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Introduccion

1.1.Aspectos generales de la Enfermedad inflamatoria Intestinal (Ell)
La Ell es un proceso inflamatorio crénico y recidivante de caracter sistémico

que afecta predominantemente al tracto gastrointestinal, asociandose

g (Abraham C_ 2009 Eyisten dos

frecuentemente con manifestaciones extraintestinale
subtipos principales de Ell: la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU).
La EC puede afectar cualquier parte del tracto digestivo, es de caracter transmural
(pudiendo producir fistulas y abscesos) y suele presentarse clinicamente como
dolor abdominal, diarrea crénica con o sin sangre, astenia, pérdida de peso y fiebre
(Baumgart DC_2012) - Sjin embargo, la CU afecta tipicamente al colon (mas frecuentemente
el recto y el sigma), presenta afectacion submucosa no transmural, y suele
presentarse como diarrea de larga duracion, generalmente sanguinolenta y con

mucosidad, tenesmo y dolor abdominal hipogéastrico *ombhth A-1997)

Ambas se caracterizan por afectar predominantemente a individuos jévenes y por
alternar periodos de remisién clinica y brotes de actividad ook DK- 2002 F|
control clinico de estos brotes recidivantes requiere el empleo de farmacos
antiinflamatorios no exentos de efectos secundarios (corticoides,
inmunosupresores, agentes bioldgicos etc.) siendo frecuente la necesidad de
hospitalizaciones e incluso de cirugia para el tratamiento de las complicaciones

(Baumgart DC_2012)  Ello conlleva una

(estenosis, abscesos, megacolon toéxico etc.)
importante afectacion de la calidad de vida tanto de los pacientes como de su
entorno, asi como un elevado coste sanitario asociado °°"4-2"9_Globalmente, se
calcula que la Ell afecta a mas de 3.6 millones de personas en todo el mundo,
habiéndose constatado un espectacular aumento de su incidencia en las ultimas
décadas *ekas L2008 - A pesar de los grandes avances en el conocimiento de los
mecanismos que subyacen en la Ell, la etiopatogenia de la enfermedad es en
muchos aspectos desconocida. Actualmente se considera la Ell como un trastorno

poligénico inmunitario de causa multifactorial en el que intervienen: 1) factores
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genéticos individuales; 2) factores ambientales; 3) la flora intestinal (microbioma) y
4) la respuesta inmunitaria. Una combinacion de estos factores produce una
respuesta inmunitaria inadecuada y excesiva contra la flora comensal en sujetos

genéticamente predispuestos *aer /2007

T-cell adaptive
immunity/ IL-12,

17, 23/ Treg
comm unity

Fig. 1. Patogenia de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal: modelos y puntos de

vista propuestos (Reger 62073,

1.2. La Enfermedad de Crohn (EC)

1.2.1.Epidemiologia de la Enfermedad de Crohn e impacto socioeconémico
La incidencia de la Ell ha aumentado de manera significativa en los ultimos afnos,
tanto en paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo (como regiones
asiaticas y del este de Europa), lo que sugiere un papel importante de los factores
ambientales en la patogenia de la enfermedad o EV-2004) (Kostic AD.2074) " [ye hecho, ha
pasado de ser un trastorno poco frecuente a llegar a duplicar su incidencia cada
década en Norteamérica y Europa en la segunda parte del siglo XX (oledecky NA.2072)
La exhaustiva revisién de los ultimos estudios epidemioldgicos europeos sobre Ell y
EC de Burish et al #2079 gefala algunos datos importantes:

* Se calcula que el 0.3% de la poblacién europea padece Ell.

e Hasta un 30-40% de los pacientes presentan ya al diagndstico una

enfermedad complicada.

* lLas tasas de hospitalizacion en EC son altas, aunque han disminuido
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ligeramente.

* Aproximadamente el 50% de los pacientes con EC requerira cirugia en los
10 anos que siguen al diagndstico. De ellos aproximadamente el 20%
requerira una nueva intervencion quirdrgica en ese tiempo.

* Las manifestaciones extraintestinales se producen en el 20-40% de los
pacientes con EC.

* Elriesgo de cancer colorrectal (CCR) en pacientes con EC es casi igual al de
la poblacién general. Sin embargo el riesgo relativo de cancer de intestino
delgado esta significativamente aumentado, aunque su riesgo absoluto es
bajo.

* Los pacientes con EC sufren un riesgo elevado de ciertos canceres

extraintestinales como el eséfago-gastrico, pulmon, piel o vejiga.

Clasicamente la Ell presenta un gradiente Norte-Sur, con una mayor prevalencia en
paises del Norte y en zonas urbanas ©"@"9%5-19%) Gin embargo estudios recientes
han constatado una disminucion éstas diferencias, en gran parte por el aumento de
la incidencia en paises del sur de Europa (Francia o Esparia, por ejemplo) (52 ¢-2009,
Estudios epidemioldgicos realizados en Espafa muestran una incidencia de la EC
de 7.8 por 100.000 habitantes/afo, con una prevalencia de 87.5 por 100.000
habitantes, muy similar a otros paises centroeuropeos ez Serrano P2009) (Saro €_2003)

La incidencia de la EC es similar en ambos géneros, y se da con mayor frecuencia
en individuos de raza caucasica y en ciertas poblaciones como los judios Ashkenazi
(Yang H_1993) .

La edad de aparicién de la EC presenta una distribucion bimodal, con un mayor
pico de incidencia entre los 15 y los 35 afos y un segundo pico menos acusado
entre los 55 y los 65 afnos (conocido como EC de presentacion tardia o “late onset”)
(Baumgart DC_2072) " Existe un aumento de la incidencia también en edades pediatricas,
tanto de CU como de EC. Un reciente estudio multicéntrico espafiol revela una un
incremento de la prevalencia de la EC en edad pediatrica del 0.53 al 1.7 por 100.00
habitantes/afio entre 1996 y 2009. Datos de un estudio realizado en nuestro centro
en 2008-2009 en el area del Hospital Arnau de Vilanova de Valencia arrojan una

incidencia de 4.43 y 7.44 por 100.000 habitantes/afio para la EC y la CU
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respectivamente e L2010

A pesar de que las tasas de cirugia han disminuido en la EC principalmente debido
al empleo de farmacos mas efectivos desde el inicio de la enfermedad, la tasa de
mortalidad se encuentra aumentada hasta en un 40% en pacientes con EC con

respecto a poblacion sana #2073,

Entre el 25 y el 50% de las muertes en estos
enfermos estan relacionadas con complicaciones de la enfermedad como
malnutricién, complicaciones postoperatorias y cancer colorrectal (CCR). Factores
como la edad temprana al diagnéstico, la persistencia de inflamacion activa, la
coexistencia de colangitis esclerosante primaria o la historia familiar de CCR

incrementan la predisposicién a padecer CCR ®urisch /2079,

En los ultimos anos se ha estudiado extensamente el impacto socioeconémico de
la Ell, tanto en costes directos como indirectos. Un amplio estudio en pacientes
canadienses cifr6 en 2.8 billones de dodlares el coste de la enfermedad en 2012
(unos 12.000 ddlares por paciente en ese periodo), con unos costes directos
anuales 1.2 billones de dolares (principalmente derivados de medicinas,
hospitalizaciones y visitas médicas), y unos costes indirectos de 1.6 billones de
dolares (sobretodo derivados de las largas bajas laborales) o 4-2072),

Un estudio europeo multicéntrico publicado en 2015 cifra el coste del primer afo de
tratamiento de un paciente con EC en 1.803 euros por pruebas diagnodsticas,
11.489 euros por cirugia, 1.027 euros por tratamiento estandar y 7.376 euros en

tratamientos bioldgicos (anti-TNF), dando una idea de su impacto econémico ®“="

J_2015)

1.2.2.Diagnéstico y Clasificacion de la EC

La EC debe sospecharse en todo paciente (especialmente entre los 20 y 40 anos)
que presente diarrea crénica (ocasionalmente con moco o sangre), dolor
abdominal, sintomas de enfermedad perianal (sobre todo fistulas y abscesos de
repeticion), fiebre y sintomas sistémicos -como anorexia, astenia o pérdida de

(Baumgart DC_2012) (Van Assche G.2010)  Agimismo debe investigarse la presencia de

peso-
manifestaciones extraintestinales, que se dan hasta en un 20% de pacientes.

Destacan las afecciones cutaneas (como eritema nodoso y pioderma gangrenoso),
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las osteomusculares (poliartralgias, artritis), las oculares (uveitis/iritis), o las
hepatobiliares (colelitiasis o colangitis esclerosante primaria) ©*%2°'?, Los criterios
de Lennard-Jones siguen siendo ampliamente aceptados para el diagndstico de la
enfermedad, a pesar de su baja sensibilidad temar-enes JE1997). Actyalmente se emplea
internacionalmente la Clasificacion de Montreal de la EC que tiene en cuenta la
edad (A="age”), la localizacién (L=localization), el patron o comportamiento de la
enfermedad (B=behaviour) y la presencia de enfermedad perianal "veero 152005

La EC puede afectar a cualquier tramo del tracto digestivo y es de caracter
transmural (a diferencia de la CU, que sélo afecta al colon y con afectacion
submucosa) y esta localizacion suele mantenerse estable en tiempo #e-Biroulet L 2010)
Sin embargo el patrén de la enfermedad (inflamatorio, fistulizante y estenosante)
varia en el transcurso de la enfermedad. Estudios de largas series de pacientes
demuestran que mas de la mitad los casos se diagnostican entre los 17 y los 40
anos (Montreal A2) y presentan una localizacién ileal o ileocolonica (Montreal L1 o
L3). El patrén inflamatorio (“no-estenosante-no fistulizante”, Montreal B1) el mas

frecuente -hasta el 80% del total en algunas series- (7" K7-2070) (Cosnes J 2002)
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Fig. 2. Clasificacion de Montreal y manifestaciones extraintestinales de la EC ®amea

DC_2012)

La ileocolonoscopia con toma de biopsias sigue siendo el patréon oro para el
diagndstico de la EC, observandose caracteristicamente lesiones mucosas como

aftas, Ulceras o estenosis, con mucosa sana entre ellas ©@P-20"%  Actualmente el
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estudio de las lesiones en intestino delgado y perianales puede completarse con el
empleo de la capsula endoscoépica #P°r V2919 y otras técnicas de imagen como: la

(Panés J_2011) |
)

ecografia abdominal con contraste, la ecoendoscopia transrectal a

)(AI—Hawary MM_2013)

tomografia axial computerizada (TAC y la resonancia magnética con

enteroclisis (RM)Aen 562019

Estas pruebas han demostrado su eficacia en el
diagnéstico inicial, la deteccién de complicaciones -como abscesos, fistulas o
estenosis- y como predictoras del curso de la enfermedad emehaF-2014) (binca R 2014)
Aunqgue existen alteraciones histolégicas sugestivas de la EC (como la afectacion
transmural y discontinua, fisuras, agregados linfoides, o la presencia de
granulomas), no existe ninguna alteracion patognomonica *ees AM-2014  Be hecho,
los granulomas sélo estan presentes en el 30-40% de los pacientes, variando
mucho segun la localizacién y el nimero de biopsias obtenido en la colonoscopia
(Schmitz-Moormann P_1 984).

El diagnéstico diferencial debe establecerse con las infecciones gastrointestinales
enteroinvasivas (especialmente por Yersinia enterocolitica, Campilobacter yeyuni, y
tuberculosis intestinal), el sindrome de intestino irritable, la colitis isquémica (sobre
todo en formas colbnicas en pacientes de edad avanzada), la enteropatia por
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), las vasculitis (como la enfermedad de
Behget), o ciertos tumores (linfoma intestinal, o cancer de colon en las formas

estenosanteS) (Almadi MA_2009) (Vaiopoulos AG_2014) (Baumgart DC_2012).

Los principales factores
pronésticos que indican mayor probabilidad de complicaciones y enfermedad
incapacitante son: la necesidad de corticoides y edad temprana al diagndstico, la
presencia de enfermedad perianal, el patron estenosante, y la necesidad de
reseccion intestinal previa ©eauoere L2006,

La proteina C reactiva (PCR) y la determinacioén de calprotectina fecal son los
biomarcadores mas empleados para el control de la enfermedad, con una buena
correlacion con la actividad inflamatoria endoscoépica y un potencial papel

predictivo de brotes y complicaciones e’ /0-2077) (P'inca R 2014)

1.2.3. Tratamiento de la EC
El objetivo del tratamiento es intentar conseguir la remisién clinica y endoscopica

(curacion mucosa) prolongada, para evitar las complicaciones de la progresion de
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la enfermedad (sobre todo las hospitalizaciones e intervenciones quirdrgicas),
mejorando la calidad de vida del paciente con EC y de su entorno.

En primer lugar debe aconsejarse el abandono del habito tabaquico por su efecto
deletéreo en la progresién (Cosnes /1996 (Cosnes J.2001) " a4 como una nutricion adecuada y

el empleo de técnicas de control del estrés Mavasiey JE.2005)

La eleccion del tipo de tratamiento dependera del estadio de la enfermedad
(inducciéon o mantenimiento de la remision), de sus factores prondsticos y de las
caracteristicas individuales del paciente; y debe equilibrar la eficacia con los

efeCtOS secun d ari oS (Louis E_2009) (Dignass A_2010) .

De manera general, se emplean tratamientos de accion rapida (corticoides, anti-
TNF, o antibidticos) en el brote, seguidos de farmacos de control de la remision
(tiopurinicos, metotrexate o anti-TNF) #ameatbC.2072) " F| tratamiento quirdrgico no esta
exento de complicaciones y su indicacion debe valorarse de manera consensuada

con los cirujanos digestivos de forma individualizada *"a" "-2079,

1.2.4.Patogenia de la EC
A pesar de los avances de los ultimos afos, la etiopatogenia de la EC es en gran
medida desconocida. Sin embargo existen factores genéticos, ambientales, de la

microflora y alteraciones inmunitarias que han sido ampliamente estudiados.
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Fig. 3. Mecanismos patogénicos de la EC Baumgart bC.2072)

-Factores genéticos

La EC se considera una enfermedad poligénica. Se ha demostrado que existe

r (Bengtson MB_2009) a (Bengtson MB_2009) (

agregacion familia y anticipacion genétic es decir, que
los descendientes presentan la enfermedad en edades mas temparanas que los
progenitores). De hecho existe concordancia fenotipica en el 50-75% gemelos
monocigoticos con la enfermedad ™ t-2006)

Los estudios de asociacion genética (GWAS) han confirmado 30 loci de
susceptibilidad para la EC en 17 cromosomas ®am/c-2008)

Aunque algunos son compartidos con la CU, otros revelan alteraciones especificas
de la EC como los que codifican los receptores NOD (NOD2), los implicados en la
autofagia (ATG16L1, IRGM), o los de las intelectinas (ITLN1) ®uda?ML.2009)

Sin embargo esta susceptibilidad tiene escasa traduccion clinica y explica tan solo

a (Park JH_2010)

en un 20% aproximadamente la herencia genétic , lo que enfatiza el

papel clave de los factores ambientales y epigenéticos #2204
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-Factores ambientales

EL medio ambiente se ha sugerido como un factor importante en el desarrollo de la
EC (Baumgart DC.2072) - Amplios estudios epidemioldgicos describen un aumento de la
incidencia de la enfermedad en inmigrantes procedentes de areas de baja

prevalencia a paises industrializados o en etnias con baja prevalencia tras emigrar

(como asiaticos o hispanos) o /K-2009,

Algunos autores apuntan a que la “dieta occidental” basada en grasas saturadas e

hidratos de carbono refinados, podria modificar la microflora y contribuir a la

enfermedad en sujetos predispuestos *¢°™ V2073

El tabaco es el factor ambiental mas estudiado y existen numerosos estudios y

metandlisis que demuestran su efecto deletéreo en la enfermedad (©osnes /7996 (Cosnes

/2000 Otros factores que se han relacionado con la aparicion de la EC son los

(Cantorna MT_2014) el

niveles bajos de vitamina D ®*ese WP-2009 consumo en edades

tempranas de antibidticos " SY-29"9 o g| empleo de anticonceptivos orales ©°™"
JA_2008)
El consumo de antiinflamatorios no esteroideos (AINE) “rantakrishnan AN.2012) v, | gstrés

se consideran factores desencadenantes de brotes de actividad ®onA-2008) (Mawdsiey

JE_2005)

-Factores relacionados con la flora intestinal

-La hipétesis infecciosa de la EC

El posible papel de la infecciédn por microorganismos como agente causal de la
EC sigue en estudio. El hecho de que las lesiones tipicas ocurran en las zonas de
mayor densidad bacteriana (ileon y recto), la mejoria de la inflamacién en zonas sin
transito fecal, la presencia de mayor cantidad de bacterias intramucosas o la
presencia de granulomas, hacen plausible la hipétesis infecciosa ©°scaWatts M.2075)
De hecho, la EC se asemeja a la ileitis granulomatosa producida por el bacilo de la
tuberculosis y a la enfermedad de Johne causada por el Micobacterium avium
paratuberculosis Moz JL-2019 “incluso en el tipo de respuesta inmune que generan
(tee 52009 Sin embargo, aungue se han identificado micobacterias en tejido y sangre

G (Di Sabatino A_2011)

de pacientes con E , el tratamiento con antituberculosos no se ha

mostrado eficaz en ensayos clinicos controlados ©#"-2%7_En |os Ultimos afios ha
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crecido el interés por el hallazgo de Escherichia coli adherente-invasiva (AIEC) en el

n (Masseret E_2001) (Darfeuille-Michaud A_2004)

colon e ileo y en los granulomas de los pacientes con

EC ®anP2009  Recientemente otro microorganismo de la familia de los hongos, el

Microsporidio, se ha relacionado con la enfermedad “dreu-Ballester JC.2013)

Alteraciones en la flora bacteriana en EC

Existe evidencia de que existe una desregulaciéon de la respuesta inmune a la
flora intestinal normal en la EC. Ciertos ratones transgénicos no desarrollan colitis
en medios estériles y se ha observado que la alteracién de la carga antigénica
producida por la microflora mediante una nutricién elemental, el empleo de
antibidticos o la realizacion una ileostomia de diversion del flujo fecal mejoran la
inflamacidn Meroa Y2014

Existen principalmente 4 especies bacterianas en la flora intestinal de individuos
sanos -Bacteroidetes, Firmicutes, Proteobacteria y Actinobacteria-, principalmente
anaerobias y con una concentracion creciente desde el estémago al recto s

AD_2014)

Estudios metagendmicos demuestran una diversidad reducida en pacientes con

(Joossens M_2011) -~ Goncretamente se ha

EC en comparacion con controles (disbiosis)
detectado una disminuciéon de las especies Firmicutes y Bacteroidetes y un
aumento de Proteobacteria y de Enterobacteria, en concreto de Escherichia coli
(Morgan XC_2012) .

Este fendbmeno puede tener un reflejo en la clinica. Por ejemplo, la reduccién del
Faecalibacterium prausnitzii (de la especie Firmicutes) se asocia a mayor riesgo
de recurrencia postoperatoria y su restitucion experimental presenta efecto

antiinflamatorio (°ko/H-2008)

-Factores inmunitarios

Se han descrito alteraciones tanto en la inmunidad innata (inespecifica) como de la

inmunidad adquirida (o especifica) en la patogénesis de la EC, aunque en la

actualidad los primeros se consideran mayor importancia “""9 42014
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Alteraciones en la inmunidad innata
Existen varios defectos en la primera linea de defensa formada por el epitelio
intestinal y la capa de moco protector en superficie secretado por las células

caliciformes:

1.Disminucién de la capa mucosa protectora:

Se han descrito variaciones en el espesor, la continuidad y la composicién de la
capa de moco. Las zonas de mucosa inflamada en ileon de pacientes con la
enfermedad presentan una expresién disminuida del gen encargado de la
produccion de mucina MUC-1 VsereMP199 " qircynstancia que ha sido corroborada
por los estudios de asociacion genética (GWAS) que corroboran la asociacion de
alteraciones de MUC-1 y MUC-19 y la enfermedad 2" A-2079,

2. Aumento de la permeabilidad intestinal

Existe un aumento patolégico de la permeabilidad intestinal que permite el paso de
patégenos a la lamina propia donde contactan con las células inmunitarias
desencadenando una respuesta inflamatoria alterada “"°" -2,

Inicialmente se describié un incremento de permeabilidad en nifios con EC hace ya
mas de 30 afios e 4P-1982 Egtydios recientes han comprobado que los enfermos
presentan un descenso del niumero de uniones celulares (“tight junctions”), una
disminucién de la expresiéon de Claudina 5 y 8 “#s595-2007 v yna mayor densidad de
espacios entre células (“epithelial gaps”) por endomicroscopia laser confocal @**
M_2010).

Algunos estudios relacionan este aumento de la permeabilidad con la probabilidad

de presentar brotes de actividad (a/-1999 (Amott ID_2000)

3.Alteraciones en las células de Paneth

Las células de Paneth son las encargadas de secretar sustancias antimicrobianas
como la lisozima, la fosfolipasa A2 y las defensinas a y p #™"t-20"9

Las células de Paneth de los pacientes con ciertas mutaciones en el gen de la

autofagia ATG16L presentan menor nimero de granulos y alteraciones funcionales
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en su secrecion (Cadwel k2008

Otros estudios han descrito una disminucion de defensinas o en el ileon de
pacientes con EC portadores de la mutacién NOD2-SNP13 Werkamp J.2005) v, ng
disminucion de la expresion de defensinas p HDB-1 en la mucosa colénica en EC

(Peyrin-Biroulet L 2010) " aymentando la susceptibilidad a las invasiones microbianas.

4.Mecanismo de estrés del reticulo endoplasmico

Una respuesta adecuada al estrés del reticulo endoplasmico de las células
secretoras (caliciformes y células de Paneth) es necesaria para mantener la
homeostasis y el adecuado reconocimiento de la composicion de la microbiota @
A-2010  Alteraciones en este proceso producen la acumulacién de proteinas no
desplegadas, lo que desencadena estrés celular e inflamacion @ 42079,

Las deleciones en modelos experimentales de uno de los componentes principales
de esta respuesta, el X-box-binding-protein 1 (XBP1) del epitelio intestinal —cuya
asociacion se ha comprobado con la EC- , produce enteritis espontanea en el
intestino delgado, un aumento de susceptibilidad a la colitis murina por DSS y una

reduccion de las células de Paneth y caliciformes aserA-2070) (Kaser A.2008)

5.Migracion y retencion leucocitaria

Los pacientes con EC presentan un reclutamiento débil y lento de leucocitos
polimorfonucleares (PMN) y, contrariamente, una retencion prolongada de los
mismos en el epitelio mucoso, contribuyendo al dano tisular (erosiones, ulceras,

edema etC.) (Brazil J_2013).

6.Alteraciones en el gen NOD2

En 2001 se describié por primera vez la relacion entre los polimorfismos en el gen
NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2) y la
susceptibilidad a padecer EC *got/P-2007) (Ogura ¥ 2001)

EL NOD2 codifica un receptor PRR (Pattern Recognition Receptor) que se expresa
intracelularmente en macréfagos, células dendriticas, células epiteliales, e incluso
en los linfocitos T (LT), y que es activado por el N-acetyl muramyl dipéptido, un

componente del peptidoglicano bacteriano, y otros ligandos de micobacterias y
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Viru s (Kanneganti TD_2007)-

NOD 2 juega un papel fundamental en la defensa inmunitaria. Las alteraciones en
este gen producen una respuesta exagerada ante lipopolisacaridos, que se traduce
en un aumento de la reaccion inflamatoria y disminuciéon de la produccién de
agentes antimcrobianos epayashiks.2005)

Las alteraciones en NOD2 resultan en un aumento de la activacién de NF«f, un

aumento de la produccién de citosinas Th1, y una disminucion de IL-10 Neguchi£-2009

(Tsay TB_2009)

a (Rehman A_2011)

Ademas el NOD2 participa en la regulacion de la microflor , en

procesos de autofagia M@s°stH-2010 " an |a modulaciéon de los Toll-like receptors —
TLR- (sobre todo en la via de produccion de NF«p activada por el TLR2) Watanabe 7.2004)
y en la produccion de a-defensinas (disminuida en pacientes con la mutacion)
(Wehkamp J 2005 " Algunos autores han asociado estos defectos fenotipicamente con

formas ileales (Montreal L1), patron estenosante y peor pronostico “ersen SR-2077),

7.Alteraciones en la Autofagia

La autofagia es un proceso de degradacion fundamental para reciclar componentes
celulares danados, agregados proteicos y microorganismos invasivos, mediante la
formacién de autofagosomas y autolisosomas e 8-2009)

Se han descrito dos polimorfismos en genes relacionados con la autofagia en la
EC:

1) Alteraciones en el gen de autofagia ATG16L1(T300A). Hampe J2007) (Rioux Jb_2007) ' Egig

proteina se expresa en los macrofagos, las células epiteliales y los linfocitos y es
fundamental en la autofagia selectiva #7299 | os pacientes homocigéticos para
la mutacion presentan fallos en la formacion de autofagosomas para la degradacion
de productos microbianos “*2/a 2099 " gteraciones en la presentacion antigénica a
los LT CD4+ (Cooney R-2010) v defectos en la formacion de granulos por las células de

Paneth ©@elK-2008 15 que produce una exocitosis anormal.

2) Alteraciones en el IRGM (immunity-related GTPase M). Este mecanismo es clave

en las fases iniciales de la autofagia y para la destruccidn de microorganismos

intracelulares 9" $8-209% como Mycobacterium tuberculosis y otras bacterias como
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Salmonella typhimurinum (©uterezMG_2009

3) Alteraciones del NOD2 que producen defectos en la autofagia. La activacion del

NOD2 recluta ATG16L1 hacia la membrana en el sitio de entrada bacteriano ("2
LH.2019 1o que sugiere su papel regulador en la interiorizacion de los patégenos vy la
formacion de autofagosomas. En segundo lugar, esta activacion de NOD2 en
pacientes con alteraciones en ATG16L1 produce un aumento de especies reactivas
del oxigeno (ERO), y un aumento de IL-1p con la consiguiente reaccién inflamatoria
(Saitoh T_2008).

En conjunto estos defectos en genes que intervienen en la autofagia se traducen en
la clinica en alteraciones de la composicién de la microbiota (ecosistemas mas
proinflamatorios) y en una respuesta alterada ante la flora comensal y los

patdgenos enteroinvasivos -2,

Alteraciones en la inmunidad adquirida

La EC ha sido clasicamente considerada como una enfermedad en la que
predomina la respuesta tipo Th1, con un aumento de produccioén de citoquinas
proinflamatorias (sobretodo IFN-y, TNF-a e IL-2) en la mucosa con respecto a
sujetos sanos ©reese £-7999),

Se ha propuesto que los antigenos de la luz intestinal activan a los LT CD4+ y los
macrofagos mediante mecanismos no bien conocidos, generandose un circulo
vicioso con un aumento continuado de la secrecion de citoquinas proinflamatorias y
radicales libres que produciran dafio tisular #*' 2% E| papel del TNF-a en la EC
estda asimismo avalado por la buena respuesta terapéutica en la clinica a los
agentes anti-TNF (infliximab, adalimumab o certolizumal) Mede! MP-2074)

En los Ultimos afios se ha estudiado extensamente la importancia de la
hiperestimulacion de los LT Th17 en la patogenia de la enfermedad ©#¢2/-2°"%_ Estas
células son estimulados por TGF-$ e IL-23 y producen IL-17A, IL17F, IL-21 e IL-22
(kom T 2009 ~ Estos linfocitos y las citoquinas Th17 que producen (asi como su
expresion gendémica RNA) se hallan aumentados de manera significativa en la

a (Seiderer J_2008) (Kobayashi T_2008)

mucosa inflamad . Los estudios GWAS han revelado la

asociacion de varios polimorfismos de genes relacionados con los Th 17 (como
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STAT3 o IL-23R) en pacientes con Ell, sugiriendo su papel en la patogénesis "™
A_2010).

Estudios en mucosa inflamada han encontrado niveles altos de LT reguladores
(Treg) productores de citoquinas antiinflamatorias (IL-10 y TGF ) indicando su

posible participacién en los mecanismos inmunitarios de la enfermedad 22M-2007

(Buckner JH_2010)
Se ha demostrado asimismo que los LT efectores (Tef) de la lamina propia no
responden a la accion inmunoreguladora de los Treg, perpetuando la respuesta

inflamatoria (Fantini MC_2009)

1.3. Los linfocitos T gammadelta (LTyd)

1.3.1.Aspectos generales de los LTyo

Los LT pueden dividirse en dos grandes subpoblaciones segun el receptor para
antigeno que expresan en la membrana de superficie (TCR): los linfocitos T of
(LTap) y los linfocitos T 6 (LTyd), que expresan el TCR-aff y el TCR-y6
respectivamente """ Desde el descubrimiento de los LTys en 1984 por Saito
et al. %" H-199 ha habido un interés creciente en conocer las funciones de este tipo
celular. Actualmente se consideran una pieza clave en la primera linea de defensa
contra la invasion de patégenos invasivos (los epitelios), asi como en la

homeostasis de la respuesta inmune “""9 /2019

Region Variable (V)

TCR-y5 110° TCR-ap 147°

Fig. 4. Imagen comparativa de la estructura del TCR-ap y el TCR-y§ A/ison 102007
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La funcién principal de los LTap es responder a los diversos antigenos ajenos
presentados como péptidos en las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de las células presentadoras de antigeno (CPA). Sin
embargo, hay tres caracteristicas fundamentales que diferencian a los LTyo de
los LTap:

1) los LTyd se localizan fundamentalmente en las mucosas -entre las células
epiteliales- constituyendo hasta el 50% de los linfocitos intraepiteliales (LIE) y
actuando como la primera linea de defensa inmunitaria; y son escasos en sangre

periférica y 6rganos linfoides secundarios, donde predominan los LTof e 2074,

2) los LTyd reconocen proteinas directamente sin el procesamiento antigénico
previo por las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH)
(Schild H_1994) (Chien YH_19%) ~ De hecho, no reconocen (o solo raramente) péptidos

procesados por las Células Presentadoras de Antigeno (CPA).

