Ultimo
consenso de la European’s Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO), se
contempla esta opcion para la prevencion de recurrencia en pacientes de bajo
riesgo con una reseccion ileal aislada, recomendandose en este caso el

empleo de dosis altas de mesalazina (265).
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Por otro lado, dos ensayos clinicos controlados frente a placebo han
demostrado la eficacia de dos antibiéticos nitroimidazolicos, metronidazol y
ornidazol, en la prevencion de la recurrencia (nivel de evidencia 1b, lo que
sugiere un grado de recomendacion A, a favor de la intervencion terapéutica)
administrados durante 3 y 12 meses post-cirugia, respectivamente. Aunque el
efecto beneficioso no persiste tras la interrupcion del tratamiento y el uso de
estos farmacos estd limitado por los posibles efectos adversos cuando se

administran durante periodos prolongados.

La budesonida, a dosis de 3 mg/dia y 6 mg/dia, no ha ofrecido beneficio
significativo frente a placebo excepto, quizas, en el subgrupo de pacientes que
se intervienen en situacion de enfermedad activa. Un reciente meta-analisis
que analiza conjuntamente los estudios que han valorado la budesonida
tampoco ha demostrado diferencias frente a placebo en la prevencién de la
recurrencia (327). Los probitticos tampoco han mostrado, de momento, en la

formulacion analizada (lactobacilos) y a las dosis empleadas, ser eficaces.

Los farmacos tiopurinicos, azatioprina y mercaptopurina, han mostrado ser mas
eficaces que el placebo o los aminosalicilatos en la prevencion de la
recurrencia, pero con una eficacia limitada fundamentalmente para prevenir la
recurrencia endoscoépica grave (indice de Rutgeerts i3-i4) (328). En este
sentido, los farmacos anti-TNF han mostrado superioridad a las tiopurinas en
diferentes estudios realizados en los ultimos afios. El primer anti-TNF evaluado,
infliximab, ha mostrado en tres ensayos clinicos aleatorizados y controlados
con placebo su eficacia para prevenir la recurrencia endoscopica (i=2), con
tasas elevadas de remisién endoscopica al afio de la cirugia (entre el 80-90%),

aunque no fue superior a placebo respecto a las tasas de recurrencia clinica.

Los datos iniciales con adalimumab, procedentes de estudios observacionales,
mostraron también buenos resultados respecto a la prevencion de la
recurrencia endoscopica al afio, superponibles a los de infliximab. Mas
recientemente, tres ensayos clinicos han evaluado su eficacia en comparacion
con azatioprina y/o mesalazina, aunque con resultados dispares. En el primero

se comparo la eficacia de tres pautas de tratamiento: adalimumab, azatioprina
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y aminosalicilatos (n=51), siendo el porcentaje de recurrencia endoscopica a
los dos afios de la cirugia significativamente superior en los grupos de
tratamiento con azatioprina y aminosalicilatos (6.3%, 64.7% y 83.3%
respectivamente) (329). En el segundo ensayo, sub-analisis del estudio
POCER, se incluyeron pacientes con factores de riesgo asociados a
recurrencia precoz. Se comparo la eficacia entre adalimumab y azatioprina a
los 6 meses de la cirugia (n=101), y adalimumab resulté ser superior a
azatioprina para la prevencion de la recurrencia endoscopica precoz (21% en el
grupo adalimumab vs 45% en el grupo azatioprina) (330). En cambio, los
resultados del estudio APPRECIA, ensayo clinico aleatorizado fase |lII,
multicéntrico y ciego evaluador, que comparaba la eficacia entre adalimumab y
azatioprina (ambas ramas con 3 meses de metronidazol) en la prevencién de la
recurrencia (n=84), no mostré que adalimumab fuera superior a azatioprina en
prevenir la recurrencia morfolégica al afio en pacientes no seleccionados por
riesgo (42.2% vs. 59%) (331). Por otro lado, el tratamiento con azatioprina se
asoci6 a una importante tasa de retirada debido a efectos adversos,

significativamente mayor que con adalimumab.

Por tanto, aunque el tratamiento de prevencion de la recurrencia no esta
universalmente establecido y el tipo de farmaco mas adecuado para cada
paciente aun sigue siendo controvertido, es probable que los pacientes de alto
riesgo, especialmente si han presentado previamente toxicidad a tiopurinas,
sean los mejores candidatos a tratamiento con anti-TNF. La duracién del
mismo es una incognita y podria valorarse en funcién de los resultados de las

pruebas morfolégicas de control que se realicen durante el seguimiento.

Actualmente, la estrategia mas recomendada para prevenir o retrasar la
aparicion de la recurrencia comprende una estratificacion del riesgo, la
instauracién de un tratamiento preventivo en funcién de dicho riesgo y la
monitorizacion endoscépica a fin de modificar la actitud terapéutica segun los

hallazgos (307, 332, 333). Son estrategias que se encuadran en el concepto de

tratamiento por objetivos terapéuticos (“treat-to-target”). Una de las limitaciones
de estas estrategias es que no se ha comprobado su teérico beneficio de

modificar el curso natural de la enfermedad (334). Sin embargo, en el caso de
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la prevencion de la recurrencia post-quirargica en la EC, la evidencia disponible
hasta el momento, procedente de dos ensayos clinicos (324, 335) y un estudio

retrospectivo (336), apoya estas estrategias.

El primero de los ensayos, el estudio POCER (324), fue disefiado para valorar
la recurrencia endoscopica (indice de Rutgeerts 2i2) a los 18 meses tras la
intervencién. Se incluyeron 174 pacientes que se estratificaron en bajo o alto
riesgo de recurrencia, estableciendo un tratamiento basal segun el riesgo, y se
aleatorizaron en un brazo de tratamiento activo (colonoscopia a los 6 meses,
segun la cual se intensificaba el tratamiento basal) y un brazo de tratamiento
estandar (no se realizaba colonoscopia hasta el final del estudio). Los
pacientes con recurrencia clinica se retiraban del estudio. Los pacientes en
tratamiento activo presentaron una menor tasa de recurrencia endoscopica que
en el tratamiento estandar (49% vs. 67%, p=0.03). Sin embargo, el porcentaje
de pacientes retirados por recurrencia sintomatica fue similar en ambos grupos
(tratamiento activo 11% vs. 17% en tratamiento estandar) y el porcentaje con
recurrencia clinica (definido por CDAI >200) no alcanzé diferencias
estadisticamente significativas (27% en tratamiento activo vs. 40% en
tratamiento estandar, p=0.08).

En el segundo ensayo clinico (335) se compard, en pacientes con factores de
riesgo de recurrencia, la eficacia del tratamiento sistemético con azatioprina
(administrado a todos los pacientes) frente al tratamiento dirigido por los
hallazgos endoscopicos a las 26 y 52 semanas, valorandose la remision
endoscopica (i0-i1) en la semana 102. El estudio tuvo que ser suspendido
prematuramente debido a la baja tasa de reclutamiento (63 pacientes
aleatorizados frente a un tamafo muestral calculado de 100 por brazo). En el
brazo de tratamiento dirigido por endoscopia, 14 pacientes de 31 (45,1%)
iniciaron azatioprina. La tasa de remision endoscopica fue similar en los dos
brazos (50% en el tratamiento sistematico vs. 42% en el tratamiento dirigido por
endoscopia, p=0,52). Tampoco se apreciaron diferencias en la tasa de remision
clinica definida por un CDAI <150 (62% con tratamiento sistematico vs. 55% en

tratamiento dirigido, p=0,54). Entre los 46 pacientes que recibieron azatioprina
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(32 en el brazo de tratamiento sistematico y 14 en el tratamiento dirigido), 6

(13%) presentaron efectos adversos.

En un estudio retrospectivo (336) se incluyeron 132 pacientes estratificados
segun el riesgo de recurrencia y se valoroé la recurrencia clinica en dos grupos:
los que se les habia realizado colonoscopia de control a los 6-12 meses con
ajuste de tratamiento segun un protocolo preestablecido, frente a los que no se
les habia realizado colonoscopia de control. Un 25% de los pacientes con
manejo guiado por endoscopia presentaron recurrencia clinica, frente al 54%
de los pacientes a los que no se realizd colonoscopia de control. Los pacientes
controlados endoscOpicamente presentaron un mayor tiempo hasta la
recurrencia clinica (31 vs. 25 meses) y una menor probabilidad de recurrencia a
los 3y 5 afos (21% vs. 31% y 26% vs. 52%, respectivamente, p=0,001).

A falta de otra estrategia mejor en el momento actual, estos datos apoyan la
utilidad del manejo ajustado por los hallazgos endoscopicos en este escenario,
bien porque disminuye la recurrencia endoscépica (324) y clinica (336, 337) o
bien porque permite evitar el tratamiento inmunosupresor en un porcentaje
importante de pacientes sin influir negativamente en la evoluciéon (335). Sin
embargo, todavia quedan algunos aspectos de gran interés por resolver. El
manejo guiado por los hallazgos endoscépicos implica una escalada de
tratamiento en pacientes asintoméaticos, con la consiguiente exposicién a riesgo
de desarrollo de efectos secundarios y el impacto farmacoecondémico. En
segundo lugar, es necesario esperar a los resultados del seguimiento a largo
plazo de los pacientes incluidos en los ensayos clinicos mencionados, para
confirmar la mejor evolucion clinica descrita en los estudios retrospectivos.
Finalmente, seria interesante conocer si la diferenciacion del grado i2 en dos
subgrupos con diferente riesgo de recurrencia deberia aplicarse al manejo

guiado por endoscopia y su impacto en la evolucion clinica posterior.

Aunque de momento esta es la mejor estrategia disponible, no hay que olvidar
que la endoscopia es una técnica invasiva, costosa, no exenta de riesgos y en
general mal tolerada por los pacientes. La utilizacion de marcadores no

invasivos, como la CF, que permitan una monitorizacion fiable de estos
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pacientes tras la cirugia, podria ser de utilidad para cribar la realizacion de
exploraciones endoscoépicas, ahorrando no solo colonoscopias sino el
sobretratamiento de pacientes asintomaticos en muchos casos. Establecer con
claridad los puntos de corte 6ptimos en este escenario, para identificar o
predecir con fiabilidad la aparicion de recurrencia, es un aspecto esencial para
su aplicacion en la préactica clinica, y permitira probablemente en un futuro
cercano establecer nuevas estrategias de seguimiento y manejo de la EC post-

quirargica.
En la figura 5 se presenta un algoritmo basado en la evidencia disponible hasta
el momento, “segun riesgo”, para la prevencién de la recurrencia (ECCO

Guidelines 2016).

Figura 5. Algoritmo de prevencion de la recurrencia post-quirdrgica en la EC.

l Cirugia resectiva

[ Riesgo de recurrencia I

|
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[1I. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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La cirugia resectiva juega un papel importante en el manejo de la EC,
fundamentalmente cuando fracasa el tratamiento médico y para el manejo de
sus complicaciones estenosantes o penetrantes. Sin embargo, la reseccion
intestinal no supone un procedimiento curativo y la enfermedad suele
reaparecer a nivel de la anastomosis y/o proximalmente, fenbmeno conocido

como recurrencia post-quirargica.

A pesar de los avances en las medidas preventivas y en los tratamientos
disponibles, ninguna de las estrategias actuales ha mostrado capacidad para
modificar la historia natural de la enfermedad y la recurrencia es un fenomeno
habitual en el seguimiento a largo plazo. El tratamiento médico busca prevenir
la aparicion de la recurrencia, intentando identificar aquellos pacientes en los
que el riesgo de recurrencia sea mayor y que, por tanto, se beneficiarian de
una intervencion terapéutica mas temprana. La ileocolonoscopia continlda
siendo el “gold standard” para el diagndstico y seguimiento de la recurrencia
post-quirdrgica, sobre todo porque, aunque es una técnica invasiva, no
disponemos de buenos marcadores predictores de recurrencia tras la cirugia, y
porque la utilidad de la valoracién clinica y analitica para el diagndéstico de la

recurrencia es limitada.

La recurrencia post-quirdrgica de la EC supone, a su vez, una condicion
patogénica de novo que nos permite estudiar con detalle los mecanismos que
conducen al desarrollo de la enfermedad. Estos pacientes constituyen el mejor
modelo natural in vivo de la evolucién de la enfermedad y de todo cuanto esta
aconteciendo a nivel local y sistémico. El estudio de la recurrencia y de su
génesis nos proporcionara un mejor entendimiento de la patogenia, nuevas
herramientas para su aplicacion en la practica clinica (biomarcadores) y nos
conferird nuevos conocimientos hacia los que dirigir los estudios de

investigacion en el futuro.

El presente trabajo pretende profundizar en la caracterizacion de marcadores
no invasivos que permitan identificar y monitorizar los cambios que acontecen
en el desarrollo de la inflamacion de novo tras la reseccion en la EC. Ademas,
pretende conocer el perfil de la respuesta inmune que dirige este proceso y los

potenciales elementos epigenéticos reguladores, asi como su implicacion
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patogénica en la génesis de la recurrencia y su potencial utilidad como
biomarcadores, tanto en su vertiente predictiva (aplicabilidad clinica) como
terapéutica, al desentrafiar posibles dianas clave sobre las que poder actuar

para prevenir la recurrencia de la EC tras la cirugia.

Objetivos:

- Caracterizar el comportamiento evolutivo de la calprotectina fecal en los
pacientes intervenidos y definir: su capacidad predictiva de recurrencia, el
momento mas adecuado tras la cirugia para iniciar la monitorizacion de sus
valores, su sensibilidad en la deteccion de lesiones tempranas para poder
cribar la realizacidbn de endoscopia y los puntos de corte Optimos en estos

pacientes para identificar con fiabilidad la actividad inflamatoria de novo.

- Caracterizar los cambios evolutivos en el patron de expresion de citoquinas
tras la cirugia e identificar posibles perfiles diferenciales que se correlacionen

con el desarrollo de la recurrencia post-quirargica.

- Analizar la utilidad de las a-defensinas plasmaticas como biomarcadores en el
contexto post-quirdrgico de la EC, para diferenciar a los pacientes que

desarrollan recurrencia temprana de aquellos que se mantienen en remision.

- Identificar perfiles de microRNAs con expresion diferencial entre los pacientes
con vs. sin recurrencia post-quirdrgica precoz y estimar su capacidad predictiva
como biomarcadores para determinar el riesgo de recurrencia en estos

pacientes, asi como explorar las vias patogénicas implicadas.
- Desarrollar una herramienta de prediccion (indice predictivo combinado)

empleando los biomarcadores identificados para su aplicacion en la practica

clinica.
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[V. MATERIAL Y METODOS
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Este estudio se inicié tras la aprobacion por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe, a fecha 24 de abril de
2011 (N° Registro: 2010/0342), de acuerdo con la Declaracion de Helsinki.
Todos los pacientes y controles dieron su consentimiento informado por escrito

para la inclusiéon en el estudio.

1. Seleccion de pacientes y controles. Criterios de inclusion y exclusion.

Criterios de inclusion:

- Ser mayor de edad.

- Firmar el consentimiento informado.

- Diagnostico previo de enfermedad de Crohn.

- Requerir de una reseccion intestinal como parte del tratamiento de su
enfermedad de Crohn. No era necesario que fuera la primera cirugia
resectiva.

- En el caso de los controles, no presentar ninguna enfermedad conocida ni
estar bajo ninguna medicacién. Se incluian tras comprobar que sus
pardmetros analiticos (incluyendo reactantes de fase aguda) se ajustaban a

la normalidad.

Criterios de exclusion:

- Embarazo.
- Requerir de una cirugia resectiva con ileostomia definitiva.

- Presentar otra enfermedad inflamatoria crénica concomitante.

En base a estos criterios, se incluyeron de manera prospectiva 67 pacientes
con EC, de los cuales 61 finalizaron el seguimiento completo (2 afios). En 6 de
ellos no fue posible completar el seguimiento post-quirdrgico por diversas
causas: 1 falleci6 por causas no relacionadas con la enfermedad, 1 fue
excluida a los 6 meses por embarazo, 1 presentd un diagndstico de neoplasia
pulmonar durante el seguimiento y 3 dejaron de acudir voluntariamente al

seguimiento durante el primer afo.
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2. Variables clinicas, analiticas, endoscopicas y radioldgicas recogidas

Para el registro de los datos de los pacientes incluidos se generé una base de
datos anonimizada en Access (Office 2010) donde se recogieron todas las

variables contempladas:

Caracteristicas basales de los pacientes: sexo, edad en el momento de la
cirugia, afios de evolucion de la enfermedad hasta la cirugia, localizacion de
la enfermedad y comportamiento clinico segun la clasificacién de Montreal,

habito tabaquico, tratamiento inicial y resecciones previas.

- Caracteristicas de la cirugia: indicacion, tipo de reseccion y complicaciones.

- Datos relativos a la recurrencia post-quirdrgica y a su evaluacion:
tratamiento preventivo, tiempo (meses) hasta la apariciébn de recurrencia
desde la cirugia, tipo de recurrencia, tratamiento de la recurrencia, e indice
endoscopico de Rutgeerts o indice radiolégico de Sailer segun la prueba
morfologica realizada para la evaluacién de la recurrencia (ileocolonoscopia

0 entero-RM, respectivamente).

- Para la evaluacién de la actividad clinica se empleé el indice de Harvey-
Bradshaw, que se calcul6 para todos los pacientes en el momento de la
realizacion de la prueba morfoldégica de control destinada a evaluar la

presencia de recurrencia.

- Dentro de las variables analiticas, se recogieron todos los valores de las
variables analizadas (en las muestras de sangre y heces) en cada uno de
los tiempos considerados, pre- y post-cirugia (detallados en el apartado
siguiente): calprotectina fecal (CF), parametros bioquimicos de fase aguda
(proteina C reactiva [PCR], fibrin6geno), citoquinas plasmaticas (IL-18, IL-2,
IL-6, IL-10, IL-12p70, IL-13, TNFa, IFNy) y a-defensinas plasméticas 1-3.