3) Son potentemente estimuladas directamente por metabolitos microbianos
fosforilados (como el E-4-metil-butenil-pirofosfato, HMBPP) y antigenos lipidicos.
(Tanaka Y_199) " Estos fosfoantigenos fueron de los primeros ligandos relacionados con el

reconocimiento antigénico de los TCR-y Freffer k1990

Por tanto, los LTyd combinan de manera Unica su potencial como célula parte de
los mecanismos de inmunidad adquirida (inherente a su TCR), con acciones de mas
propias de otras células de la inmunidad innata, como la respuesta rapida contra
patégenos sin necesidad de procesamiento antigénico, su actividad citolitica -e
incluso fagocitica directa- o su capacidad para actuar como células presentadoras
de antigeno (CPA) y regular la actividad de los propios LTaf ©° WK-2006) (vantourout P 2015)

Se consideran por tanto una célula “puente” entre la inmunidad innata (o

inespecifica) y adquirida (o especifica) *a~e'tzL-2077),
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Fig. 5. Interaccion entre LTyd y bacteria Fig 6. Regulacion de los LTyd

Estas caracteristicas especificas de los LTyd han multiplicado los estudios en las
ultimas dos décadas tratando de dilucidar su papel de defensa ante las infecciones,
anti-tumoral y como reguladores de la respuesta inmunitaria en enfermedades

inflamatorias cronicas y autoinmunitarias ®oevle M-2010) (Vantourout P_2013)

De hecho, y mas importante para la practica clinica, ya existen varias lineas de
investigaciéon empleando estas células como diana terapéutica antineoplasica y
anti infecciosa con resultados prometedores (ver apartado de aplicaciones

(Chiplunkar S_2009) (Wu YL_2014)

terapéuticas de los LTGD)

1.3.2.0rigen de los LTyo:
Los LTyd son las primeras células T que se desarrollan en los vertebrados y las

(Chien Y2019 Gonstituyen la subpoblacion

primeras en aparecer en el timo fetal
mayoritaria de LT durante el primer afio de vida, o que sugiere su papel clave en la
proteccion neonatal mientras el sistema de proteccidén de la IgA no esta
completamente desarrollado *eoneMF_1998) (Vantourout P_2013)

Los LTyd derivan de células madre hematopoyéticas pluripotenciales presentes en
el higado fetal o la médula 6sea del adulto y, tal y como sucede con los LTap,
deben seguir un proceso de diferenciaciéon y selecciéon en el timo. Existen
paralelismos en este proceso entre los LT af y los LTys. Por ejemplo, a nivel
y

se ha comprobado que existe un precursor timico comun que puede dar lugar a

genético el locus TCR$ se encuentra englobado dentro del locus TCRa, ©"e" Y-7987)

ambas subpoblaciones Py EC-199),
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Los LTyd fetales abandonan el timo en “oleadas” para asentarse en los epitelios,
constituyéndose en linfocitos intraepiteliales (LIEs) donde jugaran un papel

fundamental como primera linea de defensa (Feauecer L-2017)

. La primera de ellas
coloniza la epidermis, donde dan lugar a las células T dendriticas epidermales
(DETC); la segunda asienta en los epitelios pulmonar, genitourinario, hepatico y
peritoneal; finalmente, previo al parto y en los primeros afos de vida estas células
migran a los 6rganos linfoides y el intestino ®selow /2073

De manera caracteristica estas células pueden realizar también una maduracién

extratimica en la mucosa intestinal BaderaA-1991) (Parker CM_1990)

1.3.3.Distribucién anatémica

Los LTap son mas frecuentes en sangre periférica (SP) (90-95%), bazo y ndédulos
linfoides. Sin embargo, los LTyé constituyen s6lo una pequena proporcion (1-5%)
de los linfocitos circulantes y en los érganos linfoides secundarios, encontrandose
fundamentalmente en los epitelios, donde pueden constituir hasta el 50% de los
linfocitos intraepiteliales (LIE) en la mucosa (10-20% en el epitelio genitourinario,

40-50% en el intestinal y hasta el 60% de las células T en la dermis) (aas W-7999) (Ghien Y-

2014) (Bonneville M_1988)
Sin embargo, durante las infecciones la proporcion de LTys en SP puede aumentar
considerablemente hasta llegar a suponer el 60% de los LT circulantes @ -1992) (Perera
MK_1994)

, pudiendo permanecer aumentados hasta cuatro meses tras algunas

infecciones (BertottoA-1993)

1.3.4.Subtipos y clasificacion fenotipica

Los LTyd pueden clasificarse en dos poblaciones principales segun la expresién
del TCR: Vé1+ y Vé2+ (también conocidos como Vy9Vé2 por ser su fenotipo
predominante). Los Vé1+ predominan en la piel (Vy501), el intestino (Vy761) y el
aparato genitourinario (Vy6d1), mientras que los V52+ (Vy9Vs2), son las células
predominantes en sangre periférica FemeratM-2019 (Paul S_2015)

La mayoria de los LTyd periféricos son dobles negativos para CD4 y CD8 (CD4-

CD8-); sin embargo, los LTyd intestinales (LIEi y3) expresan con frecuencia el
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marcador CD8+ (50 % de LIEi y3), siendo comun la expresion del homodimero
CD8aa, un marcador de diferenciacion extratimica "o L1990,

Un porcentaje variable de LTyd periféricos expresan CD28 (coestimulador de los
LTap) ©rerfng A19939 - CD40L (lo que implica su capacidad para interaccionar con

(Horner AA_ 1995)

linfocitos B) , 0 receptores de células NK como el NKG2D (que es un

mediador de actividad citolitica) ®ae"S-9%9),

Como otras células T existen diferentes subtipos de LT Vy9Vé2 segun sus
marcadores de superficie, sus acciones efectoras y su tendencia migratoria. Asi los
LTyd Naive (T-naive CD45RA+ CD27+) y los LTyd de memoria central (T-cm
CD45RA-CD27+) suelen migrar hacia los 6rganos linfoides secundarios y carecen
de funciones efectoras; mientras que los LTyd de memoria efectora (T-em CD45RA-
CD27-) y los LTyd terminal diferenciados (T-emra CD45RA+ CD27-) son los
encargados de acudir a los sitios de inflamacién para desplegar su accion
citotéxica y de produccién de citoquinas @ F-2009

En los ultimos afos se han descrito otras subpoblaciones de LTys, como los LTyd
productores de IL-17 que parecen tener un papel fundamental en la patogenia de

g (Kisielow J_ 2013)

ciertas enfermedades inmunitaria y los LT 82 CD 56+, con mayor

capacidad citolitica y de defensa frente a las infecciones @" %2072,

1.3.5.Reconocimiento antigénico: el TCR yd

El receptor de las células T (TCR) es un heterodimero, que puede ser formado por
dos cadenas a y B, 0 vy 6. Su expresion es excluyente, es decir, un LT sélo puede
expresar una de esas dos variantes fenotipicas (LT af o LTyd). Este heterémero se
asocia al complejo CD3 (marcador de los LT) en la membrana celular *#-9%8 @llison 7./
2001).

Cada una de las cadenas de este heterodimero presenta una region constante (C)
anclada a la membrana celular, y otra regién variable (V). Las cadenas y y 6 del TCR
(como el LT af) son codificadas mediante reordenamiento genético durante la
maduracién intratimica a partir de un “pool” de genes que codifican segmentos
variables (V), de diversidad (D), de unién (J) y constantes (C) @2 MM-1988) | g
diversidad de repertorio de los segmentos Vy y V& es sin embargo mucho mas

pequefia que en los LTof (Beetz S_2008)
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Una caracteristica estructural fundamental del TCR de los linfocitos T y5 es su
similitud a un anticuerpo #1999 |0 que explicaria su capacidad de reconocer
ciertos antigenos directamente de manera similar a estos ©e" ¥-19%),

Ademas de reconocer antigenos proteicos no procesados, pueden reconocer

s (Bukowski JF_1994)’ SUpel’antl'genos

ligandos no peptidicos como: proteinas virale
bacterianos como la enterotoxina A del estafilococo 72999 proteinas del shock
térmico (HSP) Mutho™ G_1998) = o moléculas MICA/B (MHC-class | related molecules)
inducibles por estrés celular ©°"Y-19%),

Esta plasticidad de los LTyd en el reconocimiento antigénico sin necesidad de
procesamiento les confiere la capacidad de responder de manera rapida y amplia,

reforzando su papel fundamental en la inmunidad innata.

1.3.6.Acciones especificas

Recientemente han sido descritas una serie de funciones especificas de los LTyd

en |a inmunoregulacién. (Vantourout P_2013) (Born WK_2006)

Funciones especificas de los LTyé (Vantorout_P_2013)(Born_WK_2006)

* Respuesta rapida ante agentes microbianos en las mucosas
* Accidn citotéxica directa

* Secrecion de citoquinas proinflamatorias

* Activacion de la respuesta inmune

* Estimulacién y regulacién de la inmunidad innata

* Actuacién como células presentadoras de antigeno (CPA)

* Regeneracion epitelial y curacion de heridas
Tabla 1. Funciones especificas de los LTyd
1) Capacidad de respuesta rapida contra agentes microbianos en la primera

linea de defensa mediante el reconocimiento de fosfoantigenos, lipidos y proteinas

no procesadas por el CMH (Tanaka Y_1994) (Chien YH_1996).
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2) Accion citotéxica directa ante células infectadas o tumorales mediante la
secrecion de perforinas y granzima B ©@" %299 independiente de anticuerpos “exnder

AA-2008 Incluso pueden opsonizar y fagocitar directamente células infectadas ™o

N_2012)

3) Secrecion de citosinas proinflamatorias, sobretodo TH1, fundamentales para
para el control de virus y bacterias intracelulares (como el IFN-y o el TNF-a), o

bacterias extracelulares y hongos (como la [L-17)7s%M-1954)Sutton CE_2012)

4) Activacion de la respuesta inmune a nivel local promoviendo la maduracién de
las células dendriticas y la respuesta anti infecciosa de los macrofagos y las células
NK Wands JM_2005) (Maniar A.2010) v, aymentando la capacidad de resistencia a la invasion de

las células epiteliales “amesen/-2007)

5) Estimulacioén y regulacion de la inmunidad innata. Los LTyd pueden regular a
otras las células implicadas en la respuesta inmunitaria innata mediante la
produccioén de citoquinas inmunosupresoras como el TGF-B, o la IL-10 Bermevile M 2010)
Ademas pueden migrar a los 6rganos linfoides secundarios y colaborar con los
linfocitos B en la produccion de anticuerpos mediante la produccion de CXCR5
(CXC chemokine receptor 5) “Arse/KM.2000) (Schaerli 2000, raqlar la actividad de los LTap

(Hayday 42009 (de hecho los ratones deficientes en LTy$, presentan una respuesta

exagerada de LTop) ; o eliminar LT reguladores (T-reg) H0er$4-2010)

6) Pueden actuar como células presentadoras de antigeno. Los LTyd pueden
procesar y presentar antigenos de patdgenos (células infectadas, virus) a otras

células inmunitarias, como los LTaf (©en9 £-2008) (Brandes M_2009)

7) Regeneracion epitelial y de curacion de heridas, estimulando la produccién de
hialurénico por las células epiteliales (Que se deposita en la matriz extracelular y
atrae a los monocitos y macrofagos) “ameson M-2009 o mediante la produccién de
factores de crecimiento epitelial -como el insulin-like growth factor (IGF-1), o el
keratinocyte growth factor 1y 2 (KGF-1, KGF-2) (ameson JM.2004)
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Fig. 7. Esquema de las funciones especificas de los LTyg (ameurout P-2079)

1.3.7.Papel de los LTyo en la defensa contra las infecciones
Existen multiples evidencias del papel fundamental de los LTyd en la respuesta

inmune contra patdogenos “"an9 /2013 (Vedets S_2008)

a) Virus:

Aunque los mecanismos patogénicos no son totalmente conocidos, los efectos
antivirales de estas células han sido confirmados en diversas infecciones viricas
agudas y croénicas, tanto mediante el ataque de células infectadas como por la
produccién de citoquinas antivirales, especialmente el [FN-y #2009,

Modelos marinos deficientes en LTys han demostrado su importancia en el control
de la infeccién aguda previa a la respuesta inmunoldgica adaptativa ¢ t4-2907),

Los pacientes post-trasplantados de rifidn con infeccion por CMV presentan una
importante reactividad contra las células infectadas y una expansion duradera de
los V62- LTyd. Varios trabajos han confirmado el papel protector de los LTy en la

infeccion por el virus influenza " - 2072(@Qn G 2017)

, asi como su capacidad para
alcanzar inmunoproteccion en pacientes infectados por el virus del Nilo occidental
(West Nile Virus) a través de la estimulacion de las células dendriticas "9 #-2079,

También se ha estudiado su papel en la infeccion por el HIV. Los Vy1 sufren una

significativa expansion durante la infeccién por el HIV ®¢ Pl P191 g6 ha
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demostrado que estos pueden estimular a las células NK y ejercer accién catalitica
directa sobre células infectadas /2 M-79%)

Los LTyd también actuan en el control de la infeccién por el virus de Epstein Barr
(VEB) P PalP1990) v an |a supresion del crecimiento tumoral inducido por el virus del
papiloma humano MshraR-2010)

En el caso de la infeccion crénica por el virus de la hepatitis C, aunque existe una
disminucién de la poblacion de Vy9V$2 en sangre periférica # %292, se ha sugerido
que la infiltracién por linfocitos Vy1 activados en el tejido hepatico podria acelerar la

progresion de la enfermedad “9rt ¢-2007),

b) Bacterias:

Los LTyd pueden reconocer multiples antigenos bacterianos e iniciar una respuesta
inmunitaria rapida contra ellos emeratM-2013

Se ha demostrado su participacion en la regulacion de la respuesta inmune en
multiples infecciones bacterianas, incluyendo salmonelosis, brucelosis, legionelosis,
tularemia, listeria, e infecciones por Escherichia coli #2019,

Ademas, la transferencia de LTyé activados ha mostrado efectos protectores frente
a la infeccidn por bacterias tanto Gram positivas (Estafilococo aureus), como Gram
negativas (E. coli y Morganella morganii) en ratones con inmunodeficiencia
combinada severa Va9 +-2007),

La infeccién por algunas bacterias intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis
producen una expansion y activacion de los LT Vy9Vs2 mediante el aumento de la
produccion de metabolitos (como el IPP) en las células infectadas @< P-19%0),

Es mas, los ratones carentes de LTyd sufren una respuesta inflamatoria
granulomatosa aumentada y sostenida tras la infeccion tuberculosa por aerosol
(bSouza GD_1997) |6 que refuerza su importancia en la patogenia de la enfermedad.
Recientemente se ha publicado un amplio estudio que demuestra el déficit de LTyd
en SP de pacientes con sepsis, con una correlacion significativa entre niveles bajos

y mortalidad, especialmente relacionada con la deplecion los LTyé con el fenotipo
NK (CD56 +) (Andreu-Ballester JC_2013).
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c) Otros patégenos:

Aungue existe menos evidencia cientifica de la accion sobre otros patégenos, se ha
constatado el papel protector de los LTy en la malaria ©°#¢-2"" y en la infeccién
por Toxoplasma Gondii, protegiendo de la produccién de ileitis €9 ©6-2009,

Los LTyd también parecen ofrecer proteccion frente a otros parasitos, como la
afectacion hepatica por el Trypanosoma cruzi mediante la produccién de interferon-
y (Sardinha LR_2006) y o Cryptosporidium parvum (Sardinha LR_2006)

También se ha demostrado su papel frente a hongos, como lo demuestra un
aumento temprano y significativo de los LTyd tras la infeccion por Encephalitozoon

CuniCU/i (Moretto M_2001)

1.3.8.Papel de defensa antineoplasica de los LTyo

Los LTyd, poseen una potente capacidad citotoxica independiente del CMH que les
permite actuar contra células tumorales hematopoyéticas y tumores sélidos
(Chiplunkar $.2009 ' De hecho, LTyd han sido aislados de entre los linfocitos intratumorales
(LIT) de pacientes con tumores colorrectales, renales, prostaticos, ovaricos,
pulmonares asi como de pacientes con neoplasias hematolégicas como la
leucemia o el mieloma mdltiple #ee*z5-2007),

El mecanismo de reconocimiento y lisis de células tumorales no es totalmente
conocido pero parece ser dependiente del TCR, y se encuentra modulado por la
participacion de otros receptores NK, como el NKG2D (Rincon-Orozco B.2009) | jgandos del
NKG2D, como MICA o MICB y una ATPasa, expresados en células tumorales y no
sanas, se unirian al TCR de los LTy$ activando su accién antitumoral ®F-2%07),

Tras este reconocimiento, los LT Vy9V62 secretan citoquinas pro-inflamatorias con
accion antitumoral como el interferéon gamma (IFN-y) o el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) o incluso segregan citotoxicos como granzima B y perforinas contra
células tumorales de epitelio de carcinoma escamoso (@ G-2009) (Alexander AA_2008)

La activacion de los LTys aumenta la expresion del ligando Fas (FaslL) y del TRAIL
(TNF -related apoptosis-induced ligand), por lo que pueden eliminar células
tumorales Fas+ y TRAIL+ erdeM-2008)

Ademas son capaces de activar la actividad citotéxica dependiente de anticuerpos

mediante la expresion de CD16 (que es un receptor para la fraccion FC de las
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(Gertner-Dardenne J_ 2009)

inmunoglobulinas) y de estimular potentemente la actividad

citotoxica de las células NK MaarA-2010)

Parece que los distintos subtipos de los LTys desempefnan un papel distinto frente
a tumores. Los Vy1+ juegan un papel predominante en los tumores epiteliales,
mientras que los V62+ se han relacionado mas directamente con la defensa
inmunitaria contra el carcinoma renal " V- 7999 (Kobayashi H_2001)

Modelos con ratones deficientes en TCR6 (carentes de LTyd) presentan un aumento
en la tasa de tumores cutaneos tras la exposicion a carcindégenos quimicos; y se ha
demostrado su papel en la inmunovigilancia y control del desarrollo de linfomas de

células B (Street SE_2009)

Ademas, la adicién de LTy estimulados mejora la
supervivencia tras el trasplante de carcinoma nasofaringeo, melanoma, cancer
renal, pancreatico o linfoma de Burkitt en ratones con inmunodeficiencia

combinada severa ©eez5-2007)

1.3.9.Papel de los LTyo en las enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias
Los LTyd pueden jugar tanto un papel regulador y protector como deletéreo de las
enfermedades autoinmunitarias e inflamatorias © P-207 (Paul 52015

Por ejemplo, un subtipo de LTys (los CD27+CD45RA-) se encuentran disminuidos
en pacientes con lupus eritematoso sistémico (LES), y se relacionan inversamente
con los marcadores de actividad de la enfermedad, sugiriendo su papel
inmunoregulador  X-2077)Ponomarev £D_2005)

Sin embargo, los LTyd productores de IL-17 pueden agravar e inducir la inflamacion
en modelos de artritis reumatoide (AR). Estos se ha relacionado con su capacidad
con su accion como CPA y la secrecion de citoquinas proinflamatorias como el

(Hu C_2012)

IFN-vy y la propia IL-7

Este subtipo también se ha relacionado con la patogenia de la psoriasis ©"-20"
(Pantelyushin S.2012) 'y 13 espondilitis anquilopoyética **™ ™22 como agentes pro-

inflamatorios.

Contrariamente, los LTyd productores de IL-17 han demostrado un papel protector
del desarrollo de diabetes en ratones NOD mediante la produccion de TGF-p "

62019 Algunos autores, como Paul et al. proponen que la exposicion de los
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diferentes tipos de LTyd en diferentes microambientes de citoquinas en los tejidos

inflamados, producirian la activacion de distintos genes, con efectos opuestos ©

S_2015)

El papel de los LTyé también ha sido estudiado en enfermedades alérgicas. Cairo
et al comprobaron un aumento significativo de los LT Vy9Vs2 en pacientes con
dermatitis atdépica que se correlaciond directamente con la gravedad de la
enfermedad ©@™¢-299 y existe evidencia de su papel inductor de la produccién de
IgE y la respuesta inflamatoria mediada por linfocitos B en el asma €verssont-2009),
Ademas, niveles altos de LTyd en el injerto del donante se han asociado a la
aparicion de la enfermedad de injerto contra huésped en el trasplante de células
madre alogénico de sangre periférica st ©-2099,

Los niveles séricos de LTyd en pacientes adultos con enfermedad celiaca también
se encuentran disminuidos ®"M7-20"9 Estudios en el modelo experimental de la
esclerosis multiple (EM) muestran resultados interesantes sobre el papel regulador
de la gravedad y la duracion de la inflamacién de los LTyd, indicando su potencial

como posible diana terapéutica en la enfermedad Feromarev ED-2009),

1.3.10.a. LTyo en la terapia antitumoral

Es bien conocido que los tumores pueden ser controlados de manera natural por el
sistema inmune. La mayoria de las terapias inmunolégicas contra el cancer se
basan en inducir o aumentar las respuestas adaptativas contra tumores especificos
de los linfocitos B y de los linfocitos T af (sobre todo los CD8+) restringidas por el
C M H (Smyth MJ_2006) (Gattinoni L_2006).

Sin embargo, a pesar de los avances en este campo las respuestas sostenidas son
infrecuentes, y los tumores despliegan mecanismos de inmune-evasion como la
disminucion de la produccién de antigenos asociados, del CMH, o de moléculas
coestimuladoras (Gattinon£-2006)

El hecho de que los LTyd puedan reconocer péptidos no antigénicos sin necesidad
del CMH, su menor dependencia de moléculas coestimuladoras (como el CD28) y
su potente accion antitumoral demostrada en modelos murinos, los hacen

candidatos muy interesantes para el desarrollo de terapias inmunolégicas contra el
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cancer ®omevile M2010  Fllo ha estimulado el estudio del empleo de los LTys,
especialmente la subpoblacion Vy9Vé2, como terapia inmunoldgica antitumoral en

humanos.

Los LTyd son estimulados por pequefios metabolitos no fosforilados producidos
por diversos microorganismos conocidos como fosfoantigenos (FA) G°mesAQ- 2070
De entre ellos, el HMBPP (E-4-metil-butenil-pirofosfato), un subproducto de la
sintesis de isoprenoide por via no mavelonato sintetizado por bacterias y
protozoos, es su mas potente activador, pudiendo estimular a los LTyd a
concentraciones nanomolares @ Y199 Egtas células son también activadas a
mucho mayores concentraciones por el isoprentenil pirofosfato (IPP), un derivado

producido por células eucariotas de la via metabdlica del mavelonato Vedelee S-2070

(Tanaka ¥_ 1999 Se ha demostrado que las células tumorales presentan una mayor
concentracion de IPP, lo que permite el reconocimiento por los LTyd y el inicio de la

res p u eSta ant |t umo ral (Gober HJ_2003) (Bonneville M_ 2006)

Los aminobifosfonatos (ABF) como el Alendronato (Fosamax®), Pamidronato
(Aredia®) o el Zolendronato (Zometa®), (de actual empleo en la clinica para el
tratamiento y prevencién de la osteoporosis), y las alquilaminas, se han empleado
para la activacion de estos linfocitos en vivo y en vitro, aumentando su capacidad

antitumoral ©eF-2007)

Este efecto lo consiguen mediante la activacion indirecta de
los LTyd aumentando la concentracion intracelular de los FA, como consecuencia
de la inhibicién de la enzima de la via del mavelonato farnesil-difosfato-sintasa
(Thompson K 2006)(Chiplunkar 2009) - También existen derivados de fosfoantigenos sintéticos
como el bromohidrin-pirofosfato BrHPP (Phosphostim®) o el cHDMAPP

(Picostim®), que se han empleado con éxito para estimular directamente los LTyd
eX'ViVO (Bennouna J_2008).

Se han empleado dos estrategias distintas para el empleo de los LTyd como
inmunoterapia antitumoral: 1) transferencia de Vy9Vs2 autdlogos activados ex vivo;

y 2) induccion de la expansion de Vy9Va2 in vivo.
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Transferencia de Vy9V62 autdlogos activados ex vivo:

Bennouna et al. activaron los LT Vy9Vé2 de carcinoma renal metastésico in vitro y
comprobaron que la inyeccién de nuevo de estos en los pacientes carecia de
efectos secundarios importantes ®""/-2009 Fn otro estudio piloto con pacientes
de cancer renal avanzado, la expansiéon de LT Vy9Vs2 activados con fosfoantigeno
sintético 2M3B1PP e IL-2 recombinante (teceleucina) fue bien tolerado e indujo
efectos antitumorales en el 50% de los pacientes *oP@ashH-2007) Rasultados similares
se reprodujeron en otro ensayo clinico fase II/lll en con cancer renal avanzado
empleando LT Vy9Vé2 activados con 2M2B1PP, e inyectandolos de nuevo junto a

zolendronato y teceleucina ebavashiH_2011)

Induccidén de la expansion de Vy9Vé2 in vivo

El empleo de pamidronato con IL-2 intravenoso logré una remisién parcial en 3 de 9
pacientes con mieloma multiple y linfomas no Hodgkin de bajo grado em #2003,

El uso de zolendronato y dosis bajas de IL-2 en pacientes con cancer de mama
metastasico y en cancer prostatico metastasico fue bien tolerado y produjo una
activacion y maduracion sostenida de los LTyd, que ademas se correlacioné con

mejores respuestas clinicas Meravolia S-2010) (Dieli F_2007)

Adoptive transfer of
activated OOT cells
-

In vivo activaticn | Plasmapheresis @ T cells

AJY

; EXpansion
P hosph ostim /picostim | \ P hosphostim/Picostim

Zoledronate IL2/L-15

|L-2/IL-15_ \ Zoledronate
TLR agonists ' TLR agonists

Monocdonal antibodies ;
[ '

Aclivated <4 | cells

Fig. 8. Esquema de los mecanismos de activacion de los LTyd para su uso en

inmunoterapia (Chiplunkar S_2009)
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1.3.10.b. LTy0 en la terapia anti-infecciosa.

Aunque la mayoria de estudios con Vy9Vs2 con intencién terapéutica se han llevado
a cabo en cancer, estas células también se han empleado con éxito en el
tratamiento de algunas enfermedades infecciosas.

Los LTyd activados han demostrado actividad contra varias cepas del virus
influenza mediante la lisis directa de células infectadas y la produccion de
citoquinas especificas @" %2 que ademas pueden ser estimuladas por medio de
bifosfonatos ™ W-20"7,

Ademas, estas células activadas pueden mejorar la inmunocompetencia en
pacientes infectados por el HIV naive a antiretrovirales, abriendo nuevas
posibilidades terapéuticas en la infeccién e F-2009,

En un reciente estudio fase Il el tratamiento repetido con fosfoantigenos redujo
hasta el 50% de la carga viral en pacientes con infeccién crénica por el virus de la
hepatitis C (VHC), probablemente por el aumento de la produccién de IFN gamma
por los LTys activados “@sk/-2009,

Las propiedades antibacterianas de estas células también han sido también
empleadas. En un estudio realizado en macacos se ha demostrado que la
administracion de activadores de estas células logra la migracion de LTyd activados
a los alveolos previniendo la formacién de hemorragias y placas neumonicas tras la

inoculacién de Yersinia Pestis a9 b-2009)

1.3.11. Los LTy6 en la patogenia de la EC

Modelos animales de colitis inducida en ratones, asi como estudios en sangre
periférica y mucosa de pacientes han revelado la importancia de los LTys en la

(Boismenu R_1999)

enfermedad Sin embargo no existe consenso sobre su papel,

habiéndose descrito tanto efectos protectores como inductores de la inflamacion.

1.3.11.a. Estudios que atribuyen a los LT y6 un papel protector de la

inflamacion intestinal
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Estudios preclinicos:

Varios estudios atribuyen a los LTyd un papel protector de la inflamacién intestinal
(Chan Y_2002)I (Nagaki-Ohara K_2004) (Egan CE_2011)

Este papel protector se basa en la demostracion de ciertas caracteristicas
especificas: 1) su capacidad reparadora del tejido epitelial mediante la
produccion de KGF (keratin growth factor, que estimula la proliferacion de células

(Bolsmenu R_ 1994)Komano H_1999) - 9) gys efectos

epiteliales, su regulacion y diferenciacion)
inmunoreguladores -como la produccion de TGF-g- ©"e"-2002- 3y |3 disminucion de
la expresion de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad MHC 11 e
H-19%9). 4) su papel en la tolerancia oral tras la administracion de antigenos -9,
5) su capacidad de potenciacion de las respuestas mediadas por IgA Fhashik1959). g)
su papel inmunoregulador protector de la mucosa en las infecciones —como

Micobacterium tuberculosis, Listeria spp. o Nocardia spp.- ©# 4209 - v 7) su efecto

supresor de los LTaf #en9St-1997),

Funciones antiinflamatorias de los LTy

» Capacidad reparadora del tejido epitelial mediante la producciéon de KGF
(Boismenu_R_1994)

 Efectos inmunoreguladores (produccion de TGF-f) (Chen_Y_2002)

* Disminucién de la expresion MHC |l (Komano_H_1995)

* Papel en la tolerancia oral tras la administracién de antigenos (Ke_Y_1997)

* Potenciacion de las respuestas mediadas por IgA (Fujihashi_K_1999)

* Inmunoregulacién y proteccion de la mucosa en las infecciones
(Hayday_A_2003)

* Efecto supresor de los efectos proinflamatorios de los LTof
(Peng_SL_1997)

Tabla 2. Principales efectos inmunomoduladores antiinflamatorios de los LTyd en

estudios preclinicos.
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Chen Y et al. demostraron por primera vez el papel de los linfocitos intraepitelilaes
(LIE) yd6 como protectores de la colitis en un modelo murino de colitis inducida por
DSS (dextran sodium sulfate). Se observé que grandes cantidades de LTyd (pero no
de LTaf) podian localizarse en los lugares de dano intestinal, y que eran capaces
de proteger de la colitis estimulando la reparacion tisular por via de la expresion de
KGF (©ren Y2009 Traphajos posteriores confirman su papel protector en colitis inducida
por DSS mediante el control de la infiltracion por neutréfilos (7uehya 7-2009),

Empleando ratones deficientes en LT y6 (Cd-/-), Inagaki-Ohara et al. confirmaron
que los (LIE) 8, juegan un papel protector del desarrollo de colitis a9ek-oharak 2009 g
ausencia aumenta la susceptibilidad a la colitis inducida por TNBS (2,4,6-
trinitrobenzene sulfonic acid), y mas importante, la transferencia de LTys disminuye

la gravedad de la colitis y la mortalidad.

Otros estudios experimentales como el de Szczepanik et al. en modelos murinos
de Ell también sugieren que son los LTaf y no los LT y8 los responsables de inducir

colitis tras su transferencia selectiva Sczepanik M. 2000)

Existen 4 trabajos clave del grupo aleman de Hoffmann y Kiihl et al. que apuntan a
un papel protector de la inflamacién de los LTyd en diferentes modelos murinos de
Ell. Primero demostraron que la deplecién de LTyd con anticuerpos monoclonales
(y no de LTap o LT colaboradores) aumentaba la severidad e incluso la mortalidad
de la colitis inducida por TNBS *efmannJC_2001) Fn yn segundo trabajo se emplearon
dos modelos de ratones, uno de colitis distal inducida por TNBS intrarrectal y otro
con ratones TNF AARE/+ que presentan una ileitis transmural similar a la EC con
manifestaciones extraintestinales (artritis). Al depleciones los ratones de LTyd
mediante anticuerpos monoclonales se producia un agravamiento claro de la colitis
y la mortalidad inducida por TNBS, sin clara mejoria de la aleitas en ratones TNF
AARE/+ (aunque se observé un empeoramiento histoldgico —no estadisticamente
significativo- y niveles menores de TGF-p) *h AA4-2002-2003)

Un trabajo posterior comprobd su papel protector de la colitis en 2 modelos
murinos similares a CU (DSS y ratones IL-2 k.0.), y una mejoria histoldgica clara en

un modelo similar a EC (TNF AARE/+). Los autores demuestran que los LTyé son

45



capaces ademas de controlar la produccion de IFN-y por los LTap 42007,

Por ultimo Hoffman et al. abrieron la puerta al empleo de los LTyd como terapia
Y

inmunoldgica en la Ell al demostrar que la infusion de estos linfocitos producia una

mejoria histolégica y disminuia la mortalidad en un modelo marino de colitis

inducida por TNBS —como ya describié Inagaki-Ohara et al. (raoak-oharak_2009) "5 trayés

de la disminucién de la produccion de TNF-a y el aumento de IL-10 y TGF-g *ermam

JC_2008)

Estudios en pacientes con Ell

Tres estudios han comprobado un descenso de los LTyd en la mucosa intestinal de
paCienteS con EC (Fukushima K_ 1991) (Bucht A_1995) (Lee HB_ 1997).