- Los datos relativos al estudio de microRNAs en plasma se recogieron en
una base de datos aparte, para su analisis y posterior seleccion de aquellos

diferencialmente expresados (en el subgrupo de pacientes con recurrencia
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vs. el subgrupo de pacientes sin recurrencia durante el seguimiento) para su

validacion final.

3. Diseno experimental: recogida de muestras, “timing” y definiciones

Todos los pacientes fueron incluidos, consecutivamente, en el momento de la
cirugia resectiva (reseccion ileocecal o ileocolénica por motivo de su
enfermedad de Crohn), realizandose un seguimiento prospectivo de 2 afos tras
la intervencion (o hasta el momento de evidenciarse la aparicion de recurrencia

morfologica).

Se obtuvieron muestras seriadas de sangre periférica y de heces en todos los
pacientes, realizdndose una primera determinacion basal pre-cirugia (en la
semana previa a la misma) y posteriores determinaciones seriadas tras la
intervencién, a los 1, 3, 6, 9, 12, 18 y 24 meses (0 hasta el momento de

confirmarse la aparicion de recurrencia post-quirargica).

Dentro de los 6-12 primeros meses tras la cirugia se realiz6 la prueba
morfolégica de control en todos los pacientes para evaluar la presencia de
recurrencia (mediante ileocolonoscopia o, en su defecto, entero-RM, en los
casos en que no fue posible una valoraciéon adecuada del neo-ileon por
endoscopia o en aquellos pacientes asintomaticos que rechazaron someterse a
la endoscopia). En todos los casos, se calcularon los indices correspondientes
validados para la valoracion de la recurrencia post-quirargica (indice

endoscopico de Rutgeerts o indice radiolégico de Sailer, respectivamente).

En la figura 6 se resume el cronograma del protocolo disefiado para el estudio.
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Figura 6. Cronograma del estudio. Puntos considerados para la obtencion seriada de
las muestras biolégicas (pre- y post-cirugia), asi como para la valoracién morfologica y

clinica de la recurrencia durante el seguimiento.
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La actividad clinica se evalu6 mediante el indice de Harvey-Bradshaw (IHB),
que se calculé en todos los pacientes en el momento de la realizacion de la
prueba morfolégica de control, considerandose segun la puntuacion obtenida:
<5 remision clinica, 5-7 actividad leve, 8-16 actividad moderada o >16 actividad

grave (Tabla 8).
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Tabla 8. indice de actividad clinica de Harvey-Bradshaw (223).

Variables (n° de puntos)

1. Estado general:  Muy bueno (0); Regular (1); Malo (2); Muy malo (3);

Terrible (4 puntos).

2. Dolor abdominal: No (0); Ligero (1); Moderado (2); Intenso (3).

3. Numero de deposiciones liquidas diarias (n puntos)

4. Masa abdominal: No (0); Dudosa (1); Definida (2); Definida y dolorosa (3).

5. Complicaciones: Artralgia (1)
Uveitis (1)

Eritema nodoso (1)

Ulceras aftoides (1) Puntuacion total:

Pioderma gangrenoso (1) <5 remision clinica

Fistula anal (1) 5-7 actividad leve

Otras fistulas (1) 8-16 actividad moderada

Absceso (1) >16 actividad grave
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Obtencién y procesado de las muestras biologicas

Para la determinacién de los valores de calprotectina fecal (CF), se solicitd a
todos los pacientes que proporcionaran una muestra de heces (unos 5 gr) en la
semana previa a la cirugia y, posteriormente, en cada uno de los tiempos
considerados. Se indicaba que fuera recogida hasta un maximo de 5 dias antes
y almacenada en nevera hasta su entrega en el laboratorio. Se explico
previamente a los pacientes las condiciones de recogida de las heces (con el
fin de evitar contaminaciones con orina o0 agua del inodoro) y se les
proporcioné un recipiente con tapa enroscada y una espatula para la recogida
de la muestra. Se inform6 de las condiciones a evitar los dias previos a la
recogida (como la toma de AINEs o AAS) y en caso de tener prevista una
colonoscopia coincidiendo con alguna de las tomas, se indic6 la recogida de la
muestra antes de iniciar la preparacion para la misma (nunca durante la
preparacion o tras la colonoscopia), con el fin de evitar alteraciones en los

niveles de CF.

El resto de variables analizadas se determinaron en las muestras de sangre
periférica obtenidas de cada paciente en cada uno de los tiempos
considerados. En cada extraccion se obtenian tres tubos de analitica ordinaria
(bioquimica con PCR, hemograma y hemostasia) para la determinacion de
pardmetros analiticos, y un tubo extra de EDTA (unos 10 ml) para la
determinacién de parametros experimentales (perfil de citoquinas plasmaticas,

concentracion de a-defensinas y estudio de microRNAS).

Estos protocolos experimentales fueron realizados en plasma. Para la
obtencion del plasma, se procesaban las muestras de sangre periférica (el tubo
de EDTA) tras su obtencion, mediante centrifugacion en gradiente con
Histopaque® (Sigma-Aldrich) y posterior separacion de las células
mononucleares y el plasma. Para ello, 5 ml de sangre total se vertian sobre 8
ml de Histopague® en un tubo de plastico de 15 ml. Se realizaba una primera
centrifugacion a temperatura ambiente durante 30 minutos a 1300 rpm, de
forma que la serie roja sedimenta en el fondo. El plasma y la interfase blanca,
donde se localizan los linfocitos y otras ceélulas mononucleares (fases
superiores) se recogian y alicuotaban en tubos eppendorf aparte.
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Posteriormente, se realizaba una segunda centrifugacion a 5000 rpm durante
10 minutos para separar el plasma de las células. El sobrenadante final
(plasma) se separaba en otro tubo eppendorf y era almacenado a -80°C para

los analisis posteriores de citoquinas, a-defensinas y microRNAs.

El resumen del protocolo para el procesado de las muestras de sangre y

obtencién del plasma se expone a continuacion:

1. Cinco ml de sangre periférica se afiaden a un tubo con 8 ml de Histopaque®
atemperado. Verter la sangre lentamente por la pared del tubo.

2. Centrifugar durante 30 minutos a 1300 rpm.

3. Recoger la fase superior (plasma y células mononucleares) y separar en un
tubo aparte. Repartir en eppendorfs.

4. Centrifugar durante 10 minutos a 5000 rpm.

5. Separar el sobrenadante final (plasma) de las células y almacenar ambos

eppendorfs a -80°C hasta su andlisis.

Todas las muestras fueron debidamente codificadas (anonimizadas), para
permitir su correcta identificacion pero manteniendo la confidencialidad de los
pacientes y controles incluidos en el estudio. Las muestras fueron custodiadas
y almacenadas como coleccién privada a los efectos oportunos, segun

establece la normativa vigente sobre biobancos.
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4. Evaluacion de larecurrencia post-quirargica

La prueba morfolégica de control para evaluar la presencia de recurrencia se
realiz6 en todos los pacientes dentro de los 6-12 primeros meses tras la
cirugia. La valoracién morfologica se realiz6 mediante ileocolonoscopia o, en su
defecto, mediante entero-RM, en aquellos pacientes asintomaticos que
rechazaron someterse a la endoscopia durante el primer afio o en los que, por
cualquier motivo, no fue posible la adecuada valoracion del neo-ileon mediante
endoscopia. En aquellos pacientes sin evidencia de recurrencia en la prueba
morfologica realizada durante el primer afio, se realiz6 una segunda evaluacion
al final del seguimiento (a los 24 meses) o en el momento de presentar

recurrencia clinica.

Se definid la presencia de recurrencia clinica como un indice de Harvey-
Bradshaw (IHB) superior a 5 puntos. Los criterios considerados para definir la

presencia de recurrencia morfolégica se exponen a continuacion.

4.1 Recurrencia post-quirdrgica evaluada mediante endoscopia

Las colonoscopias se realizaron en la Unidad de Endoscopias de nuestro
Servicio, de acuerdo al protocolo estandarizado de preparacién previa y
empleando para ello soluciones no basadas en fosfatos, puesto que pueden
producir aftas en el tubo digestivo (en nuestro centro se emplea CitraFleet®, o
Moviprep® en caso de insuficiencia renal). Las exploraciones se realizaron en
salas de colonoscopia estandar equipadas con un brazo quirdrgico donde se
sitia el procesador Exera Il (Olympus), fuente de luz, fuente de diatermia
(ERBE ICC 200), bomba de CO2 y bomba de lavado (Figura 7). Para la
valoracion endoscopica de los pacientes se emplearon endoscopios de la

marca Olympus (colonoscopio alta definicion CF-H180AL).
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Figura 7. Sala de colonoscopia estandar de nuestro centro.

Todas las exploraciones fueron realizadas por un endoscopista experto (con
mas de 10 afios de experiencia), grabadas e interpretadas por un segundo
endoscopista experto de la Unidad. En caso de discrepancia en algun aspecto,
la valoracion final fue decidida por consenso entre ellos. En cada caso, se
examinaron al menos 15 cm de neoileon y se especifico en el informe la
longitud explorada y la explicacion detallada de los hallazgos, con especial
hincapié en las variables endoscoépicas necesarias para calcular el indice de

Rutgeerts, que también se especifico en el informe.

Se considerd que un paciente presentaba recurrencia post-quirdargica si en el
momento de la endoscopia presentaba un indice endoscopico de Rutgeerts 2
i2b, que corresponde a la modificacién propuesta por Doménech et al. (297) al
indice clasico de actividad de Rutgeerts (Tabla 5, pag. 89) (230).

Esta modificacion subdivide el grado i2 (>5 aftas con mucosa normal entre
lesiones, areas salteadas de lesiones mas grandes o Ulceras confinadas a <1
cm de la anastomosis) en: i2a si la lesibn comprende Unicamente Ulceras
confinadas a <l1cm de la anastomosis (y cuyo origen puede ser isquémico tras
la cirugia, no por recurrencia de la enfermedad propiamente dicha), e i2b en
caso de evidenciarse >5 aftas con mucosa interlesional sana o areas salteadas

de lesiones mas grandes.
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4.2 Recurrencia post-quirargica evaluada mediante entero-RM

Las entero-RM se realizaron de acuerdo al protocolo estandarizado de
preparacion y adquisicion de imagenes para la valoracion morfologica de la
recurrencia establecido en el Servicio de Radiologia del Hospital Universitari i
Politecnic la Fe, en equipos de RM de 1,5T o 3T indistintamente (GE
MedicalSystems, Milwaukee, W1).

El procedimiento se realizaba tras un minimo de 6 horas de ayuno. Se
administraba un contraste oral (1500 ml de una solucion de manitol al 5%)
inmediatamente antes de la RM, para la distension de las asas del intestino
delgado, asi como 10 mg de N-butilbromuro de hioscina (Buscopan®;
Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Germany) por via intravenosa antes de
empezar la prueba y otros 10 mg antes de la administracion de gadolinio, para
reducir el peristaltismo intestinal. En caso de contraindicacion (glaucoma,
arritmia, hiperplasia benigna de prostata) se administraba 1 mg de glucagoén
(Glucagen®; Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark) por via intravenosa en dosis
Gnica al principio de la prueba. En todos los casos se administraba contraste
intravenoso para la realizacién de estudio dinAmico en fases, para lo que se
us6 gadobenato de dimeglumina (MultiHance®; Bracco Diagnostics Inc., Milan,
Italy), a dosis de 0,2 ml / kg de peso corporal y administrados a una velocidad
de 2 ml / seg. Las imagenes se obtienen con el paciente en decubito prono. El

tiempo medio de realizacion de la prueba es de aproximadamente 40 minutos.

Las secuencias y parametros del protocolo de entero-RM se detallan en la
Tabla 9.
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Tabla 9. Protocolo de entero-RM para la adquisicion de imagenes.

Secuencias Plano Espesor RT/ET (ms) FOV Matrix Flip Receiver
corte/gap (mm) angle Bandwidth
T2-SSFSE Coronal 4/0 1500/120 440x440 384 x 224 90 50
FIESTA Coronal 4/0 4.60/1.54 440x440 384 x 224 65 125
T2-SSFSE Axial 5/1 1500/120 Variable 384 x 224 90 50
T2-SSFSE-FS Axial 5/1 1500/120 Variable 384 x 224 90 50
DWI (b:0, 800) Axial 5/1 ET Minimo Variable 132 x 132 90 -
LAVA-XV Coronal 2/0 4.9/1.8 440x440 320x 224 12 62.5
In Phase FS Axial 5/1 185/2.1 Variable 256 x 180 70 31.25

SSFSE, Single-Shot Fast Spin Echo; FIESTA, Fast Imaging Employing Steady State Acquisition; FS, Fat
Saturation; DWI, Diffusion-Weight Imaging (b values, 0 and 800 s/mm2); LAVA-XV, Liver Acquisition with
Volume Acceleration-Extended Volume; RT/ET, repetition time/echo time; FOV, field of view.

Todas las exploraciones eran revisadas por dos radiélogos con mas de 10 afios
de experiencia en RM, pertenecientes al area de abdomen de nuestro grupo
multidisciplinar. En caso de discrepancia en algun aspecto, la valoracion final
fue decidida por consenso entre ellos. Las variables radiolégicas analizadas
para el calculo del score radiolégico de cada paciente eran recogidas en una
hoja de recogida de datos disefiada a tal efecto.

En los pacientes que fueron evaluados mediante prueba de imagen, se
consider6é que un paciente presentaba recurrencia post-quirtrgica si en el
momento de la entero-RM presentaba un indice de Sailer 2 MR2 (Tabla 6,
pag. 90) (270, 298).
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5. Caracterizacion evolutiva de marcadores serolégicos y fecales

5.1 Monitorizacion y anédlisis de los valores de calprotectina fecal

Las muestras de heces se emplearon para determinar y monitorizar los valores
de calprotectina fecal (CF) en todos los pacientes tras la cirugia, evaluar la
correlacion de sus valores con los hallazgos morfolégicos (en la endoscopia o
entero-RM) y definir su capacidad predictiva de recurrencia en comparacion

con los marcadores seroldgicos.

Para ello, las concentraciones de CF en las muestras de heces se
determinaron  mediante un test comercialmente  disponible de
enzimoinmunoandlisis cuantitativo basado en anticuerpos policlonales
(Calprest®, Eurospital, Trieste, Italia), empleando un analizador de ELISA Best
2000 totalmente automatizado. Las muestras de heces se procesaban tras su
recepcion, con una primera dilucion en tampdén de extraccion. El
homogeneizado obtenido se centrifugaba durante 20 minutos a 10000 g y el
extracto sobrenadante (1 ml) se congelaba a -20°C hasta su posterior analisis.
Las concentraciones de CF en las muestras de heces se calculaban
posteriormente siguiendo los pasos establecidos en el protocolo del fabricante.
La sensibilidad analitica es de 6,25 ng/ml. Todos los resultados se
normalizaban con respecto al peso humedo de las heces (en gramos),

expresandose las concentraciones de CF resultantes en ug/g de heces.

5.2 Determinacion y andlisis del perfil de citoquinas plasmaticas

La determinacion de citoquinas plasmaticas se realizd, en primer lugar, para
evaluar si el patron de citoquinas pre-operatorio cambia tras la cirugia (y
regresa al perfil tipico de la EC temprana); en segundo lugar, para monitorizar
sus niveles plasmaticos durante el curso postoperatorio y caracterizar los
cambios que acontecen en el perfil de produccién de citoquinas y, por ultimo,
para comparar los cambios que tienen lugar en la respuesta inmune entre los
pacientes con vs. sin recurrencia durante el seguimiento y evaluar si los
pacientes que desarrollan recurrencia precoz presentan un patron diferenciado
de citoquinas durante el curso postoperatorio que se relacione con el desarrollo

de la recurrencia.
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Para la determinacién de las citoquinas (IL1-B, IL-2, IL-6, IL-10, IL-13, IL-12p70,
IFN-y y TNF-a) en las muestras de plasma de los pacientes y de los controles
sanos incluidos (n=21) se emplearon kits comerciales de alta sensibilidad y la
plataforma de analisis multiplexado Luminex®. Esta técnica, basada en el
analisis de fluorescencia por citometria de flujo modificada, es mas sensible
que una técnica convencional de ELISA y aporta la ventaja afiadida del analisis
“‘multiplex”, es decir, permite el analisis simultaneo de varias citoquinas en un
volumen reducido de muestra. Para ello, se emplea un citometro de flujo
modificado: el Luminex 100 IS™ (Figura 8) y ademas, kits especificos de alta
sensibilidad Milliplex® Map de Millipore (pg/ml). Para el propdsito de este
estudio se empled el kit MILLIPLEX MAP High Sensitivity Human Cytokine
Panel (Cat # HSCYTO-60SK), de Millipore.

Figura 8. Plataforma de analisis Luminex®, tecnologia basada en el analisis de

fluorescencia por citometria de flujo modificada (con permiso del proveedor).

Luminex® 100/200™ system

Red laser Green laser
Probe-immobilized "yt~ ¥ oy
fluorescent beads A, OGA.
| SA-PE

Identification of fluorescent beads Quantification of amplicons

by the intencity ratio of internal dyes by the fluorescent intencity of PE

excited by red laser. excited by green laser.

° xMAP
Luminex. ..
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Previamente, el protocolo de andlisis fue puesto a punto en nuestro laboratorio,
comprobandose la utilidad de estos kits comerciales de alta sensibilidad para la

determinacion de citoquinas en muestras plasméaticas humanas.

Este sistema se basa en una técnica de ELISA modificada, de tal forma que
existe un reconocimiento antigeno-anticuerpo, donde el antigeno es la
citoquina de interés presente en la muestra y el anticuerpo (reactivo del kit
comercial) esta acoplado a una esfera (bead) que permite incrementar el
tamafo final del complejo antigeno-anticuerpo. De esta forma, el complejo es
detectado por el Luminex® que ademas de identificar, puede también
cuantificar la cantidad de citoquina presente en la muestra gracias a la
intensidad de sefal de fluorescencia recogida y a la interpolacion en la curva

estandar.

A partir de volimenes de plasma que son constantes para todas las muestras,
los resultados obtenidos son un fiel reflejo de las cantidades de citoquinas
presentes en cada sujeto y, por tanto, permite una valoracion real de como
oscila la expresién de cada citoquina segun la evolucién de la enfermedad e,
igualmente, permite comparar diferencias de expresion de citoquinas entre

pacientes.

Los datos resultantes obtenidos (valor de fluorescencia) de cada una de las
citoquinas son interpolados en una curva de calibrado estandar que se analiza
conjuntamente a tal fin. Esto permite expresar los resultados como cantidad de

citoquina por volumen de muestra empleada.

5.3 Determinacion y analisis de los niveles de a-defensinas plasmaticas

En base a los hallazgos previos de nuestro grupo, respecto al aumento de las
concentraciones plasmaticas de las a-defensinas 1-3 en los pacientes con EC
ileal activa (al debut) y su potencial utilidad como biomarcadores para
identificar la actividad de la enfermedad en este contexto, se realizo la
determinacion de a-defensinas en el presente estudio para evaluar su posible
utilidad también en los pacientes intervenidos para identificar el desarrollo de

actividad inflamatoria de novo, en el seno de la recurrencia post-quirdrgica.
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La determinacion de sus concentraciones en las muestras de plasma se realizo
mediante técnica de ELISA, empleando para ello un kit comercialmente
disponible (Hycult Biotech HNP1-3, Human, ELISA kit Catalog # HK317-01;
Netherlands). Previamente a la realizacion de los experimentos, el protocolo del
fabricante fue puesto a punto en el laboratorio, probandose diferentes
diluciones hasta encontrar la diluciébn Optima de las muestras para la
determinacion (en nuestro caso fue 1/100). La medicion espectrofotométrica de
la cantidad de defensinas se realiz0 a 450 nm. La concentracion de cada
proteina en las muestras de plasma se calculé6 de acuerdo con una curva

estandar.

6. Estudio de miRNAs

Para el analisis inicial de los microRNAs (miRNAs) en plasma se emplearon 20
muestras de pacientes por cada grupo (recurrencia y no recurrencia),
empleandose una cantidad de 50uL de muestra por paciente. Posteriormente,
para la validacion final, se emplearon un total de 64 muestras (explicacion
detallada en el apartado de resultados). Para el primer analisis se hicieron
“‘pooles” de muestra de 1mL para cada grupo analizado, mientras que para la
validacion posterior se utilizaron muestras individuales de 200-300uL por

paciente.

6.1 Extraccién del ARN a partir de las muestras de plasma

Para la extraccion del ARN se utilizé el kit comercial: mIRCURY™ RNA
Isolation Kit — Biofluids, partiendo de 200 ul de plasma por muestra. Este kit
presenta la ventaja de que estd optimizado para la obtencién de ARN de alta
calidad a partir de muestras de biofluidos (como plasma) donde se espera un
bajo rendimiento de extraccion por la poca cantidad de ARN presente en la

muestra.

Se afiadieron 3 spike-in de ARN (UniSp2, UniSp4 y UniSp5) a diferentes

concentraciones (incrementos de 100 veces) como controles de la extraccion.
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6.2 Andlisis (deteccidon) mediante PCR cuantitativa a tiempo real

Se emplearon 19 pl del volumen de ARN extraido para hacer la
retrotranscripcion (RT) utilizando para la reaccién: miRCURY LNA™ Universal
RT microRNA PCR, poliadenilacion y el kit de sintesis de cDNA, todo de
Exigon. Se afadi6 un spike-in (UniSp6) para confirmar que Ila
retrotranscripcion, y posteriormente la amplificacion, se daba con la misma

eficiencia en todas las muestras.

El cDNA resultante se diluyo 50 veces y la reaccion de PCR se realizé en un
volumen final de 10 pl, siguiendo las indicaciones del protocolo de miRCURY
LNA™ Universal RT microRNA PCR. Se emplearon los paneles | y Il de
EXILENT SYBR® Green master mix, analizando cada miRNA individualmente.
Estos paneles cuentan ademas con el spike-in UniSp3 (en combinacion de la
muestra de ADN vy los oligos) y que permite detectar inhibiciones a este nivel.
Como controles negativos se utilizaron productos de la RT donde no se habia
afiadido muestra y que se procesaron de manera idéntica al resto de productos
de la RT.

Se empled el LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche) para la
reaccion de PCR cuantitativa y placas de 384 pocillos.

El analisis de los resultados se realiz6 con el software de Roche LC, para
determinar las Cq (método de la segunda derivada) y para el analisis de las

curvas de melting.

Para conocer la eficiencia de la amplificacion se calculd utilizando algoritmos
similares a los empleados en el software LinReg. Se analizaron las curvas de
melting de todos los ensayos y se comprobd si las Tm estaban dentro de las
especificaciones del ensayo. Se establecié como punto de corte 5 Cgs menos
que el control negativo, y ademas que la Cg< 37 para que el resultado fuera

incluido en el analisis.

Utilizando el NormFinder software (Andersen CL, 2004), se observo que el
normalizador mé&s adecuado se obtenia de la media de los resultados

detectados en todas las muestras. De tal forma, todos los datos fueron
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normalizados con la media de los ensayos detectados en todas las muestras

(media — Cq de la muestra).

Otro aspecto que se considero fue la presencia de hemdlisis en las muestras,
factor a evitar pues induce contaminacion con miRNAs que no deberian estar
presentes en las muestras de plasma. Se analizaron dos miRNAs: miARN-451
que esta presente en los eritrocitos y el miARN-23a que es bastante estable en
plasma aun en presencia de hemolisis. El ratio de estos dos miRNAs se

correlaciona con el grado de hemolisis de la muestra.
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7. Analisis estadistico

Los datos se han resumido mediante media (desviacion estandar) y mediana
(ler y 3er cuartil) en el caso de variables continuas y mediante frecuencias
relativas y absolutas en el caso de variables categoricas. La recurrencia se ha
modelizado mediante un analisis de supervivencia en el que el evento se ha
considerado la recurrencia post-quirtrgica. Dado que las determinaciones de
los distintos parametros analiticos se han realizado en distintos momentos del
tiempo a lo largo de los 24 meses de seguimiento, se ha realizado un analisis
de regresion de Cox con covariables tiempo-dependientes. Adicionalmente, se
han realizado modelos de regresion lineal mixta con splines para modelizar la
evolucion de cada una de las variables en el tiempo. Las curvas de incidencia
acumulada se calcularon mediante el método de Kaplan Meier y el test del log-
rank. Se analizaron los perfiles de expresion de citoquinas mediante fuzzy
clustering, asi como su asociacion con el estado de recurrencia mediante un
modelo de regresion beta mixto, y se elaboraron gréaficos tipo heat map para
representar la evolucion de las concentraciones plasméaticas de citoquinas
durante el curso postoperatorio en cada grupo. Otros analisis bivariados entre
los grupos para datos continuos se realizaron mediante la prueba T de Student
(t-test). Los p valores <0.05 se han considerado estadisticamente significativos.
Todos los andlisis se han realizado mediante el software R (version 3.3.2),
salvo los relativos al estudio de los microRNAs, en los que se ha empleado el

software especifico detallado en el apartado anterior.
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V. RESULTADOS
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1. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos

Se incluyeron en el analisis final 61 pacientes con EC sometidos a reseccion
ileocecal o ileocdlica por motivo de su enfermedad, incluidos de manera
consecutiva desde mayo de 2011 hasta marzo de 2014, y que completaron un
seguimiento prospectivo de 2 afios desde la cirugia (tiempo fin de seguimiento
del ultimo paciente a principios de 2016), asi como los procedimientos y

determinaciones contempladas en el protocolo del estudio.

La media de edad fue de 40.7 afos (rango, 18-74), con predominio de sexo
masculino (39 hombres y 22 mujeres), y la mayoria de los pacientes
presentaban una localizacion ileal de la enfermedad (45 pacientes, 73.8%). En
25 pacientes el patron evolutivo fue estenosante, en 18 penetrante y en 18
inflamatorio. Seis pacientes habian presentado una reseccién intestinal previa.
A todos los pacientes se les realiz6 una reseccion del tramo afectado con
margenes macroscopicamente libres de enfermedad, confirmado en el estudio

histopatolédgico de la pieza quirdrgica.

Tras la reseccion intestinal, 54 pacientes (88.5%) recibieron tratamiento de
prevencion de la recurrencia post-quirdrgica, instaurado en todos los casos
entre la segunda y tercera semanas tras la reseccion: 6 pacientes recibieron
Unicamente mesalazina a dosis altas, 33 recibieron tiopurinas, 14 recibieron
bioldgicos (11 adalimumab y 3 infliximab) y 1 paciente recibié tratamiento
combinado, azatioprina e infliximab (inici6 tratamiento de prevencion con
azatioprina, pero hubo que afadir posteriormente biolégico por presencia de
enfermedad perianal activa).

Las caracteristicas basales (demogréficas y clinicas) y relativas a la cirugia de

los pacientes incluidos se recogen en la Tabla 10.
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Tabla 10. Caracteristicas basales de los pacientes incluidos (datos expresados en
media [rango] para variables continuas y frecuencia [%] para variables categoricas).

Caracteristicas n =61
Edad (afios) al momento de la cirugia, media (rango) 40.7 (18-74)
Sexo (H/M), n 39/22
Qura?lon de‘la enfermedad (afios) al momento de la 6.5 (0-37)
cirugia, media (rango)
Reseccién intestinal previa, n (%) 6 (9.8%)
Indicacion de la cirugia, n (%)
Fracaso tratamiento médico 18 (29.5%)
Estenosis 25 (41%)
Patréon penetrante 18 (29.5%)
Tabaquismo activo tras la cirugia, n (%) 13 (21.3%)
Localizacién, n (%)
L1 lleal 45 (73.8%)
L3 lleocdlico 12 (19.6%)
L1+ L4 (Gl alta) 4 (6.6%)
Patrén de comportamiento, n (%)
B1 Inflamatorio 18 (29.5%)
B2 Estenosante 25 (41%)
B3 Penetrante 18 (29.5%)
P Perianal 14 (23%)
Tratamiento de prevenciéon de recurrencia, n (%)
Tiopurinas 33 (54.1%)
Anti-TNFa en monoterapia 14 (22.9%)
Tratamiento combinado 1(1.7%)
Mesalazina dosis altas 6 (9.8%)
Ninguno 7 (11.5%)
H, Hombre; M, Mujer; Gl, gastrointestinal; TNFa, Factor de necrosis
tumoral-a

2. Pacientes con vs. sin recurrencia post-quirdrgica precoz

La prueba morfolégica de control para evaluar la presencia de recurrencia se
realiz6 en todos los pacientes dentro de los 6-12 primeros meses, con un
intervalo medio de 10.6 (£ 0.6) meses tras la cirugia. De los 61 pacientes, 32
(52.5%) fueron evaluados mediante endoscopia, y los 29 restantes (47.5%)
mediante entero-RM (Tabla 11).
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Evolutivamente, un total de 27 pacientes (44.3%) presentaron recurrencia
morfolégica durante el seguimiento, de los cuales 16 pacientes presentaron
recurrencia endoscopica y 11 recurrencia radiolégica (Tabla 11). De éstos, un
total de 7 pacientes (25.9%) presentaron recurrencia clinica (IHB =5 en el

momento de la prueba morfolégica de control).

Tabla 11. Tasas de recurrencia endoscoépica y radiolégica durante el seguimiento.

Pacientes (n=61)

Endoscopia

Entero-RM

Total evaluados (n, %)

32/ 61 (52.5%)

29/ 61 (47.5%)

Remision (n, %)

16 / 32 (50%)

18 / 29 (62%)

16 / 32 (50%)

11/ 29 (38%)

11/ 16 (68.7%)

8 /11 (72.7%)

5/ 16 (31.3%)

3/11 (27.3%)

De los 27 pacientes que presentaron recurrencia post-quirdargica, 19 pacientes
la presentaron en los primeros 12 meses (2 pacientes a los 6 meses, 4 a los 7
meses, 4 a los 9 meses y 9 a los 12 meses) y un total de 8 pacientes
presentaron la recurrencia durante el segundo afio de seguimiento (6 pacientes

alos 18 meses y 2 a los 24 meses) (Figura 9).

Figura 9. N° de pacientes con desarrollo de recurrencia a lo largo del seguimiento.
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La incidencia acumulada de recurrencia en nuestra cohorte de pacientes a lo

largo del seguimiento se muestra en la Figura 10.

Figura 10. Incidencia acumulada de recurrencia post-quirdrgica durante el

seguimiento.
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La comparacion de las caracteristicas basales entre los pacientes con

recurrencia post-quirdrgica precoz y aquellos sin recurrencia se recoge en la
Tabla 12.
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Tabla 12. Descriptivo de las caracteristicas clinicas de los pacientes con vs. sin
recurrencia post-quirargica durante el seguimiento (datos expresados en media [rango]
para variables continuas y frecuencia [%] para variables categoricas).

Caracteristicas Recurrencia No recurrencia p
(n=27) (n=34)

Edad (afios) al momento de la cirugia 41 (18-72) 40 (22-74) ns

Sexo (H/M) 16/11 23/11 ns

., = ns
Duracién de la epfen:nedad (afos) al 6.7 (0-37) 6.4 (0-26)
momento de la cirugia
Reseccién intestinal previa 2 (7.4%) 4 (11.7%) ns
Indicacion de la cirugia ns

Fracaso tratamiento médico 14 (51.9%) 4 (11.8%)

Estenosis 9 (33.3%) 16 (47.1%)

Patrén penetrante 4 (14.8%) 14 (41.2%)
Tabaquismo activo tras la cirugia 6 (22.2%) 7 (20.6%) L
IHB en el momento de la prueba ns
morfolégica

<5 20 (74.1%) 34 (100%)

25 7 (25.9%) 0
Localizacion ns

L1 lleal 20 (74.1%) 25 (73.5%)

L3 lleocdlico 5 (18.5%) 7 (20.6%)

L1+ L4 (Gl alta) 2 (7.4%) 2 (5.9%)

Patrén de comportamiento ns

B1 Inflamatorio 14 (51.9%) 4 (11.8%)

B2 Estenosante 9 (33.3%) 16 (47.1%)

B3 Penetrante 4 (14.8%) 14 (41.2%)

P Perianal 8 (29.6%) 6 (17.6%)
Tratamiento de prevencion de ns
rec”"?;”irinas 11 (40.7%) 22 (64.7%)

P . 7 (25.9%) 7 (20.6%)

Anti-TNFa en monoterapia 0 1(2.9%)

- - o (4]
7 (25.9%) 0

Ninguno

H, Hombre; M, Mujer; IHB, indice de Harvey-Bradshaw;
Gl, gastrointestinal; TNFa, Factor de necrosis tumoral-a
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3. Marcadores fecales: analisis de la calprotectina fecal en el contexto

post-quirdrgico.

3.1 Comportamiento evolutivo tras la cirugia en pacientes con vs. sin

recurrencia post-quirurgica.

La monitorizacion longitudinal de los valores de calprotectina fecal (CF) en
nuestra cohorte de pacientes mostr6 unas concentraciones elevadas del
marcador pre-cirugia (mediana: 429.5 ug/g; IQR [164.5 - 802.5]), que
posteriormente, en ausencia de complicaciones, disminuyeron progresivamente
en los 3 primeros meses tras la cirugia, aunque sin llegar a alcanzar los valores
considerados normales por el laboratorio (a los 3 meses: mediana, 134.5 ug/g;
IQR [64.25 - 245.53)).

En la figura 11 se representa la evolucion global de los valores de CF a lo largo
del tiempo (pre- y post-cirugia), diferenciando entre los pacientes que
desarrollaron recurrencia y los que se mantuvieron en remision durante el
seguimiento. Se observa como los pacientes con recurrencia tenian niveles
globalmente mas elevados de CF y, ademas, presentaban un incremento de la
misma con el paso del tiempo. En cambio, los pacientes que no desarrollaron
recurrencia, tras la disminucion y estabilizacion de los valores en los 3 primeros
meses post-cirugia, mantuvieron posteriormente valores bajos durante el

seguimiento.
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Figura 11. Evolucion temporal (pre- y post-cirugia) de los valores de CF en los

pacientes con y sin recurrencia durante el seguimiento.
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Estas diferencias durante el seguimiento evolutivo fueron estadisticamente
significativas, siendo los valores de CF post-cirugia globalmente mas elevados
en los pacientes que desarrollaron recurrencia post-quirdrgica (mediana: 496
Ha/g; IQR [248,744]), en comparacion con los pacientes que se mantuvieron en
remision durante el seguimiento (80 ug/g [39,139]; p<0.001).

Al considerar por separado los valores de CF segun el tipo de recurrencia
morfolégica (endoscépica y radiolégica) (medianas e IQR: 542 ug/g
[318.5,715.5] y 451 pg/g [262.5,735], respectivamente), se mantienen las
diferencias observadas en comparaciéon con los pacientes sin recurrencia

durante el seguimiento (en ambos casos p<0.001).
En la Figura 12 se muestra la evolucion temporal de las medianas de CF en

cada grupo (recurrencia vs. no recurrencia), en cada uno de los puntos

considerados durante el seguimiento post-quirargico.