Fukushima et al. observaron una disminucion significativa de LTyd en la mucosa de
los pacientes con EC y CU con respecto a controles. El ratio de los linfocitos
intraepieliales (LIE) LTyé fue de 13% en EC vs 36% en controles, y el de linfocitos
de la lamina propia (LPL) de 4% en EC vs 15% en controles. La mayoria de los LPL
fueron CD4(-)CD8(-) (Fukushima K_1991)

Bucht et al. describieron una disminucion de lo LTyd en la mucosa inflamada con
respecto a la mucosa sana en 4 pacientes con EC y 2 con CU. Los autores
interpretan que estos hallazgos pueden deberse a la destruccion de la barrera
epitelial o a una expansién local en la mucosa inflamada de los LTaf ®/cA-199),

Lee et al. demostraron un descenso significativo de las subpoblaciones CD3+, TCR
ap , y TCR yd en la mucosa de los pacientes con EC con respecto a controles. Se
comprobé ademas un descenso significativo de los LT yd en pacientes con EC en
comparacion con los pacientes con CU, lo que sugeriria un papel diferente de esta

subpoblacion en ambas enfermedades 8- 7997

Un reciente trabajo estudid por primera vez las moléculas encargadas de la
migracion intestinal de los LTyd de sangre periférica de pacientes con EC y CU
activa vs controles. Se demostré que tanto los LTyd de sujetos sanos como de Ell
activa expresan la molécula 7, encargada de la migracion al intestino, y que los
pacientes con Ell presentan una expresion aumentada la expresion de CCR9

(corresponding chemokine receptor-9), un marcador de migracion especifica hacia
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el intestino delgado. Estos datos parecen indicar que, efectivamente, existe un

reclutamiento desde la sangre periférica a las zonas inflamadas ™ £7-2072),

1.3.11.b. Estudios que atribuyen a los LTyo un papel activador de la

inflamacion intestinal

Estudios preclinicos:

Simpson et al. sugirieron la posibilidad de que los LTyd pudieran contribuir a la
inflamacién en Ell al demostrar que su infusion de los mismos en ratones carentes

de LT (ratones tge 26), era capaz de producir colitis mediante una respuesta Th1,

fundamentalmente mediante la produccién de IFN-y €mpsen SJ.7997)

En la misma linea, estudios en ratones TCR a-/- que desarrollan espontaneamente

una colitis similar a la UC mejoraron la inflamacion tras la eliminaciéon de los LTyé

(Kawaguchi-Miyashita M_ 2001)

Otros trabajos han demostrado el papel de los LTy en la diferenciacién hacia Th17

de linfocitos colitogénicos CD4+, pudiendo contribuir a la colitis en ratones

g (Do Js_2011)

inmunodeficiente . Este fendbmeno ya se habia comprobado previamente

en modelos de encefalomielitis autoinmune (v CE- 2009 v an artritis colagena

inducida (" "-2°%  Este subtipo de los LTys podria empeorar la colitis mediada por

la IL-7 por falta de supresion por los Treg 2% SG-2070),

Estudios en pacientes con Ell

Yeung et al. demostraron la presencia significativa de LTyd activados en los
agregados linfoides de los pacientes con UC, que existia una relacion directa entre
su numero y la gravedad de la inflamacién "9 MM-2000 | 5 mayoria expresaban V&1'y
eran CDA4(-)CD8(-). Los autores argumentan que estos hallazgos ponen en
evidencia su papel deletéreo en la UC, probablemente por su capacidad citotoxica.
Hallazgos similares se han descrito en otras enfermedades: los LTyé Vo1 se
encuentran elevados en la enfermedad celiaca activa s 75-7989 an |as |esiones
cutaneas de la lepra W™ K-1992 o en el tejido sinovial de pacientes con artritis
e (Séderstrom K_ 1994).

reumatoid

Otros estudios han demostrado que existe un aumento de LTys V61+ capaces de
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producir IFN-y e interactuar con los fibroblastos en las areas inflamadas y de lesién
tisular con respecto a areas no inflamadas en una amplia serie de muestras
quirdrgicas en EC, en CU y diverticulitis. Los autores se inclinan a pensar que estos
linfocitos pueden derivar de los LTyd V81+ circulantes en sangre periférica con

propiedades migratorias a través del endotelio McVa/tb-1997),

1.3.11.c. Niveles séricos linfocitarios y de LTy en Enfermedad de Crohn

Los primeros estudios de poblaciones linfocitarias se llevaron a cabo en los afos
70. Strickland et al. en 1974 emple6 antisuero contra timocitos humanos y observo
una disminucion del porcentaje de LT en SP en pacientes con EC y una proporciéon
normal en CU ©rekand RG_1974 ) §orensen et al. empleando la técnica de roseta de
eritrocitos de carnero informaron resultados similares -niveles normales de LT en
CU vy niveles bajos de todas las subpoblaciones T en EC- Sorensen 1977

El primer estudio con anticuerpos monoclonales para identificar subpoblaciones en
54 pacientes con Ell (28 UC y 26 EC) fue publicado en Gut en 1983 ey Ws-1983 Fp
él, Selby et al. demuestran que :1) la proporciéon de LT esta disminuida tanto en EC
como en CU, tanto en actividad como en remisién; 2) el numero de linfocitos
OKT3+ (CD3+) fue significativamente menor en pacientes con CU activa y EC
activa; 3) los linfocitos OKT4+ (CD4+) fueron significativamente mas bajos en
pacientes con CU activa y en remision y EC activa ; 4) los linfocitos OKT8+ (CD8+)
fueron menores significativamente menores so6lo en EC; 5) la proporcion
CD4+/CD8+ no difiri6 con respecto a controles; 6) ninguno de los parametros
estudiados se relacion6 con variables clinicas como la localizacion, la actividad o el

tratamiento.

Otros autores confirmaron la disminucion de los LTCD3+ y CD4+ en EC, aunque no
encontraron diferencias en los niveles de LT CD8+ FaoneF- 1983,

El estudio de Senju et al. , que incluyd exclusivamente pacientes no tratados con
inmunosupresores —corticoides o inmunosupresores- (91 pacientes, 60 UC y 31
EC), mostrd niveles normales de LT en EC, y tan sélo niveles bajos en CU activa,
con proporciones normales de CD4+/CD8+ en ambas enfermedades ©"“M-99"  En

la misma linea, Giacomelli et al. también encontraron niveles normales de LT en
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una poblacion pequefia de pacientes con Ell (15 UC y tan sélo 9 con EC) (GacomeliR-
'%%9 No hubo diferencias en los LT CD4+, pero los LT CD8+ estaban reducidos en
los pacientes. En este estudio se analizé por primera vez la subpoblacion de LTyé
(subtipo TCR 81) en sangre periférica, detectandose un aumento de su porcentaje
en pacientes con enfermedad activa vs pacientes en remision y controles. Este
incremento significativo se mantuvo en pacientes con EC en actividad vs remision.
Bucht et al. constataron un aumento de los LTys en SP en un subestudio con sélo
3 pacientes ®“"A-19%) En un estudio posterior del mismo grupo con una muestra
mayor se comprobd que los niveles séricos seguian aumentados en EC con
respecto a controles (Soderstrom K_1996)

Nuestro grupo publicé un estudio previo en el que se comparaban los niveles
séricos de diferentes poblaciones linfocitarias en 40 pacientes con EC y 40
controles (AndreuBallester JC_2011) (Anexo X) - S |logd a las siguientes conclusiones: 1) Existe un
descenso global de los linfocitos en pacientes con EC; 2) Se constata un descenso
significativo de los LTyd , especialmente los CD8+; 3) Este descenso se constata
independientemente de la actividad de la enfermedad (remisién o enfermedad
activa), y de los tratamientos empleados. Estos datos plantearon por primera vez la
posibilidad de que exista una alteracion inmunitaria en EC que afecte a esta
subpoblacion, corroborando los datos obtenidos en estudios experimentales en

ratones (Fukushima K_1991) (Bucht A_1995) (Lee HB_1997)
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La IL-7 (peso molecular de 25 KDa) se identific6 por primera vez como factor

estimulador de los linfocitos en 1989 (Goodwin RG_ 1989) (Goodwin RG_ 1989)

. El gen que la
codifica se localiza en el cromosoma 8q12-13 uherend GR1%89 v, hertenece a la familia
de hematopoyetinas de clase 1 que comparten la senalizacion mediante las
cadenas v (yc) -junto a IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-15, IL-21 y el factor

estimulador de colonias granulociticas y macréfagos GM-SCF v 7/-2003),

Es una mal llamada interleucina ya que se produce fundamentalmente por las
células del estroma no hematopoyéticas y por las células epiteliales de la médula
Osea y el timo; y fuera de los 6rganos linfoides en las células epiteliales hepaticas e
intestinales, fibroblastos, queratinocitos y células musculares lisas ©"" 12009 | g5
células dendriticas y los macréofagos producen también IL-7, pero en menores
cantidades 7 292 |-7 se expresa en la mayoria de organos corporales,

incluyendo el cerebro Michaeison MD_1996)

Para actuar se une al receptor de IL-7 (IL-7R), que es un heterodimero formado
por una cadena alfa (IL-7R a o CD 127) y otra gamma que es comun al grupo 1 de
citoquinas (yc o CD 132) tundstomW-2072) 'F| CD127 es compartido con la linfopoyetina
del estroma timico (TSLP). Este receptor se expresa abundantemente en los LT
maduros, en las células dendriticas y los macréfagos, y en algunas subpoblaciones

de linfocitos B (pero no en linfocitos B maduros) €@ cM-2009 'Sy estimulacion activa

(Palmer MJ

la sefalizacion intracelular por via de las tirosin-kinasas (como JaK/STAT)

2008)

Los mecanismos reguladores de IL-7 son poco conocidos. Se sabe que tras su
produccion por las células estromales y epiteliales se une a la matriz extracelular -
glucosaminglicanos, heparan-sulfato y fibronectina- lo que parece regular su

disponibilidad y modular sus efectos en el microambiente tisular (ke D-7995) (Ariel A_1997)
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(Fry 712009y que el transforming growth factor (TGF- B) es capaz de inhibir su

expresion (@9 /1997 v viceversa ®u0rett SM-199) Gin embargo la significacion y los
mecanismos de esta regulaciéon reciproca no se han esclarecido totalmente
2009 | a deficiencia de IL-7 se asocia con linfopenia y disfuncién de los LT

na-l-v e y mem Oria (Mazzucchelli R_ 2007)

, lo que da una idea de su importancia en la
regulacion linfocitaria. De hecho, actualmente la IL-7 se considera el factor mas

importante para la estimulacion y homeostasis de los LT ®ekars v-20749),

Activacion y desarrollo de los linfocitos B

La IL-7 se descubrio inicialmente como estimulador del desarrollo de linfocitos B
(LB) inmaduros en modelos murinos @ fG-199  Parece que su papel es menos
importante en humanos, como lo demuestra el hecho de que los pacientes con
inmunodeficiencia combinada grave (SCID), que sufren mutaciones en el IL-7R a,
tienen cifras normales de LB ¢4-799 QOtros trabajos han mostrado sin embargo

que los linfocitos pro-B proliferan en respuesta a |L-7 ©te/ BN-199),
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Fig. 9. Esquema de las principales acciones inmunomoduladoras de la IL-7 *¥
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TJ_2002)

Desarrollo, activacion y homeostasis de los linfocitos T

1.Activacion y desarrollo de LT inmaduros:

La IL-7 juega un papel importante en el desarrollo intratimico de los LT, y puede
inducir la supervivencia y la proliferacion de timocitos en cultivo Vasen /0- 989 (Conion
PI1989 Bhatia et al demostraron que el empleo de un anticuerpo recombinante anti-
IL-7 durante 12 semanas en ratones producia una disminucioén de la celularidad en

(Bhatia SK_ 1995)

el timo de casi el 99% , mientras que el empleo de IL-7 recombinante

exdgena produce un aumento significativo de la celularidad timica tras el trasplante
singénico de médula ésea (incluyendo los LT maduros) “pduiHai A 1996) (Mackall CL_ 2001)
También se ha comprobado su efecto antiapoptético en los timocitos en ratones IL-
7 -/~ (vonFreeden-Jefily U1997) |15 que da una idea de sus multiples mecanismos efectores

en la linfopoyesis.

2.Activacion de los LT maduros

IL-7 modula también la funcién de los LT maduros, aumentando la supervivencia

de poblaciones naive y memoria, pero no efectoras, y regulando el “pool” de

g (Sedaon 82003 - Ademas estimula la produccion de citoquinas, sobretodo TH1

linfocito
(IFN-y e IL-2), inhibe la apoptosis, y produce un incremento de la actividad litica de
los LTCD8+, las células NK, las células NKT y los LTyg (tatarin C.2007)Fry 7J.2002) - Otrog
trabajos demuestran que también puede activar una respuesta Th2, con aumento

de citoquinas “antiinflamatorias” como IL-10 " //-2000,

3.Requlacion de la homeostasis de los LT

La IL-7 es un factor clave para la supervivencia de los LT, ya que estimula su
produccion timica y es capaz de modular su expansion periférica homeostatica

(HPE) regulando la actividad pro y anti-apoptoética de los miembros de la familia
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Bcl-2 Vang Q. 2009 (Capitini CM_ 2009 Fn  sjtyaciones de linfopenia su produccion es

estimulada e inducida por antigenos de baja afinidad 7 ™-297,

Los LT expresan el receptor para IL-7 (IL-7R) y consumen la IL-7 del sistema.
Cuando se establece un equilibrio entre la produccién y el consumo de IL-7 se
estabiliza el pool de LT. Por tanto, la disminucion del consumo de IL-7 por los LT

produce un aumento de su produccién en un mecanismo de feedback reciproco

(Mazzucchelli R_ 2007) (Fry TJ_2001)

Esta regulacion se ha verificado en estudios preclinicos. Los ratones que no son

a (von Freeden-Jeffry U_1997)

capaces de producir IL-7 sufren una inmunodeficiencia sever Y

los niveles elevados de IL-7 en condiciones de linfopenia produce la transformacién

de LT naive en LT efectores memoria (Tem) que causan inflamacion intestinal (7o

T_ 2007) (Tomita T_ 2009)

Por tanto, La rlL-7 puede emplearse para aumentar las poblaciones T en
situaciones de linfopenia. De hecho, su administracion incrementa la expansion de

los LT tras el trasplante de médula ésea o la quimioterapia en ratones ™essey P/-1997)

Este efecto sobre los LT se ha estudiado también en situaciones clinicas que
cursan con linfopenia. Bolotin et al demostraron una elevacion en los niveles de IL-7
circulante en nifios tras un trasplante alogénico de médula ésea ®°°" £799. y
otros estudios constatan un aumento de IL-7 en el suero de pacientes con VIH y
niveles bajos de LTCD4+, con una relacion inversa entre ambos 7 ™-2%7 Esto
también ocurre tras el tratamiento antiviral o en la linfopenia post-quimioterapia con
una tendencia a normalizar los niveles de IL-7 a medida que se recuperan los
niveles de los LTCD4+ (MNapolitanotA_2001) (Fy7J.2001) ' Ng se conoce en la actualidad si la

depleciéon de LTCD8+ por si sola es suficiente para incrementar los niveles de IL-7.

Es interesante la observacion de que algunos pacientes con linfopenia idiopatica y
VIH presentan niveles anormalmente bajos de IL-7 en comparacién con los niveles
de LTCD4+ presentes L2007 15 que sugiere que los niveles de IL-7 bajos

podrian ser la causa primaria de esa linfopenia.
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4.Papel en el desarrollo de los LTyd

IL-7 juega un papel crucial en el desarrollo de los LTys. De hecho, en ratones
deficientes en IL7Ra (en los que el efecto de la IL-7 estd completamente inhibido) ,
los LTyd no se detectan MakK-199). HeYW_199) ' Ademas la IL-7 es necesaria en estadios
tempranos para la produccién de los LTyd, ya que controla la accesibilidad del
locus del TCRTy a la V(D)J recombinasa "ss¢/MS-2000  Baccala et al. demostraron
que, ademas de en la diferenciacion, la IL-7 es junto a la IL-15 clave en su

g (Baccala R2005) v | gky et al. corroboraron que la IL-7

mantenimiento y homeostasi
expresada por las células epiteliales intestinales es capaz de inducir el desarrollo de
los LTyd intestinales, demostrando su papel en la maduracion extratimica de estas

Cél u |as (Laky K_ 2000).

La IL-7 también es capaz de estimular el desarrollo de las células dendriticas
timicas V@499 v de movilizar progenitores hematopoyéticos de monocitos de la

médula ésea al bazo (GrzegorzewskiKJ_1995)

Las amplias acciones efectoras e inmunomoduladoras sobre los LT resefiadas
anteriormente hacen de la IL-7, y especialmente del empleo clinico de la IL-7
recombinante una estrategia novedosa para el tratamiento de las alteraciones
clinicas que cursan con linfopenia. Los principales escenarios clinicos posibles han

sido resumidos recientemente por Capitini et al. 2" cM-2009 g incluyen :

1. ”Rejuvenecer” el repertorio de LT en poblacion anciana que va a ser sometida a
procesos que comprometan las poblaciones linfocitarias como un tratamiento con
quimioterapia, inmunosupresores, transplante de médula 6sea o que sufran
infecciones viricas crénicas “A-2008 Para ello podria aprovecharse su capacidad

unica de expandir los LT naive.
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2. Tratamiento del HIV. Por su capacidad de aumentar los LT CD4+, diana de la

infeccion Mummai G- 2005 - De hecho, en macacos infectados por el SIV (simian
inmunodeficiency virus), el tratamiento con IL-7 produce un aumento significativo

de las subpoblaciones LTCD4+, particularmente de el subtipo naive 7 ™/- 2009

Ademas IL-7 puede potenciar la respuesta citolitica de los LTCD8+ contra el virus,

proteger contra la deplecion de poblaciones LTCD4+ (Vassena L 2007

y potenciar los
efectos del IFN-a contra la replicacion del VIH #6420 Jng de las posibilidades
que se han apuntado de que los niveles altos de IL-7 observados en pacientes VIH
no sean eficaces es la disminucién de la expresién del IL-7R en los LTCD4+ y CD8+

durante la infeccion Boutbou! F-2005)

Se han publicado dos ensayos clinicos con IL-7 recombinante (rIL-7) en VIH. En el

primero se estudid su seguridad y eficacia en pacientes VIH tras tratamiento con
terapia antiviral HAART que no habian logrado restaurar los valores normales de
linfocitos tras el tratamiento ¢ "-2% | a rlL-7 se administré por via subcutanea 3
veces a la semana en 16 dias y en 2 diferentes dosis. Se comprobd que rlL-7 fue
bien tolerada, con soélo efectos secundarios menores, ademas de objetivar un
aumento significativo de los niveles de LT CD4+ y CD8+ de los subtipos naive y
memoria. En el caso de los LT CD4+ este aumento se mantuvo hasta 45 semanas

tras el tratamiento.

En el segundo, un ensayo fase 1 para valorar dosis de rIL-7 en pacientes con HIV,
tras so6lo una dosis subcutanea se observdé un aumento de los niveles circulantes
de LTCD4+ y LTCD8+ (predominantemente del tipo central-memoria), sin alteracion
de los LT reguladores Seret!-2009

Otros trabajos sin embargo alertan de la posibilidad de que niveles elevados de IL-7
puedan ser deletéreos produciendo una disminucién de los CD4+ por aumento de
la apoptosis por via Fas "¢ aunque es posible que la disminucién transitoria
de los LTCD4+ 1-2 dias tras la inyeccion se deba a la migracién de linfocitos a los

organos periféricos. Este proceso de “homing” se ha descrito recientemente en

55



macacos rhesus ©¢75-2009,

3. Trasplante de médula 6sea. Estudios preclinicos han demostrado la capacidad
de IL-7 de restaurar los niveles y la funcién de los LT periféricos, especialmente los
LTCD4+, tras el trasplante de médula dsea WP 019 Cabe sefialar que se ha
implicado a IL-7 y su senalizacién en la aparicién de la enfermedad de injerto contra
huésped ©"n9B-2007  gagpecto que debe sopesarse como posible efecto secundario

de su empleo en la clinica.

4. Tratamiento del cancer. Se ha utilizado con éxito la capacidad de la IL-7 como
reconstituyente de la inmunidad celular tras el tratamiento con quimioterapia
72000 - Otra estrategia prometedora es su empleo en la inmunoterapia para la
expansion de LT “ex vivo” con infusién posterior de las células en el paciente,

aumentando su capacidad antitumoral ©"e" HW-2006)

Estudios preclinicos han
demostrado también su utilidad para aumentar la supervivencia de los LT “en vivo”
o mejorar la efectividad de otras terapias inmunoldgicas contra el cancer.
Resultados positivos se han obtenido en modelos de melanoma "“8-"9%9  cancer

de colon M -1999 y neuroblastoma ©*°M-29%9,

No debe olvidarse que la IL-7 puede jugar un papel deletéreo en la patogénesis de
algunos trastornos linfoproliferativos, como se ha demostrado en la leucemia

S (Brown VI_ 2003)

linfatica aguda en nino En este caso el bloqueo de la IL-7 con

anticuerpos podria ser una opcion terapéutica.

De los ensayos clinicos publicados con rlL-7 pueden extraerse las siguientes
conclusiones: 1) rIL-7 es bien tolerada en humanos, con efectos secundarios
leves (febricula, sintomas pseudogripales, diarrea o hipertransaminasemia
transitoria) y poco frecuentes; 2) tiene un efecto importante, dosis-dependiente
rapido y duradero sobre el nimero de LT CD4+ y CD8+ -sobretodo subtipo

naive-; 3) existe un efecto minimo sobre los linfocitos T reguladores *ewkes NM-2010

(Sportés C_ 2010) (Rosenberg SA_ 2006) (Sportés C_2008) (Lévy Y_ 2012) (Sereti |_2014)
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5. Bloqueo de la IL-7 en enfermedades autoinmunes. La |IL-7 se ha implicado en
el desarrollo de enfermedades autoinmunitarias. Los pacientes con esclerosis
multiple y niveles altos de IL-7 presentan mayor reactividad de los LT contra la
proteina béasica de la mielina 99 E-200" v g1 bloqueo reduce la incidencia de
diabetes tipo 1 inducida con ciclofosfamida en un modelo murino ©@zsc@7-2008 | gg
pacientes con artritis reumatoide presentan niveles altos de IL-7 en sangre

periférica y en liquidos sinoviales (©rehman SM.2008)

, 'y ratones transgénicos con niveles
altos mantenidos de IL-7 desarrollan fendmenos autoinmunes como dermatitis y
colitis Ve M-1999 En este contexto el bloqueo de la IL-7 también podria representar

una alternativa terapéutica.

Actualmente estdn en marcha dos ensayos clinicos en esclerosis multiple

(NCT02045732) y en diabetes tipo 1 (NCT02038764), empleando un anticuerpo

contra el receptor de IL-7.

(Capitini_CM_2009)
* Rejuvenecer el repertorio linfocitario de la poblacion anciana.
* Tratamiento del HIV.
* Trasplante de médula ésea.
* Tratamiento del cancer.
* Tratamiento de las enfermedades autoinmunes.

Tabla 3. Posibilidades terapéuticas de la activacion o inhibicion de la IL-7.

El papel inmunoregulador de la IL-7 en la homeostasis linfocitaria de las mucosas y
su relacién con los linfocitos intraeipeliales (LIEs) y de la lamina propia (LLPs) fue
inicialmente descrita en estudios experimentales.

Estudios en ratones demuestran que el receptor alfa de la IL-7 (IL7R) es esencial

para la formacion de las placas de Peyer A@achS-199)

, Y se ha comprobado que la
expresion de |IL-7 por los enterocitos induce el desarrollo de los LTyd “in situ”, en el

epitelio intestinal “a <2000,
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Watanabe et al. confirmaron la produccidn local de IL-7 por las células epiteliales
intestinales (especialmente las células caliciformes), la expresion de IL-7R en la
superficie de los linfocitos de la mucosa y su estimulacion con la adicion de IL-7
recombinante (Watanabe M_1995)

Poco después el mismo grupo demostrdé dos hechos clave para dilucidar el papel
de la IL-7 en la inflamacién intestinal. Primero comprobaron con suero de pacientes
con CU que la IL-7 era efectivamente el agente estimulador de la produccién de LT
en el timo. Ademas se comprobd que los pacientes de CU presentaban niveles
séricos aumentados de IL-7 por enzimoinmmunoensayo, con una expresion de IL-7

q Watanabe M_1997)  Tambhién se observd una

mRNA baja en la mucosa colénic
disminucion de la expresién de IL-7 en la mucosa inflamada con respecto a la
mucosa colénica normal.

En un segundo trabajo se constaté que los ratones IL-7 transgénicos desarrollan
colitis crénica similar a la CU humana, con una expresion aumentada de IL-7 mRNA
en los LT colbnicos, y la presencia de LTCD4+ Th1 en los infiltrados linfoides.
Curiosamente, los LTyd no se encontraban aumentados en las biopsias colénicas
(Watanabe M_ 1998).

Okada et al. pusieron de manifiesto el papel patogénico de los LTCD4+ con alta
expresion del receptor de IL-7 (IL-7R high), y vieron que la administracién in vivo de

IL-7 en ratones aumentaba su expresion y exacerbaba la colitis @< E-2009,

En 2003 Yamaki et al. exploraron por primera vez la actuacion terapéutica sobre
los LT de la mucosa y la via de la IL-7/IL-7R para el tratamiento de la colitis con
ratones transgénicos. Demostraron que la eliminacion selectiva de los LT con alta
expresion de IL-7 (IL-7R high) mediante la infusién de un anticuerpo monoclonal
contra IL-7R mejoraba significativamente la colitis activa en ratones TCR o -/-
(Yamazaki M_ 2003).

Los autores sefalan la posibilidad de emplear tratamientos selectivos contra los
estos LT con alta expresién, como la proteina de fusion recombinante DAB389 IL-7

(Sweeney EB_1998) ' 5 farmacos bioldgicos contra la IL-7 en pacientes con CU emta7-2008)
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Trabajos posteriores han demostrado que la IL-7 es esencial para el desarrollo y la
persistencia de la colitis crénica en ratones inmunodeficientes. El hecho de que
exista una deplecion de células caliciformes en las lesiones intestinales productoras
de IL-7, y por tanto una disminucién de su produccién a nivel local, parece indicar
que la produccion extraintestinal (fundamentalmente en la médula ésea) es la que
contribuiria a la persistencia de la inflamacién. Por tanto concluyen que actuar

contra la IL-7 sistémica podria ser una abordaje razonable o™ T-2008) (Totsuka T__2007)

Aungue los mecanismos por los que la IL-7 contribuye a la perpetuacién de la
colitis no son totalmente conocidos, estudios en ratones inmunodeficientes (SCID)
han comprobado que ésta interviene en la conservacion de LT CD4+ de memoria
en la médula 6sea, incluso en la ausencia de estimulos de la flora bacteriana "% -
2007 Estos LTCD4+ de memoria extraintestinales (en la médula ésea) son capaces
de producir colitis al ser transferidos a ratones inmunodeficientes y se han
sefialado como un elemento importante para la perpetuacion y cronificacion de la
colitis NemeoY-2009 - Alqunos autores han propuesto incluso que podrian actuar como
“reservorio de memoria de la enfermedad” extraintestinal, y diseminarse de forma
hematdgena recirculando de la lamina propia a la médula 6sea ™™ Y-29"") g |o largo

de la vida produciendo brotes de la enfermedad *@ 72099,

Recientemente Nemoto et al. demostraron que las células estromales
mesenquimales de la médula 6sea son las principales productoras de IL-7, y que
de hecho podrian jugar un papel patoldégico en la enfermedad, ya que serian las
responsables de formar el nicho de esos LT CD4+ colitogénicos, contribuyendo a la
perpetuacion de la inflamacion intestinal cronica Vo™ Y-29"9 Este estudio confirma
el cambio de paradigma de la Ell de enfermedad localizada a enfermedad
sistémica, y vuelve a sugerir la posibilidad de actuar contra la IL-7 derivada de las
células mesenquimales como abordaje terapéutico. Sin embargo apuntan que mas
estudios son necesarios antes de emplear el bloqueo de IL-7 en la clinica, ya que
por ejemplo, la IL-7 también es necesaria para la proliferacién de otras células con

propiedades antiinflamatorias como los LT reguladores "emet Y-2073),
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Willis et al. contribuyeron recientemente a dilucidar el papel de IL-7 en la Ell en un
modelo experimental de colitis. Para ello infectaron a ratones inmunodeficientes
Mdria-/- con Helicobacter bilis produciéndoles una colitis, y los trataron
posteriormente con un anticuerpo monoclonal anti-IL7R. Vieron que el tratamiento
mejoraba la inflamacién mediante el control de la expansién de los leucocitos y la
reduccion del nimero vy la actividad de los macréfagos vy las células dendriticas ™"
CR_2072).

Otro aspecto importante de la IL-7 descubierto recientemente es su capacidad para
regular la homeostasis, no sélo de los LT, sino también de las células epiteliales
intestinales (CEl), regulando la integridad de la barrera intestinal. Shalapour et al

esclarecieron este mecanismo en un modelo murino (ShalapourS_2012)

En este estudio se pudo demostrar que las CEl, ademas de producir IL-7 por si
mismas, expresan IL-7R y se expanden en respuesta a IL-7 in vivo, produciéndose
una acumulaciéon de estas células en el colon de los ratones linfopénicos
(hiperplasia) protegiéndolos de la colitis inducida por DSS. Sin embargo ese efecto
protector se inhibe si los LTCD8+ naive consumen la IL-7 o la sefalizacion del IL-
7R esta inactiva. Esto sugiere que existe un mecanismo de feedback homeostatico
mediado por la IL-7 entre las CEl y los LT, que controla la integridad del epitelio
intestinal. Es decir, en condiciones fisioldgicas, IL-7 ejerceria un efecto protector
del epitelio intestinal y en condiciones de inflamacién, con un mayor consumo de
IL-7 por los linfocitos (cuya afinidad por esta citoquina es mayor que las células
epiteliales) este efecto protector de la mucosa esta inhibido. El mecanismo exacto
por el cual IL-7 ejerce este efecto protector de la colitis en estados de linfopenia es
desconocido.