128



Figura 12. Evolucién temporal de los valores de CF (medianas, ler y 3er cuartil,
maximo y minimo) en los pacientes con y sin recurrencia durante el seguimiento (en

color gris y en color blanco, respectivamente).
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3.2 Capacidad para predecir la recurrencia post-quirdrgica en

comparaciéon con los marcadores serologicos.

Con el objetivo de determinar la capacidad de la CF como marcador predictor
de recurrencia, se ha ajustado un modelo de regresiéon de supervivencia siendo
la recurrencia el evento a modelizar y teniendo en cuenta que los valores de CF
varian con el tiempo, por lo que se ha utilizado un modelo de regresion de Cox
para variables tiempo-dependientes. Los resultados del modelo se muestran a

continuacion:

Coeficiente Error est. HR Inf. 95% Sup. 95% P-value
CF 0.003 0.001 1.003 1.002 1.004 <0.001
AlC 116.613

Los resultados del modelo confirman la existencia de una asociacion
estadisticamente significativa entre la CF y el riesgo de recurrencia (p < 0.001).
El Hazard Ratio (HR) por incremento en una unidad de los valores de CF es de

1.003 con un intervalo de confianza al 95% [1.002, 1.004].
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Al tratarse de una variable tiempo-dependiente, y dada la observacion previa
de que la CF se mantiene elevada inicialmente tras la intervencién (durante el
primer trimestre), para analizar su capacidad predictiva de recurrencia posterior

se consideraron sus valores a partir de este momento del curso postoperatorio.

Los valores de CF a los 6 meses de la cirugia fueron capaces de diferenciar, de
manera estadisticamente significativa, a los pacientes que desarrollan
recurrencia de aquellos que se mantienen en remision (medianas e IQR: 227
Mo/g [119.5- 546] y 74 pg/g [36-149], respectivamente; p<0.05).

El &rea obtenida bajo la curva ROC (Receiver Operating Characteristic) para la
CF fue de 0.88 (IC 95%, 0.75-0.96) (Figura 13). Al calcular el punto de corte
con mejor capacidad predictiva del modelo, el resultado fue que un valor de CF
>160 ug/g a los 6 meses seria el considerado como mejor predictor de
recurrencia morfolégica. Este punto de corte aporté una sensibilidad del 85%,
una especificidad del 70%, y la ventaja de un valor predictivo negativo muy

elevado, del 98%.

Figura 13. Curva ROC de la CF para predecir la presencia de recurrencia morfoldgica.
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CF, calprotectina fecal; S, sensibilidad; E, especificidad; AUC, area bajo la curva ROC.
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Los resultados del modelo aplicado a los marcadores serolégicos (PCR,
fibrin6geno) también confirmo la existencia de una asociacion estadisticamente
significativa entre estos marcadores y el riesgo de recurrencia (p <0.001),
siendo sus valores significativamente diferentes entre los pacientes que
desarrollaron recurrencia (medianas e IQR: 3 mg/L [1-6.3] y 406 mg/dL [357.5-
470.5], respectivamente), y los pacientes que se mantuvieron en remision
durante el seguimiento (1.1 mg/L [0.78-2] y 344 mg/dL [308-391],
respectivamente; p<0.001) (Figura 14).

Figura 14. Valores de PCR vy fibrinbgeno (medianas, ler y 3er cuartil, maximo y

minimo) en los pacientes con y sin recurrencia durante el seguimiento.
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Sin embargo, al analizar las curvas ROC para comparar su capacidad
discriminativa de recurrencia, ésta fue menor en comparacion con la de la CF,
siendo el area bajo la curva ROC de 0.70 para ambos marcadores, con un IC
95% de 0.64-0.76 y 0.64-0.75, respectivamente.

3.3 Asociacion con el indice endoscoépico de Rutgeerts

Adicionalmente al andlisis principal de la asociacion de las distintas variables
con el riesgo de recurrencia, se realizaron dos analisis suplementarios para
contrastar la asociacion entre los valores de CF y los indices empleados para
evaluar la recurrencia (indice endoscopico de Rutgeerts e indice radiologico de
Sailer). Para la realizacion de estos analisis se emplearon modelos de

regresion ordinal para cada uno de los indices.
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Respecto a la relacion de la CF con el indice endoscopico, el ajuste del modelo
de regresion ordinal mostré la existencia de una asociacion estadisticamente
significativa entre los valores de CF y el indice de Rutgeerts, de forma que a
mayores valores de CF, mayor es la probabilidad de obtener un score de
Rutgeerts elevado (p<0.001). En la tabla del modelo se observa que el
aumento de una unidad en escala logaritmica de CF lleva asociado un OR de
5.78 (IC 95%, 2.68-14.96).

: Std. . Lower Upper P-
Estimate Error exp(Estimate) 95% 95% value
log(CF)  1.755 0.432 5.782 2.684 14,968 <0.001

AlC 88.65

De esta forma, se observa un incremento gradual de los valores de CF en
relacion a la gravedad de la recurrencia endoscopica evaluada mediante el
indice de Rutgeerts. Asi, los valores de CF fueron significativamente mas bajos
en los pacientes con un score de Rutgeerts en la endoscopia i0-i2a (no
recurrencia) en comparacion con los que se clasificaron entre i2b-i4
(recurrencia) (medianas e IQR: 71 pg/g [48.5-123.5] y 542 ug/g [318.5-715.5],
respectivamente; p<0.001; Figura 15).

Figura 15. Valores de CF (medianas) en funcion del indice endoscdépico de Rutgeerts.
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Dado que la interpretacion de los OR ordinales es bastante compleja, también
se ha representado la relacion entre la CF y el indice de Rutgeerts mediante un
grafico que se presenta a continuacion (Figura 16). Este grafico se puede
obtener al aplicar este tipo de andlisis (regresion ordinal), que permite calcular
las distintas probabilidades porcentuales de cada score de Rutgeerts segun los
valores de CF que presenta el paciente. En el gréafico se puede observar como,
para valores bajos de CF, los indices bajos de Rutgeerts (especialmente i0-il)
son con diferencia los mas probables. Sin embargo, conforme aumentan los
valores de CF, la probabilidad del indice i0 disminuye de forma abrupta y

aumentan las de los indices més elevados (i2b, i3 e i4).

Figura 16. Andlisis de regresion ordinal que muestra la probabilidad estimada de cada

uno de los scores del indice de Rutgeerts segun los valores de CF.
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3.4 Asociacion con el indice radiolégico de Sailer

Respecto a los resultados del modelo de regresion ordinal para el indice de
Sailer, aqui también se observé una asociacion estadisticamente significativa
entre los valores de CF y el valor del score radioldgico, de forma que a
mayores valores de CF, mayor es la probabilidad de obtener un valor del indice
de Sailer elevado (p=0.001). En este caso, el aumento de una unidad en escala
logaritmica de CF lleva asociado un OR de 3.43 (IC 95%, 1.73-7.87) (ver tabla

a continuacion).

. Std. . Lower Upper P-
Estimate Error exp(Estimate) 95% 95% value
log(CF) 1.233 0.382 3.432 1.73 7.873 0.001
AIC 75.02

Asi, los valores de CF fueron capaces de discriminar la presencia y gravedad
de la recurrencia radiologica en la entero-RM, de forma que los valores de CF
fueron significativamente mas bajos en los pacientes con un score de Sailer
MRO o MR1 (no recurrencia) en comparacion con los pacientes que fueron
clasificados como MR2 o MR3 (recurrencia) (medianas e IQR: 78 ug/g [41.5-
149.75] y 451 ug/g [262.5-735], respectivamente; p=0.001; Figura 17).
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Figura 17. Valores de CF (medianas) en funcion del indice radiologico de Sailer.
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Del mismo modo que en el caso anterior, también se ha representado la
relacion entre la CF y el indice de Sailer mediante un grafico que permite
calcular las distintas probabilidades porcentuales de cada score de Sailer
segun los valores de CF que presenta el paciente, y que se muestra a
continuacion (Figura 18). En el gréfico se puede apreciar como, para valores
bajos de CF, el indice MRO es el mas probable. Sin embargo, conforme
aumentan los valores de CF, la probabilidad del indice MRO disminuye de

forma abrupta y aumentan las de los indices mas elevados.
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Figura 18. Andlisis de regresion ordinal que muestra la probabilidad estimada de cada

MR score del indice de Sailer segun los valores de CF.

1.0
Sailer
— MRO — MR2
0.8 — — MR1 — MR3
< 06
o
e
o 0.4 —
0.2
0.0 —
[ [ [ [ [ [ [ [
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
CF

136



4. Citoquinas plasmaticas: patron evolutivo tras la cirugia

4.1 Cambios evolutivos en el patron de expresion de citoquinas tras la

cirugia en pacientes con vs. sin recurrencia post-quirurgica

En el analisis inicial mediante fuzzy clustering, que permite agrupar a los
pacientes por similaridad respecto al perfil de citoquinas plasmaticas, pudieron
apreciarse dos perfiles bien diferenciados de pacientes: un grupo de pacientes
con concentraciones mas altas de citoquinas y otro grupo en el que
predominaban globalmente concentraciones mas bajas. Los diferentes perfiles
se representan graficamente mediante heat maps, que permiten apreciar
visualmente cémo se agrupan los pacientes en funcion de la concentraciéon de
citoquinas (Figura 19). Cada columna representa un individuo y cada fila
representa una citoquina. La escala de color mostrada en el lateral ilustra el
nivel de expresion de las citoquinas en plasma: el color rojo representa una

menor concentracion y el color verde una mayor concentracion.

Figura 19. Heat map con los resultados del fuzzy clustering, en el que los individuos
son ordenados de acuerdo a la similaridad en la concentracibn de citoquinas

plasméticas.
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Posteriormente, se realiz0 un segundo andlisis considerando los criterios de
tiempo (evolucion temporal del perfil de citoquinas) y de desarrollo de
recurrencia durante el seguimiento (pacientes separados por grupos:

recurrencia vs. no recurrencia).

Al considerar estos criterios, se observd que los cambios mas llamativos en el
patron de expresidbn de citoquinas se producen en los pacientes que
desarrollaron recurrencia (en comparacion con el grupo sin recurrencia). Estos
cambios se evidenciaron al inicio del seguimiento (tras la intervencion),
apreciandose concentraciones de citoquinas globalmente mas elevadas en
estos pacientes. Evolutivamente, se observa que este patrén cambia de nuevo
con el transcurso del tiempo y vuelve a asemejarse al patrén inicial (pre-cirugia)

al final del seguimiento.

En la Figura 20 se ha representado un primer heat map conjunto, que permite
comparar visualmente ambos grupos (no recurrencia a la izquierda vs.
recurrencia a la derecha) considerando la evolucion temporal de las

concentraciones de citoquinas en ambos grupos tras la cirugia.
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Figura 20. Heat map conjunto (grupo no recurrencia a la izquierda vs. grupo
recurrencia a la derecha) que permite comparar visualmente la evolucién temporal de

la concentracion de citoquinas post-cirugia en ambos grupos.
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Estas diferencias en la concentracion de citoquinas plasméaticas se hacen mas
evidentes visualmente al representar por separado ambos grupos. A
continuacion, en las Figuras 21 y 22, se muestran los heat maps separados
para cada uno de los grupos (pacientes con Yy sin recurrencia,

respectivamente).
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En los pacientes con recurrencia se aprecia un claro predominio de
concentraciones elevadas al inicio (tras la intervencion y durante el primer afio
post-cirugia), representado en el grafico por el predominio de color verde, y se
puede observar como al final del seguimiento (a partir de los 12-18 meses,
segun pacientes), se evidencia una disminucién global de sus valores,

representado en el gréfico por el predominio de color rojo (Figura 21).

Figura 21. Heat map representando los valores de concentracion de citoquinas para

cada paciente (grupo recurrencia) durante el seguimiento post-quirargico.
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Comparativamente, sin embargo, no se evidenciaron cambios llamativos en los
perfiles de expresion de citoquinas durante el curso postoperatorio en el grupo
de pacientes que se mantuvieron en remisiébn (sin recurrencia), que
mantuvieron concentraciones plasmaticas mas bajas (predominio de color rojo)

durante todo el seguimiento (Figura 22).

Figura 22. Heat map representando los valores de concentracion de citoquinas para

cada paciente (grupo no recurrencia) durante el seguimiento post-quirargico.
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4.2 Analisis individualizado de las citoquinas plasmaticas

Tras el andlisis inicial considerando los perfiles de expresiéon de las citoquinas
plasmaticas, se procedié a analizar de forma individualizada cada una de las
citoquinas consideradas (IL1-8B, IL-2, IL-6, IL-10, IL-13, IL-12p70, IFN-y y TNF-
a), con el objeto de caracterizar de forma pormenorizada la evolucion de cada
una de ellas a lo largo del tiempo en ambos grupos y evaluar la potencial
utilidad de una o mas de dichas citoquinas para diferenciar a los pacientes que

recurren de forma precoz de los que no recurren.
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A continuacion se representa la evolucion individual, a lo largo del tiempo, de

las concentraciones de cada una de las citoquinas analizadas (de forma

comparativa entre el grupo de pacientes con y sin recurrencia) (Figuras 23-30):

Figura 23. Evolucion temporal de la IL-1B en pacientes con y sin recurrencia.
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Figura 25. Evolucion temporal de la IL-6 en pacientes con y sin recurrencia.
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Figura 26. Evolucion temporal de la IL-10 en pacientes con y sin recurrencia.
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Figura 27. Evolucién temporal de la IL-12p70 en pacientes con y sin recurrencia.
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Figura 28. Evolucion temporal de la IL-13 en pacientes con y sin recurrencia.
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Figura 29. Evolucion temporal del TNF-a en pacientes con y sin recurrencia.
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Figura 30. Evolucién temporal del IFN-y en pacientes con y sin recurrencia.
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Como se ha comentado en el apartado anterior, y a diferencia de lo que sucede
con la CF, en el caso de las citoquinas plasméticas los valores que parecen
diferenciar méas claramente a los pacientes con recurrencia de aquellos que se
mantienen en remision, son los valores al principio del seguimiento, que son

mas elevados en los pacientes que desarrollan recurrencia de forma precoz.

Posteriormente, con el transcurso de los meses tras la cirugia, los valores se
van igualando entre un grupo y el otro. Para analizar en profundidad posibles
diferencias entre ambos, se realizaron distintos test de Wilcoxon para cada
variable, con el fin de evaluar una posible relacion con la recurrencia en los

distintos tiempos.

En la mayoria de las citoquinas no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos en los distintos tiempos, a excepcién de tres
de ellas: la IL-13 a tiempo cero (pre-cirugia), y la IL-6 e IFN-y a los 6 meses

post-cirugia.

En la IL-10 a tiempo cero, aunque se observé una tendencia diferente en su
evolucion entre ambos grupos, esta diferencia no alcanzd el limite de la
significacion estadistica, a pesar de lo cual hemos creido interesante resefar

esta tendencia en la descripciéon de los resultados.

En la tabla que se expone a continuacion se resumen los resultados

mencionados:

Variable Tiempo (meses) AUC (I1C 95%) P valor
IL-13 0 0.73 (0.58-0.88) 0.006
IL-10 0 0.64 (0.48-0.80) 0.097
IL-6 6 0.67 (0.50-0.85) 0.044
IFN-y 6 0.71 (0.55-0.87) 0.021
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A continuacion, se recogen las concentraciones medias (en pg/ml) que se

obtuvieron de cada una de estas citoquinas en ambos grupos y en los tiempos

mencionados:

Variable Tiempo (meses) Recurrencia No recurrencia
IL-13 0 32.55 7.26
IL-10 0 74.92 26.19
IL-6 6 10.17 3.64
IFN-y 6 27.71 15.12

5. Analisis de

quirargico

las a-defensinas plasméticas en el

contexto post-

Por otro lado, al analizar y comparar las concentraciones plasmaticas de las a-

Def 1-3, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el

subgrupo de pacientes que desarrollaron recurrencia post-quirargica y los

pacientes que se mantuvieron en remision durante el seguimiento (p=0.16),

siendo las concentraciones medias similares entre ambos grupos y en

comparacion con las de los controles (Figura 31).

Figura 31. Concentraciones plasmaticas de o-Def 1-3 entre los pacientes con vs. sin

recurrencia post-quirdrgica y los controles sanos.
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6. indice predictivo combinado de recurrencia precoz tras la cirugia

Con las variables identificadas en los andlisis previos con capacidad predictora
del riesgo de recurrencia (CF, IL-13 pre-quirargica, IL-6 e IFN-y a los 6 meses)

se procedi6 al ajuste de un modelo multivariable.

En este andlisis multivariante se incluyeron, ademds, el resto de variables
demogréficas, clinicas y analiticas recogidas, con el fin de evaluar su utilidad
en la prediccion de la recurrencia post-quirdargica precoz y desarrollar un indice

predictivo combinado con las variables resultantes.

A continuacion se resumen las variables incluidas en el modelo: sexo, edad en
el momento de la intervencion, habito tabaquico tras la cirugia, afios de
evolucion de la enfermedad en el momento de la intervencion, localizacién y
patron de comportamiento segun la clasificacion de Montreal, presencia de
enfermedad perianal, resecciones previas, indicaciébn de la cirugia, tipo de
reseccion, tratamiento de prevencion de la recurrencia, marcadores serologicos
de actividad (PCR y fibrinbgeno), asi como las variables identificadas
previamente con capacidad predictiva (CF, IL-13 pre-quirtrgica, IL-6 e IFN-y a

los 6 meses post-cirugia).

Los resultados finales del analisis multivariante (analisis complejo que
considera a cada una de las variables incluidas en el modelo teniendo en
cuenta el efecto que ejercen las demas), se presentan a continuacion. De todas
las variables incluidas en el analisis, y segun los datos obtenidos de nuestra
cohorte de pacientes, Unicamente los valores de CF, IL-6 e IFN-y a los 6 meses
post-cirugia se identificaron como factores de riesgo para desarrollar una
recurrencia post-quirdrgica precoz, mientras que la asociacion de tratamiento
profilactico tras la cirugia se identific6 como el Unico factor protector. En la tabla
13 se muestran los resultados iniciales del algoritmo de seleccion aplicado por
el modelo, con las variables identificadas como significativas, y en la tabla 14
se muestra el modelo multivariable final obtenido, con las respectivas OR de

cada variable.
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Tabla 13. Resultados del algoritmo de seleccion del analisis multivariante.

Coefficient OR
(Intercept) -0.049 -
Sexo - -

Edad - -
Afos de evolucién - -

Habito tabaquico - -
Localizacion - -
Patron comportamiento - -
Perianal - -
Resecciones previas - -
Tipo de reseccion - -
Pfx recurrencia -1.14 0.32

CF (>160) 0.00026 1.08
PCR - -
FIB - -
IL-6 (6 m) 0.023 1.47
IL-13 (O m) - -
IFN-y (6 m) 0.013 1.51

Pfx, Profilaxis o tratamiento de prevencion de la recurrencia; CF, calprotectina fecal; IL-6,
interleuquina 6; IL-13, interleuquina 13; IFN-y, interferon gamma. (Nota: los valores de CF, IL-6

e IFN-y son los correspondientes a los 6 meses post-cirugia).

Tabla 14. Modelo multivariable final a partir de las variables identificadas, con sus

respectivas OR.

Coefficient OR

(Intercept) 3.15

Pfx recurrencia -7.00 0.001
CF (> 160) 1.11 3.03
IL-6 (6m) 0.34 1.40
IFN-y (6m) 0.03 1.03
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La capacidad predictiva de recurrencia del modelo fue excelente, con un area
bajo la curva (AUC) de 0.90 (IC 95% [0.76-1]), por lo que se considera un buen

modelo predictivo (Figura 32).

Figura 32. Curva ROC del modelo predictivo combinado para la prediccién de la

recurrencia post-quirargica.
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A partir de estos resultados, se elabor6 una representacion del modelo

predictivo mediante un nomograma, que facilita la aplicacion practica del

modelo para la realizacién de predicciones. Para realizar predicciones con el

nomograma, Se asigna una puntuacion a cada variable segun la escala

superior de puntuacién, se suman todos los puntos que presenta el paciente

para cada una de las variables y se realiza la prediccion final del riesgo de

recurrencia mediante las escalas inferiores del nomograma (Figura 33).

150



Figura 33. Nomograma ajustado a partir del modelo de supervivencia multivariable

para la prediccion de recurrencia.
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Para poder interpretar mejor los efectos de cada variable en el modelo de
supervivencia, se han estimado graficas de dependencia parcial para cada una
de las variables predictoras del modelo. Las gréficas de dependencia parcial se
producen al realizar predicciones con el modelo variando los valores de una de
las variables predictoras cada vez y manteniendo las demdas variables
constantes. De esta manera se pueden interpretar los efectos de cada variable
de una manera mucho mas intuitiva que en la tabla de los coeficientes del
modelo. Las gréficas de dependencia parcial del modelo multivariable de

supervivencia se presentan a continuacion (Figuras 34-37).
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Figura 34. Grafico que muestra el efecto de la variable profilaxis en el riesgo de

recurrencia segun el modelo multivariable.
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Figura 35. Grafico que muestra el efecto de los valores de CF en el riesgo de

recurrencia segun el modelo multivariable.
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Figura 36. Gréafico que muestra el efecto de los valores de IL-6 en el riesgo de

recurrencia segun el modelo multivariable.
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Figura 37. Gréafico que muestra el efecto de los valores de IFN-y en el riesgo de

recurrencia segun el modelo multivariable.
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Respecto a la profilaxis, identificada como factor protector en el modelo, el
grafico (Figura 34) muestra como la probabilidad de recurrencia disminuye
drasticamente en los pacientes que llevan tratamiento de prevencion post-
cirugia en comparacion con los pacientes que no llevan tratamiento, en los que

la probabilidad de recurrencia precoz es practicamente del 100%.

Estos datos reflejan lo que sucede en nuestra cohorte de pacientes analizada,
en la cual, de los pacientes que no llevaban tratamiento de prevencion de la
recurrencia tras la cirugia (n=7), todos presentaron recurrencia durante el
seguimiento (7/7, 100%), mientras que de los pacientes que si llevaban
tratamiento profilactico (n=52), menos de la mitad desarrollaron recurrencia
durante el seguimiento (20/32, 38.5%).

o Recurrencia (n)
Profilaxis
No Si
No 0 7
Si 32 20

Al analizar la incidencia acumulada de recurrencia a los 2 afios en nuestra
cohorte en funcion del tipo de tratamiento de prevencion tras la cirugia, se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes grupos (p<0.001). En
los pacientes que no llevaron tratamiento de prevencion tras la cirugia (n=7), la
incidencia acumulada de recurrencia a los 2 afios fue del 100%, en
comparaciéon con los pacientes en los que se instauré tratamiento de
prevencion, en los que la incidencia acumulada de recurrencia durante el
seguimiento fue significativamente menor: 40% en el grupo con tiopurinas
(n=33), 52% en el grupo con bioldgicos (n=14) y 30.5% en el grupo con
mesalazina a dosis altas (n=6). El paciente que llevé tratamiento combinado
(inmunosupresor y biolégico) tras la cirugia no presentd recurrencia durante el

seguimiento (Figura 38).
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Figura 38. Incidencia acumulada de recurrencia post-quirdrgica a los 2 afios segun

tipo de tratamiento preventivo
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1, Tiopurinas; 2, Bioldgicos; 3, Tratamiento combinado; 4, Mesalazina a dosis altas ; 5, Ningun

tratamiento.

En la siguiente tabla se muestra la probabilidad acumulada de recurrencia (%)

en el primer y segundo afio post-cirugia en cada uno de los grupos:

ler afio 2° afo
Grupo 1 9.8% 40%
Grupo 2 47% 52%
Grupo 3 0 0
Grupo 4 30.5% 30.5%
Grupo 5 75.5% 100%
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7. MicroRNAs: analisis inicial

Para el andlisis inicial de los microRNAs se compararon las muestras de
plasma obtenidas en los siguientes tiempos:

1. En el momento previo a la cirugia.

2. Alos tres meses de la cirugia.

3. Al afio de la cirugia o en el momento de confirmarse la recurrencia

(morfoldgica).

Asi, se separaron las muestras en seis grupos diferentes en funcién de los
tiempos mencionados asi como de la presencia o no de recurrencia durante el
seguimiento. Se han simplificado los diferentes grupos analizados con las

siguientes abreviaturas:

1R. Recurrencia (muestra pre-cirugia).
2R. Recurrencia (muestra a los tres meses de la cirugia).
3R. Recurrencia (muestra al afio de la cirugia o en el momento de

confirmarse la recurrencia morfolégica).

INR. No recurrencia (muestra pre-cirugia).
2NR. No recurrencia (muestra a los tres meses de la cirugia).

3NR. No recurrencia (muestra al afio de la cirugia).

7.1 NUumero de microRNAs detectados

Mediante el andlisis de PCR en tiempo real se identificaron 47 microRNAs
presentes en todas las muestras, con un promedio de 119 microRNAs

detectables por muestra (Tabla 15).
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Tabla 15. Total de microRNAs presentes en el kit empleado para la reaccion de PCR
(miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR Human Panel I+ll), total de
microRNAs que fueron detectables en todas las muestras y promedio de microRNAs
detectables por muestra.

Number of assays

miRCURY LNA™ Universal RT 752
microRNA PCR Human Panel I+lI

Assays with signal in all samples 47
Average number of assays detected per 119
sample

En la siguiente figura (Figura 39) se muestra el numero de microRNAs
detectados en las muestras, asi como el valor Cq de la media global para cada
una de las muestras. Las barras azules representan el numero de microRNAs
detectados y la linea naranja muestra el valor medio de Cq para los microRNAs

expresados comunmente.

Figura 39. llustracion grafica del contenido de microRNAs en las muestras.

160 33.5
140
33
120
32:5
100
80 32
60
31.5
40
31
20
0 30.5

1INR 1R 2NR 2R 3NR 3R

I Counts === Average Cg-values

157



7.2 Nivel de expresion de microRNAs en las muestras

Mediante un diagrama tipo Heat map se muestra a continuacion el resultado
del agrupamiento jerarquico de microRNAs en las muestras de plasma (Figura
40). Cada fila representa un microRNA y cada columna representa una

muestra.

El &rbol de agrupacién de microRNAs se muestra a la izquierda. La escala de
color mostrada en la parte inferior ilustra el nivel de expresion relativa de un
microRNA en todas las muestras: el color rojo representa un nivel de expresion

mas elevado y el color verde representa menores niveles de expresion.

Figura 40. Heat map y agrupacion jerarquica (clustering). La agrupacion de
microRNASs se realiza en todas las muestras, y en la parte superior se muestran los 47
microRNAs con mayor desviacion estandar. Se han utilizado los valores normalizados

(dCq) para el analisis.
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7.3 Anélisis de Componentes Principales o PCA plot

El Analisis de Componentes Principales (0 PCA por sus siglas en inglés:
Principal Component Analysis) es un método que se emplea para reducir la
dimension de grandes conjuntos de datos y permite explorar de una manera
sencilla las clases de muestra surgidas naturalmente segun el perfil de

expresion.

Al incluir los 47 microRNAs con mayor variacién entre todas las muestras, se
obtiene una vision general de como se divide el conjunto de muestras en base
a esta variacion. Si las diferencias biologicas entre las muestras son
pronunciadas, éste serd un componente primario de la variacién. Esto conduce
a la separacién de las muestras en diferentes regiones de una parcela PCA en
funcidbn de su biologia. ElI componente mas grande de la variacion se
representa en el eje X (PC1) y el segundo mayor se representa en el eje Y

(PC2). Se han utilizado los valores normalizados (dCq) para el andlisis.

En el PCA Plot las mayores diferencias se apreciaron en las muestras pre-
cirugia (INR vs. 1R), con mayor variacion en el eje X (PC1), seguidas de las
muestras al afio (3NR vs. 3R) con mayor variacion en el eje Y (PC2) (Figura
41).
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Figura 41. MicroRNAs: PCA Plot.
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7.4 Expresion diferencial de microRNAs en recurrencia vs. no recurrencia

Cuando se compararon los diferentes grupos considerados entre si, en todos

los casos se identificaron diversos microRNAs expresados diferencialmente

(méas de dos veces) entre los grupos. En las tablas expuestas a continuacion

(Tablas 16-18) se muestran los resultados individuales para los 20 microRNAs

identificados con mayor expresion diferencial (considerando como puntos de

corte un “fold-change” > 3 o0 < -3) entre cada uno de los grupos comparados en

los diferentes tiempos.
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Tabla 16. MicroRNAs con expresion diferencial pre-cirugia entre los pacientes con y
sin recurrencia morfologica posterior durante el seguimiento (1R vs 1NR).

miRname SD SD No Average dCq AveragedCqNo Fold
Recurrence. recurrence. Recurrence. Before  recurrence. change
Before Before surgery Before surgery

hsa-miR-20a-5p ND ND -2.5 3.2 -54
hsa-miR-126-3p ND ND 0.51 -5.1 49
hsa-miR-93-5p ND ND -3.8 1.5 -38
hsa-miR-25-3p ND ND 0.46 -4.4 29
hsa-miR-199a-5p ND ND -5.4 -0.91 -23
hsa-miR-122-5p ND ND -0.75 -5.0 20
hsa-miR-660-5p ND ND -6.2 -2.1 -17
hsa-miR-148a-3p ND ND -5.8 -2.0 -14
hsa-miR-483-5p ND ND -3.6 -7.3 14
hsa-miR-328-3p ND ND 0.087 -3.3 11
hsa-let-7b-5p ND ND -4.2 -0.84 -10
hsa-miR-142-5p ND ND -3.5 -0.22 -9.9
hsa-miR-424-5p ND ND -5.2 -2.1 -9.0
hsa-miR-106b-5p ND ND -4.0 -0.89 -8.6
hsa-miR-22-3p ND ND -4.1 -1.1 -8.5
hsa-miR-29¢-3p ND ND -5.5 -2.6 -7.6
hsa-miR-663b ND ND -2.3 -5.2 7.4
hsa-miR-320a ND ND 0.38 -2.4 6.8
hsa-miR-361-5p ND ND -3.0 -5.7 6.3
hsa-miR-451a ND ND 5.2 7.8 -6.0
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Tabla 17. MicroRNAs con expresion diferencial a los tres meses de la cirugia entre los

pacientes con y sin recurrencia morfolégica posterior durante el seguimiento (2R vs
2NR).

miRname SD SD Average dCq Average dCq Fold
Recurrence. Norecurrence. Recurrence. No recurrence.  change
3 month 3 month 3 month 3 month after
after after surgery surgery
hsa-miR-106b-5p ND ND -7.0 -2.2 -28
hsa-let-7b-3p ND ND -7.0 -3.0 -16
hsa-miR-660-5p ND ND -7.4 -3.4 -15
hsa-miR-652-3p ND ND -7.3 -3.4 -15
hsa-miR-22-3p ND ND -6.4 -2.6 -14
hsa-miR-502-3p ND ND -3.8 -6.9 8.7
hsa-miR-143-3p ND ND -4.5 -1.5 -8.2
hsa-miR-431-5p ND ND -7.3 -4.4 -1.7
hsa-miR-1471 ND ND -5.1 -8.0 7.4
hsa-miR-22-5p ND ND -5.1 -2.2 -7.2
hsa-miR-604 ND ND -b.4 -7.1 6.7
hsa-miR-486-3p ND ND -4.8 -7.5 6.6
hsa-miR-21-5p ND ND -3.7 -1.1 -6.0
hsa-miR-2110 ND ND -7.3 -4.7 -5.9
hsa-let-73-5p ND ND -4.8 -2.2 -5.8
hsa-let-7b-5p ND ND -1.5 -3.6 4.2
hsa-miR-663b ND ND -2.8 -4.9 4.2
hsa-miR-324-5p ND ND -5.2 -7.2 4.0
hsa-miR-885-5p ND ND -4.8 -6.7 3.7
hsa-miR-99b-5p ND ND -4.2 -2.5 -3.2
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Tabla 18. MicroRNAs con expresion diferencial entre los pacientes con recurrencia (en

el momento de la misma) y los pacientes sin recurrencia al afio de la cirugia (3R vs

3NR).

miRname

SD

time of
recurrence

SD No

Average dCq
Recurrence. recurrence. Recurrence. time of

1 year after recurrence

Average dCq No
recurrence. 1
year after

Fold
change

hsa-miR-151a-3p ND ND -6.2 -2.1 -17
hsa-miR-125b-5p ND ND -2.6 -6.4 14
hsa-miR-29a-3p ND ND -6.3 -2.6 -13
hsa-miR-624-5p ND ND -2.2 -5.6 11

hsa-miR-139-3p ND ND -4.7 -7.9 9.6
hsa-miR-660-5p ND ND -5.3 -2.5 -7.0
hsa-miR-15b-5p ND ND -4.7 -2.0 -6.7
hsa-miR-495-3p ND ND -2.6 -5.3 6.6
hsa-miR-940 ND ND -3.5 -6.0 5.8
hsa-miR-652-3p ND ND 0.12 -2.4 5.6
hsa-miR-22-5p ND ND -5.0 -2.6 -5.2
hsa-miR-374a-5p ND ND -6.3 -4.0 -5.0
hsa-miR-106b-3p ND ND -6.5 -4.2 -5.0
hsa-miR-7-5p ND ND -3.1 -5.3 4.8
hsa-miR-148a-3p ND ND -4.7 -2.6 -4.5
hsa-miR-376b-3p ND ND -3.0 -5.1 4.4
hsa-miR-1207-5p ND ND -4.1 -6.2 4.4
hsa-miR-324-5p ND ND -3.0 -5.1 4.3
hsa-miR-140-3p ND ND -4.1 -2.0 -4.3
hsa-miR-34a-3p ND ND 0.90 -1.1 4.0
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8. Validaciéon de los microRNAs identificados con expresion diferencial

Basandonos en los resultados obtenidos en el andlisis inicial, se emplearon
para la validacion las muestras correspondientes a los grupos pre-cirugia y al
afio de la intervencion, donde se detectaron las mayores diferencias entre los
pacientes con y sin recurrencia. Asi, se incluyeron para la validacion final un
total de 64 muestras (16 por grupo), comparandose los 4 grupos de pacientes

en los tiempos mencionados:

e Pre-cirugia:
1R.  Recurrencia (muestra pre-cirugia).

INR. No recurrencia (muestra pre-cirugia).

e Al afio de la cirugia:
3R. Recurrencia (muestra al afio de la cirugia o en el momento de
confirmarse la recurrencia morfolégica).

3NR. No recurrencia (muestra al afio de la cirugia).

Para la validacion, se seleccionaron aquellos 15 microRNAs que en la
comparacion entre los grupos recurrencia vs no-recurrencia (pre-cirugia y al
aflo) presentaron una mayor expresion diferencial, con un "fold change" o
veces de cambio superior a 5 en todos los casos (en total, 30 microRNAs + 5

normalizadores).

8.1 NUumero de microRNAs detectados

Mediante el andlisis de PCR en tiempo real se identificaron 20 microRNAs
presentes en todas las muestras, con un promedio de 30 microRNAs

detectables por muestra (Tabla 19).
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Tabla 19. Total de microRNAs presentes en el kit empleado para este analisis
(miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR), total de microRNAs que fueron
detectables en todas las muestras y promedio de microRNAs detectables por muestra.