Este mecanismo competitivo descrito por Shalapour et al. podria explicar los
efectos deletéreos sobre el colon del aumento de los niveles de IL-7 observados en
diversos escenarios clinicos que cursan con linfopenia, como la infeccién por VIH

que cursan frecuentemente con diarrea y colitis (@ovgeon ML_2008)

Estudiando la expresion génica de los LTCD8+ en Ell, Lee et al demostraron una

sobreexpresion de la via de sefnalizaciéon de IL-7 en EC y CU. Diferencias en la
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esta expresion génica de los LTCD8+ es capaz ademas de distinguir pacientes con
peor prondstico “¢7°-2"" En un reciente trabajo se ha constatado que al activar el
receptor aryl-hidrocarbono con ciertos ligandos se reduce la producciéon de IL-7
por las células epiteliales intestinales en un modelo preclinico de colitis inducida

por DSS en ratones, sugiriendo una nueva potencial diana terapéutica ¢ -2°",

Una de las mayores contribuciones para entender el papel de IL-7 en la inflamacién
de la mucosa intestinal ha sido revelado de manera indirecta en un reciente ensayo
clinico con rlL-7 en pacientes con HIV tratados con terapia antiretroviral HAART
en los que los niveles de LTCD4+ no se pudieron normalizar (Sereti |_ 2014). Para
ello se emplearon 3 inyecciones subcutaneas de rlL-7 a dosis de 20 ug/kg. Esto
resultd en una expansion de los LT CD4+ y CD8+ en sangre periférica, con una
importante expansién de los LT que expresaban la integrina necesaria para la
migracion al intestino a4p7. Se tomaron biopsias de colon por rectosigmoidoscopia
antes y despues del tratamiento y se observd: 1) un aumento de los LT en la
mucosa; 2) una disminucion de la infiltracidn por neutréfilos en la lamina propia; 3)
un descenso del TNF-a y mieloperoxidasa en la lamina propia y 4) un aumento del
numero de LT FOXP3+ (Treg), que se encontraban bajos en los pacientes antes del
tratamiento. Por tanto una mejoria de la inflamacion mucosa mediada por varios
mecanismos. Ademas, el aumento de los LT en la mucosa se correlacion6 con una
disminucion de la activacion de los monocitos —disminucion de sCD14-, de la

produccion de IL-1 y del dimero-D.

Existen pocos estudios sobre los niveles séricos de IL-7 en Ell y su posible papel
en la etiopatogenia de la enfermedad.

Watanabe et al. demostraron en 1997 por primera vez que los pacientes con CU
presentaba niveles séricos superiores de IL-7 que los sujetos control y con EC. No
hubo correlacion entre la concentracion sérica de IL-7 con la duracion o
localizacidon de la colitis. Este mismo estudio mostré otros dos apectos

interesantes: 1) la expresion de IL-7 mRNA en el timo de los pacientes con CU (en
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sujetos sanos no se detecta) ; y 2) la expresion de IL-TmRNA se encuentra
disminuida en la mucosa inflamada de los pacientes con CU y es normal en la

mucosa sana (Watanabe M_ 1997).

Kader et al. realizaron un amplio estudio de citoquinas en suero de pacientes con

g (Kader HA_ 2005)

Ell en edad pediatric . Se incluyeron 12 pacientes con CU y 41
pacientes con EC, y se compar6 el perfil de citoquinas por “microarray” entre
pacientes con enfermedad activa y en remisiéon. No hubo diferencias significativas
en los niveles de IL-7 con respecto a la actividad en CU. Sin embargo los pacientes
con EC en remisién presentaron niveles mayores de IL-7 que los pacientes con

enfermedad activa, sugiriendo una relacion inversa entre IL-7 y la actividad.

Recientemente se han estudiado los niveles séricos de IL-7 comparando 17
pacientes con EC, 17 pacientes con CU y 18 pacientes con disbacteriosis P92 47
2014 Aunque los niveles de IL-7 en suero no fueron significativamente diferentes en
los 3 grupos se aprecia que el grupo con EC presentd los niveles mas bajos,
seguido de grupo de CU y el de disbacteriosis. En este estudio se analizaron
muestras fecales con salino, e IL-7 no se encontré en los extractos. Los autores
apuntan al consumo de IL-7 por los LT activos en la mucosa inflamada por su
mayor afinidad como una de las posibles explicaciones de este hecho. También se
han constatado niveles menores de IL-7 en pacientes con formas exclusivamente
colénicas de EC con respecto a controles, sin diferencias con los pacientes con CU
(korolkova OY 2018 " Kleiner et al. en un estudio pediatrico con 26 pacientes con Ell
demostraron niveles séricos significativamente superiores de IL-7 en enfermos,

aunqgue en el estudio no se diferencian los niveles entre CU y EC Klener 62079,

Nuestro grupo publicé la serie mas larga con niveles séricos de IL-7 en EC con 36
pacientes. En este estudio se observé que tanto los pacientes en remisién como
con enfermedad activa presentaban niveles bajos de |L-7 “rdreu-Ballester JC_2015) (Anexo X)

Ponchel et al han corroborado que los niveles séricos de IL-7 son menores de lo
normal en la Ell activa, y tienden a normalizarse en la remision (datos no

pub|icad OS) (Ponchel F_2011)
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2. Justificacion del estudio.

La EC es una enfermedad crénica cada vez mas prevalente en nuestro medio

(Molodecky NA_2012) (Podolsky DK_2002)

. Afecta a individuos jovenes y requiere el empleo de
farmacos agresivos, hospitalizaciones e incluso cirugia para el tratamiento de sus
complicaciones #ameatbC2012) Fgto conlleva una importante afectacion de la calidad
de vida tanto de los pacientes como de su entorno, asi como un elevado coste

sanitario asociado (focchiA-2012)

A pesar de los importantes avances en el estudio de los diversos mecanismos
implicados en la enfermedad -factores genéticos, ambientales, inmunitarios y del
microbioma-, aspectos importantes que expliquen la respuesta inmunitaria
alterada frente a la microbiota en sujetos predispuestos siguen sin estar

totalmente aclarados. *@ver #J-2007)

Desde el descubrimiento de los LTyd hace tres décadas ha crecido
exponencialmente el interés cientifico por desvelar su funcion en el control de las
infecciones, los tumores y las enfermedades autoinmunitarias ®°"e"eM-2070) zheng
J-2019 Sy posicidon clave como primera linea de defensa en los epitelios, y sus
caracteristicas Unicas —como la respuesta rapida contra patégenos sin necesidad
de procesamiento antigénico, su actividad citolitica e inmunoreguladora, o su
capacidad para reparar la integridad de la mucosa- han hecho que se consideren
un “puente” entre la inmunidad innata y adquirida ®°" Wk-2009)(Vantourout P.2013)
Actualmente existen varias lineas de investigacion empleando estas células como
diana terapéutica aprovechando estas caracteristicas con resultados

prometedores (Chiplunkar S_2009) (Wu YL_2014)

Sin embargo, su papel en la patogenia de la Ell sigue siendo controvertido (ver
Introduccion). Existen diversos trabajos que apoyan su papel protector de la

inflamacion intestinal tanto en modelos murinos, como de estudio de mucosa

intestinal 0 en Sangre periférica (SP) (Fukushima K_1991) (Bucht A_1995) (Lee HB_1997) (Chen Y_2002) (Inagaki-

Ohara K_2004) (Kinl AA_2007) * Sin embargo otros autores han puesto en evidencia su papel
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poten c | al como | n d u CtO r d e |a COI |t| s (Simpson SJ_1997) (Yeung MM_2000) (Kawaguchi-Miyashita M_2001)

(Séderstrém K_1996)

La IL-7 pertenece a la familia de hematopoyetinas de clase 1 (yc), se produce
fundamentalmente por las células del estroma no hematopoyéticas y por las células
epiteliales de la médula 6sea y el timo y se considera como el factor mas
importante para la estimulaciéon y homeostasis de los LT en general, y en

particular de los linfocitos intraepiteliales (LIEs) y los LTyd de la mucosa intestinal

(Capitini CM_2009) (Fry TJ. 2002) (Bekiaris V_2014)

De hecho, en ratones deficientes en su receptor (IL7R-a), los LTyd no se detectan

(Maki K_1996) (He YW_1996) v, g intervencidn es necesaria en estadios tempranos para la
produccion de los LTy, ya que controla la accesibilidad del locus del TCRTy a la

V(D)J recombinasa (Scisse! MS-2000)

El papel de la IL-7 no esta totalmente aclarado en la EC. Se han informado
niveles bajos en mucosa y en suero, sugiriendo que un déficit de su produccién
seria responsable de los fendmenos inflamatorios (St -2074(Toptygina  AP_2014).
contrariamente otros autores han descrito niveles elevados de esta interleuquina,

sugiriendo una accion proinflamatoria estimuladora de los linfocitos activados

(Watanabe M_1997) (Yamazaki M_2003) (Willis CR_2012)

En un estudio previo con 40 pacientes con EC nuestro grupo comprobd una
disminucion significativa de los LTyd en SP en enfermos, sugiriendo su papel en la

d (Andreu-Ballester JC_2071).(Anex0 ¥~ Fn yn segundo estudio inicial

patogenia de la enfermeda
con 34 pacientes se observo una disminucion significativa de los niveles séricos de
IL-7, que contrasta con la linfopenia observada (en otras situaciones con linfopenia

) (Andreu-Ballester JC_2013), (Anexo X)’ | o} qU e apuntan’a a

se detecta un aumento compensatorio
una posible inmunodeficiencia en EC causada por una disminucion o una alteraciéon

funcional de estas células.
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La importancia de esta nueva via patogénica en la enfermedad podria tener un
impacto directo sobre el desarrollo de nuevos tratamientos que podrian ser
efectivos en estos pacientes. Es mas, actualmente disponemos de métodos
sencillos para estimular la produccion de LTys (como el empleo de zolendronato) ™
W-2011) (Meraviglia S_2010) (Dieli F2007) ¢ 13 |-7 recombinante (rlL-7), que es bien tolerada en
humanos y ha sido testada en varios ensayos clinicos en otras enfermedades,
como el VIH, con buenOS reSU|tadOS (Sereti 1_2009). (Levy Y_2009). (Alpdogan 0_2001).

El presente trabajo amplia significativamente la poblacion de estudio de nuestros 2
trabajos anteriores (Anexos 3 y 4), lo que permitira evaluar con mayor potencia las
subpoblaciones linfocitarias aff y y0 en sangre periférica de pacientes con EC
comparandolos con sujetos sanos, y evaluar la relacién entre estas y la IL-7 por
grupos de actividad, en relacion a la gravedad clinica, a la gravedad endoscopica,

al tratamiento y a otras variables clinicas, para dilucidar su papel en la EC.
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3. Hipétesis y objetivos.

3.1. HIPOTESIS:

Nuestra hipétesis es que la poblacién de LTys puede estar disminuida en la sangre
periférica de los pacientes con EC, produciendo una disfuncién de la inmunidad
innata que contribuya al desarrollo y mantenimiento de la enfermedad. Es posible
que el déficit de la IL-7 en sangre periférica contribuya a esta disminucion

patolégica.

3.2. OBJETIVOS:

Objetivo principal:
Evaluar y comparar los valores séricos de linfocitos y las distintas subpoblaciones
de los LT en pacientes con EC y sujetos sanos.

Objetivos secundarios:

» 3.2.1. Evaluar y comparar estas poblaciones linfocitarias en pacientes con EC

y controles y su variacion segun las distintas variables clinicas estudiadas.

* 3.2.2. Medir y comparar los niveles de IL-7 sérica en pacientes con EC y

controles, y su variacion segun las distintas variables clinicas estudiadas.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1.Tipo de estudio

Estudio transversal, descriptivo, prospectivo, de casos y controles.
4.2.Poblacién a estudio:

4.2 1.Pacientes

Se incluyeron prospectivamente pacientes diagnosticados de EC que acudieron al
servicio de Urgencias, en control en consultas externas de Digestivo e ingresados
en el servicio de Digestivo del Hospital Arnau de Vilanova de Valencia, durante el
periodo comprendido entre Febrero de 2008 y Marzo de 2015. Para el diagnédstico
de la EC se emplearon los criterios de Lennard-Jones (temmara-Jenes JE_1989)

Se consideraron criterios de exclusién la edad menor de 14 afios o0 mayor de 85

anos, la presencia de enfermedades neoplasicas concomitantes, aquellos
pacientes con dudas en el seguimiento sobre la certeza diagndstica de EC, y la
negativa a participar en el estudio.

La hoja de recogida de datos se presenta en el Anexo 1.

4.2.1.1. Clasificacion fenotipica

Los pacientes fueron clasificados segun la clasificacion de Montreal, segun la edad

(A), la localizacion (L), y el patrén (B), y la presencia o no de enfermedad perianal (p)

(Silverberg MS_2005)

Tabla 25-2 Clasificacion de Montreal de la enfermedad de Crohn

Edad al diagnostico Localizacion Patron evolutivo
Al: < 16 anos L1:ileal B1: no obstructivo-no fistulizante
(inflamatorio)
A2:17-40 anos L2: célica B2: obstructivo (fibroestenosante)
A3: > 40 afos L3: ileocdlica B3: fistulizante
L4: gastrointestinal alta Anadir “p” a cualquiera de las
(se anade a cualquiera de anteriores si existe participacion

las anteriores si esté presente) perianal

Fig. 10. Clasificacion de Montreal de la EC s P27,
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4.2.1.2. indices de gravedad clinica empleados.

Para evaluar la actividad de la enfermedad los pacientes se emplearon dos indices

(Best WR_1976)

clinicos: el CDAI (Crohn’s disease activity index) y el indice de Harvey-

Bradshaw ey RF-1980)

Tabla 25-3 Calculo del indice de actividad de la enfermedad de Crohn (Crohn’s

Disease Activity Index [CDAI])

Dias 1 2 3 4 5 6 7 Suma  Subtotal

x factor
1. Numero de heces B T T, 2=
liquidas o muy blandas
2. Dolor abdominal x5=

(no=0,leve =1,
moderado = 2, grave = 3)
3. Estado general X 7=
(bueno = 0, regular = 1,
malo = 2, muy malo = 3,
terrible = 4)
4. Ndmero de las siguientes 6 manifestaciones clinicas
Artritis/artralgia
Iritis/ uveitis
Eritema nudoso/pioderma/aftas
Fisura anal/fistula/absceso
Otras fistulas
Fiebre > 38,5 °C

en la dltima semana x 20 =
5. Toma de antidiarreicos x 30 =
(no=0,si=1)
6. Masa abdominal x 10 =
(no = 0, dudosa = 2, si = 5)
7. Hematocrito X 6=

(47%: hematocrito actual en varones)
(43%: hematocrito actual en mujeres)

8. Peso corporal = ? Peso estandar = ? X 1=
Porcentaje por debajo del peso estandar

Los apartados 1, 2 y 3 hacen referencia a lo ocurrido al paciente durante los 7 dias previos a la
consulta.

Para la inclusién en ensayos clinicos, se consideran “activos” los pacientes con CDAI = 220.

Se considera remisién un CDAI < 150 y se considera respuesta una disminucioén en el CDAI

> 100 puntos.

Se considera recidiva un CDAI > 150 con un incremento de 100 puntos respecto al valor basal.

Fig. 11. indice CDAI de gravedad de la EC s 72077,

4.2.1.3. Definicién de los Grupos de Actividad.

Segun la situacién clinica y la puntuacion del CDAI de los pacientes en el momento

de la inclusién se definieron 3 grupos de andlisis:

* “Pacientes nuevos”: pacientes diagnosticados en el momento de la inclusion

o en un periodo de maximo de 30 dias previo a la misma y que no han
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recibido tratamiento previo para la EC.

* “Pacientes en remision”: pacientes ya diagnosticados de EC, en remision
clinica y con una puntuacién de CDAI menor o igual a 150 puntos durante al
menos 12 meses previos a la inclusion.

* “Pacientes en actividad”: aquellos ya diagnosticados de EC con una
puntuacién de CDAI mayor o igual a 150 y con signos o sintomas de

actividad clinica.

Para algunos subanalisis se empleara también el grupo “actividad global”, que

incluye a todos aquellos pacientes con actividad clinica (es decir el grupo “nuevos”
mas el grupo “actividad”), en contraposicién a aquellos en remision clinica (sin

actividad).

4.2.1.4. Estudio endoscdpico.

Se revisaron los resultados de la colonoscopia mas cercana al momento de la
inclusion en todos los pacientes, y se empled para valorar la gravedad endoscoépica
el indice de gravedad endoscoépico SES-CD (simplified endoscopic activity score for

Crohn's disease). (ParermeM-2009

Variable 0 1 2 3

Superfici

Superficie afectada

SES-CD : ILEON + C. DCHO + C. TRANSVERSO + C. IZQDO + RECTO (0-15)

Fig. 12. indice endoscépico SES-CD de gravedad de la EC MosP-2017),

4.2.1.5. Estudio histoldégico

Se analizaron todas las muestras histoldgicas de biopsias o quirurgicas de las que
se disponia de informe anatomopatoldégico. Los hallazgos se clasificaron
atendiendo al criterio del patélogo en: 1) Inflamacién crénica inespecifica; 2)
Criterios de Ell sin poder determinar si se trata de EC o CU; 3) Probable EC; 4) EC

con presencia de granulomas.
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4.2.1.6. Habito tabaquico, cirugia previa y manifestaciones extraintestinales

Se recogi6 la presencia o no de habito tabaquico activo, asi como el estado de
exfumador, y el numero de cigarrillos/dia aproximado segun el paciente.

Se recogieron los antecedentes de intervenciones quirurgicas previas (fecha y tipo)
y la presencia o no de manifestaciones extraintestinales relevantes en el ultimo ano

y el tipo.

4.2 .1.7. Tratamientos

Se recogieron los farmacos empleados por los pacientes en el momento de la

inclusion.

Tipo de tratamiento médico.

* Mesalazina.

» Salazopirina.

* Corticoides (Prednisona/Prednisolona).

* Corticoides no absorbibles (Budesonida).

* Antibidticos (ciprofloxacino y metronidazol u otros).

* Inmunosupresores (azatioprina, 6-mercaptopurina, metotrexate u
otros).

* Anticuerpos monoclonales anti-TNF  (infliximab, adalimumab,

certolizumab).

Tabla 4. Clasificacion de los tratamientos empleados.

Se registr6é la fecha de inicio de cada tratamiento, y la dosis empleada en el

momento de la inclusion.
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4.2.1.8. Determinaciones analiticas

Se analizaron los valores en sangre periférica en el hemograma de las 3 series
sanguineas (hematies/hemoglobina, leucocitos totales y plaquetas), asi como las

subpoblaciones leucocitarias.

Se estudiaron las siguientes subpoblaciones linfocitarias: CD3+, CD4+, CD8+,
CD56+, CD19+, afCD3+, apCD4+, aBCD8+, aff CD56+, y6CD3+, y6CD4+, y6CD8+,
y6CD56+. (Ver 5.4. Métodos de anadlisis de las muestras).

4.2.2.Controles

Se reclutaron personas sanas para el grupo control, apareadas por edad (+5 afos)

y Sexo.

Los criterios de exclusiéon para el grupo control fueron: ser familiares de hasta

segundo grado de un paciente con EC, la presencia de infecciones activas,
padecer alguna otra enfermedad inflamatoria cronica o autoinmune y el empleo de
antibidticos durante los ultimos 3 meses y de farmacos inmunosupresores o

vacunas en el ultimo ano.

4.3. Variables a estudio:

Principales variables estudiadas en pacientes de EC.

* Edad y sexo.

* Fecha de diagnéstico.

* Escenario clinico definido segun la actividad. (nuevos/remisién/activos)

* Clasificacién de Montreal la EC (A, B, L).

* Presencia de enfermedad perianal.

* Variables clinicas de actividad: CDAI e indice de Harvey-Bradshaw.

* Fecha de la endoscopia y variables endoscépicas de actividad: SES-
CD.

* Estudio histolégico: fecha, hallazgos y presencia de granulomas.
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* Habito tabaquico.

* Tratamientos empleados al diagndstico: dosis y tiempo de uso en
meses,

* Hemograma y recuento total de linfocitos.

* Poblaciones linfocitarias:CD3+, CD4+, CD8+, CD56+, CD19+,
aBCD3+, afCD4+, afCD8+, af CD56+, y6CD3+, y6CD4+, y6CD8+,
y6CD56+.

* Valores de los reactantes de fase aguda en sangre (VSG, PCR)

Tabla 5. Resumen de las principales variables estudiadas en pacientes.

4.4. Métodos de analisis de las muestras

Se extrajo sangre periférica obtenida por venopunciéon en recipientes con
anticoagulante K3-EDTA y las muestras se procesaron en las primeras 6 horas Para
los recuentos celulares se empleé el Coulter LH750 Automated Hematology
Analyzer (Beckman Coulter, Fullerton, CA). Se emplearon los siguientes anticuerpos
monoclonales para la determinacion de las subpoblaciones: CD3+, CD4+, CD8+ y
CD19+ para las subpoblaciones de sangre periféricay el TCRaf y TCR vé para cada
uno de estos subtipos linfocitarios.

Las poblaciones de LTyd se analizaron con el anticuerpo anti-TCR y8 PC5
conjugado (Beckman Coulter, Miami, USA [clone: IMMU 510]). Esta anticuerpo IgG1
murino permite la identificaciéon y recuento de las poblaciones celulares que
expresan el antigeno TCR y§ presente en muestras bioldgicas usando la citometria
de flujo. IMMU 510 reconoce todas las poblaciones de LTyS independientemente
de la variabilidad genémica que expresen. Los LTaf se analizaron con el anticuerpo
anti-TCR aff PC5 conjugado (Beckman Coulter [clone: IP26A)).

Los niveles de proteina C reactiva (PCR) en suero se determind por técnicas
estandar de inmunoensayo con un método de lectura final por inmunofluorescencia
(Vitros Chemistry Products).

La velocidad de sedimentacion globular (VSG) se determind con el TEST 1 (Alifax,
Padova, Italy) empleando técnicas de fotometria capilar cuantitativa.

Para la determinacién sérica de IL-7 se empled el kit de deteccion humana IL-7

instant ELISA (eBioscience, San Diego, CA) de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. Las muestras de suero se mantuvieron a —80 °C hasta su determinacion
analitica.

De acuerdo con la informacion del producto, la deteccidon limite de IL-7 se
consider6 9.5 pg/ml, media de seis ensayos diferentes. Para el andlisis simple de la
IL-7 se empled una curva estandar obtenida con 10 puntos con diferentes

concentraciones de 0 a 1000 pg/ml.

4.5. Analisis estadistico

Calculo tamarno muestral con Epidat 4.0

Se trata de una comparacién de medias en poblaciones emparejadas, para una
diferencia de medias a detectar de LTyS = 0,020 x 10%L.

Tomando una desviacién estandar esperada en los valores de LTy8 de los
pacientes de EC=0,025x10%L, una desviacion estandar esperada en los valores de
LTyS de los controles sanos=0,067x10%L, un coeficiente de correlacién de
Spearman de 0,517 y teniendo en cuenta una potencia del 80% con un nivel de

confianza del 95%, se estimd un tamafo muestral de n=67 en cada grupo.

Procedimientos de analisis

El analisis descriptivo se realizé empleando procedimientos estadisticos estandar.
La asuncion de una distribucion normal de la muestra se verific6 empleando test
graficos y el test de Kolmogorov-Smirnov. Cuando se asumio la normalidad se
empleo la t de Student para comparar las medias de variables cuantitativas y el test
no parameétrico U de Mann-Whitney para las variables cuantitativas sin distribucién
normal. Para analizar las correlaciones entre los valores de los LT y los valores de
IL-7 se empled el test Rho de Spearman.

Se considerd significativa para el analisis una p<0.05. Los datos se analizaron

mediante el programa de software estadistico SPSS versién 19.
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4.6. Aspectos ético-legales
Todos los participantes en el estudio firmaron un consentimiento informado (Ver

Anexo X). Este trabajo de investigacién ha sido aprobado por la Comisién de

Bioética e Investigacion del Hospital Arnau de Vilanova de Valencia.

79



80



5. Resultados.



5.Resultados.

5.1.Demograficos.

Se reclutaron un total de 102 pacientes con EC y 102 controles sanos. De los
pacientes con EC, 57 (55,9%) fueron hombres y 45 (44,1%) mujeres, con el mismo
numero de hombres y mujeres en los controles.

La edad media de los pacientes de EC fue de 39,1+13.9 afos (rango de 15 a 80) vs
39,5+14.7 anos de los sujetos control (rango de 8 a 78), p=0,815. En los pacientes
con EC, la edad media de los hombres fue de 40,5+15 vs 37.8+13,3 en las mujeres,
p=0,187. En los sujetos sanos, la edad media de los hombres fue de 40,4+14,9
anos y de 38,4+13,1 en las mujeres, p=0,501. (Tabla 6)

No hubo diferencias significativas en la edad por sexos entre EC y controles.

“n
N 102 102

N° hombres 57 (565,9%) 57 (565,9%) NS
N° mujeres 45 (44,1%) 45 (44,1%) NS
Edad media 39,1+13.9 39,5+14.7 NS
Edad media hombres 40,5+15 40,4+14,9 NS
Edad media mujeres 37.8+13,3 38,4+13,1 NS

N=n° de sujetos; p=significacién; NS=no significativa

Tabla 6. Numero, edad y sexo de los pacientes y los controles.

5.2.Caracteristicas de los pacientes con EC.

5.2.1.Escenarios clinicos.

De los 102 pacientes con EC: 34 (33,4%) fueron incluidos en el debut de la
enfermedad (grupo “nuevos”); 32 (31,4%) se encontraban en remision clinica (grupo
“remision”); y 36 (35,2%) presentaban signos activos de enfermedad (grupo

“actividad”).
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En total, 70 pacientes (68,6%) se encontraban en actividad clinica y 32 (31,4%) en
remision. (Tabla 7)
El porcentaje de pacientes fumadores, con antecedentes de cirugia previa y

enfermedad perianal se muestran en la Tabla 7.

Caracteristicas “ %

Fumador Si 42/90 46.7
Grupos de actividad Nuevos 34/102 33.3
Remision 32/102 31.4
Actividad 36/102 35.3
Cirugia previa Si 16/102 15.7
Perianal Si 24/102 23.5

N=n° de sujetos; %=porcentaje

Tabla 7. Caracteristicas generales de los pacientes.

5.2.1.Caracteristicas fenotipicas de los pacientes: Clasificacion de Montreal.

5.2.1.1.Edad: La distribucion por edad (A) se refleja en la Tabla 8.
5.2.1.2.Localizacién: La distribucién segun la localizacion (L) se refleja en la Tabla
8.

5.2.1.3.Patrén: La distribucién segun el patron (B) de la enfermedad se refleja en la
Tabla 8.

5.2.1.4.Afectacion perianal: 24 pacientes (23,5%) presentaban afectacion perianal

(P)-
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I N
A1 <17 7 7,0

A (edad)
A2 17-40 71 69,5
A3 >40 24 23,5

L (localizacién) L1 ileal 42 41,1
L2 colon 15 14,7
L3 ileocolénica 44 43,1
L4 Digestivo superior 1 0,9

B (patrén) B1 inflamatorio 64 62,7
B2 Estenosante 20 19,6
B3 fistulizante 18 17,6

N=n° de pacientes; %=porcentaje

Tabla 8. Distribucion de los pacientes segun la clasificacion de Montreal.

5.2.2.Tiempo de evolucion.

El tiempo medio de evolucion desde el diagnostico de la enfermedad hasta la
inclusion en este estudio fue de 27,74 meses (DT=41,5).

En el grupo de pacientes “actividad” (N=32) fue de 46,91 meses (DT=53,7) y en el
grupo “remision” (N=36) de 35,6 meses (DT=35,6), sin diferencias significativas
entre ellos (p=0,360).

5.2.3.Manifestaciones extraintestinales.

10 pacientes (9,8%) presentaban manifestaciones extraintestinales en la inclusion.
De ellos 7 (70%) pacientes de tipo articular, 2 (2%) de tipo ocular 1 (1%) bucales.
Ningun paciente incluido present6 manifestaciones cutaneas ni hepaticas

relacionadas con la enfermedad en el Ultimo afo.
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5.2.4.Cirugia previa.

21 pacientes (20.5%) tenian antecedentes de intervenciones quirurgicas previas
relacionadas con la enfermedad. De ellos, 15 pacientes (71,4%) sufrieron
resecciones intestinales y 6 (28,5%) intervenciones relacionadas con su
enfermedad perianal. 2 pacientes (1,96%) presentaron 2 resecciones quirdrgicas
previas.

El tiempo medio desde la realizacion de la cirugia hasta la inclusién fue de 92,1

+80,6 meses.

5.2.5.Habito tabaquico.

Se reqistr6 el consumo de tabaco en 90 pacientes. 42 pacientes (46,7%)
presentaban habito tabaquico activo en el momento de la inclusién, con una media

de consumo diario de 12,6 +7.7 cigarrillos.

5.2.6.Actividad clinica de la enfermedad.

5.2.6.1.Crohn’s disease activity index (CDAI)

Las puntuaciones medias del CDAI en los pacientes y por grupos se reflejan en la
Tabla 9. Los valores fueron significativamente mayores en el grupo “nuevo” vs. el
grupo “remision” (p<0,001), y en el grupo “actividad” vs. “remision” (p<0,001). No
hubo diferencias significativas entre los 2 grupos con actividad clinica (nuevos y

actividad).

5.2.6.2.indice de Harvey Bradshaw.

Las puntuaciones medias del CDAI en los pacientes y por grupos se reflejan en la
Tabla 9. Los valores fueron significativamente mayores en el grupo “nuevo” vs. el
grupo “remision” (p<0,001), y entre el grupo “actividad” vs. “remision” (p<0,001).No
hubo diferencias significativas entre los 2 grupos con actividad clinica (nuevos y

actividad).
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Total 199,87 +110 6,98 +3,8
Nuevo 243,91 100 8,44 +3,8
Remision 94,03 +56 3,76 +1,7
Actividad 252,35 +86 8,35 +3,2

Tabla 9. indices de actividad clinica media en pacientes.

5.2.7.Datos endoscopicos.

Pudieron obtenerse datos endoscépicos de los informes de colonosopia en 90
pacientes (88,2%).

5.2.7.1.Tiempo de realizacion con respecto a la inclusion.
El tiempo medio de la realizacién de la endoscopia con respecto al momento de

inclusion del paciente fue de +6,82 +11,4 meses.

5.2.7.2.Tipo de endoscopia.
Se pudieron obtener datos de una ileocolonoscopia completa en 64 pacientes
(65,6%), en 18 (17,6%) de una colonoscopia sin intubacién ileocecal y en 8 (7,8%)

de una rectosigmoidoscopia.

5.2.7.3.Actividad endoscépica.

La media del SES-CD (simplified endoscopic activity score for Crohn’s disease) en
el conjunto de pacientes fue de 9,38 +9,4. Las puntuaciones en las distintas
localizaciones se recogen en la Tabla 10.

En el grupo “nuevo” (n=33) fue de 12,21 +10,5; en el grupo “remisién” (n=30) fue de
5,70 +£8,5; y en el grupo “actividad” (n=28) fue de 10 +7,9. Tabla 11.

No hubo diferencias significativas entre los 2 grupos de pacientes con actividad

clinica “nuevos” y “actividad”.
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SES-CD total 90 9.38 9.4
SES-CD Recto 90 1.53 2.6
SES-CD colon izquierdo 90 2.02 2.9
SES-CD colon transverso 90 1.59 2.7
SES-CD colon derecho 90 1.48 2.5
SES-CD ileon 90 2.80 2.7

N=n° de pacientes; DT=desviacion tipica

Tabla 10. Puntuaciones del SES-CD totales y por localizacion.

Grupos pacientes

Nuevos 33 12.21 10.5
Remision 30 5.70 8.5
Actividad 28 10.00 7.9

N=n° de pacientes; DT=desviacion tipica

Tabla 11. Puntuaciones SES-CD total por grupos de actividad.

5.2.8.Datos histoldgicos.

Se pudo obtener datos del estudio histologico de biopsias intestinales en 97
pacientes (95,1%). Las distintas posibilidades de diagnéstico anatomopatolégico

de los pacientes, asi como la presencia de granulomas se reflejan en la Tabla 12

Tipo diagnéstico EC confirmada 43.3
Compatible (dudosa) 2 2.1
Inflamacién crénica inespecifica 49 50.5
normal 4 4.1

Granulomas Granulomas presentes 10/88 9.8

N=n° de pacientes; %=porcentaje

Tabla 12. Resultados del estudio histolégico de los pacientes.
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5.2.9.Tratamiento farmacolégico.

73 pacientes (71,6%) empleaban tratamiento farmacoldgico para la EC en el
momento de la inclusion.

Los porcentajes de pacientes que emplearon cada tratamiento, la dosis media
empleada, y el tiempo medio de uso previo se incluyen en la Tabla 13. Los grupos

farmacolégicos por grupos de actividad se incluyen en la Tabla 14.

TRATAMIENTO % DT TIEMPO
(m)

Mesalazina 46 45,1 2.570 853 43,7 51,7
Salazopirina 2 2 1.250 0,0 36,2 16,3
Antibioticos 24 23,5 D.S. 0,0 0,92 0,27
Corticoides 19 18,6 46.075 1.36 0,58 1,05
Budesonida 3 2,9 4,35 2,14 4,75 4,85
Azatioprina 40 39,2 200 49,7 30,6 34,87
Metotrexate 4 3,9 15 0,0 5,0 3,9
Infliximab 4 3,92 5 0,0 14,0 11,1
Adalimumab 7 6,9 62,8 21,3 31,4 21,5

N=n° de pacientes; %=porcentaje; DT=desviacion tipica;, mg=miligramos; m=meses; DS=dosis estandar
(metronidazol 1.59/24h y cirpofloxacino 500 mg/8h); **= mg/kg/8 semanas; ***=dosis media/2 semanas.

Tabla 13. Tratamiento farmacolégico en los pacientes, dosis y tiempo.
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Tratamientos Actividad
empleados
N % N %
Tratamiento SI 17 50.0 27 84.4 29 80.6
Azatioprina Sl 6 17.6 15 46.9 19 52.8
Anti-TNF Sl 0 0 6 18.8 8 22.2
a) Infliximab Si 0 0 2 6.3 2 5.6
b) Adalimumab Sl 0 0 1 3.1 6 16.7
Mesalazina SI 10 29.4 19 59.4 17 47.2
Salazopirina Sl 0 0 0 0 2 5.6
Antibiético SI 11 32.4 2 6.3 11 30.6
Corticoides S SI 9 26.5 0 0 10 27.8
Corticoides NA Sl 0 0 1 3.1 2 5.6
Metotrexate SI 0 0 2 6.3 2 5.6

N=n° de pacientes; %=porcentaje; DT=desviacion tipica; Corticoides S=sistémicos (prednisona oral o
intravenosa); Corticoides NA=Budesonida.

Tabla 14. Tratamiento farmacoldgico en los distintos grupos.

5.3.Determinaciones analiticas: analisis de las poblaciones linfocitarias

5.3.1.Hemograma

Los valores medios del hemograma de los pacientes con respecto a los sujetos
controles sanos se describe en la Tabla 15.

Los pacientes con EC presentaron valores significativamente mayores de
leucocitos (p=0,001), neutrdfilos (p<0,001), monocitos (p=0,032), y plaquetas
(p<0,001), y menor de linfocitos totales (p<0,001), y de hemoglobina (p<0,001). Las
cifras de eosindfilos y basofilos no fueron significativamente diferentes en ambos

grupos.
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Hemograma en pacientes y controles

Células

Leucocitos
Neutroéfilos
Linfocitos
Monocitos
Eosinofilos
Basofilos
Plaquetas

Hemoglobina

Tabla 15. Cifras medias de series celulares en el hemograma en casos y controles.

5.3.2.Comparacion de subpoblaciones linfocitarias entre casos y controles.

Crohn
Media

8,1
5,5
1,7
0,6
0,2
0,0
318
12,8

DT
2,9
2,5
0,7
0,3
0,3
0,1

112
2,2

Control

Media

6,9
3,9
2,2
0,5
0,2
0,0
242
14,4

DT
2,0
1,7
0,6
0,2
0,1
0,1
74
1,4

Sig. (p)
0,003*
< 0,001*
< 0,001*
0,032*
NS
NS
< 0,001*
< 0,001*

Unidades en células x 10 +/L; *diferencia estadisticamente significativa

5.3.2.1.Valores medios de los linfocitos T totales entre casos y controles.

Las cifras séricas medias de los linfocitos T totales fueron de 1,719 +0,72 en los

pacientes y 2,185 +0,63 en los controles (p<0,001).

5.3.2.2.Valores medios de las subpoblaciones de linfocitos T entre casos y

controles.

Las diferencias entre los niveles séricos de las subpoblaciones linfocitarias totales
(gréfica A), LTap (grafica B) y LT vd (grafica C) entre pacientes y controles se

muestran en la Figura 13.

Los pacientes presentaron cifras significativamente menores de LTCD3+ (p<0,001),

de LT CD4+ (p=0,003), LT CD8+ (p<0,001), y LT CD56+ (p=0,001).
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En cuanto a los LTap, los pacientes presentaron niveles significativamente menores
de LT CD3+ ap (p<0,001), LT CD4+ap (p<0,014) y LTCD8+ap (p<0,001). No hubo

diferencias estadisticamente significativas en los LT CD56+a..

En cuanto a los LTyd, los pacientes presentaron niveles significativamente menores
(p<0,001) de todas las subpoblaciones, incluyendo los LT CD3+yd, LTCD4+yd, LT
CD8+yd, y LTCD56+yd

. p<0,001 p=0,003 p<0,001 p=0,001
1,5838
2 - 1,2921 ]

x109L 25

1,5

01874 10,2485

1T

Control Control Control Control
CD3+ | CD3+CD4+ CD3+CD8+ CD3+CD56+ |
25
p<0,001 p<0,014 p<0,001 ns
1,5106

2 11,2109 l

0,849 0:9336

0,0465 0,0704

o .
Crohn | Control Control Control Control
CD3+af | CD3+CD4+a | CD3+CD8+ap CD3+CD56+af |
0,20
p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
0,15 - 0,0753

c %197 o,0332

0,0209
0,05 - 0,0131
0,0106 'l'

0,0008 0,0021
0,00

CD3+yd | CD3+CD4+yd | CD3+CD8+yd | CD3+CD56+v5|

Fig. 13. Subpoblaciones de linfocitos T. Diferencias entre casos y controles: A) LT totales,
B) LTap(B) y C) LTyd.
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5.3.2.2.Valores medios de los linfocitos B entre casos y controles
Las cifras séricas medias de los linfocitos B totales fueron de 0,2027 +0,13 en los

pacientes y 0,263 +0,15 en los controles (p<0,001).

5.3.3.Comparacion de subpoblaciones linfocitarias entre grupos de actividad.

5.3.3.1.Relacién de los linfocitos T totales con grupos de actividad.

Las cifras séricas medias de los linfocitos T totales segun grupos de actividad
fueron: 1) “nuevos” (n=34): 1,829 =+0,67; 2)’remision” (n=32):1,725 =+0,81; vy
3)"actividad” (n=36): 1,611 +0,68.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
linfocitos T totales en los distintos grupos de actividad.

5.3.3.2.Subpoblaciones de linfocitos T totales con respecto a grupos de
actividad.

5.3.3.2.1.Subpoblaciones de LT totales.

Los valores de las subpoblaciones linfocitarias en los grupos de actividad se
expresa en la Figura 14. El andlisis de diferencias entre grupos se expresa en la
Tabla 13.

x10%/L actividad

1,0032
08206  0,B885
0,7976

0,2485

Control

New Patient
Remission
Active diseasze
Contral

New Patient
Remission
Active disease
MNew Patient
Remission
Active disease
New Patient
Remission
Active disease

CD3+ CD3I+CD4+ CD3+CDE+ CD3I+CD56+

Fig. 14. Cifras medias de LT en grupos de actividad.
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GRUPOS DE
PACIENTES CD3+

Cantrol vs p=0,045* p=0,019* p=0,009*
MNuevas

Control vs p=0,002* P=0,001* NS NS
Remision

Cantrol vs p<0,001% NS p<0,001* p<0,001*
Actividad

Remision vs M5 MS N5 N5
MNuevos

Remisidn vs NS NS p=0,028* p=0,005*
Actividad

Muevos vs N5 NS N5 M5
Actividad

* Diferencia estadisticamente significativa (p<0,005)

Tabla 16. Diferencias entre las subpoblaciones linfocitarias totales en los grupos de

actividad.

5.3.3.2.1.Subpoblaciones de LT ag.
Los valores de las subpoblaciones de LT off en los grupos de actividad y sus

diferencias se expresa en la Figura 15y la Tabla 17.

**New patient="nuevos”; remission=remision;active disease=actividad

25000
x10%L
15106
20000 4 13042
1.201E
113591
1,5000 =
. 10,9091 08827 p g5ag

0,7578

10000

0,5000

00625 0,0704
0,0455 00311

0,0000

cl 5| 2] F El 5| 3] = el 5| 2| E cEl 5] 2%

i ull " f= r = m =i 25 = m ax o = b P=

sl Bl 2| sl 5| a)] E =| @l | © 21 Bl E| =

m 2 & = [ = o =} 3 = i I m = ke o

S E -] W] = E =1 ] . E =] = = E e (]
o L o w i
i|l=|2 H il =] 2 il <] £
= © = = = = - ‘.:
e = =4 =

£03+48 Totales CD4+AB Totales CDE+AB Totales CO56+AB Totales

Fig. 15. Cifras medias de LTaf en grupos de actividad.
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GRUPOS DE
PACIENTES af CD3+ | of CDa+ ap CD8+ af CD56+
NS NS NS

Control vs p=0,03%

Nuevos

Control vs p=0,001* p=0,002* p=0,03* NS
Remisian

Control vs p=<0,001% MS 0, 001 * M5
Activos

Remisidn vs NS NS NS NS
Nuevaos

Remisidn vs M5 NS p=0,024* NS
Activos

Muevaos vs NS M5 p=0.032 M5
Activos

* Difarancia estadisticamants significativa (p<0,003)

**New patient="nuevos”; remission=remision;active disease=actividad

Tabla 17. Diferencias entre las subpoblaciones de LTaf} en los grupos.

5.3.3.2.1.Subpoblaciones de LT &y.
Los valores de las subpoblaciones linfocitarias &y en los grupos de actividad y sus

diferencias se expresan en la Figura 16 y en la Tabla 19.

**New patient="nuevos”; remission=remision;active disease=actividad

0,1600 -
®10%L 00753

0, 1400

0,1200 -

0, 1000 = 10,0457

0,080 -{o,0373

0,0600 =

0,040

0,0200

10,0000

Remission

Hemission

Remission
Remission

Maw Fatient
Artive disease
Mew Patient
Active disease
Naw Fatient
Artive disease
Mew Patient
Active disease

CO3+GD Totalas CD44GD0 Totales CDE+ED Totalas CD564 G0 Totales

Fig.16. Cifras medias de LTyd en grupos de actividad.
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GRUPOS
PACIENTES | 5 CD3. ¥5 CoB+

Control vs p=<0,001*
Nuevaos

Control vs p<0,001*

Remisidn

Control vs p<0,001*
Actividad

Remision vs NS
Actividad

Remisidn vs p=0,035
Actividad

MNuevos vs NS
Actividad

NS (0,06}

0=0,002*

p=0,006*

N5

M5

NS

MS

M5

p<0,001*

M5

p=0,012*

M5

M5

p=0,007*

M5

M5

M5

* Diferencia estadistcamaente significativa (p=0,005)

“*New patient="nuevos’; remission=remisionactive disease=actividad

Tabla 18. Diferencias entre las subpoblaciones de LTy en los grupos.

CD3+/GD+

Citometria de flujo: Control

£l 2

D 7,96%

8~

FL4 CD3-PCH

E3 § Z]

T T T
107 10° 10

FL1 GD-FITC

[LY] GD-PE / CD8-FITC

H M2

L:6,36%

CDB-FITC

H_3# M1 1,40%

H4]

1 1 0
GD-PE

CD56-PCY

[N] GD-PE / CD4-PC7

61 Jez)
A0 o
/10 0,20%
Al )
107 \
463 Ggé
1IU’ 1E]‘ 1(‘]‘ 10
GD-PE
) [A] GD-FITC / CD56-PC7
10
H-+ H++
107
1074
1074
H-- f
J:2,46% He-
1(‘7’ o 1EF o
GD-FITC

Fig.17. Estudio por citometria de flujo de los subtipos de LTyd en un control.
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Citometria de flujo: Caso

__ [LYIGD-PE/CDI-PCS [LY] GD-PE / CD4-PCT

ic1 c2 761 62
104 L : 0,40% .
= ’” o e | | M 0,01%
G3 G4 - :
10 161G3 - [ L:0,39%
w G4
” E;TPE " 1o 10 16' 1!‘35 10
G |
) [LY] GD-PE / CD8-FITC GD-PE
i G2 [LY] GD-FITC / CD56-PC7
H++
1074
Tl L: 0,06%
§ I:0,24%
ol
163 M:0,35% J:0,24%
1 il G4
T . H-+
10° 10 10 107 . .
GD-PE 107 10 10 10
GD-FITC

Fig. 18. Estudio por citometria de flujo de los subtipos de LTyd en un paciente.

Se realiz6é un estudio de las subpoblaciones linfocitarias agrupando a los pacientes
“nuevos” y “actividad” en la variable “actividad global”. En la Tabla 19 se reflejan
los valores medios en ambos grupos.

Sélo se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
en los LT totales CD56+ (p=0,008) y en los LT CD8+ v (p=0,029).
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ACTIVIDAD

Subpoblaciones ACTIVIDAD Global

Media DT Media DT
CD3+ Totales 1,2863 0,620 1,2950 0,548
CD4+ Totales 0,7976 0,399 0,9041 0,407
CD8+ Totales 0,5212 0,308 0,4138 0,210
CD56+ Totales * 0,2517 0,172 0,1580 0,119
CD3+ af 1,2018 0,569 1,2153 0,579
CD4+ af 0,7578 0,362 0,8959 0,426
CD8+ap 0,4192 0,248 0,3576 0,208
CD56+a.p 0,0629 0,056 0,0388 0,041
CD3+yd 0,0452 0,062 0,0278 0,039
CD4+v6 0,0006 0.007 0,0009 0,001
CD8+yd * 0,0144 0,017 0,0089 0,016
CD56+ yd 0,0070 0,009 0,0042 0,006
CD19+ 70 0,1725 0,139 0,2166 0,136

Actividad Global ="nuevos” mas “actividad; DT=desviacion tipica; Unidades= n° cel. x10 /L; * diferencias

estadisticamente significativa.

Tabla 19. Valores medios de las subpoblaciones linfocitarias con respecto a la actividad

5.3.3.3.Linfocitos B en los grupos de actividad.

Las cifras séricas medias de los linfocitos B totales segun grupos de actividad
fueron: 1) “nuevos” (n=34): 0,225 +0,13; 2)’remision” (n=32):0,172 +0,14; y
3)"actividad” (n=36): 0,208 +0,13). Figura 19.

En el analisis de correlaciones entre grupos solo fue estadisticamente significativa
la diferencia entre pacientes del grupo “remision” y los controles (p<0,001) y entre

los pacientes del grupo “actividad” y los controles (p=0,017).
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Figura 3.5. Cifras medias de Linfocitos B en los distintos grupos

p <0,001*

0,4500 = )
X109/L 0,2638

0,4000 -

0,2254

0,3500 0,2083

p =0,017*
0,3000 -
0,2500 -
0,2000 -
0,1500 -

0,1000 -

0,0500 -

0,0000 -

Active disease Control |

CD19+ Totales |

* Diferencia estadisticamente significativa (p<0,005)

Fig. 19. Valores medios de linfocitos B en los grupos de actividad.

5.3.4.Comparacion de subpoblaciones linfocitarias con respecto a |la

clasificacion de Montreal.

5.3.4.1.Valores de linfocitos T totales con respecto a la clasificaciéon de
Montreal.

5.3.4.1.1. Correlacion de linfocitos T totales con la edad (A).

Grupo A1 (<16 afos) (n=7): 1,457 +0,61; grupo A2 (17-40 anos) (n=62): 1,821
+0,76; grupo A3 (>40 anos)(n=24):1,558 =+0,75.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes

grupos de edad vy las cifras de linfocitos T totales.

5.3.4.1.2. Correlacion de linfocitos T totales con la localizacién (L).

Grupo L1 (ileal) (n=35): 1,651 +0,77; grupo L2 (coldnica) (n=15):1,820 +0,99; grupo
L3 (ileocoldnica) (n=42):1,769 +0,64; L4 (tracto digestivo superior) (n=1): 0,100. No
hubo diferencias estadisticamente significativas en los linfocitos T totales entre los

distintos grupos segun la localizacién.
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3.3.4.1.3. Correlacion de linfocitos T totales con el patron (B).

Grupo B1 (inflamatorio) (n=57): 1,708 +0,71; grupo B2 (estenosante)(n=18):1,966
+0,73; grupo B3 (fistulizante): 1,538 +0,84. No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de linfocitos T en los distintos grupos segun el patrén

de enfermedad.

5.3.4.2.Subpoblaciones de linfocitos T con respecto a la clasificaciéon de
Montreal.

5.3.4.2.1.Correlacion de las subpoblaciones de linfocitos T con la edad (A)

Los valores medios de las subpoblaciones de linfocitos T (totales, LTafl y LTyd) con
respecto a la edad se expresan en la Tabla 20, Tabla 21 y Tabla 22.

Los pacientes de entre 17 y 40 anos (A2) presentaron valores significativamente
mayores de LTyd CD3+ que los pacientes mayores de 40 afos (A3) (p=0,037). Se
observaron diferencias -sin alcanzar significacion estadistica- entre las cifras de

LTy6 CD8+ de los pacientes mas jovenes (A1) y los pacientes de entre 17 y 40 anos

Subpoblaciones Montreal A (edad) nm-

CD3+ Totales A1l (<17) 1,0635 0,482
A2 (17-40) 65 1,3549 0,587

A3 (>40) 30 1,2115 0,631

CD4+ Totales Al (<17) 7 0,7225 0,321
A2 (17-40) 65 0,9170 0,409

A3 (>40) 30 0,8335 0,465

CD8+ Totales Al (<17) 7 0,3665 0,160
A2 (17-40) 65 0,4659 0,270

A3 (>40) 30 0,3925 0,230

CD56+ Totales A1l (<17) 7 0,1226 0,079
A2 (17-40) 65 0,2111 0,160

A3 (>40) 30 0,1460 0,091

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L

Tabla 20. Cifras medias de subpoblaciones de LT totales con respecto a la edad.
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Subpoblaciones Montreal A (edad) nm-

CD3+ of A1 (<17) 1,0002 0,458
A2 (17-40) 65 1,3008 0,579
A3 (>40) 30 1,0664 0,656
CD4+ of A1 (<17) 7 06771 0,331
A2 (17-40) 65 0.8993 0,410
A3 (>40) 30 0.8123 0,483
CD8+ o A1 (<17) 7 03315 0,157
A2 (17-40) 65 0.3928 0,239
A3 (>40) 30 0.3295 0,220
CD56+ af A1 (<17) 7 0.0296 0,030
A2 (17-40) 65 0.0556 0,055
A3 (>40) 30 0.0222 0,017

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L

Tabla 21. Cifras medias de subpoblaciones de LTaf con respecto a los grupos de edad.

Subpoblaciones Montreal

(edad)
CD3+ y6 A1 (<17) 7 0,0344 .0298
A2 (17-40) 65 0,0345 .0464
A3 (>40) 30 0,0311 .0639
CD4+ yd Al (<17) 7 0,0006 .0007
A2 (17-40) 65 0,0008 .0010
A3 (>40) 30 0,0009 .0014
CD8+ yd Al (<17) 7 0,0058 .0041
A2 (17-40) 65 0,0112 .0190
A3 (>40) 30 0,0102 .0166
CD56+ yd Al (<17) 7 0,0039 .0021
A2 (17-40) 65 0,0050 .0078
A3 (>40) 30 0,0035 .0058

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L

Tabla 22. Cifras medias de subpoblaciones de LTyd con respecto a los grupos de edad.
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5.3.4.2.2. Correlacion de las subpoblaciones de linfocitos T con la localizacion
(L).

Los valores medios de las subpoblaciones de linfocitos T (totales, LTaf y LTyd) con
respecto a la localizacién se expresan en la Tabla 23, Tabla 24 y Tabla 25.

Los pacientes con localizacion colénica presentaban cifras medias
significativamente menores de LTyd CD3+ que los pacientes con localizacion
ileocoldnica (p=0,035).

Subpoblaciones | Montreal L (localizacion) nm-

CD3+ Totales (ileal) 1,2182 0,587
L2 (coldnica) 18 1,3666 0,772
L3 (ileocoldnica) 43 1,3434 0,536
L4 (digestivo superior) 1 0,8277 -
CD4+ Totales L1 (ileal) 36 0,8659 0,468
L2 (coldnica) 18 0,8714 0,483
L3 (ileocoldnica) 43 0,9043 0,358
L4 (digestivo superior) 1 0,5607 -
CD8+ Totales L1 (ileal) 36 0,3917 0,199
L2 (coldnica) 18 0,5171 0,364
L3 (ileocoldnica) 43 0,4560 0,249
L4 (digestivo superior) 1 0,2487 -
CD56+ Totales L1 (ileal) 36 0,1515 0,102
L2 (colonica) 18 0,1696 0,123
L3 (ileocoldnica) 43 0,2265 0,171
L4 (digestivo superior) 1 0.0920 -

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L

Tabla 23. Cifras medias de subpoblaciones de LT totales con respecto a la localizacion de

la enfermedad.
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Subpoblaciones Montreal L (localizacién) “m-

CD3+ ap L1 (ileal) 1,1358 0,637
L2 (colonica) 18 1,2856 0,705
L3 (ileocoldnica) 43 1,2764 0,524
L4 (digestivo superior) 1 0,7924
CD4+ ap L1 (ileal) 36 0,8542 0,478
L2 (colonica) 18 0,7996 0,436
L3 (ileocoldnica) 43 0,9012 0,377
L4 (digestivo superior) 1 0,5524 -
CD8+ ap L1 (ileal) 36 0,3333 0,184
L2 (coldnica) 18 0,4296 0.283
L3 (ileocoldnica) 43 0,3888 0.244
L4 (digestivo superior) 1 0,2341 -
CD56+ af L1 (ileal) 36 0,0370 0,052
L2 (coldnica) 18 0,0740 0,062
L3 (ileocoldnica) 43 0,0419 0,033
L4 (digestivo superior) 1 0,0022 -

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L
Tabla 24. Cifras medias de subpoblaciones de LT aff con respecto a la localizacién de la

enfermedad.
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Subpoblaciones | Montreal L (localizacion) “m-

CD3+ y6 (ileal) 1,2182 0,587
L2 (colonica) 18 1,3666 0,772
L3 (ileocoldnica) 43 1,3434 0,536
L4 (digestivo superior) 1 0,8277 -

CD4+ yd L1 (ileal) 36 0,8659 0,468
L2 (colénica) 18 0,8714 0,483
L3 (ileocoldnica) 43 0,9043 0,358
L4 (digestivo superior) 1 0,5607

CD8+ yd L1 (ileal) 36 0,3917 0,199
L2 (colénica) 18 0,5171 0,364
L3 (ileocoldnica) 43 0,4560 0,249
L4 (digestivo superior) 1 0,2487

CD56+ yd L1 (ileal) 36 0,1515 0,102
L2 (colénica) 18 0,1696 0,123
L3 (ileocoldnica) 43 0,2265 0,171
L4 (digestivo superior) 1 0,0920 -

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L.
Tabla 25. Cifras medias de subpoblaciones de LT yd con respecto a la localizacién de la

enfermedad.

5.3.4.2.2. Correlacion de las poblaciones de linfocitos T con el patrén (B)

Los valores medios de las subpoblaciones de linfocitos T con respecto al patron de
enfermedad se reflejan en la Tabla 26, Tabla 27, y Tabla 28.

No se encontraron diferencias significativas entre las subpoblaciones linfocitarias
con respecto al patrén de enfermedad. Sin embargo los pacientes con patrén
fistulizante presentaban valores medios menores que los pacientes con patrén
estenosante de LTyd CD3+ (0,148 vs 0,564, respectivamente) y LTydCD8+ (0,003

vs 0,020, respectivamente), sin diferencias significativas.
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Subpoblaciones Montreal B (patrén) nm-

CD3+ Totales B1 (inflamatorio) 1,2709 0,545
B2 (estenosante) 21 1,4933 0,628
B3 (fistulizante) 21 1,1564 0,677
CD4+ Totales B1 (inflamatorio) 60 0,8555 0,395
B2 (estenosante) 21 1,0380 0,507
B3 (fistulizante) 21 0,8038 0,377
CD8+ Totales B1 (inflamatorio) 60 0,4494 0,249
B2 (estenosante) 21 0,4482 0,240
B3 (fistulizante) 21 0,3991 0,293
CD56+ Totales B1 (inflamatorio) 60 0,1945 0,139
B2 (estenosante) 21 0,2193 0,182
B3 (fistulizante) 21 0,1342 0,010

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L.

Tabla 26. Cifras medias de subpoblaciones de LT totales con respecto al patrén.

Subpoblaciones | Montreal B (patrén) “m-

CD3+ ap B1 (inflamatorio) 1,2355 0,547
B2 (estenosante) 21 1,3000 0,692
B3 (fistulizante) 21 1,0645 0,655
CD4+ af B1 (inflamatorio) 60 0,8444 0,400
B2 (estenosante) 21 1,0213 0,524
B3 (fistulizante) 21 0,7444 0,352
CD8+ ap B1 (inflamatorio) 60 0,3877 0,229
B2 (estenosante) 21 0,3768 0,194
B3 (fistulizante) 21 0,3119 0,269
CD56+ ap B1 (inflamatorio) 60 0,0503 0,051
B2 (estenosante) 21 0,0346 0,049
B3 (fistulizante) 21 0,0341 0,038

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L

Tabla 27. Cifras medias de subpoblaciones de LT aff con respecto al patréon
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Subpoblaciones | Montreal B (patrén) nm-

CD3+ y6 B1 (inflamatorio) 0.0323 0.035
B2 (estenosante) 21 0.0564 0.090
B3 (fistulizante) 21 0.0148 0.016
CD4+ y6 B1 (inflamatorio) 60 0.0009 0.001
B2 (estenosante) 21 0.0005 0.000
B3 (fistulizante) 21 0.0007 0.001
CD8+ y6 B1 (inflamatorio) 60 0.0094 0.011
B2 (estenosante) 21 0.0205 0.033
B3 (fistulizante) 21 0.0039 0.004
CD56+ yb B1 (inflamatorio) 60 0.0043 0.006
B2 (estenosante) 21 0.0054 0.004
B3 (fistulizante) 21 0.0051 0.009

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L

Tabla 28. Cifras medias de subpoblaciones de LT yd con respecto al patrén.

5.3.4.3.Valores de linfocitos B con respecto a la clasificacion de Montreal.
5.3.4.3.1. Correlacion de linfocitos B con la edad (A).

Los valores medios de los linfocitos B en cada grupo de edad se reflejan en la Tabla
29.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
grupos de edad vy las cifras de linfocitos B, aunque existe una tendencia a la baja en

el grupo A3 (>40 anos).

Subpoblaciones | Montreal A (edad) nm-

CD19+ Totales A1l (<17) 0.2003 0.112
A2 (17-40) 62 0.2180 0.157
A3 (>40) 24 0.1678 0.099

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L.

Tabla 29. Cifras medias de linfocitos B con respecto a la edad.
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5.3.4.3.2. Correlacion de linfocitos B con la localizacién (L).

Los valores medios de los linfocitos B con respecto a la localizacion (L) se reflejan
en la Tabla 30.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos segun

la localizacion.

Subpoblaciones | Montreal L (localizacion) “m-

CD19+ Totales (ileal) 0,2118 0,136
L2 (coldnica) 18 0,2331 0,181
L3 (ileocoldnica) 43 0,1875 0,134
L4 (digestivo superior) 1 0,1625 -

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L.

Tabla 30. Cifras medias de linfocitos B con respecto a la localizacion.

5.3.4.3.3. Correlacion de linfocitos B con el patrén (B).

Los valores medios de los linfocitos B en cada grupo de pacientes segun el patrén
de la enfermedad se reflejan en la Tabla 31.

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los valores de linfocitos B

en los distintos grupos segun el patron de enfermedad. Se observd una tendencia

no significativa entre los patrones B1 (inflamatorio) a presentar valores menores.

Subpoblaciones | Montreal B (patron) “m-

CD 19+ B1 (inflamatorio) 0,187996 0,1247
B2 (estenosante) 21 0,249829 0,1499
B3 (fistulizante) 21 0,207701 0,1794

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L

Tabla 31. Cifras medias de Linfocitos B con respecto al patrén

5.3.5.Comparacion de subpoblaciones linfocitarias con respecto a los indices

de actividad clinica

5.3.5.1.Valores medios de linfocitos T totales con respecto a criterios clinicos
de actividad clinica
No se hallé ninguna correlacion significativa entre los valores de linfocitos T totales

y los criterios clinicos de actividad (CDAI y Harvey-Bradshaw).
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5.3.5.2.Subpoblaciones de linfocitos T con respecto a criterios clinicos de

actividad

Las correlaciones entre las subpoblaciones linfocitarias y los indices clinicos de

gravedad (CDAIl y Harvey-Bradshaw) se expresan en la Tabla 32.

Hubo una correlacién inversa significativa entre los LT CD56+ totales, LTdy CD3+,

LToy CD8+ y ambos indices clinicos. No se encontré6 ninguna correlacion

significativa entre las subpoblaciones de LT of y los mismos.

No se hallé correlacion entre las subpoblaciones linfocitarias y los valores de

proteina C reactiva (PCR). Sin embargo hubo una correlacion inversa significativa

con la velocidad de sedimentacién globular (VSG) (LTdy CD3+ CC:-0,292, p=0,013;

LTdy CD8+ CC:-0,319, p=0,006; LTéy CD56+ CC:-0,495, p=0,001).