Number of assays

sample

miRCURY LNA™ Universal RT 35
microRNA PCR Custom pick and Mix

panel

Assays with signal in all samples 20
Average number of assays detected per 30

En la siguiente figura se muestra el nimero de microRNAs detectados en las

muestras, asi como el valor Cq de la media global para cada una de las

muestras (Figura 42). Las barras azules representan el nimero de microRNAs

detectados y la linea roja muestra el valor medio de Cq para los microRNAs

expresados cominmente.

Figura 42. llustracion gréfica del contenido de microRNAs en las muestras empleadas

para la validacién.
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8.2 Nivel de expresion de microRNAs en las muestras

Mediante un diagrama tipo Heat map se ha representado el resultado del
agrupamiento jerarquico de microRNAs en las muestras de plasma analizadas
(Figura 43). Cada fila representa un microRNA y cada columna representa una
muestra. La escala de color mostrada en la parte inferior ilustra el nivel de
expresion relativa de un microRNA (el color rojo representa un nivel de
expresion mas elevado y el color verde representa menores niveles de

expresion).

Figura 43. Heat map y agrupacion jerarquica (clustering). La agrupacién de
microRNASs se realiza en todas las muestras, y en la parte superior se muestran los 25
microRNAs con mayor desviacion estandar. Se han utilizado los valores normalizados

(dCq) para el analisis.
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8.3 Andlisis de Componentes Principales o PCA plot

Se realiz6 el Anélisis de Componentes Principales (o PCA) para explorar como

se agrupan las muestras segun las variaciones en el perfil de expresion,

incluyéndose los 25 microRNAs principales, con mayor variacion entre todas

las muestras. En el PCA plot el componente mas grande de la variacion se

representa en el eje X (PC1) y el segundo mayor se representa en el eje Y

(PC2). Se han utilizado los valores normalizados (dCq) para el analisis. El

grafico obtenido no mostré agrupaciones claras del conjunto de muestras

(Figura 44).

Figura 44. PCA Plot de las muestras empleadas en la validacion.

i Q59q pIaBg pla@
Q48F pl
7a plas
Q18f plasm QSoF plasm:i@
Q36apm
U o
= 553
s Q B0
Q20c plf’sﬂé.pl -~ GAER
Q42 Plasm: @
Q48a plasm
6%31pr !
@*°P2  qzehpla
S Q133
Q. -
-24
74A plas
Q16ap,D147 pla
S e (& asm
—4 -
T T T T
=10 =0 0 5

Group

®

No_recurrence_1_year_after
@ No_recurrence_Pre

® Recurrence_1_year_after _after
w

Recurrence_Pre

167



8.4 Expresion diferencial de microRNAS en recurrencia vs. no recurrencia

8.4.1 MicroRNAs con expresion diferencial pre-cirugia entre los pacientes

con VvsS. sin recurrencia

Al comparar las muestras pre-cirugia entre los pacientes con vs. sin recurrencia
mediante una prueba T, entre los microRNAs expresados diferencialmente se
identific6 un microRNA con una expresion diferencial estadisticamente
significativa: el hsa-miR-15b-5p (p=0.028), aunque la correccidén posterior de
Benjamini-Hochberg, recomendada cuando se hacen perfiles de paneles o

arrays, no alcanzo el nivel de significacién de 0.05.

En la Tabla 20 se muestran los resultados individuales obtenidos para el
microRNA identificado con mayor expresion diferencial pre-cirugia entre ambos
grupos. Se muestra la desviacion estandar (SD) entre los grupos, seguida de
los valores medios normalizados de Cq, el “fold-change" entre los grupos y los
p valores correspondientes a la prueba T y al ajuste de Benjamini-Hochberg
(BH adj. p-value).

Tabla 20. MicroRNA identificado con expresion diferencial pre-cirugia entre los

pacientes con vs. sin recurrencia.

miRname SD SD Average Average Fold P-value BH adj. p-
Recurrenc No_recur  dCq dCq change value

e Pre ence_Pre Recurrenc No_recurr
e Pre ence Pre
sa-miR-15b-5p 0.46 0.29 -0.041 0.27 -1.2 0.028 0.96

8.4.1.1 Volcano Plot de los microRNAs con expresion diferencial pre-

cirugia entre los pacientes con vs. sin recurrencia

Los datos de expresion se han representado en un “volcano plot” (Figura 45),
grafico que permite una rapida identificacion visual de los microRNAs que
muestran cambios de gran magnitud y que son ademas estadisticamente
significativos. En el eje X se representa el nivel de cambio entre los grupos o
“fold-change” (en escala logaritmica, de manera que la regulacion positiva o

negativa se representa de forma simétrica) y en el eje Y se representa el p
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valor (en escala logaritmica negativa, de forma que los p valores mas
pequefios aparecen mayores). Esta representacion da lugar a dos regiones de
interés en el gréfico: los puntos que se encuentran en la parte superior (de
mayor significacion estadistica) y los que se encuentran mas alejados del
centro, hacia la izquierda o hacia la derecha (que presentan un “fold-change”
de gran magnitud). De esta forma, el primer eje indica el impacto biologico del
cambio (a mas efecto biolégico mayor “fold-change”) y el segundo muestra la
evidencia estadistica o fiabilidad del cambio.

En la comparacion de las muestras pre-cirugia entre los pacientes con vs. sin
recurrencia no se identificaron microRNAs con p-valores<0.05 tras la correccién
de Benjamini-Hochberg para mdltiples pruebas, aunque, como se ha
comentado previamente, uno de los microRNAs identificados, el hsa-miR-15b-
5p (punto representado en la parte superior del grafico), presentd una mayor

tendencia a la significacion en comparacion con el resto (Figura 45).
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Figura 45. Volcano plot que muestra la relacion entre los valores de p y “fold-change”

de los microRNAs pre-cirugia entre los pacientes con vs. sin recurrencia.
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8.4.2 MicroRNAs con expresion diferencial al afio de la cirugia entre los

pacientes con vs. sin recurrencia

Al comparar las muestras al afio post-cirugia entre los pacientes con vs. sin
recurrencia, se identificaron inicialmente 8 microRNAs con expresion diferencial
significativa en la prueba T (p<0.05). Sin embargo, en la correccion posterior de
Benjamini-Hochberg so6lo uno de ellos resulté estadisticamente significativo, el
hsa-miR-15b-5p, presentando ademas un nivel de significacion muy elevado
(p<0.00001). Este miRNA coincide con el mismo identificado en el momento
pre-cirugia, aunque en ese punto del tiempo no llegé a alcanzar el nivel de

significacion de 0.05 (ver apartado 8.4.1).

En la Tabla 21 se muestran los resultados individuales para el miR-15b-5p al
afio de la cirugia. Se muestra la desviacion estandar (SD) entre los grupos,
seguida de los valores medios normalizados de Cq, el “fold-change" entre los
grupos y los p valores correspondientes a la prueba T y al ajuste de Benjamini-

Hochberg.

Tabla 21. MicroRNA identificado con expresion diferencial al afio de la cirugia entre los

pacientes con vs. sin recurrencia.

miRname SD SD Average Average Fold P-value BH adj. p-
Recurrenc No_recurr  dCq dCq change value
e_1_year_ ence_1_y Recurrenc No_recurr

after ear_after e_1_year_ence 1y
_after after ear_after
_after
sa-miR-15b-5p 0.36 0.30 -0.43 0.36 -1.7 2.6e-7 0.0000087
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8.4.2.1 Volcano Plot de los microRNAs con expresion diferencial al afio de

la cirugia entre los pacientes con vs. sin recurrencia

En la siguiente figura (Figura 46) se representan los datos de expresion de
microRNAs al afio de la cirugia mediante un “volcano plot”. Al comparar los
pacientes con vs. sin recurrencia al afio se identifico el hsa-miR-15b-5p con un
elevado nivel de significacion tras la correccion de Benjamini-Hochberg para

multiples pruebas (representado en la parte superior del gréafico).

Figura 46. Volcano plot que muestra la relacion entre los valores de p y “fold-change”

de los microRNAs al afio de la cirugia entre los pacientes con vs. sin recurrencia.
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V1. DISCUSION
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1. Consideraciones previas respecto al disefio y pertinencia del estudio,

asi como ala metodologia empleada

A pesar de un conocimiento cada vez mayor sobre la patogenia de la EC y el
desarrollo de esquemas de tratamiento mas potentes que incluyen los
farmacos biologicos, las tasas de cirugia en estos pacientes siguen siendo
elevadas (256). Asi, un 50-60% de los pacientes con EC requieren de una
reseccion intestinal en los primeros 10 afios tras el diagnéstico, y un 25% de
éstos acabaran requiriendo de una segunda cirugia dentro de los 5 afios

siguientes (257).

La reaparicion de lesiones tras la reseccion de todo el tramo intestinal afecto
(fendbmeno conocido como recurrencia post-quirdrgica) es muy frecuente en
estos pacientes, a pesar incluso de la intervencion terapéutica. Entre los
tratamientos empleados para prevenir la recurrencia de la EC se incluyen la
mesalazina, los inmunomoduladores tiopurinicos y en la actualidad los

farmacos biologicos o anti-TNF (265, 328-330). En los ultimos afios, diferentes

estudios han confirmado la eficacia del tratamiento biolégico en la prevencion
de la recurrencia, especialmente en los pacientes de alto riesgo, con una
tendencia actual a su introduccién precoz tras la cirugia. Sin embargo, estos
tratamientos implican una tasa nada desdefiable de efectos adversos, ademas
de un elevado coste (unos 10.000 euros al afio por paciente) (338, 339). Por
otro lado, no esta claramente establecido qué pacientes se benefician de un
tratamiento mas intensivo tras la cirugia ni la duracién de mantenimiento del
mismo (333).

Por todo ello, surge la necesidad de desarrollar nuevas herramientas y
estrategias que permitan identificar el riesgo de una recurrencia precoz tras la
cirugia para optimizar el manejo clinico de estos pacientes. En el momento
actual, la ileocolonoscopia sigue siendo el patron oro para el seguimiento y
diagnéstico de la recurrencia, aunque supone una técnica invasiva, costosa, no
exenta de riesgos y en general mal tolerada por los pacientes. Por este motivo,
existe un creciente interés en el empleo de marcadores no invasivos,

reproducibles y de facil obtencién, que sirvan para monitorizar a estos
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pacientes tras la cirugia y que permitan detectar precozmente el desarrollo de

recurrencia.

Por otro lado, el escenario clinico de la recurrencia post-quirdrgica en la EC
supone una condicibn patogénica de novo, por lo que los pacientes
intervenidos constituyen el mejor modelo natural in vivo para poder estudiar e
identificar los posibles mecanismos patogénicos implicados en la reaparicion de

la enfermedad.

Con todo ello, el objetivo de la presente tesis doctoral ha sido la caracterizacion
prospectiva de biomarcadores con capacidad predictiva de recurrencia en el
contexto post-quirargico de la EC, que permitan identificar y monitorizar los
cambios que acontecen en el desarrollo de la inflamacion de novo. Ademas, se
ha estudiado el perfil de la respuesta inmune que dirige este proceso y los
potenciales elementos epigenéticos reguladores, explorando tanto su
implicaciébn patogénica en la génesis de la recurrencia como su potencial

utilidad como biomarcadores en este escenario.

Este estudio prospectivo se planteé en nuestro centro con las consideraciones
referidas a continuacion. Se trata de un Hospital terciario, cuya unidad
monogréafica de Enfermedad Inflamatoria Intestinal es de referencia en la
Comunidad Valenciana y atiende unos 1.200 pacientes con enfermedad de
Crohn y colitis ulcerosa al afio. En nuestro centro se intervienen unos 15-20
pacientes al afio con EC, cuya indicacion y adecuacion se somete a discusion
previa en nuestro Comité Multidisciplinar (en conjuncion con el equipo de
Coloproctologia, Anatomia Patolégica y Radiodiagndstico). Del mismo modo, el
grupo dispone de un protocolo bien establecido para la recogida de muestras
de los pacientes y su procesado. Todo ello nos ha permitido la inclusion y
seguimiento durante los ultimos afios de un numero suficiente de pacientes

para la consecucion final del presente proyecto.
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En nuestro centro, comenzaron a introducirse en 2010 dos nuevas técnicas en
la cartera de servicios. Por un lado, la cuantificacién de CF en estos pacientes
mediante técnica de ELISA, que ha sido la empleada para su determinacion en
este estudio. Por otro lado, la seccidbn de abdomen de nuestro Servicio de
Radiodiagndstico incorporé la técnica de la entero-RM, que fue rapidamente
incorpordndose a nuestra practica clinica en el manejo de estos pacientes,
definiéndose protocolos bien establecidos para su realizacion e incorporando la
cuantificacion de indices validados para la valoracion de la actividad

inflamatoria (como el indice MaRIA).

Respecto a la CF, a pesar de la creciente informacién sobre su utilidad en la
practica clinica para el manejo de estos pacientes, existia controversia en los
estudios iniciales sobre su correlacién con la actividad en los pacientes con
afectacion exclusivamente ileal, en comparacion con las formas coldnicas e
ileocoldnicas, en las que la correlacion entre la CF y la actividad endoscépica
parecia ser mayor. Por otro lado, el indice MaRIA de actividad en la entero-RM
habia sido previamente validado por el grupo de Rimola et al. (340) en
correlacion con el CDEIS, indice endoscoépico en realidad mas adecuado para
localizaciones colicas, ademas de que en la practica clinica la intubacion ileal
durante la endoscopia (para valoracion del ileon terminal) puede ser dificultosa

en pacientes con afectacion estenotica.

Por todo ello, en un estudio previo de nuestro grupo, exploramos la utilidad de
estas nuevas herramientas (CF y entero-RM) en la valoracién de la EC de
localizacion preferentemente ileal, en comparacion con el referente ideal que es
el estudio histolégico de la pieza quirdrgica (248). En este estudio pudimos
caracterizar la adecuada correlacion de la CF con el grado de actividad
inflamatoria en la entero-RM (evaluada mediante el indice MaRIA), asi como
con el grado histologico de inflamacién en las lesiones de la pieza quirtrgica
tras la reseccion, confirmando la utilidad de ambas técnicas en la valoracion de

los pacientes con EC ileal.

Con el tiempo, y en el contexto ademas de nuestra participacion en ensayos
clinicos en pacientes con EC intervenidos (como el estudio APPRECIA),

también se optimizaron los protocolos de adquisicion de imagenes y se
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implementé la aplicacion de otros indices validados para la adecuada
valoracion morfologica de la recurrencia, como el indice de RM creado por
Sailer et al. (270, 298), que presenta una adecuada correlacion con el indice
endoscopico de Rutgeerts. La experiencia de los radiélogos de nuestro centro
en su aplicacion en la préactica diaria ha permitido la adecuada valoracion de
aguellos pacientes del presente estudio que fueron evaluados mediante entero-
RM.

Por otro lado, disponemos en el Instituto de Investigacion Sanitaria del Hospital
de un grupo acreditado de investigacion con amplia trayectoria en el manejo de
muestras de pacientes con Ell, asi como en el analisis de datos clinicos y
experimentales. La implementacion de un laboratorio con capacidad para
realizar investigacion basica, nos ha permitido a lo largo de los afios la puesta a
punto y desarrollo de diferentes técnicas para la realizacion de diversos
proyectos, que hemos centrado principalmente en los mecanismos patogénicos
implicados en la inmunidad de la EC y en el estudio de biomarcadores. Entre
estas técnicas se encuentran la realizacion de ELISAs (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay), el analisis multiplexado de muestras bioldgicas
mediante citometria de flujo modificada (para la determinacién de elementos
tales como proteinas) o la determinacion de elementos de expresion génica
mediante técnica de PCR cuantitativa, técnicas que se han empleado en el
presente trabajo para la determinacion de los pardmetros experimentales en las

muestras plasmaticas de los pacientes.

Los diferentes protocolos experimentales ya habian sido previamente puestos a
punto en nuestro laboratorio para optimizar los experimentos en muestras
bioldégicas complejas como el plasma, tipo de muestra empleada en los analisis
del presente trabajo. Con respecto al estudio de microRNAS, nuestro grupo ha
trabajado previamente en la caracterizacion de los perfiles de expresion de
estos elementos en pacientes con EC activa e inactiva, como posibles
biomarcadores de actividad (95). En este campo, también hemos desarrollado
e implementado un protocolo estandarizado que permite la pre-purificacion y
extraccion del RNA a partir de muestras de plasma de un modo preciso y fiable
(85).
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En nuestra busqueda previa de biomarcadores, también hemos explorado
elementos patogénicos implicados en la inmunidad innata en pacientes con EC
ileal, como las a-defensinas, habiendo caracterizado un aumento de sus
concentraciones plasmaticas en los pacientes activos (al debut) en
comparacion con los pacientes inactivos (en remision), pacientes con otras
condiciones inflamatorias ileales no relacionadas con la EC o los controles
sanos (139). Estos resultados preliminares sugieren una implicacién de estos
elementos en la patogenia, asi como su capacidad para diferenciar el grado de
actividad y su potencial utilidad como biomarcadores en la EC ileal al

diagnéstico.

Por todo ello, en la presente tesis doctoral hemos explorado una laguna de
conocimiento actual respecto a la utilidad de todos estos elementos como
biomarcadores en los pacientes con EC una vez sometidos a cirugia resectiva,
asi como la posible implicaciéon patogénica de algunos de ellos en el desarrollo
de la recurrencia post-quirdrgica, fenbmeno cuya patogenia y diferente

evolucion temporal entre pacientes seguimos sin poder explicar actualmente.
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2. Consideraciones relacionadas con los resultados

Los resultados més relevantes obtenidos en el presente estudio se resumen a

continuacion:

En este estudio, el patron de la enfermedad, el habito tabaquico, el
antecedente de resecciones previas o la presencia de enfermedad perianal
asociada no resultaron predictivos de mayor recurrencia post-quirdrgica
precoz. El tratamiento profilactico tras la cirugia fue el Gnico factor clinico
predictivo, identificado como factor protector frente al desarrollo de

recurrencia post-quirdrgica temprana.