Las correlaciones significativas entre las subpoblaciones linfocitarias y las

puntuaciones obtenidas en los distintos apartados del CDAI fueron:

* El numero de deposiciones se correlacioné inversamente con las cifras de LTdy
CD 56+.

* El dolor abdominal se correlacioné inversamente con las cifras de LTaff CD8+

* El estado general se correlacioné inversamente con las cifras de LT CD56+
totales y los LTdy CD3+.

¢ Las cifras medias del hematocrito se correlacionaron inversamente con las cifras

de LT af CD56+
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Sub Harvey- Harvey-

poblacione Bradshaw | Bradshaw
s CC (9)]

CD3+ 102 0,113 NS 0,86 NS
Totales

CD4+ 102 0,185 NS 0,103 NS
Totales

CD8+ 102 -0,004 NS 0,20 NS
Totales

CD56+ 102 -0,196 p=0,002* -0,156 p=0,006*
Totales

CD3+ af 102 0,018 NS 0,016 NS

CD4+ af 102 0,170 NS 0,100 NS

CD8+ af 102 0,53 NS 0,91 NS
CD56+ af 102 0,46 NS 0,75 NS
CD3+ yé 102 -0,304 p=0,014* -0,286 p=0,040*
CD4+ yd 102 -0,150 NS 0,12 NS
CD8+ yo 102 -0,273 p=0,007* -0,249 p=0,022*
CD56+ yd 102 -0,114 NS -0.333 p=0,019*

CC-= coeficiente de correlacion; *p<0,005=estadisticamente significativo

Tabla 32. Correlacién entre las subpoblaciones linfocitarias e indices clinicos.

5.3.5.3.Valores medios de linfocitos B con respecto a criterios clinicos de
actividad.
No se hallé ninguna correlacién significativa entre los valores de linfocitos B y los

criterios clinicos de actividad (CDAI y Harvey-Bradshaw).
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5.3.6.Comparacion de subpoblaciones linfocitarias con respecto a la actividad

endoscopica

5.3.6.1.Valores de linfocitos T totales con respecto a la actividad endoscépica.
No se hallé ninguna correlacidn significativa entre los valores de linfocitos B y el

indice de gravedad endoscopicos SES-CD.

5.3.6.2.Subpoblaciones de linfocitos T totales con respecto a la actividad
endoscoépica.

Se hallé una correlacion inversa estadisticamente significativa entre la gravedad
endoscoépica y las subpoblaciones de LTyd CD3+ (Coeficiente de correlacion -
0,275 y p=0,008) y los LTyd CD8+ (Coeficiente de correlacion -0,249 y p=0,017).
No se encontraron correlaciones significativas entre la gravedad endoscopica y las

subpoblaciones LT af.
5.3.6.3.Valores de linfocitos B con respecto a la actividad endoscépica
No se hallé ninguna correlacidn significativa entre los valores de linfocitos B y el

indice de gravedad endoscoépico SES-CD.

5.3.7.Comparacion de subpoblaciones linfocitarias con respecto a la presencia

de granulomas.

5.3.7.1. Valores de linfocitos T totales con respecto a la presencia de
granulomas.
No se hall6é ninguna diferencia significativa entre los valores de linfocitos T totales y

la presencia o no de granulomas en el estudio histolégico.

5.3.7.2.Subpoblaciones de linfocitos T totales respecto a presencia de
granulomas.

No se hallé ninguna diferencia significativa entre las subpoblaciones de LT y la

presencia o no de granulomas en el estudio histolégico.

5.3.7.3. Valores de linfocitos B con respecto a la presencia de granulomas.
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No se hallé ninguna diferencia significativa entre los valores de linfocitos B y la

presencia o no de granulomas en el estudio histolégico.

5.3.8.Comparacion de subpoblaciones linfocitarias con respecto al habito

tabaquico

5.3.8.1. Valores de linfocitos T totales con respecto al habito tabaquico activo
Se observé una diferencia significativa a presentar cifras superiores de linfocitos T
totales en pacientes fumadores (p=0,002).

5.3.8.2.Subpoblaciones de linfocitos T totales con respecto al habito tabaquico
Los pacientes fumadores presentaron valores séricos medios de LT CD4+, LT
CD56+, LTap CD3+ y LTap CD4+ significativamente mayores que los pacientes no
fumadores. No hubo diferencias significativas en los LTyd.

5.3.8.3. Valores de linfocitos B con respecto al habito tabaquico activo

No se hallé ninguna diferencia significativa entre los valores de linfocitos B y el
habito tabaquico activo.

Se observé una tendencia no significativa a presentar cifras superiores de linfocitos

B en pacientes fumadores (p=0,71).

5.3.9.Comparacion de subpoblaciones linfocitarias con respecto a la presencia

de enfermedad perianal y manifestaciones gastrointestinales.

5.3.9.1. Valores de linfocitos T totales con respecto a la presencia de
enfermedad perianal y manifestaciones extraintestinales.
No se hallé ninguna diferencia significativa entre los valores de linfocitos T y la

presencia o no de enfermedad perianal ni de manifestaciones extraintestinales.

5.3.9.2.Subpoblaciones de linfocitos T totales con respecto a la presencia de
enfermedad perianal y manifestaciones extraintestinales.

Los pacientes con enfermedad perianal 24/102 (23,5%), presentaban valores
medios menores de LTyd CD3+ (p=0,047) y los LTyd CD8+ (p=0,017). No hubo
diferencias significativas en las subpoblaciones de LTaf.

No hubo diferencias entre las subpoblaciones linfocitarias segun la presencia o no

de manifestaciones extraintestinales.
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5.3.9.3. Valores de linfocitos B con respecto a la presencia de enfermedad
perianal y manifestaciones extraintestinales.
No se hallé ninguna correlacion significativa entre los valores de linfocitos B y la

presencia o no de enfermedad perianal ni de manifestaciones extraintestinales.

5.3.10.Comparacion de subpoblaciones linfocitarias con respecto al

tratamiento farmacoldégico.

5.3.10.1.Influencia de la presencia o no de tratamiento en las distintas
subpoblaciones linfocitarias y en el hemograma.

Se analizaron los valores medios séricos celulares con respecto al empleo de
farmacos para el control de la enfermedad. Tabla 33 y Tabla 34.

No se encontraron diferencias significativas en los valores medios del hemograma
entre pacientes que recibian o no tratamiento farmacolégico.

Aquellos con tratamiento farmacolégico mostraron cifras significativamente
menores de LTyd CD3+ (p=0,032) y LTyd CD4+ (p=0,013). Los LT CD8+ totales

rozaron la significacion (p=0,05). Figura 20.

0% 7 02970 p=0,050 p=0,032 p=0,013
0,35

0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0

CD8+ Totales CD3+y6 Totales CD4+yé Totales

Valores en cel x10 /L

Fig. 20. Valores medios de las subpoblaciones en las que se encontraron diferencias

significativas con respecto al tratamiento o no, y su significacion.
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5.3.10.2.Influencia de los distintos tipos de tratamiento en las distintas
subpoblaciones linfocitarias y en el hemograma.
5.3.10.2.3. Mesalazina.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores medios
del hemograma ni en las subpoblaciones linfocitarias entre pacientes que recibian o
no mesalazina.

5.3.10.2.4. Azatioprina.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores medios
del hemograma entre pacientes que recibian o no azatioprina (AZA).

Sin embargo, aquellos que recibian AZA presentaba cifras significativamente
menores de LT CD8+ totales (p=0,047), LT CD56+ totales (p=0,001), LTyd CD3+
(p=0,007), LTyd CD8+ (p=0,008)y LT CD19+ (p=0,025). Figura 21

0,8 704847 -0 047 p=0,001 p=0,007 p=0,008 p=0,025
0,7

0,3898

0,5

0,2250

0,2 1

0,0415

0,0205

0,0132  0,0067
T

-

No Si No

CD8+ Totales |CD56+ Totales

CD3+y8 CD8+y CD19+

Valores en cel x10 /L

Fig. 21. Valores medios de las subpoblaciones en las que se encontraron diferencias

significativas con respecto al tratamiento con azatioprina, y su significacion.
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5.3.10.2.5.Anti-TNF.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores medios

del hemograma ni en las subpoblaciones linfocitarias entre pacientes que recibian o
no anti-TNF.

5.3.10.2.6.Antibidtico.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores medios

del hemograma ni en los LT totales entre pacientes que recibian o no antibidtico.
Las cifras de LTyd CD3+, fueron significativamente menores (p=0,039) en aquellos

que recibian antibiético. Fig. 22.

01 -
0,097 0,034054 p=0,039
0,08 -

0,07 -
0,06 -
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

0,030574

CD3+yd Totales

Valores en cel x10 /L

Fig. 22. Valores medios de las subpoblaciones en las que se encontraron diferencias

significativas con respecto al tratamiento con antibidtico, y su significacién.

5.3.10.2.7.Corticoides.

Sdélo se encontraron diferencias significativas entre los niveles de LT CD4+aof entre

los tratados y no tratados con corticoides. Figura 23.
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0.8159
1,2 A

0,8
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0,2 7

CD4+af} Totales

Valores en cel. x10 /L

Fig. 23. Valores medios de las subpoblaciones en las que se encontraron diferencias

significativas con respecto al tratamiento con corticoides, y su significacién.

5.3.10.2.9.Corticoides no absorbibles (budesonida), sulfasalazina y metotrexate.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores medios

del hemograma ni en las subpoblaciones linfocitarias entre pacientes que recibian o

no dichos tratamientos.

Leucocitos 8,293 2,463
Si 73 7,964 3,110

Neutrdfilos No 29 5,607 2,083 NS
Si 73 5,512 2,679

Linfocitos No 29 1,755 0,692 NS
Si 73 1,644 0,711

Monocitos No 29 0,690 0,310 NS
Si 73 0,605 0,309

Eosindfilos No 29 0,238 0,306 NS
Si 73 0,159 0,232

Basdfilos No 29 0,038 0,072 NS
Si 73 0,032 0,046
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Plaguetas No 29 337,03 119,53 NS

Si 73 310,79 108,93
Hemoglobina No 29 12,739 1,717 NS
Si 73 12,760 2,365

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 9/L; NS=no estadisticamente significativa.

Tabla 33. Valores medios de las poblaciones del hemograma en funcion de la presencia o

no de tratamiento farmacoldgico, y su significacion estadistica (p).

CD3+ Totales 1,3575 0,640
Si 73  1,2681 0,545
CD4+ Totales No 29 10,8884 0,467 NS
Si 73 0,8636 0,382
CD8+ Totales No 29 0,5212 0,296 p=0,05*
Si 73 0,4181 0,222
CD56+ Totales No 29 10,2043 0,146 NS
Si 73 0,1807 0,143
CD3+ ap No 29 11,3056 0,659 NS
Si 73 11,1739 0,536
CD4+ ap No 29 10,8766 0,471 NS
Si 73 0,8376 0,384
CD8+ ap No 29 0,4294 0,278 NS
Si 73 0,3580 0,196
CD56+ of No 29 0,0407 0,045 NS
Si 73 0,0494 0,048
CD3+ vd No 29 0,0482 0,064 p=0,032*
Si 73 0,0272 0,038
CD4+ yb No 29 0,0014 0,001 p=0,013*
Si 73 0,0006 0,000
CD8+ yd No 29 0,0142 0,017 NS

Si 73 0,0091 0,017
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CD56+ 15 No
Si
CD19+ No
Si

29
73
29
73

0,0036
0,0056
0,2280
0,1927

0,004
0,008
0,144
0,135

NS

NS

N=n° de pacientes; DT: desviacion tipica; cifras en células x10 /L; NS=no estadisticamente significativa;

*=diferencia estadisticamente significativa (p<0,005)

Tabla 34. Valores medios de las subpoblaciones linfocitarias en funcion de la presencia o

no de tratamiento farmacoldgico, y su significacion estadistica (p).

5.4. Analisis IL-7.

5.4.1. Valores séricos medios de IL-7 en casos y controles.

Se analizaron 120 sujetos. De ellos 62 eran enfermos de EC y 58 controles. El valor
medio de IL-7 en casos fue de 20,20+10,5 y de 18,05+12,3 en EC. No hubo

diferencias estadisticamente significativas entre ambos (p=0.306).

Los varones presentaron cifras menores de IL-7 que las mujeres (17,18+8,72 vs

20.8+13,3), aunque sin diferencias estadisticas (p=0.075). Estas diferencias se

invierten en el grupo de EC (20,74+11,55 vs 15,83+9,30), sin alcanzar diferencias

significativas (p=0.075).

35

pg/mL

30 18,05

25

20

Crohn

di lad ianid

T barras i

T test: p=0,306

Control

Fig. 24. Niveles medios de IL-7 en EC y controles.
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5.4.2. Valores séricos medios de IL-7 en los grupos de actividad.

Los valores medios de IL-7 en cada grupo de actividad se reflejan en la Tabla 35.

El grupo “nuevos” presento los niveles mas bajos. Sin embargo, no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas entre los distintos grupos.

Los pacientes del grupo “actividad” —que incluye al grupo “nuevos” y “activos”-
presento niveles menores de IL-7 que el grupo de remisién (17,66+10,6 vs

18,90+10,7), sin alcanzar diferencias significativas (p=0.67)

35 7

20,20
pg/mL
30 4 18,91

18,65
16,55

25 4

20 -

15 -

10 1

Debut Remision Actividad Control

T barras indican la desviacion estandar.
Test Bonferroni: p=0,672

Fig. 25. Niveles medios de II-7 en grupos de actividad de EC y controles.

5.4.3. Valores séricos medios de IL-7 respecto a la clasificacion de Montreal.
Los pacientes mas jovenes (A1, menores de 17 afios) presentaron valores
significativamente menores que los pacientes mayores (A2 y A3), siendo la
diferencia estadistica entre A1 y A2 p=0.014 y entre A1 y A3 p=0.008.

Los enfermos con patron estenosante (B2) presentaron los menores niveles de IL-7,
sin diferencias significativas con respecto a los patrones inflamatorio (B1) o
fistulizante (B3)
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El grupo de EC de localizacion ileocolonica (L3) presentd los menores niveles de IL-
7, sin diferencias significativas con respecto a las localizaciones ileal (L2) e

ileocoldnica (L3).

S B RN O

Edad Al (<17) 40,203 3,95
A2 (17-40) 41 18,485 11,18
A3 (>40) 19 16,287 7,43

Patrén B1 (inflamatorio) 33 18,715 13,17
B2 (estenosante) 17 17,782 7,07
B3 (fistulizante) 12 19,578 7,41

Localizacion L1 (ileal) 25 20,223 10,87
L2 (colénico) 15 19,812 13,67
L3 (ileocolénico) 32 17,013 9,84

L4 (TD superior) - - -

Tabla 35. Valores medios de la IL-7 segun la clasificacién fenotipica de EC

5.4.5. Valores séricos medios de IL-7 respecto a la actividad clinica.

No se hall6 una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de IL-7 y
las variables de actividad clinica analizadas (CDAI, p=0.98 ; Harvey-Bradshaw,
p=0.45 ; VSG, p=0.97 ; PCR, p=0.92; y LDH, p=0.14).

5.4.6. Valores séricos medios de IL-7 respecto a la actividad endoscépica.
No se encontrd una correlacion estadisticamente significativa entre los niveles de
IL-7 y la gravedad endoscépica medida por el SES-CD (p=0.56)

5.4.7. Valores séricos medios de IL-7 respecto al habito tabaquico y la
presencia de enfermedad perianal, manifestaciones extraintestinales vy
granulomas.

Los pacientes fumadores presentaron valores medios de IL-7 mayores que los no

fumadores, sin diferencias significativas (10,41+7,8 vs 17,36+10,5), p=0.80.
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No hubo diferencias significativas con respecto a la presencia o no de
manifestaciones extraintestinales.

El grupo de pacientes con enfermedad perianal y aquellos con presencia de
granulomas en las biopsias presentaron niveles menores de IL-7 sérica, sin alcanzar
diferencias significativas (17.84+7,6 vs 18,07+11,2 p=0.96; y 10,41+7,8 vs 18,07
p=0.21, respectivamente).

Cabe sefialar, que tan solo 3 pacientes presentaron granulomas en las biopsias en

grupo de estudio de IL-17.

5.4.8. Valores séricos medios de IL-7 respecto al tratamiento empleado.
Aquellos pacientes que recibian algun tratamiento en el momento de la inclusion
presentaron niveles mayores de IL-7, sin diferencias significativas con respecto a
los no tratados (19,07+9,1 vs 16,04, p=0.34).

Los valores de IL-7 segun el tratamiento empleado se refleja en la Tabla 36.

Los pacientes tratados con mesalazina, salazopirina, azatioprina y metotrexate
presentaban valores menores de IL-7 con respecto a sus controles, mientras que
los tratados con antibidticos, corticoides (no absorbibles o sistémicos) o anti-TNF

presentaban niveles mayores.

Sin embargo, tan solo el grupo en el que se emplearon antibiéticos presenté niveles

mayores con significacion estadistica (p=0.036)

Mesalazina (*) 16,432 10,06
NO 32 19,565 10,98
Salazopirina (*) Sl 2 12,266 8,11
NO 60 18,248 10,65
Antibioticos (+) Si 15 22,503 9,69
NO 47 16,621 10,55
Azatioprina (*) Sl 24 17,231 9,08
NO 38 18,567 11,51
Metotrexate (*) Sl 2 16,534 7,02
NO 60 18,093 10,71
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Anti-TNF (+) SI 7 18,577 7,77

NO 55 17,989 10,94
Corticoides (+) S 11 22,757 9,89

NO 51 17,032 10,54
Corticoides NA SI 2 18,800 3,11

NO 60 18,021 10,75

Tabla 36. Valores medios de la IL-7 segun el tratamiento empleado. (*) seAala los tratamientos

que se correlacionaron con cifras menores de IL-7 y (+)sefiala los tratamientos que se correlacionaron con cifras

mayores.

5.4.9. Correlacion entre los niveles de IL-7 y las poblaciones leucocitarias.

En el conjunto de pacientes (n=120) no se hall6 correlacion estadistica entre los
niveles de IL-7 y los leucocitos (p=0,71), ni los neutréfilos (0=0,67), los linfocitos
totales (p=0.69), los monocitos, eosindfilos o los basoéfilos (p=0.10, p=0.45, p=0.17,
respectivamente).

Tomando solo los enfermos (n=62) tampoco se encontré correlacion
estadisticamente significativa entre los niveles séricos de IL-7 y los leucocitos
(p=0,75), ni los neutrdfilos (p=0,85), los linfocitos totales (p=0.32), los monocitos,

eosinodfilos o los basofilos (p=0.79, p=0.71, p=0.54, respectivamente).

5.4.10. Correlacion entre los niveles de IL-7 y las subpoblaciones linfocitarias.
Se correlacionaron los niveles de IL-7 sérica con los linfocitos totales y las distintas
subpoblaciones linfocitarias en el total de sujetos (N=120), en controles (N=58) y en
enfermos (N=62).

No se hallé ninguna correlacién significativa en el total de pacientes ni con los
linfocitos totales ni con las subpoblaciones.

En los controles se encontrd una correlacion débil con los LTCD8+ totales (Rho
Spearman 0.234, p=0.010), con los LTap CD56+ (Rho Spearman 0.272, p= 0.043),
los LTyd CD3 (Rho Spearman 0.206, p= 0.024) y con los linfocitos B (Rho Spearman
0.186, p= 0.041).

No se encontré ninguna una correlacién significativa en el grupo de pacientes ni

con los linfocitos totales ni con las subpoblaciones.
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6. Discusion
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DISCUSION

El presente trabajo confirma la hipotesis inicial de que los pacientes con
enfermedad de Crohn (EC) presentan linfopenia y una disminucion significativa
del nimero de LTyd en sangre periférica en comparacion con sujetos sanos, y
niveles menores (no significativos) de IL-7, lo que describe una alteraciéon

inmunitaria novedosa, en linea con la hipétesis patogénica de la inmunodeficiencia

en la EC (CGlocker _2012) (zhang YZ 2014) (Antoni L_ 2014)

Se han analizado una amplia muestra de 102 pacientes con EC y sus respectivos
controles apareados por sexo y edad, ampliando significativamente la muestra de
nuestros trabajos previos (ver Anexos 3 y 4) y permitiendo a su vez estudiar en
profundidad la relacion entre los distintos subtipos linfocitarios y factores clave
como el fenotipo de la enfermedad, la actividad clinica y endoscépica o el empleo
de tratamiento especifico.

Para ello se reclutaron consecutivamente pacientes desde el servicio de Urgencias,
las consultas externas e ingresados en el servicio de Digestivo y se clasificaron en 3
grupos de actividad (nuevos, actividad y remisién). Los hombres supusieron algo
mas de la mitad de los pacientes, con una edad media global en torno a los 40
anos.

La mayoria de ellos, como en otras series, presentan edades medias (17-40 anos)
(69%), localizacion preferente ileocoldnica (43%) y patron inflamatorio (62%) ™24~
2010). (Cosnes J_2002) " con tiempos de seguimiento medios de entre 3 y 4 afios desde el
diagnostico, actividad clinica “moderada” (CDAI medio 252 en el grupo actividad) y
un 20% de pacientes con antecedentes de intervenciones quirlrgicas relacionadas
con la enfermedad. Aproximadamente 1 de cada 4 pacientes presentaba

enfermedad perianal (comparable a otras series en nuestro pais) feriseA-2006)

, Y mas
de un 40% era fumador activo en el momento de la inclusién.

Pensamos que se trata de una muestra representativa de los pacientes
manejados cotidianamente en un servicio de Digestivo con atencion especializada a

la Ell en distintos momentos evolutivos de la enfermedad.
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La adicién de datos de actividad endoscoépica (de importante valor prondstico)
(FeranteM — 2013 hermite asimismo evaluar de manera mas completa la actividad de la
enfermedad. Es de destacar la inclusion de un numero importante de pacientes en
el momento del diagnostico (34 pacientes nuevos), de gran valor para estudiar el

estado inmunitario previo al empleo crénico de farmacos inmunosupresores.

Este trabajo demuestra que los pacientes EC presentan valores séricos medios
de linfocitos T (LT) totales significativamente menores que los controles. Esta
dismunicién se mantuvo tanto en los LT CD3+totales, los LT CD4+, LT CD8+, y LT
CD56+.

Las primeras evidencias de la presencia de linfopenia en pacientes con EC
datan de los afios 70. Strickland et al. y Sorensen et al. empleando antisuero
contra timocitos humanos y la técnica de roseta de eritrocitos de carnero
respectivamente, reportaron por primera vez una disminucion de los LT en sangre
periférica (SP) de pacientes con EC (en todas las subpoblaciones estudiadas),
mientras que los pacientes con CU presentaban niveles normales "ckiand R1974) Sorensen
S-1977) | os autores apuntan a diferencias en la patogenia de ambas enfermedades
como posible explicacion de estas diferencias. Sin embargo este hecho no se ha

corroborado en estudios posteriores ey WS 1989

Selby et al emplearon por primera vez anticuerpos monoclonales para identificar
subpoblaciones linfocitarias en 54 pacientes con Ell (28 CU y 26 EC), y encontraron
una disminucién significativa de los LT tanto en EC como en CU activa (con niveles
menores tanto de LT CD4+ y LT CD8+ en EC con respecto a controles). Sin
embargo los valores de los LT no se correlacionaron con variables clinicas como la
localizacion, la actividad o el tratamiento ©“"s-793  Este descenso de los LT se

corrobord en un estudio posterior que incluy6 exclusivamente 43 pacientes con EC

(Pallone F_1983)
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Nuestro grupo publicé un estudio en el que se comparaban los niveles séricos de
diferentes poblaciones linfocitarias en 40 pacientes con EC y 40 controles,
comprobandose un descenso significativo de los valores de LT totales (incluyendo
I oS LTCD 4 + y | oS LTCD8 +) (Andreu-Ballester JC_2011) (Anexo 3).

Sin embargo, existen 2 estudios que incluyeron un total de 40 pacientes de EC que
encontraron niveles séricos de LT normales et M-1997). (Giacomeli R1994) - Gahe sefialar sin
embargo que en el estudio de Giacomelli et al los niveles de LT fueron ligeramente

menores (aunque no significativos) en EC.

El presente trabajo incluye por tanto la mayor serie publicada para el estudio
linfocitario sérico de pacientes con EC (n=102) y confirma la presencia de
linfopenia, en consonancia con la mayoria de estudios publicados con

anterioridad, lo que apuntaria a una posible inmunodeficiencia celular primaria €

E_2012)_

Otro aspecto interesante que apuntan estos trabajos previos es la disminucién de
los niveles linfocitarios en pacientes con EC en actividad clinica > Ws-19%9  E|
presente estudio no confirma esta observacion, ya que no se hallaron diferencias
entre los distintos grupos de actividad, ni entre los pacientes con actividad o en
remision. Una posible explicacion de este hecho es el alto porcentaje de pacientes
en tratamiento inmunosupresor (sobre todo azatioprina, que como es conocido
induce linfopenia) en el grupo en remision (54%). De hecho, este grupo presento
niveles significativamente menores de LT CD8+ y LT CD56+, independientemente

de la actividad.

Todos los subtipos de LT totales analizados (LT CD4+, LT CD8+, LT CD56+) se
hallaron significativamente disminuidos en los pacientes, confirmando nuestros
resultados preliminares “reu-Ballester JC_2011) (Anexo 3)

Sin embargo, en nuestro estudio previo con 40 pacientes, los LT CD56+ no se
encontraron significativamente disminuidos, lo que podria deberse a una falta de
potencia estadistica. Es llamativo asimismo que sélo los LT CD56+ se encontraron
significativamente disminuidos en pacientes en actividad (nuevos y activos) con

respecto a aquellos en remisién. Es mas, Unicamente los niveles de LT CD56+
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fueron inversamente proporcionales a los dos indices de actividad clinica
estudiados (CC=-0,196, p=0,002 para el CDAI y CC=-0,156, p=0,006 para el
Harvey-Bradshaw), no siendo significativos para los LT CD4+ y LT CD8+.

Este tipo de linfocitos natural killer T (NKT) comparte caracteristicas fenotipicas con
los LT (expresan el TCR) y las células natural killer (NK), como el marcador CD56+.
Reconocen glucidos y lipidos presentados por las moléculas CD1d, y se consideran
de importancia para el control de ciertas infecciones, en especial del
Micobacterium tuberculosis #@4-2%%%_ E| papel de este tipo celular en la patogenia
de la Ell es poco conocido. Un estudio ha relacionado las células NKT mucosas
con la produccién local de IL-13, contribuyendo a la respuesta proinflamatoria s *-

2009y otros autores han descrito un descenso de células NKT NKGA2 positivas en la

mucosa intestinal de pacientes con colitis ulcerosa *asurada T.2012)

Pensamos que es la primera vez que se describe la relacion entre los niveles bajos
de las células NKT (LTCD56+) en SP y la correlacién con actividad clinica en la EC.
Podria conjeturarse una posible relacién entre este hallazgo y la infeccion por
micobacterias (como el Micobacterium avium paratuberculosis -MAP-) demostrada
en algunos pacientes con EC ' Saatino A.2071) - Fete hallazgo debe confirmarse con
estudios especificos para dilucidar esta asociacién y su posible importancia
fisiopatoldgica y clinica.

Ademas se confirma una disminucion mas marcada de LTCD8+ (descenso del 25%
con respecto a controles), ya puesta de manifiesto en el anterior estudio y por otros

aut ores (Giacomelli_1994)

, Y que requiere de estudios especificos para dilucidar su
traduccion clinica.

La presencia de linfopenia independientemente de la actividad y del empleo de
tratamiento, asi como su comprobacién en el grupo de pacientes “nuevos” parece

indicar que se trata de un fendbmeno intrinseco a la enfermedad.
El impacto de la presencia de linfopenia en la EC y su posible efecto sobre la

aparicion de fenédmenos autoinmunes secundarios (que pudieran explicar por

ejemplo la apariciéon de manifestaciones extraintestinales) deben ser considerados.
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La existencia de una asociacién entre linfopenia y autoinmunidad es bien
conocida. De hecho se ha descrito un déficit de LT en pacientes en otras
enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide (AR), lupus eritematoso
sistémico o la enfermedad de Sjogren, y la induccién de linfopenia se emplea en
varios modelos animales de autoinmunidad “#nson TP-2072) (Schulze-Koops H 2004 )

En la actualidad se piensa que los estados de linfopenia producen un fendmeno de
proliferacion linfocitaria homeostatica periférica (PLHP) para mantener estable
la poblacidon periférica de LT, lo que conllevaria una pérdida diversidad del
repertorio TCR y la aparicidon de LT efectores autorreactivos. Dos estudios animales

en ratones, sobre la generacion de diabetes autoinmune *n9 ©¢-2009

y otro de
pancreatitis autoinmune *¢ 52412999 gnoyan esta hipdtesis. En humanos también se
ha confirmado que esta proliferacion compensatoria de linfocitos (PLHP) produce
fendmenos autorreactivos en pacientes con esclerosis multiple en estados

linfopenia inducida farmacolégicamente “omes -/t 2073,

Algunas revisiones sobre los mecanismos patogénicos que correlacionan
inmunodeficiencia y autoinmunidad apuntan al hecho de que ciertos defectos
genéticos que afectan a los LT podrian desencadenar fendmenos de pérdida de
tolerancia que iniciaria fendmenos autoinmunes. (aggadottr SM_2014)

Recientemente se ha propuesto que los estados de linfopenia podrian alterar el
equilibrio entre los LT reguladores (Treg) y los LT efectores (Tef), induciendo
estados de autorreactividad via IL-2 e IL-21, sugiriendo los autores la actuacion
sobre esta via como posible nuevo abordaje terapéutico de enfermedades
aut o | nmunes. (Chevalier N_2014)(Maggadottir SM_ 201 4).

Krupica y Mackall proponen un modelo de doble impacto (“two hit model”), en el
que la linfopenia predispondria a la aparicion de autoinmunidad, pero necesitaria de
un segundo evento, como la deplecién de LT reguladores demostrada en modelos

de gastritis y colitis murina, para hacerse efectiva *mrea 2009,

Nuevos estudios son necesarios para verificar si la correccién de esta linfopenia en
estadios iniciales de la enfermedad mediante la estimulacién linfocitaria (por

ejemplo mediante interleuquinas —como IL-2 o IL-7- in vivo o ex vivo) podria
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minimizar la aparicion de fendmenos autoinmunes secundarios y mejorar el curso

de la enfermedad.

Los resultados de este estudio confirman una disminucién significativa de los
valores séricos de LTyd en una amplia muestra de pacientes con EC. Este
descenso se comprobo en todos los subtipos estudiados (LTyd CD4+, LTyd CD8+ y
LTyd CD56+).

Existen algunos trabajos previos en la literatura que analizan los valores séricos
de los LTyd en la EC. Giacomelli et al. analizaron por primera vez en 1994 una
pequefa muestra de 9 pacientes, observandose un aumento significativo de los
LTyé séricos en EC solo en actividad, especialmente por expansion del subtipo LT
V614 (@acomeliR 1994 Bycht et al. encontraron valores superiores en 8 pacientes con
EC con respecto a controles #4199 hallazgo que fue confirmado en un estudio
posterior del mismo grupo de trabajo S0dersromK-199),

Un reciente trabajo mostré sin embargo resultados similares a los nuestros, con
niveles significativamente menores de LT V62+ (la subpoblacién mayoritaria de
LTyd en sangre periférica) en 12 pacientes pediatricos con EC moderada sin

r MeCarthy 2015 Rasultados similares se han notificado en

tratamiento inmunosupreso
pacientes con EC en tratamiento con infliximab, que presentaban niveles menores
de LTyd en sangre que los controles (1,6% del total de LT vs 2,6% en controles),

aunque sin alcanzar diferencias estadisticamente significativas " /2077,

Estos resultados confirman los obtenidos en nuestro estudio previo en el que se
comparaban los niveles séricos de diferentes poblaciones linfocitarias en 40
pacientes con EC y 40 controles que también describia una disminucion de los
LTyS, en todos los subtipos estudiados (LTys CD4+, LTys CD8+ y LTys CD56+),
especialmente significativa en los LTy§ CD8+ (Andreu-Ballester JC_2017) (Anexo 3)

Este es el primer estudio que investiga los subtipos (CD4+, CD8+ y CD56+) de LTyé
en SP en una amplia poblaciéon de enfermos. La confirmacion de la disminucion de
todos estos subtipos en el presente estudio con mayor muestra parece confirmar
que se trata de un defecto de clase, ya que se estudiaron los LTy$ en global, que

incluye las dos subpoblaciones predominantes que existen en sangre periférica
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Vé1+y Vé2+.

EL subtipo V62+ (también conocido como Vy9Vé2) es el predominante en sangre

periférica ®vmerMB1987) y hosee mayor capacidad citotdxica tipo natural killer (NK) y

(Sturm E_1990)( Dastot H_1990)

mediada por anticuerpos El subtipo V61+ predomina en los

) (Soderstrom K_1994)

epitelios (en el intestino predomina la fraccion Vy8Vo1 , suelen

(Deusch K_ 1991)

expresar el marcador CD8+ , Y posee menor capacidad citotdxica

(aunque pueden desencadenar respuestas Th1). Juegan un papel crucial en la

(Toulon A_2009)

regeneracion epitelial y presentan caracteristicas de motilidad vy

migracién a las mucosas (adherencia, emisién de largos filopodia, etc.) ©°s

CE_1989)(Kabelitz D_1992)

Nuestros resultados concuerdan con el estudio de Giacomelli et al. que muestra
valores menores de LTy§ en SP, aunque sin significacion estadistica (©@acomeliR-1994
Sin embargo los autores encontraron un aumento significativo de LTyS con la
actividad clinica no corroborado en nuestro estudio. Se objetivd ademas un
aumento especifico de la subpoblaciéon V§1+, aspecto que no pudimos corroborar
en nuestro estudio (ya que se midieron ambas subpoblaciones en conjunto). En la
misma linea estan los resultados del reciente trabajo de McCarthy et al. que
mostraron niveles menores en SP en poblacion pediatrica, con un detalle
destacable. A pesar de presentar menores niveles de V62+, se trata de células mas
activadas y con deplecion selectiva del subtipo CD27+ (relacionado con la

respuesta Th1, y con alta expresiéon de integrinas de migracién intestinal 37), que

se encontraba paralelamente aumentado en las biopsias colonicas. MccatyNE-2013)  Dyg

esta manera proponen la atractiva hipotesis de que a pesar de tener una deficiencia

de LTyS en SP, células con un alto grado de activacion (capaces de producir TNF-

) (McCarthy NE_2013)

a, IL-17A y estimular la produccién de IFN-B por los LTaf pudieran

migrar a las zonas de inflamacion.

El grupo del Instituto Karolinska de Bucht y Soderstrom et al. encontraron sin

embargo niveles mayores de LTys en SP en EC en dos estudios con 8 y 16

(Bucht A_ 1995)(Séderstrom K_ 1996)

pacientes respectivamente . Los autores no dan informacion
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en el trabajo sobre si se trataba de enfermos en remisién o en actividad, y
confirman que esta expansion es a expensas de la fraccion V&1+ (que supone el
28% de los LTyd en sangre en sujetos sanos y el 43% en pacientes). La
subpoblacion V61+ también fue la mayoritaria en las biopsias de los enfermos, con
una disminucién de los LTyS en la mucosa inflamada en comparacién con la
mucosa sana. Los autores postulan que, o bien existe una proliferacion periférica
de LTyS secundaria a la alteracion de la barrera intestinal, o bien podria producirse
una migracion de estos linfocitos (sobre todo Vy8Vé1) estimulados por antigenos
bacterianos desde la mucosa inflamada secundaria a la disrupcion mucosa ®“
A_1995) (Séderstrom K_1996)

Los V61+ son también la poblacion mayoritaria en los tejidos inflamados de otras
enfermedades que cursan con inflamacién crénica como la artritis reumatoide (AR)
(Soderstrom K_ 1994)

, la enfermedad celiaca ®'¢"*%? ¢ |a esclerodermia "o W-1994 "o

que es congruente con su posible papel pro-inflamatorio en la EC.

Llama la atencion que en ninguno de los estudios previos se observé un aumento
de los V62+ en SP en pacientes en actividad. Sabemos que esta subpoblacion
aumenta significativamente tras las infecciones, llegando a constituir hasta el 40-
50% de los LT totales ™ 72007 nor |o que seria de esperar una expansion
secundaria en las fases activas (con un aumento de la permeabilidad y
microinfecciones de repeticion). Esta falta de expansién de los LTy8 en la EC activa
es congruente con la deficiencia observada en nuestro estudio y apunta a una

respuesta inmunitaria alterada de los LTy en la EC (eisen/-2077) (McCarthy NE _2013)

Nuevos estudios analizando ambas subpoblaciones de LTGD V&1+ y V62+ (y el
estudio de sus subtipos: naive, efector o memoria)©¢?/-2°'? gn distintos momentos
evolutivos de la enfermedad y su correlato con la expresién en la mucosa intestinal

son necesarios a comprobar estas hipotesis.
Otro hallazgo interesante del estudio es la comprobacion de que es el subtipo

LTyd CD4+ el que presenta valores menores, con una disminucion media de mas

del 60% con respecto a controles (en el estudio preliminar fueron los LTys CD8+ la
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subpoblacion con valores inferiores) “rdreu-Ballester JC.2011) (Anexo 3) - Actyalmente se dispone
de poca informacién sobre los LTyé CD4+, que es una subpoblaciéon muy
minoritaria en SP. De hecho, fue recientemente cuando se describié por primera
vez especificamente (“nreu-Balester JC.2012) - Fot dios preclinicos apuntan a que podrian
participar ayudando a los linfocitos B en la produccion de Inge Miezcruz_2009 Fp
humanos, esta subpoblacién se pudo aislar de higados fetales, comprobando que
no eran capaces de producir IL-2 y que carecian de la capacidad litica de los LTyé
CD8+. Los autores apuntan a la posibilidad de que se trata de un linaje celular
independiente de estos, con diferenciacion estratégica a nivel local y funciones
desconocidas. Futuros trabajos deberan definir su funcion y la significacion de este

marcado déficit en sangre periférica en la EC “paricio P-1989) (Wucherpfennig KW_1993)

Un aspecto novedoso del presente trabajo es el estudio de la correlacion entre
los niveles séricos de LTyd y los parametros de actividad clinica y

endoscopica de la enfermedad para tratar de dilucidar su influencia clinica.

En primer lugar, se comprobé que la deficiencia de LTyS fue independiente de la
actividad clinica, ya que los 3 grupos estudiados (nuevos, actividad y remision)
presentaban valores significativamente menores que el grupo control, corroborando
hallazgos previos “reu-Ballester JC._2011) (Anexo 3)

Ademas destaca la presencia de valores mas elevados en los pacientes en
remision que en actividad (nuevos y activos), tanto para los LTys CD4+, LTyS CD8+
y LTyd CD56+. Sin embargo sélo en los LTyS CD3+ totales y los LTys CD8+ se
alcanzaron diferencias significativas. Estos datos apuntan a una posible correlacion
inversa entre la actividad y los niveles de LTy8. Contrariamente, otros estudios con

muestras menores (n=9) encontraron valores mayores en actividad: (Gacomeli #1994

Para dilucidar este hecho se analizaron dos indices fiables de actividad clinica de
amplio uso (CDAI y Harvey-Bradshaw), comprobandose una correlaciéon inversa
significativa entre los niveles de LT3yCD3+, y de LT6yCD8+ y ambos indices
clinicos. Esta observacion refuerza la hipotesis sobre el papel protector de la

inflamacién de los LTyd. Sin embargo, otros grupos no encontraron correlaciéon
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entre los LTyd en SP y los indices de actividad clinicos " *-2077,

Destaca que no se encontrdé ninguna correlacion significativa entre las
subpoblaciones de LT aff y estos indices de actividad en nuestra muestra, lo que
subraya la especificidad de la relacion inversa entre los valores de la subpoblacion

vd y la actividad clinica.

Para completar estos datos se correlacionaron los datos de actividad
endoscépica —de gran importancia prondstica- ™ M-20"9 medida por un indice
endoscoépico especifico (SES-CD) con los niveles de LTyd. Se hallé una correlacion
inversa estadisticamente significativa entre la gravedad endoscépica y las
subpoblaciones de LTyd CD3+. No se encontraron correlaciones significativas entre
la gravedad endoscopica y las subpoblaciones LT aff, corroborando la
especificidad de la subpoblacién yd.

Es la primera vez que se describe esta correlacién inversa entre niveles de LT vyd e
indices endoscoépicos en la EC, lo que complementa la correlacion encontrada en
los indices clinicos y refuerza (dada la conocida importancia de los hallazgos
endoscopicos en la historia natural) Ferante M.2013) (Gonzalez-Lama ¥ 2019) |5 jmportancia de
este tipo celular en la enfermedad. Debe sefalarse que se incluyeron datos de la
endoscopia mas reciente al momento de la inclusién (media de 6 meses entre
ambos), por lo que pensamos que un estudio prospectivo con datos endoscdépicos
y de niveles séricos seriados en el mismo momento temporal podria confirmar
definitivamente esta correlacion inversa. Es destacable que un analisis post-hoc de
nuestro estudio teniendo en cuenta sélo aquellos pacientes con endoscopia

simultanea a la inclusion confirma esta correlacion inversa (CC= -0,301, p=0,0017).

No existe ningun estudio prospectivo hasta la fecha que evalle el valor de los
niveles séricos de LTyS y la historia natural de la enfermedad (nimero de recidivas,
ajustes de dosis, visitas no programadas o cirugia). Nuestro grupo esta analizando
estos datos en la actualidad. La confirmacién de la utilidad de los LTy como
herramienta prondstica seria de gran impacto para la toma de decisiones clinicas

en fases precoces de la enfermedad.
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Las mujeres con EC presentaron niveles menores de LTyS que los hombres,
aunque sin alcanzar diferencias estadisticamente significativas. Esto difiere de otros
estudios en poblacion sana que constataron niveles mayores que se mantienen

elevados mayor tiempo en mujeres (¢accamoN-2006)

Se realizdé también un analisis de las subpoblaciones de LTy8 con respecto al
fenotipo de la enfermedad (clasificacién de Montreal). De hecho, este es el primer
trabajo que hemos encontrado que lo analiza de forma sistematica.

Llama la atencion la presencia de valores significativamente mayores en pacientes
en edades medias (entre 17 y 40 anos) con respecto los mayores de 40 afos,
aspecto que podria deberse a una atenuacién de la respuesta inmunoldgica en

edades avanzadas por la degeneracion timica o inmunosenescencia ®sset-R-2004) (Andreu-

Ballester JC_2012) " ya que también el subgrupo mayoritario, los LT af, se encuentran
disminuidos en el grupo A3. Otros autores han descrito este efecto de disminucion
especifica de niveles de LTy8 con la edad (¢accamo N-2006). (McCarthy NE_2013) 1| g pacientes
jovenes (grupo A1) presentaron sin embargo niveles menores (aunque sin
significacién estadistica) de LT CD8+ yd que los pacientes en edades medias.
Pensamos que estas diferencias podrian deberse a una mayor agresividad de la
enfermedad descrita en edades tempranas Fombera-Camps 2009 g nque este extremo
necesita ser confirmado en una muestra mas amplia (solo 8 enfermos presentaban
fenotipo A1), tal vez con pacientes en edades pediatricas (no incluidos en la
muestra actual).

En cuanto a la localizacion y el patron de la enfermedad, aquellos pacientes con
formas coldnicas o patron fistulizante presentaban valores significativamente

menores de LTyS que las formas ileocecales o estenosantes (con diferencias

significativas so6lo en cuanto a la localizacion colénica).

No se dispone de estudios prospectivos que caractericen adecuadamente
(inmunolégicamente y con respecto a su historia natural) cada uno de los fenotipo
de EC de. Sin embargo las caracteristicas especificas de la EC de localizacion

s (Morpurgo E_2003). (Soucy_ 2012)

exclusivamente colonica han sido estudiada Dos amplias

series (73 y 135 pacientes respectivamente) realizaron un estudio clinico y
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patologico de las formas exclusivamente coldénicas (Montreal L2), confirmando
presentan mayor edad al diagnéstico, son mayoritariamente mujeres, no fumadoras
y presentan una prevalencia mayor del alelo DRB1*0103 (Soucy G-2012). (Hancock L 2008) - |\q
hubo diferencias en nuestro estudio en cuanto al numero de mujeres o el habito
tabaquico. Otros trabajos no hallaron en los diferencias LTyS§ en cuanto a la
|Oca| izaCién (Giacomelli_R1994).

Se requieren nuevos estudios para conocer la posible asociacion entre el déficit de
LTyd en las formas coldnicas y su importancia para el curso evolutivo y el eventual

empleo de nuevas terapias inmunoldgicas.

La enfermedad perianal se asocia a un peor prondstico y se ha incluido por
muchos autores en la denominada “EC complicada”, con mayor necesidad de
tratamientos inmunosupresores agresivos, hospitalizaciones e intervenciones
quirdrgicas en su curso evolutivo #eaugere L.2006) (bas CC_2013 Por gllo hemos considerado
interesante el estudio de su asociacidon con los niveles séricos de LTyd de manera
independiente. El 23,5% (24/102) de los enfermos presentaban alteraciones
perianales. Este subgrupo presentd niveles inferiores de todas las subpoblaciones
linfocitarias estudiadas, con significacion estadistica para los LTyé totales y los
LTydCD8+. De manera llamativa, no encontramos diferencias en los niveles de LT «
B en los pacientes con EC perianal, por lo que parece que se trata de una
correlacion especifica. Pensamos que la deficiencia de LTyd en esta poblacion con
peor pronodstico evolutivo apoya la tesis de su asociaciéon con las formas agresivas

de la enfermedad, con posibles implicaciones prondsticas.

Otro aspecto relacionado con peor pronostico es el habito tabaquico " 42077,
Un alto porcentaje (46.7%) de pacientes de nuestra muestra eran fumadores
activos, con una media de 12.6 cigarrillos diarios. Sin embargo estos presentaban
niveles mayores de LT (y de LT yd ) que los pacientes no fumadores, aunque sin
diferencias significativas.

Este hallazgo ha sido ampliamente documentado, habiéndose comprobado un
aumento de los valores de la serie blanca en fumadores, proporcional al nimero de

cigarrillos consumidos, y que se mantiene durante afios en exfumadores G“»erJ-799)
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(Core F_1971) " Se ha propuesto que este fendmeno podria ser un marcador de estrés

oxidativo y aterosclerosis Mermow J/P-199),

La presencia de granulomas en el estudio histolégico es de gran ayuda para
establecer el diagnéstico de la EC. Sin embargo se trata de un hallazgo
relativamente infrecuente y no patognomoénico, ya que se ha descrito en otras
enfermedades con afectacidon gastrointestinal (como la tuberculosis o la
sarcoidosi S) (Onorati M_2014) Esmadi M_ 2012)

Un porcentaje bajo de pacientes de la muestra (en torno al 10%) presentaban este

hallazgo en las biopsias, porcentaje menor al descrito en la literatura (20-30%) ™"

KE 2015) (Tumer K2019) v que pensamos podria deberse a la toma de un ndmero escaso de
biopsias en las exploraciones, ya que el hallazgo de granulomas es directamente

(Heresbach D_2005) DiverSOS

proporcional al numero de pruebas de tejido obtenidas
autores han relacionado este hallazgo con edades mas tempranas, enfermedad
mas agresiva y un peor pronostico clinico con mayor necesidad de cirugia 7“m" <2019
(Seuey G202 - Sin embargo, la presencia de granulomas no se asocid con diferencias
en los LTyd en nuestro estudio.

El 10% de los pacientes presentaban manifestaciones extraintestinales, en su
mayoria de tipo articular. Tampoco se encontraron diferencias significativas en los
valores de LTyd en estos pacientes. Es interesante sin embargo que tanto los
enfermos con granulomas como los que asociaban manifestaciones

extraintestinales presentaban valores medios inferiores de LTyd que los controles,

por lo que series mas amplias deben evaluar esta tendencia.

El 71,6% de los pacientes (n=73) recibian algun tipo de tratamiento
farmacolégico en el momento de la inclusién. El farmaco mas empleado fue la
mesalazina (MSZ) (45,1%, dosis media 2.570 mg/d, tiempo medio de uso 43
meses), seguido de la azatioprina (AZA) 39.2% (dosis media 200 mg/d, tiempo
medio de uso 30,6 meses). Este porcentaje se incrementd a alrededor del 50% en
el grupo de pacientes ya diagnosticados (46.8% en el grupo remisién y 52.8% en el
de actividad tomaban AZA). Un 23,5% de los pacientes estaban en tratamiento con

antibidticos (hasta un 32,4% en el grupo nuevos) y poco mas de un 10% con
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farmacos biologicos (sobre todo a expensas del grupo de pacientes ya
diagnosticados en actividad). Sélo un 18,6% de pacientes recibian esteroides
sistémicos (ninguno en el grupo remisidén y aproximadamente un 25% de los
activos).

Pensamos que esta distribucion refleja adecuadamente los tratamientos empleados
en una poblacién heterogénea de pacientes con EC en la practica clinica diaria.
Llama la atencion el amplio uso de mesalazina a pesar de su cuestionada eficacia
en pacientes de Crohn ®vatAV-2015 v |os bajos porcentajes de empleo de farmacos
anti-TNF (tal vez compensada por el amplio uso de azatioprina). De hecho ningun
paciente recién diagnosticado del grupo “nuevos” estaba en tratamiento con este
tipo de farmacos, lo que podria reflejar un empleo infrecuente de la estrategia de
tratamiento “top-down” @nures 0209 dg jnicio en nuestro centro. Un porcentaje
amplio empleaba antibidticos, lo que refleja la tendencia liberal de su empleo en
nuestro contexto clinico. S6lo un 6% recibian tratamiento de mantenimiento con
metotrexate de los pacientes ya diagnosticados, indicativo de un uso reducido en
nuestro medio a pesar de la creciente evidencia de su utilidad en este escenario
(Akobeng AK _2005) .

Aunque no encontramos diferencias significativas en las cifras de LT totales entre
los pacientes que recibian o no tratamiento farmacoldgico, en el estudio de las
subpoblaciones se observdé que aquellos que lo recibian mostraban cifras
significativamente menores de LTyd CD3+ totales y LTyd CD4+.

En cuanto a los distintos tratamientos y su correlacidén con los niveles séricos de
LTyd destaca la ausencia de diferencias significativas entre aquellos que empleaban

0 no mesalazina, corticoides (sistémicos o no absorbibles), metotrexate o anti-TNF.

Sin embargo, los que tomaban antibiéticos o azatioprina en la inclusion
presentaron niveles significativamente menores de LTyd, sin diferencias
significativas en los LTaf, lo que podria indicar un efecto selectivo de estos
tratamientos sobre la poblacion yo.

Especialmente significativo es el caso de la azatioprina, ya que los pacientes que la
empleaban presentaban niveles muy reducidos de LTyd CD3+ y LTyd CD8+, con

una reduccidén media de mas del 50% de estas dos subpoblaciones con respecto a
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los que no la tomaban.

Estos hallazgos coinciden plenamente con el reciente descubrimiento de que la
azatioprina es capaz disminuir selectivamente tanto el nUmero como la actividad de
los LTyd, disminuyendo la produccion de TNF-a en los LTy2+. Los autores
objetivaron ademas una disminucién significativa del numero circulante de estas
células, de manera selectiva, es decir, con un efecto mucho menor sobre los LTof
(McCarthy NE2015) — Ademas se comprobd que se trata de un efecto exclusivo de
azatioprina, ya que los pacientes en tratamiento con metotrexate presentaban
niveles normales (tal y como ocurre en nuestro estudio).

Los valores normales en pacientes en tratamiento con anti-TNF
(infliximab/adalimumab) en nuestros pacientes coinciden con los resultados de
Kelsen et al. que notificaron que el 76% de los pacientes en tratamiento con estos

farmacos presentan niveles normales de LTyd en SP Keksen/-2077),

Los datos sobre el efecto de los farmacos en este trabajo deben ser interpretados
con cautela. En primer lugar, se trata de una poblacién muy heterogénea de
pacientes, con indicaciones y tiempos de empleo muy variables (por ejemplo en el
caso de los antibidticos o los corticoides en enfermos con actividad pueden ser
incluso de unos pocos dias u horas). Por otro lado existe un evidente solapamiento
entre tratamientos (por ejemplo es frecuente que los pacientes con enfermedad
perianal sean tratados con antibiéticos, azatioprina y un anti-TNF al mismo tiempo)
lo que dificulta la interpretacion de estos datos. Seria necesario la realizacion de un
andlisis factorial detallado para determinar la influencia de cada uno de los
tratamientos en cada escenario concreto. Ademas no disponemos de medidas
seriadas de LTyd, por lo que es dificil establecer una relacién con las dosis o las
concentraciones séricas de los farmacos en el tiempo. Por tanto se requiere de un
estudio pormenorizado del tratamiento para poder validar estas observaciones

iniciales.
Los LTy8 se caracterizan por la expresion del receptor de célula T (TCR) y& “

H-1998)Allson T 2001) y gctualmente se consideran una pieza clave en la primera linea de

defensa contra la invasion de patégenos invasivos en los epitelios, asi como en la
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homeostasis de la respuesta inmune “""9/-2073,

Los LTap (que expresan el heterodimero del TCR of3) son mas frecuentes en sangre
periférica (90-95%), bazo y nddulos linfoides. Sin embargo, los LTy§ constituyen
s6lo una pequefia proporcion (1-5%) de los linfocitos circulantes y en los érganos
linfoides secundarios, encontrandose fundamentalmente en los epitelios, donde
pueden constituir hasta el 50% de los linfocitos intraepiteliales (LIE) en la mucosa
(10-20% en el epitelio genitourinario, 40-50% en el intestinal y hasta el 60% de las
células T en la dermig) (Haas W- 7993 (Chien Y, 2074) (Bonneville M _1988)

Sin embargo, como hemos sefalado previamente, la proporcién de LTyd en SP
puede aumentar considerablemente hasta llegar a suponer el 60% de los LT

circulantes durante las infecciones a2 T-1992). (Perera MK_1994)

, pudiendo permanecer
aumentados hasta cuatro meses tras algunas infecciones bacterianas ®eA- 199,

Ademas de esta diferencia en su distribucién anatémica, los LTy8 se diferencian
de los LTaf por su capacidad para reconocer proteinas directamente sin el
procesamiento antigénico previo por las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) ©c"d H1994(Chien YH1996) y nor ser potentemente
estimuladas directamente por metabolitos microbianos fosforilados (como el

(Tanaka Y 1995)

E-4-metil-butenil-pirofosfato, HMBPP) y antigenos lipidicos . Ademas

pueden reconocer directamente proteinas virales ®ukovsk JF1999

, superantigenos
bacterianos como la enterotoxina A del estafilococo @ "-99%  proteinas del shock
térmico (HSP) Muithoff G_1998) o moléculas MICA/B (MHC-class | related molecules)
inducibles por estrés celular ©°" -9 Estas células son también capaces de
ejercer una accion citotéxica y citolitica directa sobre células infectadas o
tumorales mediante la secrecion de perforinas y granzima B independiente de
anticuerpos @ %299 ¢ incluso opsonizar y fagocitar directamente células infectadas
(Himoudi N_ 2012).

Estas caracteristicas les permiten una respuesta rapida y eficaz, asi como una gran
plasticidad para un reconocimiento amplio de patégenos en la primera linea de
defensa en las mucosas.

Se ha comprobado su papel en: infecciones viricas, mediante el ataque de células
infectadas como por la produccién de citoquinas antivirales, especialmente el IFN-y

(Poccia F_2005) (ComO el Hlv(De PaoIiP_1991), VEB (DePaoliP_1990), o el VHc(PérG_2002) ’ infeCCioneS
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bacterianas tanto Gram positivas (Estafilococo aureus), como Gram negativas (E.

coli y Morganella morganii) a9 2001 (zheng J 2013

o intracelulares (como
Mycobacterium tuberculosis®®®" b-1990. vy en |a infeccién por otros patégenos
como la malaria ©°*¢-20"") o] Toxoplasma Gondii, protegiendo de la produccion de

ileitis (Egan CE_2005) o el Crypto ele) ridium parvum. (Sardinha LR_2006)

Tan importante como estas funciones es su papel como inmunoreguladores y en la
regeneracion de epitelios danados y en la curacion de heridas. Los LTyS son
capaces de: 1) secretar citosinas proinflamatorias, sobretodo TH1,
fundamentales para para el control de virus y bacterias intracelulares (como el IFN-
vy, el TNF-a) y hongos (como la IL-17). (Ts4iM-1994) (Sutton CE_2012). 9) gctivar la respuesta
inmune a nivel local promoviendo la maduracién de las células dendriticas y la
respuesta anti infecciosa de los macréfagos y las células NK (Wands JM.2005 (Maniar A_2010).
3) estimular y regular la inmunidad innata mediante la produccion de citoquinas
inmunosupresoras como el TGF-B, o la IL-70 ®eveM-2019 " colaborando con los LB
en la produccion de anticuerpos “se/kM-2000) SchaerliP_2000) o raqular la actividad de los

LTap HarderA.2009. 4) actuar como células presentadoras de antigeno ©""9 2009

(Brandes M_2009. o 5) activar la regeneracion epitelial y de curacion de heridas,
estimulando la produccion de hialuronico por las células epiteliales “2meson/M-2005 q
mediante la produccion de factores de crecimiento epitelial -como el insulin-like

growth factor (IGF-1), o el keratinocyte growth factor 1 y 2 (KGF-1, KGF-2) “ameson

JM_2004)

Existen también numerosas pruebas del papel de los LTyé en la defensa contra
tumores. Ligandos del NKG2D, como MICA o MICB, expresados en células
tumorales y no sanas, pueden unirse al TCR de los LTy8 activando su accion

antitumoral P F-2007)

. Tras este reconocimiento, los LT Vy9V62 (V62) secretan
citoquinas pro-inflamatorias con accion antitumoral como el IFN-y o el TNF-a) o
incluso citotoxicos como granzima B y perforinas contra células tumorales de
epitelio de carcinoma escamoso (@7 G-2009 (Alexander A4 2008 - Ademas son capaces de
activar la actividad citotdxica dependiente de anticuerpos mediante la expresion de

CD16 (Gertner-bardenne J.2009) v, dg estimular potentemente la actividad citotéxica de las
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células NK Mamar 42010 Da hecho, LTyS han sido aislados de entre los linfocitos
intratumorales (LIT) de pacientes con tumores colorrectales, renales, prostaticos,
ovaricos, pulmonares asi como de pacientes con neoplasias hematoldégicas como

la leucemia o el mieloma multiple #5297

Existe amplia evidencia del papel protector de los LTy8 en la inflamacion intestinal
que apoyan’an nueStra hlpétGSlS (Chen Y_2002).( Inagaki-Ohara K_ 2004) Egan CE_ 2011).

A lo largo de la década de los 90 se ampli6 mucho el conocimiento sobre estas
células, dandose a conocer su papel clave en el control de infecciones y tumores
en las mucosas, inmunoregulador y de regeneracion del dano epitelial,
caracteristicas clave para la homeostasis de la barrera intestinal, alterada en la EC.
Pueden producir citoquinas inmunoreguladores como el TGF-p ©" 299 notenciar

(Fujihashi K_1999)

las respuestas de defensa local como la produccion de IgA , regular la

| (Ke Y_1997)

induccion y el mantenimiento de la tolerancia ora reparar del tejido

epitelial intestinal mediante la produccién de KGF (keratin growth factor) ®smen R-1999

(Komano H_1995) .

Estudios preclinicos en diversos modelos murinos en la primera década de este
siglo comprobaron el papel clave de los LTyd en la colitis.

Tsuchiya et al. y Chen et al. emplearon modelos de colitis inducida por DSS para
probar esta hipotesis, comprobando que grandes cantidades de LTyé (pero no de
LTap) podian localizarse en los lugares de dafio intestinal, y que eran capaces de
proteger de la colitis estimulando la reparacién tisular por via de la expresion de
KGF ©enY-2002y, de controlar la infiltracion por neutréfilos atenuando la inflamacion
(Tsuchiya T_2003)

Szczepanik et al. emplearon colitis inducida por TNBS (2,4,6-trinitrobenzene
sulfonic acid) intrarrectal, demostrando que la transferencia pasiva de LTaf (y de
nuevo no de LTy®) era capaz de inducir colitis Szczerank M_2000)

El grupo de Hoffmann y Kihl demostraron el papel protector de la inflamacién de
los LTyS en diferentes modelos murinos de Ell. Empleando también un modelo de
la colitis inducida por TNBS demostraron que la deplecion de LTy8 con
anticuerpos monoclonales (y no de LTap o LT colaboradores) aumentaba la

(Hoffmann JC_2001)

severidad de la colitis e incluso la mortalidad En un trabajo
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posterior comprobaron que la deplecion de LTy8 mediante anticuerpos
monoclonales producia un agravamiento claro de la colitis y aumentaba la
mortalidad. En este mismo estudio también se emplearon ratones TNF AARE/+ que
presentan una ileitis transmural similar a la EC con manifestaciones
extraintestinales (artritis). La deplecién produjo un empeoramiento histolégico —no

significativo- y niveles menores de TGF-p) i A4.2002-2003)

Un trabajo posterior
comprobd su papel protector en un modelo similar mediante el control de la
produccién de IFN-y y activando la regeneracion epitelial < 442007

Dos estudios clave de Inagaki-Ohara et al. y de Hoffmann et al. abrieron la
posibilidad del empleo de los LTy como terapia inmunologica en la Ell al
demostrar que su la trasferencia selectiva mejora la inflamacién e incluso disminuye
su mortalidad en ratones, mediante de la disminucién de la produccion de TNF-a. y

el aum ent 0 d e ”_'1 O y TG F_I?) (Inagaki-Ohara K_2004)(Hoffmann JC_2008).