La calprotectina fecal (CF) constituye un marcador muy util para monitorizar
a los pacientes con EC tras la cirugia y dispone de gran capacidad
predictiva para detectar precozmente el desarrollo de recurrencia en estos
pacientes, considerando la medicion de sus valores a partir del tercer mes
tras la reseccion. Sus concentraciones se asocian de forma estrecha con la
presencia y gravedad de la recurrencia morfologica (tanto endoscopica
como radioldgica), habiéndose identificado el punto de corte de 160 ug/g a
partir de los 6 meses post-cirugia como el valor de CF con mejor capacidad
predictiva de recurrencia, aportando una sensibilidad y un valor predictivo
negativo muy elevados para discriminar el desarrollo de lesiones tempranas

en estos pacientes.

El perfil de expresion de citoquinas plasmaticas en la EC cambia tras la
cirugia resectiva, identificandose tras la misma un perfil diferente entre los
pacientes que desarrollan recurrencia post-quirdrgica precoz y aquellos que
se mantienen en remision. Estos cambios, consistentes en una diferente
concentracion de citoquinas plasméticas, son evidenciables inmediatamente
tras la cirugia, presentando el grupo de pacientes con recurrencia una
respuesta inmune exacerbada desde el inicio, a merced de las mayores
concentraciones plasmaticas de citoquinas pro-inflamatorias observadas, en

comparacion con los pacientes que se mantienen en remision.
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Los pacientes con EC que recurren precozmente tras la cirugia presentan
concentraciones significativamente mas elevadas de IL-13 pre-cirugia, asi
como de IL-6 e IFN-y a los 6 meses tras la intervencion, en comparacion
con los pacientes que se mantienen en remision. Este hallazgo sugiere un
papel patogénico de las citoquinas mencionadas en el desarrollo de la
recurrencia precoz, por lo que esto deberia ser contrastado en otros
estudios con cohortes mas amplias para estudiar su relacion con otros

factores y explorar estas vias en mayor profundidad.

En este estudio, las a-defensinas 1-3, implicadas en la respuesta inmune
innata y cuyas concentraciones plasmaticas han mostrado previamente
potencial utilidad como biomarcadores en la EC ileal al debut, no muestran
capacidad en el contexto post-quirdrgico para discernir a los pacientes que

desarrollan recurrencia.

La identificacion de otros marcadores en el presente estudio, ademas de la
CF, con capacidad predictiva de recurrencia ha permitido ajustar un modelo
predictivo multivariable y desarrollar un indice prondstico con elevada
capacidad predictiva del riesgo. Este indice predictivo combinado, a falta de
ser validado en otra cohorte independiente, constituye una nueva
herramienta de gran utilidad para identificar con precision a los pacientes

gue van a desarrollar una recurrencia precoz tras la cirugia.

Entre los microRNAs (miRNAs) identificados en este estudio con expresion
diferencial entre los pacientes que desarrollan recurrencia y los que se
mantienen en remisién, el miR 15b-5p ha sido el Unico que se asocia de

forma significativa con el desarrollo de recurrencia post-quirdrgica al afio.

Tras la descripcion general de los principales hallazgos del presente trabajo, se

desarrollan a continuacion, de manera argumentada, los hallazgos mas

relevantes y otras observaciones derivadas del estudio que resultan de interés

en el escenario post-quirtrgico de la EC.
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e Recurrencia post-quirdrgica en nuestra cohorte y factores

relacionados

En nuestra cohorte, pese a la intervencion terapéutica preventiva en casi el
90%, la recurrencia morfologica se observa en mas del 40% de los pacientes a
los 2 afios de la intervencion (44.3%), cifras que son similares y, en algunos

casos, inferiores a las referidas en otros estudios (274, 304, 305). En nuestra

serie, la gran mayoria de los pacientes estaban asintomaticos, puesto que de
los 27 pacientes que presentaron recurrencia morfologica, solo 7 presentaban
sintomas (26%), frecuencia de recurrencia clinica también similar a la descrita
previamente. Todos los pacientes presentaban EC con afectacion ileal, mas del

70% con localizacién ileal exclusiva y casi un 20% con afectacion ileocolica.

Entre los factores clinicos que se han considerado predictivos de un mayor
riesgo de recurrencia precoz se encuentran el tabaquismo activo, el
antecedente de resecciones previas (0 de una reseccion previa extensa), la
ausencia de tratamiento profilactico, el patrén penetrante y la presencia de
enfermedad perianal. En nuestro estudio, ni el patron de comportamiento ni la
enfermedad perianal fueron predictivos de recurrencia. Tampoco el
antecedente de resecciones previas se asoci6 de forma significativa con un
mayor riesgo de recurrencia, aunque solo 6 pacientes en nuestra cohorte
presentaban este antecedente, lo que pudo limitar la deteccion de diferencias
significativas en términos de recurrencia. Respecto al tabaco, un 21% de
nuestros pacientes eran fumadores activos tras la cirugia, sin que se
evidenciara una asociaciéon entre el riesgo de recurrencia temprana y el
tabaquismo activo. Este hecho también podria estar en relacion con el tamafio
muestral, dado que la relacion entre habito tabaquico y recurrencia ha sido bien
establecida en los ensayos clinicos y en estudios realizados en centros de
referencia (274), si bien el Unico estudio publicado de base poblacional que
evalu6é el impacto del tabaco en la tasa de recurrencia post-quirargica fue
también negativo a este respecto (260). Coincidente con nuestros datos, un
estudio multicéntrico publicado este mismo afio por el grupo de Yamamoto et
al. (341), que incluia 127 pacientes, tampoco identific6 asociacion entre

ninguno de los factores clinicos mencionados y las tasas de recurrencia
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endoscopica precoz (al afo) tras la cirugia, aunque el tamafio muestral y el
disefio del estudio (retrospectivo) limitan el poder extraer conclusiones
definitivas.

En cambio, un hallazgo importante de nuestro estudio, por sus implicaciones en
la practica clinica, ha sido que el tratamiento profilactico tras la cirugia se ha
identificado como el Unico factor predictivo de menor recurrencia post-
quirtrgica precoz. La asociacion de tratamiento preventivo demuestra un
importante efecto protector en nuestra cohorte, de forma que el total de los
pacientes que no llevaban tratamiento tras la reseccién (n=7, en base a sus
caracteristicas, inicialmente de menor riesgo) presentan invariablemente
recurrencia durante el seguimiento, siendo las tasas de recurrencia del 75% en

el primer afio y del 100% a los dos afios.

En los pacientes tratados con 5-ASA (n=6) este porcentaje fue
significativamente menor (30.5%), aunque estos pacientes presentan la
recurrencia ya en el primer aflo. En nuestra serie, los pacientes tratados con
azatioprina (n=33) y con biolégicos (n=14) presentan tasas de recurrencia a los
2 afios del 40% y 52%, respectivamente. Este resultado contrasta con la
mayoria de estudios que han comparado la eficacia de ambos grupos de
farmacos en la prevenciéon de la recurrencia y en los que los biolégicos han
mostrado tasas menores de recurrencia endoscoépica al afio y a los 2 afios en
comparacién con azatioprina (329, 330). No obstante, existen resultados
dispares en este sentido, ya que en el ensayo clinico APPRECIA el tratamiento
con adalimumab no mostré ser superior a azatioprina en prevenir la recurrencia
endoscépica al afio de la cirugia (331). En nuestra serie, ciertamente, los
pacientes tratados con azatioprina presentan menores tasas de recurrencia y
se mantienen mas tiempo sin lesiones, aunque cabe destacar que el subgrupo
de pacientes tratado con biologicos, aparte de ser mucho menor en tamafio
para establecer comparaciones, eran pacientes que ya llevaban en su mayoria
este tipo de tratamiento antes de la cirugia y en los que se mantuvo tras la
reseccion por tratarse de pacientes considerados de alto riesgo, en los que se

presupone de entrada un mayor riesgo de recurrencia.
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Respecto a la recurrencia endoscopica en nuestra serie, de los 32 pacientes en
los que se realiz6 la endoscopia en el primer afio, 16 presentaron hallazgos
endoscépicos de recurrencia (Rutgeerts >i2a), lo que representa un porcentaje
de recurrencia endoscépica en el primer afio del 50%, dentro del rango
publicado en estudios previos. En la revision sobre la historia natural de la
recurrencia postoperatoria publicada por Buisson et al. (274), se evidencié que
entre el 48-93% de los pacientes presentaban recurrencia endoscépica al afio
de la cirugia. Del total de pacientes con recurrencia endoscopica en nuestra
serie, 5 pacientes presentaron recurrencia grave (31% de los mismos). Este
porcentaje es inferior a la serie descrita por Rutgeerts et al. (230), en la que se
describié que hasta un 44% de las recurrencias tempranas (en el primer afio)
fueron graves (i3 0 i4), aunque este estudio fue descrito en pacientes que no

recibian tratamiento para la prevencion de la recurrencia.

Por otro lado, el punto de corte habitualmente empleado en los estudios para
definir la recurrencia endoscopica es i2, aunque una lectura detallada del
estudio de Rutgeerts muestra que, aunque la evolucion clinica de los pacientes
con scores i3 0 i4 fue marcadamente peor, la de los pacientes con un score i2
fue menos predecible. La definicién de las lesiones que abarca el score i2 de
Rutgeerts es muy amplia y, en realidad, la relevancia de las lesiones mucosas
confinadas a la anastomosis (consideradas también como i2) esta en discusion,
y algunos autores sostienen que probablemente estén relacionadas con
fendmenos locales de isquemia (220). En este sentido, un estudio prospectivo
reciente con seguimiento a 5 afios desde la cirugia, mostré que estas lesiones
localizadas tienen muy baja probabilidad de progresar a lesiones endoscépicas
mAas severas 0 a recurrencia clinica en el medio plazo, razon por la que se
propuso diferenciarlas como i2a (342). En nuestro estudio, casualmente, solo
hubo un paciente con lesion confinada a la anastomosis (Ulcera lineal) en la
evaluacion endoscopica, con resto de mucosa preservada y sin otras lesiones
en el neo-ileon, que fue clasificado como i2a. Aunque la presencia de una
Unica observacion en este grupo (i2a) no permite hacer comparaciones con los
pacientes del grupo i2b o sacar conclusiones sobre este aspecto, si podemos
reportar que este paciente permanecio libre de recurrencia clinica y

endoscopica (sin progresion de las lesiones) a los 2 afios de seguimiento. Es
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probable que las observaciones del estudio prospectivo mencionado, respecto
a clasificar a estos pacientes como un subgrupo aparte (sin considerar estas
lesiones localizadas como verdadera recurrencia), sean acertadas y deba
considerarse evaluar este aspecto en futuros estudios para para confirmar la
mejor evolucion clinica de estos pacientes y aplicar esta diferenciacion del

grado i2 de Rutgeerts a la hora de evaluar la recurrencia endoscopica.

e Andlisis de la calprotectina fecal como biomarcador

En el presente trabajo hemos caracterizado con detalle el comportamiento
evolutivo de la CF tras la cirugia en estos pacientes y su capacidad predictiva
de recurrencia, tanto de forma aislada como en combinacién con otros
marcadores, asi como el momento mas apropiado para iniciar su determinacion

en la EC post-quirudrgica.

Los estudios iniciales que evaluaban el papel de la CF en el contexto de la
recurrencia incluian un numero limitado de pacientes, muy pocos aportaban
medidas correlacionadas con los hallazgos endoscopicos, y presentaban
importantes diferencias metodolégicas que podrian explicar los resultados
inconsistentes entre estudios (299-303). Sin embargo, mas recientemente, los
datos procedentes de los dos estudios prospectivos mas amplios y mejor
disefiados hasta la fecha, apoyan la utilidad de la CF en este escenario (304,
305).

Estos estudios, en linea con nuestros resultados, confirman la correlacion de la
CF con los hallazgos endoscopicos y la presencia de recurrencia,
proponiéndose ademas un punto de corte mas ajustado respecto a los estudios
iniciales, donde se aportaban puntos de corte muy variables y en un rango muy
amplio. No obstante, cabe destacar algunos aspectos importantes respecto al
uso de la CF en este escenario, no definidos con claridad, y cuya concrecion
resulta necesaria de cara a su aplicacibn en la practica clinica o a su
integracion en los algoritmos de manejo de la recurrencia, como: el momento
mas adecuado tras la cirugia para iniciar la monitorizacion de sus valores, Si

aporta suficiente sensibilidad en la deteccion de lesiones tempranas para poder
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cribar la realizacion de otros procedimientos, o los puntos de corte Optimos en

estos pacientes para identificar con fiabilidad la actividad inflamatoria de novo.

En nuestro estudio, en linea con lo descrito por otros autores (300, 304), se
observan concentraciones marcadamente elevadas de CF antes de la cirugia.
Tras la reseccion, estos valores se mantienen inicialmente elevados, en parte,
probablemente, por la inflamacion inherente a la cicatrizacion de la
anastomosis quirdrgica, que puede mantener elevada inicialmente la CF en
estos pacientes a pesar de haberse resecado toda la enfermedad
macroscopica. Mediante la monitorizacion longitudinal de sus valores durante el
curso postoperatorio, se observd un descenso rapido y progresivo de los
mismos a lo largo de los 3 primeros meses, estabilizdndose a partir de este
momento y elevandose posteriormente solo en aquellos pacientes que
desarrollaron recurrencia durante el seguimiento. Estos datos, consistentes con
los hallazgos de Lamb et al. (300), apoyan que se deba iniciar la medicion de
los valores de CF en estos pacientes a partir del primer trimestre post-cirugiay,
por otro lado, que la CF resulta de nuevo util a partir de este momento para
identificar con fiabilidad la aparicibn de actividad inflamatoria de novo

relacionada con el desarrollo de recurrencia.

Por otro lado, respecto a la sensibilidad que aporta este marcador en la
deteccién de lesiones tempranas, nuestros resultados demuestran, en linea
con los dos estudios principales disponibles hasta la fecha (304, 305), que la
CF es un potente marcador temprano de inflamacién y es capaz de identificar
fielmente el inicio de la recurrencia. Al analizar las curvas ROC de este
marcador fecal en comparacion con los marcadores serolégicos, la CF mostro
una capacidad predictiva de recurrencia excelente, con un AUC de 0.88, muy
superior a la de la PCR y el fibrinbgeno en este contexto. Ademas, acorde con
nuestros resultados, su estrecha asociacion con la presencia y la gravedad de
la recurrencia morfoldgica (tanto endoscdépica como radiolégica) en pacientes
todavia asintomaticos, convierte a este marcador en el principal candidato para
cribar la realizacion de exploraciones endoscoépicas (actual patron oro para el
diagnostico). Hemos caracterizado en el presente trabajo su excelente

capacidad predictiva de recurrencia, obteniendo como mejor punto de corte un
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valor de CF>160 pg/g a partir del sexto mes, discretamente superior al
propuesto en los estudios previos mencionados. Este punto de corte aportod
suficiente sensibilidad y, sobre todo, un valor predictivo negativo muy elevado,
que permitiria con elevada precision excluir la posibilidad de una recurrencia
temprana y la realizacién de exploraciones invasivas, de forma sistematica, en

todos los pacientes tras la cirugia.

Respecto a la evaluacion morfologica de la recurrencia, al tratarse de un
estudio realizado en practica clinica, un subgrupo de pacientes fue evaluado
mediante entero-RM en lugar de endoscopia. En la mayoria de casos, los
gastroenterdlogos del grupo que solicitaron la evaluacion morfolégica mediante
prueba de imagen, fue por negativa del paciente a someterse a una
ileocolonoscopia encontrandose asintomatico. En una minoria de casos fue, sin
embargo, porque la endoscopia no permiti6 una adecuada valoracion del neo-
ileon, bien por dificultades técnicas, bien por estenosis de la anastomosis. La
entero-RM, comparada con la ileoscopia, ha demostrado presentar una buena
correlacion con el indice de Rutgeerts, especialmente en estadios avanzados
(i3-i4) (298). En nuestro estudio, la CF, ademéas de mostrar buena correlacion
con los hallazgos endoscépicos, presenté también buena correlacion con el
indice de Sailer, score radiolégico que ha sido previamente validado en
pacientes intervenidos para la valoracion de la recurrencia (270, 298). Esta
asociacion fue mayor para los scores MR2 y MR3 de Sailer, considerados
como definitorios de recurrencia. En un estudio previo de nuestro grupo,
pudimos caracterizar la asociacion de la CF con el grado de actividad
inflamatoria a nivel ileal evaluada también mediante RM (indice MaRIA),
demostrando su utilidad para evaluar la presencia de actividad en los pacientes
con afectacion de intestino delgado (248). En la cohorte actual analizada, se
confirma también por primera vez esta correlacion en los pacientes con EC ileal
intervenidos, mostrando que los valores de CF pueden ser Utiles para predecir

la presencia y gravedad de las lesiones en la entero-RM tras la cirugia.

Del mismo modo, nuestros resultados muestran que los valores de CF se
asocian de forma estrecha, no solo con la presencia (>i2a en este estudio),

sino también con la gravedad de la recurrencia endoscopica evaluada mediante
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el indice de Rutgeerts. En estudios iniciales, los resultados a este respecto
eran controvertidos, puesto que algunos autores no encontraban diferencias
significativas en las concentraciones de CF entre los pacientes con y sin

recurrencia endoscopica (299, 300, 303), mientras que otros autores si que

reportaban una elevada correlacion entre la CF y el indice de Rutgeerts (302,
343). Como se ha comentado previamente, estos estudios iniciales incluian un
ndmero pequefio de pacientes, no todos eran evaluados endoscopicamente, y
a veces con una definicién poco clara de lo que se consideraba recurrencia, lo
que puede explicar las discrepancias entre estudios. Sin embargo, los
resultados de un meta-andlisis publicado en 2015 (344), incluyendo los 10
estudios que cumplian los criterios de inclusién por su disefio y metodologia
(entre los que se encuentra un andlisis inicial del presente estudio, con n=26,
publicado en forma de abstract (301)), concluyen que la CF es dutil para
identificar la recurrencia endoscopica. Igualmente, los dos estudios
prospectivos mas amplios y recientes publicados, confirman esta asociacion

(304, 305), en linea con lo observado en nuestra cohorte.

e Andlisis de las citoquinas plasmaticas tras la cirugia

En este estudio hemos analizado el patron de expresién de citoquinas en
plasma para caracterizar los cambios que acontecen en el perfil de la respuesta
inmune de estos pacientes tras la cirugia e identificar posibles citoquinas o
patrones que diferencien a los pacientes que desarrollan la recurrencia de

forma precoz.

La evidencia disponible demuestra que la inflamacion crénica en la Ell presenta
cambios temporales en los perfiles de expresion de citoquinas con el curso
evolutivo (160-164). Diversos estudios muestran que la inflamacion en etapas
tempranas esta dirigida principalmente por citoquinas de la via Thl, mientras
qgue en la EC de larga evolucion la respuesta inmune suele comprender una
combinacion de componentes de las vias Th1/Thl7. Estos datos indican que
los mecanismos inmunes responsables de perpetuar la inflamacion cronica en

fases avanzadas son distintos a los que rigen el inicio de la enfermedad.
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En el contexto de la EC post-quirdrgica, aunque hay poco estudios, también se
ha descrito un patrén de citoquinas distinto en el neo-ileon macroscopicamente
sano, con elevadas concentraciones de TNF-a, IFN-y e IL-12 (componentes
principales de la via Thl), y en el neo-ileon tras la apariciéon de recurrencia
endoscopica, con un marcado incremento en IL-17A, asi como la induccion de
citoquinas implicadas en el control de las respuestas celulares Th17, como la
IL-6 e IL-23 (278).

En el presente trabajo hemos comprobado que existe un cambio en el patron
de expresion de citoquinas tras la cirugia, diferenciandose a partir de la
reseccion dos perfiles bien diferenciados de pacientes: un subgrupo que
mantiene unas concentraciones plasmaéticas bajas durante el seguimiento
postoperatorio (y que se corresponde con los pacientes que se mantienen en
remision tras la cirugia) y otro subgrupo que presenta concentraciones
plasmaticas mas elevadas (y que se corresponde con los pacientes que
desarrollan recurrencia durante el seguimiento). Estas observaciones
demuestran, por un lado, que la cirugia resectiva en estos pacientes se
acompafia de un cambio en el perfil de la respuesta inmunoldgica, que difiere
entre los pacientes que van a desarrollar recurrencia temprana y los que se
mantienen en remision, y por otro, que los niveles de expresién de citoquinas
plasmaticas tras la cirugia estan en intima relacion con el desarrollo de

recurrencia a corto plazo.

Segun nuestros resultados, los pacientes que desarrollan recurrencia
temprana, presentan concentraciones plasmaticas mas elevadas tras la cirugia,
aprecidndose este incremento inmediatamente tras la intervencion (y durante el
primer afio tras la cirugia), y disminuyendo progresivamente sus valores a partir
del segundo afio de seguimiento. Esta disminucién evidenciada a partir del
segundo afo concuerda con el desarrollo de la recurrencia en este subgrupo
de pacientes y la consecuente instauracion de tratamiento para la misma, lo
que sugiere el efecto del tratamiento sobre la concentracién de las citoquinas
plasmaticas. Por el contrario, los pacientes que se mantienen libres de
recurrencia mantienen concentraciones globalmente mas bajas tras la cirugia y

durante todo el curso postoperatorio.

188



Dentro del perfil de citoquinas analizado (IL1-B, IL-2, IL-6, IL-10, IL-13, IL-
12p70, IFN-y y TNF-a), en los pacientes que desarrollan recurrencia temprana
se apreciaron unas concentraciones elevadas de forma global, aunque con
cierto predominio en los primeros meses tras la cirugia de TNF-a, IL-2, IFN-y,
IL-1 e IL-6. Este perfil incluye citoquinas implicadas en la respuesta de tipo Thl
(TNF-a, IL-2, IFN-y), concordante con el perfil de respuesta inmunologica
descrito en las etapas tempranas de la inflamacion y con el patron reportado en
el neo-ileon macroscopicamente sano, antes de la aparicion de recurrencia

endoscopica.

Por otro lado, la IL-1 y la IL-6 son citoquinas implicadas en el control de las
respuestas celulares Th17. El incremento de estas citoquinas, implicadas en la
induccion de la IL-17A, se ha descrito en el neo-ileon tras la aparicion de la
recurrencia endoscopica (278). El perfil de respuesta inmune detectado en este
estudio combina por tanto componentes relativos a ambas vias, Th1/Thl7, lo
que sugiere que la respuesta inmune en la EC post-quirtrgica, a pesar del
tedrico “reset” establecido tras la reseccidn, no se asemeja tanto a la situacion
de debut de la enfermedad sino que los mecanismos patogénicos parten del

estado evolutivo previo de la misma.

En el presente estudio, el andlisis posterior de las citoquinas de manera
individualizada, para comparar su evolucién temporal y concentraciones en
ambos grupos, tan sélo mostré diferencias significativas en las concentraciones
de IL-6 e IFN-y a los 6 meses post-cirugia, asi como llamativamente, de la IL-
13 pre-quirdrgica. La elevada produccion de IFN-y por las células de tipo Thl
se ha descrito como parte de la respuesta inmune caracteristica que predomina
en las fases iniciales de la EC, concordante con lo observado en el presente
estudio, como parte de la respuesta inmune que esta dirigiendo la inflamacién
temprana de aquellos pacientes que posteriormente desarrollaran la
recurrencia. Por otro lado, la IL-6 es otra citoquina pro-inflamatoria conocida en
la cascada inflamatoria de la Ell, y aunque forma parte de la respuesta de tipo
Th1l7 (predominante en fases mas avanzadas de la EC), también ha sido
descrita previamente en la literatura como una citoquina que podria ser

relevante en el desarrollo de la recurrencia precoz (279), por lo que a la luz de
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nuestros resultados, en la misma linea que lo descrito en estudios previos, la
IL-6 podria estar ejerciendo un papel patogénico en la génesis de la recurrencia

post-quirdrgica temprana.

La IL-13, en cambio, es una citoquina implicada en la respuesta de tipo Th2,
mas relevante clasicamente en la CU, aunque también observada (en menor
medida que la respuesta Th17) en la EC tardia. El aumento observado de sus
concentraciones pre-cirugia en nuestros pacientes podria ser concordante, por
tanto, con la presencia de lesiones ya establecidas en estos pacientes por el
tiempo de evolucion de la enfermedad, que conduce a la necesidad de cirugia.

El hecho de que este incremento de la IL-13 pre-cirugia sea mayor en los
pacientes que posteriormente desarrollaran una recurrencia post-quirdrgica
mas temprana es un dato llamativo, de dificil interpretacion. Es posible que los
pacientes que llegan a la cirugia con una EC mas evolucionada, y por tanto con
mayores niveles de IL-13, presenten un patrén de enfermedad méas agresivo o
mas tendente a las complicaciones evolutivas fibroestenosantes o fistulizantes,
dado que la IL-13 se ha relacionado con el fendmeno de la fibrosis intestinal y
el desarrollo de fistulas en la EC (345, 346). De hecho, al tratarse de un estudio
realizado en pacientes con EC que requieren de cirugia resectiva por motivo de
su enfermedad, existe un elevado porcentaje de pacientes en nuestra cohorte
con patrones estenosantes y penetrantes, que suelen requerir con elevada
frecuencia de tratamiento quirtrgico. Estos patrones constituyeron en nuestra
cohorte un porcentaje cercano al 50% del total de los pacientes que

desarrollaron recurrencia morfolégica durante el seguimiento.

e Analisis de las a-defensinas plasmaticas 1-3 en el contexto post-

quirargico

En un trabajo previo, nuestro grupo ha caracterizado que existe un aumento de
las concentraciones plasmaticas de a-defensinas 1-3 (a-Def 1-3) en los
pacientes con EC ileal activa (al debut de la enfermedad), en comparacion con
los pacientes EC inactivos, pacientes con ileitis terminal de etiologia distinta a
la EC o los controles sanos (139). Estos resultados preliminares sugieren a

priori una implicacion de las a-Def en la patogenia, asi como su capacidad para
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diferenciar el grado de actividad y su potencial utilidad como biomarcadores en
la EC ileal al diagnéstico. En base a estos hallazgos previos, se decidio
también explorar su posible utilidad como biomarcadores en el contexto post-
quirargico de la EC y evaluar su capacidad para diferenciar a los pacientes que
desarrollan actividad inflamatoria de novo en el seno de la recurrencia post-

quirdrgica, aspecto que no habia sido caracterizado hasta el momento.

Sin embargo, segun los resultados obtenidos en el presente estudio, las a-Def
1-3 no parecen mostrar capacidad en este contexto para diferenciar a los
pacientes que desarrollan recurrencia, dado que no se observaron diferencias
significativas en las concentraciones plasmaticas de los pacientes con vs. sin
recurrencia post-quirdrgica en nuestra cohorte. Es posible que los mecanismos
patogénicos implicados en el desarrollo de la recurrencia sean diferentes a los
que rigen el inicio de la enfermedad al debut, tal como se aprecia en el perfil de
respuesta inmune observado con el andlisis de las citoquinas, y que la

respuesta inmune innata tenga un papel menos importante en este contexto.

e indice predictivo combinado de recurrencia post-quirdrgica

Acorde con los resultados expuestos previamente, la CF muestra ser un
marcador con excelente capacidad predictiva de recurrencia en estos pacientes
tras la cirugia. Aunque hay que tener presente que, a pesar de haber
demostrado una mayor especificidad como marcador de inflamacion que los
marcadores seroldgicos, la CF no es especifica de la Ell, pudiendo elevarse en
otras circunstancias o a merced de otros factores, independientemente de la
actividad de la enfermedad. Esto nos indica la importancia de contextualizar el
valor de una determinacion elevada de manera puntual, y a monitorizar su
tendencia evolutiva en el tiempo mediante determinaciones seriadas, para
otorgarle el valor adecuado en la practica clinica diaria y que sea de utilidad en

la toma de decisiones.

En nuestro estudio, la caracterizacion de otros biomarcadores como las
citoquinas plasmaticas, ha permitido también identificar a la IL-6 e IFN-y como

marcadores predictivos de recurrencia en el mismo momento del curso
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postoperatorio que la CF (a los 6 meses). Estos hallazgos han permitido
desarrollar, por primera vez, un indice predictivo combinado que ofrece aun
mayor precision en la identificacion de los pacientes que van a desarrollar una
recurrencia precoz tras la cirugia. La combinacion de estos marcadores con la
CF aumenta el valor predictivo de la misma, y ratifica ademas el significado de
recurrencia que puede tener la CF en este escenario (evitando la necesidad de
contextualizar elevaciones puntuales por otros motivos en estos pacientes).
Ademas, este indice combinado aporta una nueva herramienta predictiva que,
tras su validacién en otra cohorte independiente, puede ser de gran utilidad

clinica para el manejo de la EC post-quirargica.

e Andélisis de la expresion de miRNAs en el contexto de la recurrencia

El andlisis preliminar de pooles de miRNAs en las muestras de plasma de
nuestros pacientes parecié identificar un conjunto de miRNAs con potencial
capacidad biomarcadora para identificar el paciente con EC que va a presentar
recurrencia precoz, sin embargo el proceso de validacidn otorga dicha
capacidad sélo al miR 15b-5p, cuya disminucion significativa identifica a los
pacientes con recurrencia al afio de la cirugia. La principal limitacion de este
estudio exploratorio inicial es que la validacion ha sido interna. Estudios
posteriores nos permitiran validar este hallazgo en otra cohorte independiente y
caracterizar ademas si dicho miRNA se infra-expresa en momentos previos al
afio, de modo que pueda ser considerado un biomarcador predictor de
recurrencia y pudiera incluso ser incluido en el indice prondstico elaborado en

este trabajo de tesis.

Algunos estudios realizados en humanos han identificado patologias en las que
el miR 15b-5p forma parte de una “huella” de miRNAs que identifica una
patologia concreta. En algunos casos el miRNA esta sobreexpresado y en
otros infraexpresado, y parece implicarse tanto en patologias oncol6gicas como
en las degenerativas inflamatorias. Asi, se ha visto que el miR 15b-5p se
sobreexpresa en plasma asociado a la presencia de melanoma (347) al igual
qgue hay cambios en dicho miRNA en situaciones post-cirugia del melanoma

(348). Se sobreexpresa también en el hepatocarcinoma (349), el
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adenocarcinoma esofagico (350), el cancer ovarico epitelial (351) y el cancer
de pulmén (352). Infraexpresado, el miR 15b-5p se detecta en la “huella” de
MIRNASs que se asocian a la enfermedad de Alzheimer (353, 354), en el linfoma
Hodking (355) y en la ruptura de la chordae tendianae mitral (356). Su
expresion disminuida se asocia también a la mayor longevidad en humanos
(357) y se ha visto que las lipoproteinas aterogénicas disminuyen la expresion
del miR 15b-5p para desencadenar su efecto (358).

Diferentes estudios en distintas patologias o0 procesos biolégicos van
caracterizando las dianas biolégicas sobre las que actia este miRNA. La infra-
expresion del miR 15b-5p induce la formacion de TRIM29, el cual a su vez
induce la proliferacion y expansion de algunos tumores, a través de la via
AKT/mTOR (359). Recientemente se ha descrito que la sobreexpresion del miR
15b-5p condiciona la inhibicién de la angiogénesis en ratones, identificandose
la protein-kinasa B-3 (AKT-3) como el target directo del miR 15b-5p (360). Del
mismo modo, se ha descrito que el miR 15b-5p tiene capacidad reguladora del
proceso apoptotico via down-regulacion de la proteina pro-apoptética XIAP de

reciente descubrimiento (361).

Otros mecanismos gque podrian estar implicados se han descrito para el miR
15b general (incluyendo todas las formas, tanto 3p como 5p) y se trata de la
capacidad de este micro de estimular la produccién de ROS en la mitocondria a
través de la regulacién de la proteina mitocondrial sirtuin SIRT4 (362). Ademas
tiene la capacidad de suprimir la diferenciacion Thl7 (o, por el contrario,
facilitarla cuando esta infra-expresado) lo cual se ha caracterizado en pacientes
afectos de esclerosis multiple (363), y finalmente parece regular también la
expresion de HIF 2a (factor inducido por hipoxia) lo que a su vez tendra un
efecto participante en la regulacion de la diferenciacion de los linfocitos T
helper (364).

De este estudio, ademas de identificar al miR 15b-5p como el miR relacionado
con la recurrencia de la EC en los pacientes intervenidos, se derivan
sugerencias o hipotesis patogénicas que deberian explorarse en la EC. Entre

los hallazgos que se han descrito en esta enfermedad, se han objetivado
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alteraciones mitocondriales (365), se ha cuestionado la capacidad apoptotica
de las células de la inmunidad (148), se conoce el importante impacto que
tienen las células Th1l7 (154) y se ha relacionado la via de PI3K/AKT/PTEN
como target terapeutico fundamental en la EC (366). En todos estos aspectos
podria estar implicado el miR 15b-5p, como se ha demostrado, por el momento,
en otras patologias; y quizas su modulacién deberia considerarse para explorar

una potencial nueva diana terapedutica.
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VII. CONCLUSIONES
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En este estudio, el tratamiento profilactico tras la cirugia es el unico factor
clinico identificado como predictivo, asociado con un menor riesgo de

desarrollar una recurrencia post-quirdrgica temprana.

La calprotectina fecal es un marcador Gtil para monitorizar a los pacientes
con EC a partir del tercer mes tras la cirugia y dispone de mayor capacidad
predictiva que la PCR o el fibrinbgeno para detectar precozmente el
desarrollo de recurrencia morfoldgica. Valores inferiores a 160 pg/g a partir
de los 6 meses presentan un elevado valor predictivo negativo para

descartar el desarrollo de lesiones tempranas en estos pacientes.

La concentracion de citoquinas plasmaticas tras la cirugia es
significativamente mayor en los pacientes que desarrollaran recurrencia
precoz respecto a los que se mantienen en remision, lo cual se observa
desde el momento post-quirdrgico inmediato. Los pacientes que desarrollan
recurrencia precoz presentan concentraciones significativamente mas
elevadas de IL-13 pre-cirugia, asi como de IL-6 e IFN-y a los 6 meses tras

la intervencion.

En este estudio, las a-defensinas 1-3, implicadas en la respuesta inmune
innata, no muestran capacidad en el contexto post-quirargico para discernir

a los pacientes que van a desarrollar recurrencia precoz.

La combinacion de los valores de calprotectina fecal, IL-6 e IFN-y a los 6
meses post-cirugia constituye un indice prondéstico con elevada capacidad
predictiva del riesgo de recurrencia. Este indice predictivo, una vez validado
en otra cohorte independiente, puede constituir una herramienta de gran
utilidad para identificar con precisién a los pacientes que van a desarrollar

una recurrencia precoz tras la cirugia.

El miRNA 15b-5p presenta una expresion diferencial entre los pacientes con
EC que desarrollan recurrencia temprana tras la cirugia y los que se
mantienen en remisiébn, y su menor expresion se asocia de forma

significativa con el desarrollo de recurrencia post-quirargica al afio.
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