Sin embargo, aunque diversos estudios preclinicos han revelado la importancia de
los LTy8 como agentes protectores de la inflamacion, no existe consenso sobre su
papel pro o anti-inflamatorio, habiéndose descrito también efectos inductores de
la inflamacién en modelos murinos #osmen R-1999)

Simpson et al. fueron los primeros en sugerir que los LTyS podian contribuir a la
inflamacién en Ell al demostrar que su infusion en ratones carentes de estas células
(ratones tge 26) era capaz de producir colitis mediante una respuesta Th1 mediante
la produccién de IFN-y ©mpsonSL1997 En |3 misma linea, Kawaguchi-Mitsashita et al.
demostraron efectos proinflamatorios de estas células en ratones TCR q-/- #@waguehr
Miyashita M_2001)

Recientemente se ha demostrado la existencia de un subtipo especifico de LTy$
productores de IL-177A con acciones pro-inflamatorias en ratones

(Do JS_ 2011)

inmunodeficientes . Este fendbmeno ya se habia comprobado previamente

en modelos de encefalomielitis autoinmune ( Suton CE-2009

inducida (o Y-2009),

y en artritis colagena

Ante estos resultados contradictorios varios grupos han realizado estudios de LTy6

en la mucosa de los pacientes con EC para intentar dilucidar su papel “in situ” en
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humanos, e intentar relacionar estos hallazgos con los niveles circulantes. Sin
embargo se han encontrado resultados dispares.

Tres estudios han comprobado un descenso de los LTy$8 en la mucosa intestinal

de paCienteS con EC (Fukushima K_1991) (Bucht A_1995) (Lee HB_1997)

Fukushima et al. observaron una disminucién significativa de LTy en la mucosa de

(Fukushima K_1991)

los pacientes con EC (13% en EC vs 36% en controles) Resultados

similares se han comunicado posteriormente, observando ademas un descenso

significativo de los LTyS en EC en comparacién con los enfermos con CU, lo que

sugeriria un papel diferente de esta subpoblacién en ambas enfermedades “¢¢ "5~

1997 Estudios del grupo del instituto Karolinska de Estocolmo describieron una

disminucién de lo LTyS en la mucosa inflamada con respecto a la mucosa sana ®“"

A_1995)

Contrariamente, otros estudios han demostrado un aumento de LTy V61+ capaces
de producir IFN-y en las areas inflamadas con respecto a areas no inflamadas en
muestras quirdrgicas de EC. Los autores se inclinan a pensar que estos linfocitos
pueden derivar de los LTy V&1+ circulantes en sangre periférica con propiedades
migratorias a través del endotelio VeV t0-7997),

Este aumento de LTys V61+ se ha demostrado también en la mucosa inflamada de
pacientes con CU, con relacion directa entre su numero y la gravedad de la

inflamacién (veung MM_2000)

Parece que el subtipo V81+ puede jugar un papel
importante en la inflamacién crénica en los epitelios ya que hallazgos similares se
han descrito en la enfermedad celiaca activa #@s*se" 751989 " an |as lesiones cutaneas
de la lepra Wemraki992) o en el tejido sinovial de pacientes con artritis reumatoide
(Séderstrom K_1994)

Como hemos comentado previamente otros trabajos sefalan que existe un
predominio en la mucosa en enfermos de EC de LTys V62+ activados con gran

(McCarthy NE_2013) (McCarthy NE 2015)

capacidad citotoxica , mientras que otros grupos no

hallaron diferencias con respecto a controles (©e'er ¢A-1992)

Por tanto, existe evidencia del papel protector en la colitis en estudios

experimentales, en linea su capacidad de defensa ante las infecciones, en la
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regeneracion tisular de la mucosa y como regulador de la inmunidad, mientras
contrariamente otros trabajos le atribuyen un papel activo en la inflamacion ™

M_2007)

Fendbmenos aparentemente contradictorios, como por ejemplo su capacidad de

(Simpson SJ_1997)

producir IFN-y y de inhibir la produccién de IFN-y por los LTap ®“
A2007 - deben ser investigados en profundidad para comprender la plasticidad de

estas células en los distintos contextos de infeccién o inflamacion.

Por tanto parece razonable preguntarse cuales son las posibles causas de estas
discrepancias.

En primer lugar, es posible que los distintos subtipos de LTyS§, puedan tener
acciones y efectos diferentes. Ademas existe gran heterogeneidad en su estudio
(se han estudiado los LTy$ totales, los Vy1+, y los Vy2+ indistintamente, en SP y
mucosas), con expresion variable —y en ocasiones contradictoria-. Como hemos
visto, el subtipo V62+ es el predominante en sangre periférica ®e V8197 'y nosee
mayor capacidad citotoxica tipo natural killer (NK) y mediada por anticuerpos %™

E1990) (Dastot H_1990). mjentras que el subtipo V81+ predomina en los epitelios eeerstom

k1999 posee menor capacidad citotoxica y juega un papel crucial en la regeneracion
epitelial, (Teulen A-2009) (Grossi CE_1989) (Kabeliz D. 1992)  Por otro lado se han descrito los LTy$
productores de IL-17, que parecen tener mayor capacidad proinflamatoria " ©-2'?
(Cai Y _2011, ).

Para ilustrar este hecho, papeles antagoénicos de los subtipos de LTyS se han
comprobado en un modelo experimental de esclerosis multiple, donde los subtipos
de LTyS Vy4+ ejercen un efecto pro inflamatorio mediante la liberacion de
citoquinas como IL-17, mientras que los LTyS Vy1+ producirian el efecto contrario
mediante la produccion de ligando CCR5 y promoviendo la diferenciacién de los

(Link SE_2014)

Treg

Otro aspecto a considerar es la heterogeneidad de los modelos murinos
empleados en los estudios experimentales de Ell, y su reproducibilidad en una
enfermedad tan heterogénea como la EC. En este sentido Kohl et al. apuntan la

posibilidad de que los modelos de ratones empleados en muchos de los trabajos
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no sean validos para estudiar el comportamiento de los LTyS. Argumentan que tal
vez los ratones deficientes en cadenas a produzcan unos LTyé alterados -0 con

mayor capacidad catalitica o productora de |IFN-y ervanaM_1999

, lo que explicaria su
efecto pro-inflamatorio en algunos estudios ya que, como se ha demostrado, el

desarrollo y buen funcionamiento de los LTy8 es dependiente en parte de los LTaf

(Kensington DJ_ 2003)

Paul et al. Han tratado de analizar esta discrepancia en los estudios existentes y
apuntan a una posible explicacion: la exposicion de los diferentes tipos de LTy
en diferentes microambientes de citoquinas en los tejidos inflamados,
producirian la activacién de distintos genes, con efectos opuestos. Es decir,
las diversas interacciones de los LTy con la micro biota, las células epiteliales y
otras células del sistema inmunitario (como los macréfagos) darian como resultado
una respuesta distinta inmunitaria diferente /52079,

Para ilustrar este hecho ponen como ejemplo la comprobada necesidad de una
activacion previa de estas células en los o6rganos linfoides secundarios para

s (Kawaguchi-Miyashita M_2001)

producir coliti , 0 el papel supresor de los LT reguladores

Foxp3+ sobre los LTyS para mantener la homeostasis intestinal @ 562079,
Concluyen que se necesitan mas estudios para conocer la naturaleza de estas
interacciones en los diferentes contextos clinicos, especialmente su interrelacion

conlos LT Th17 y los LT reg en la mucosa intestinal.

Es llamativo el hecho de que este comportamiento tan diferente de los LTy (como
reguladores o promotores de la inflamacién) no es exclusivo de la EC, sino que
pueden jugar tanto un papel protector como deletéreo en otras enfermedades
autoinmunitarias e inflamatorias ©v 2079 e/ 52019 por gjemplo, un subtipo de
LTyS (los CD27+CD45RA-) se encuentran disminuidos en pacientes con lupus

eritematoso sistémico, y se relacionan inversamente con los marcadores de

actividad de la enfermedad, sugiriendo su papel inmunoregulador. * X-2077)Fonomarev

02099 mientras que los LTy productores de IL-17 pueden agravar e inducir la

(Hu C_2012) (Cai Y_2012)

inflamacién en modelos de artritis reumatoide psoriasis o]

espondilitis anquilopoyética *ema 7-2072),
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Contrariamente, estos mismos LTy§ productores de IL-17 han demostrado un
papel protector del desarrollo de diabetes en ratones NOD mediante la produccién
de TGF'B (Han, G_2010) ]

El siguiente objetivo de nuestro estudio era estudiar los niveles séricos de IL-7 en
la EC. La eleccién de esta interleuquina se basa en su papel clave en la

T (Capitini CM_2009)(Bekiaris V_2014)

estimulacién y homeostasis de los L y concretamente en

los LTyd (taky <2000/ (MakiK_1996). (Baccala 2005 " g hecho, los ratones que no son capaces

de producir IL-7 sufren una inmunodeficiencia severa (0" Freeden-lefiy U_1997)

y su
deficiencia se asocia con linfopenia y disfuncién de los LT naive y memoria Maz=uccheli
R-2007) |a IL-7 es un factor clave para la supervivencia de los LT, ya que estimula su
produccion timica y es capaz de modular su expansion periférica homeostatica
(HPE) regulando la actividad pro y anti-apoptética de los miembros de la familia
Bcl-2 “iang Q.2005) (Capitini CM_2009 S hg comprobado ademas que en situaciones de

linfopenia su produccién es estimulada e inducida por antigenos de baja afinidad

TJ_2001)

IL-7 juega un papel crucial en el desarrollo de los LTy8. De hecho, en ratones

deficientes en su receptor IL7Ra, los LTys no se detectan Mak<-799%

y es, junto a la
IL-15, el principal regulador de su mantenimiento y homeostasis ®accaa 2009,
Ademas la IL-7 expresada por las células epiteliales intestinales es capaz de inducir

el desarrollo de los LTy$ intestinales &% ¥-2000,

Otro aspecto interesante para elegir su estudio en pacientes con EC es que
disponemos de su analogo recombinante (rIL-7) ©®" M2009 que ha sido
empleado en ensayos clinicos en otras enfermedades que cursan con linfopenia,
como el HIV, con buena tolerancia y perfil de seguridad, y resultados
prometedores, obteniéndose un aumento significativo y duradero en el tiempo de
los LT circulantes ®*¥"-299  Ademas algunos estudios preclinicos han demostrado
que su bloqueo usando un anticuerpo anti-IL7 también es efectivo en otras
enfermedades autoinmunitarias como la esclerosis multiple y la diabetes tipo 1.

Actualmente existen dos ensayos clinicos para explorar su uso en humanos
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(NCT02045732) (NCT02038764)

En nuestra poblacion, los pacientes presentaron valores menores de IL-7 sérica

que los controles, sin alcanzarse diferencias estadisticamente significativas.

Existen pocos estudios sobre los niveles séricos de IL-7 en Ell y su posible
papel en la etiopatogenia de la enfermedad. El primer estudio de niveles séricos en
Ell fue de Watanabe et al. en 1997, comprobandose por primera vez que los
pacientes con CU presentaban niveles séricos superiores de IL-7 que los controles
y los pacientes con EC, sin hallar correlacion con la duracion o localizaciéon de la
COlitiS (Watanabe M_1997).

Kader et al. realizaron un amplio estudio de citoquinas en suero de pacientes con
EC en edad pediatrica (n=41), observando que los pacientes en remisiéon
presentaban niveles mayores de IL-7 que los pacientes con enfermedad activa,
sugiriendo una relacién inversa entre IL-7 y la actividad @ H4-2009),

Recientemente se han estudiado los niveles séricos de IL-7 comparando 17
pacientes con EC, 17 pacientes con CU y 18 pacientes con disbacteriosis (7Pv9naAP-
2014 Aunque los niveles de IL-7 en suero no fueron significativamente diferentes en
los 3 grupos, se aprecia que el grupo con EC presentdé los niveles mas bajos,
seguido de grupo de CU vy el de disbacteriosis. También se han constatado niveles
menores de IL-7 en pacientes con formas exclusivamente colénicas de EC con
respecto a controles, sin diferencias con los pacientes con CU. Los autores
apuntan al consumo de IL-7 por los LT activos en la mucosa inflamada por su
mayor afinidad como una de las posibles explicaciones de este hecho *orekeva 0Y-2015)
En otro estudio de Ell pediatrica con 26 pacientes se observaron niveles séricos
significativamente superiores de IL-7 en enfermos, aunque en el estudio no se
diferencian los niveles entre CU y EC *einer 62075

Nuestro grupo publicé la serie mas larga con niveles séricos de IL-7 en EC con 36
pacientes. En este estudio se observd que tanto los pacientes en remisién como
con enfermedad activa presentaban niveles bajos de |L-7 “nereu-Ballester JC_2013) (Anexo 4)
Ponchel et al han corroborado que los niveles séricos de IL-7 son menores de lo

normal en la Ell activa, y tienden a normalizarse en la remision (datos no
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(Ponchel F_2011)

publicados)

Es llamativo el hecho de que en esta muestra ampliada con 62 nuevos pacientes
aunque los niveles siguen siendo menores que en los controles, no se alcanzaron
las diferencias significativas entre ambos grupos (si detectadas en nuestro estudio

(Andreu-Ballester JC_2013) (Anexo 4) " nor |o que nuevos estudios deberan demostrar si se

previo)
confirma esta tendencia. Sin embargo, la mayoria de estudios publicados hasta la
fecha corroboran que los pacientes con EC presentan niveles anormalmente bajos

de IL-7 en SP, al contrario que los pacientes con CU que suelen presentar niveles

normales o altOS (Kader HA_2005) (Korolkova OY_2011) (Watanabe M_1997)

Pensamos sin embargo que es de gran importancia el hecho de que la linfopenia
detectada en los pacientes (y especialmente en los LTyd) no se corresponde
con un aumento compensatorio de IL-7 sérica, lo que contradice los hallazgos
en otras situaciones clinicas que cursan con linfopenia.

Bolotin et al demostraron una elevacion en los niveles de IL-7 circulante en nifios
tras un trasplante alogénico de médula dsea ®°°"E-1999- y otros estudios constatan
un aumento de IL-7 en el suero de pacientes con VIH y niveles bajos de LTCD4+,

g (v 7/.2000  Esto también ocurre tras el

con una relacién inversa entre ambo
tratamiento antiviral o en la linfopenia post-quimioterapia con una tendencia a
normalizar los niveles de IL-7 a medida que se recuperan los niveles de los LTCD4+
(Napolitano LA_2001) (Fry TJ_2001)

Por tanto parece que esta deficiencia sugiere un defecto primario especifico de la

EC que requerira de posteriores estudios para dilucidar su causa fundamental.

Esta deficiencia de IL-7 en condiciones de linfopenia se ha demostrado
también en artritis reumatoide (AR), enfermedad que presenta cierto
solapamiento en estudios epidemioldgicos con la EC ®emstein CN.2005 v con
caracteristicas inmunoldgicas comunes, como demuestra el efecto terapéutico de
los farmacos anti-TNF urstbE2013)

Ponchel et al demostraron que los pacientes con AR presentan linfopenia

prolongada tras el tratamiento inmunosupresor que puede deberse a una
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produccion timica disminuida, o a una deficiente expansion periférica, ambas
reguladas por la IL-7 ®omeme!F-2002  Esta se midid en SP de un grupo de pacientes con
AR (n=28) mostrando un descenso significativo de los niveles de IL-7 que sin
embargo no se correlaciond ni con la duracion de la enfermedad, la PCR, o el
tratamiento Fonhe'F-200%  Eg interesante que los autores observaron una deficiencia
de la produccién de IL-7 por las células estromales de la médula 6sea de los
pacientes. Estos datos en conjunto sugieren que el déficit de IL-7 en SP en AR de
podria deberse a un fallo primario de produccién de esta citoquina en la médula
Osea, y que por tanto podria plantearse una abordaje terapéutico de este defecto
(Ponchel F_2009) " Sin embargo, otros autores han comunicado niveles aumentados de IL-7
sérica en los pacientes de AR, e incluso una correlacion directa de los mismos con

(De Benedetti F_ 2003)

la proteina C reactiva (PCR)

Por tanto, existe una discordancia entre los niveles bajos séricos de IL-7 y el
aumento de la expresion demostrado en tejidos en la EC en los trabajos
publicados. Exactamente lo mismo ocurre en la AR, donde la expresién de IL-7 esta
aumentada en las articulaciones y los niveles en sangre periférica son bajos. De
hecho, parece que no recuperar niveles normales en pacientes en remision

empeora el pron(')stiCO (Ponchel F 2005)(Ponchel F_2005).

Lo que parece claro es que ni la AR ni la EC siguen el paradigma de que los niveles
de IL-7 aumentan en relacién a la disminucién del consumo en pacientes con

a (Mazzucchelli R_2007)

linfopeni , que si se da en otras enfermedades como la infeccion por

el HIy Numnari G.2009) g |5 [infopenia tras quimioterapia /2%,

Churchman et al. apuntan a dos posibles explicaciones de este fendmeno que
podria también ser validas para la EC. ©rehmanSM.2019 - (Jng de las posibilidades es
que la senalizacion de IL-7 a través de STAT-5 es capaz de regular la expresion de
FOXP3 en células humanas lo que podria explicar el aumento de la capacidad
supresora de los Treg en relacidén a los niveles de IL-7 encontrados en su estudio
(Passerini L_2008) (bi Caro V.2011) ' Eqto explicaria las diferencias entre el comportamiento de los

LT en sangre (anergia), y en el liquido sinovial (hiperreactividad). La otra posible

148



explicacion es que IL-7 interviene en la polarizacién hacia respuestas Th1 por
activacion directa de las células dendriticas ©°9 7¥-'9%9 | g falta de IL-7 podria
producir una polarizacién hacia respuestas Th17, resultando en codificacion de la
inflamacion @munzato F2010) - Estg capacidad de IL-7 en la diferenciacion Th17 se ha
puesto de manifiesto en otras enfermedades autoinmunitarias como el sindrome de

Sjog ren (Bikker A_2012)

Cabe especular por tanto que algo similar podria ocurrir en la EC, es decir, que
exista un defecto genético en la expresion de la IL-7 o de su receptor que disminuya
su produccién a nivel local o sistémico, o que existan alteraciones en su regulacion
a nivel local. Esta hipotesis, asi como la posibilidad de otros mecanismos que

inhiban el aumento compensatorio de IL-7 deben estudiarse en profundidad.

Otra de las limitaciones en la interpretacion de estos resultados es el valor del
estudio aislado de las citoquinas en sangre y su posible falta de correlacion
con la expresion tisular de las mismas. En este sentido existen sin embargo
estudios que muestran una buena correlacion entre niveles de otras citoquinas
como |L-2 MatsuuraT_1992) o || @ (Mitsuyama K_2006) oy tejido y en suero de pacientes con EC
(Radford-Smith G_1994)Neurath MF_2014) ' E5 m@gs, los niveles séricos de otras citoquinas como IL-
10 se correlacionan con la actividad de la Ell -tanto la CU como la EC- Kuchazk1-199) y,
los niveles de IL-6 son capaces de predecir el riesgo de brotes de actividad “°“*
E-1997) |L-7 ha demostrado incluso tener valor predictivo en pacientes con AR. Goéb
et al demostraron que los pacientes con niveles séricos bajos (<10 pg/ml) predicen
mal prondstico en estadios iniciales. Ponchel et al han demostrado que los

enfermos con AR en remisién clinica que no recuperan los niveles normales de IL-7

presentan mayor probabilidad de recaer ©rehman SM_2014)

Estos estudios avalarian la fiabilidad de la medicion de IL-7 en SP y su
extrapolacion. Sin embargo nuestros resultados deben interpretarse con precaucion
antes ya que es conocido que factores como la variabilidad de produccion de
citoquinas y su estabilidad en sangre, las condiciones de recogida y técnica de
procesamiento o la localizacion de la inflamacion, influyen de manera importante y

explican, al menos en parte, las variaciones encontradas en los distintos estudios
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(Korolkova OY_2015)

Otro aspecto interesante del presente trabajo es la demostracién de que esta
disminucién de IL-7 en SP se mantuvo independientemente de la actividad. Los
tres grupos analizados (nuevos, remision y actividad) presentaron valores menores
que los controles, aunque sin diferencias significativas. Destaca que el grupo de
reciente diagnodstico presentaba los niveles mas bajos. En conjunto, los pacientes
del grupo “actividad” —que incluye al grupo “nuevos” y “activos”- presento niveles
menores de IL-7 que el grupo de remisidon aunque sin alcanzar significacién. Esta
relacion inversa entre actividad y niveles de IL-7 ya fue apuntada en el estudio de
Kader et al. y confirma los resultados de Ponchel et al. en los que los pacientes con
EC activa presentaban niveles menores, que se normalizaron al alcanzar la

remision.

No encontramos diferencias significativas en los niveles de IL-7 sérica y los
distintos fenotipos de la EC, excepto en el grupo de edad mas joven (A1).

Una de las hipodtesis previas a este andlisis era la posibilidad de que el patrén
estenosante (con mayor actividad fibrogénica) tuviera niveles menores, basado en

|:| (Tang J_1997) (Dubinett SM_1995)

el antagonismo de la IL-7 y el TGF- , ya que este ultimo es un
agente fibrogénico. Curiosamente los pacientes con otra enfermedad
autoinmunitaria poco comun, la esclerosis sistémica, que cursa con esclerosis de la
piel y otros 6rganos también presentaba niveles bajos de IL-7 en sangre en
comparacion con controles, sin relacion con la actividad de enfermedad ki 7-2009)
Una de las explicaciones que aducen los autores a este hecho fue esta capacidad
antifibrogénica de la IL-7 por su efecto antagonico al TGF-p ©u0nettSM19%5) Eg mas IL-
7 ha demostrado su capacidad de inhibir la fibrosis pulmonar en un modelo
experimental @929 Sin embargo no encontramos diferencias respecto a la IL-7
en este grupo de EC estenosante. Es posible que los menores niveles de IL-7 en los
pacientes mas jovenes puedan explicarse por su mayor agresividad y expresion
inmunoldgica, aunque esto debe ser estudiado en muestras mas amplias

pediatricas.
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Tampoco se encontré ninguna correlaciéon de la IL-7 en SP con la actividad
clinica ni endoscoépica (a diferencia de los LTyd), ni diferencias significativas con
respecto a otros factores asociados a peor prondstico como la presencia de
enfermedad perianal, manifestaciones extraintestinales, granulomas o el habito
tabaquico. Llama la atencion las diferencias de medias entre pacientes con
granulomas o sin ellos (media 10,4 DE +4.5 vs 18,4 DE +1,38 respectivamente)
que, sin alcanzar significacion, apuntan a una tendencia hacia valores menores en
pacientes con este hallazgo histolégico. En nuestra muestra s6lo 3 pacientes
presentaban granulomas, por lo que esto debe ser investigado en una muestra

mayor.

No encontramos correlacion entre los niveles de IL-7 y los valores de LTy8 en
SP. Es posible que otros factores moduladores de esta subpoblacién no incluidos
en este estudio (como la IL-15 ©oPHsSL-2019 o |3 propia IL-2 ©"Pwak-2019) jyeguen un
papel en este sentido.

Logicamente estos hallazgos restan valor a esta interleuquina como factor de
influencia directa de la gravedad de la enfermedad. Pensamos que tal vez pueda
influir de un modo “indirecto”, mediante el mantenimiento de linfopenia y
niveles bajos de LTyd o mediado por otros mecanismos (como su influencia
sobre los Treg o sobre la diferenciacion a fenotipos mas citotdxicos de los propios
LTy8) (Passerini L_2011) (Annunziato F_2010) que aln estan por esclarecer.

Aquellos pacientes que recibian algun tratamiento en el momento de la inclusién
presentaron niveles mayores de IL-7, sin diferencias significativas con respecto a
los no tratados. En cuanto al estudio de cada tratamiento, sélo encontramos niveles
significativamente mayores de IL-7 en los pacientes que recibian antibiéticos.
Puede conjeturarse que el probado efecto inmunomodulador de estos farmacos

(Gnarpe_1978)

(metronidazol inhibe la quimiotaxis leucocitaria y ciprofloxacino vy

metronidazol han demostrado disminuir la respuesta Th1 en ratones) e &-2002),
ademas de la légica alteracion de la microbiota intestinal, pudiera jugar un papel

modulador, aumentando los niveles.
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Existen resultados contradictorios sobre el papel de la IL-7 en la Ell, ademas
disponemos de pocos estudios concretamente en la EC.

Algunos estudios en modelos murinos de colitis muestran su papel protector de la
inflamacién, sobre todo por el efecto regulador sobre las células epiteliales
intestinales (CEI). Estas expresan IL-7R y se expanden en respuesta a IL-7 in vivo,
produciéndose una acumulacion de estas células en el colon de los ratones
linfopénicos (hiperplasia) protegiéndolos de la colitis inducida por DSS (Shaapours.2072)
Ese efecto protector se inhibe sin embargo si los LT CD8+ naive consumen la IL-7 o
la senalizacion del IL-7R esta inactiva. Esto sugiere que existe un mecanismo de
feedback homeostatico mediado por la IL-7 entre las CEl y los LT, que controla la
integridad del epitelio intestinal. En condiciones fisiologicas, IL-7 ejerceria un efecto
protector del epitelio intestinal y en condiciones de inflamacién, con un mayor
consumo de IL-7 por los LT (cuya afinidad por esta citoquina es mayor que las
células epiteliales) este efecto protector de la mucosa esta inhibido.

Este mecanismo podria explicar en parte que los pacientes con EC que presentan
linfopenia, y el consumo de la IL-7 por los LT secundaria a la inflamacién podria
abolir su efecto protector de la mucosa inhibiendo la generacion de hiperplasia en

células epiteliales.

Una de las mayores contribuciones para entender el papel de IL-7 en la inflamacién
de la mucosa intestinal ha sido revelado de manera indirecta en un reciente ensayo
clinico con rlL-7 en pacientes con HIV tratados con terapia antiretroviral HAART
en los que los niveles de LTCD4+ no se pudieron normalizar "2 3 inyecciones
subcutaneas de rlL-7 produjeron una expansion de los LT CD4+ y CD8+ en sangre
periférica, con una importante expansién de los LT que expresaban la integrina
necesaria para la migracioén al intestino a4p7. Se tomaron biopsias de colon por
rectosigmoidoscopia antes y despues del tratamiento y se observé: 1) un aumento
de los LT en la mucosa; 2) una disminucién de la infiltracién por neutréfilos en la
lamina propia; 3) un descenso del TNF-a y mieloperoxidasa en la lamina propia y 4)
un aumento del numero de LT FOXP3+ (Treg), que se encontraban bajos en los
pacientes antes del tratamiento. Por tanto una mejoria de la inflamacién mucosa

mediada por varios mecanismos inmunitarios. Estudios especificos en EC deberan
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demostrar su seguridad y utilidad, dado que ambas enfermedades (aunque las dos
son situaciones de inmunodeficiencia que cursan con linfopenia e inflamacion

intestinal), difieren en muchos de sus mecanismos patogénicos.

Sin embargo, la mayoria de estudios preclinicos han mostrado un papel pro-
inflamatorio de la IL-7. Cabe resefar que la mayoria de estos estudios se han
realizado en modelos murinos de colitis o pacientes con CU, con mas dificil
eXtrapO|aCién a enfermos de EC (Watanabe M_1998) (Okada E_2005) (Yamazaki M_2003) (Nemoto Y_2013).

Estos datos irian mas en la linea de estudios en otras enfermedades
autoinmunitarias que demuestran el papel proinflamatorio de la IL-7. De hecho, los
pacientes con esclerosis multiple y niveles altos de IL-7 presentan mayor
reactividad de los LT contra la proteina basica de la mielina 72994 2907 y ge han
detectado niveles altos de IL-7 en liquidos sinoviales de pacientes con AR (©rehman
SM-2009  Ratones transgénicos con niveles altos mantenidos de IL-7 desarrollan
fendmenos autoinmunes como dermatitis y colitis V"9 y existen pruebas de
que el bloqueo de la IL-7 reduce la incidencia de diabetes tipo 1 inducida con

ciclofosfamida en un modelo murino (€&zascia 7.2008)

Los hallazgos de este estudio abundan en un nuevo mecanismo de
inmunodeficiencia en la EC, pero cabe preguntarse si existe evidencia de ello.

Existen crecientes pruebas desde diferentes campos de investigacion que apuntan
a que la EC es una inmunodeficiencia primaria (IP) mas que un proceso

autoimmune. Este aspecto ha sido analizado en revisiones recientes " P¢-2073) (Glocker

E_2012) (Marks DJ_ 2011)

Esta hipotesis se basa en las similitudes con algunas inmunodeficiencias (defectos
genéticos, susceptibilidad a las infecciones, alteraciones inmunitarias comunes en
el proceso de reconocimiento y procesamiento de patdgenos, o incluso
expresiones fenotipicas similares), asi como la falta de pruebas consistentes de
verdadera “autoinmunidad”, es decir con perdida de tolerancia frente a antigenos
propios. Vinh et al. invitan a reconsiderar el concepto de clasico de IP (alteraciones
geneticas tipicamente descritas en edades pediatricas, con historia familiar

relevante y herencia monogénica) por un concepto mas amplio. Este nuevo
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paradigma de la IP incluye alteraciones que no necesariamente incluyen las
infecciones de repeticion, ni la necesidad de la presencia de un organismo
identificable causante de la susceptibilidad a las infecciones, y que contempla la
presencia de que la misma mutacion pueda tener diferente expresion clinica o
distintas manifestaciones incluso en la misma familia (penetrancia y expresividad
variable) (Casanova JL_2007)

Estos autores abogan por que la EC cumple las condiciones de una IP, es decir, se
trata de un defecto geneticamente mediado del sistema inmunitario con un fenotipo
identificable 'y que como consecuencia puede producir infecciones,
autoinflamacion, autoinmunidad o neoplasias (" P¢-2019),

Argumentan que la EC podria clasificarse dentro de las IP que se manifiestan
como “sindromes autoinflamatorios” (es decir ataques inflamatorios recurrentes
mediados por alteraciones inmunitarias, en ausencia de reactividad contra

antigenos propios) (Hezinger D_2019)

, superando la aparente contradiccion entre
“deficiencia” del sistema inmunitario y “exceso” de actividad del mismo
(inflamacién cronica).

Es decir, los enfermos de EC con un sistema inmunitario deficiente puedan
presentar infecciones de repeticion no resueltas que puedan precipitar fenbmenos
autoinmunes secundarios (como las artropatias o las manifestaciones cutaneas u

ocul ares) (Marks DJ_2006) (Glocker E_2012) (Marks DJ_2011 ).

Son llamativos los paralelismos existentes entre la EC y otros sindromes de IP con
fendmenos inflamatorios recidivantes en el tracto gastrointestinal como las
mutaciones del receptor de IL-10 (que produce clinica similar a la EC pediatrica

con enterocolitis, fistulas y abscesos perianales y herencia monogénica) (Gocker

£0-2009 |3 enfermedad cronica granulomatosa (ECG) M*2/-209 ¢ |3 alteracion
de los depositos de glucogeno tipo IB (ADG-IB) 7% -79% | as dos Ultimas
presentan signos clinicos, radiolégicos y endoscopicos similares a la EC, con
enterocolitis e infecciones bacterianas de repeticion que sin embargo necesitan de
tratamiento inmunosupresor para su control. Es mas, comparten la implicacién en
su patogenia de alteraciones del sistema monocito macrofago que dificultan la

eliminacion de patdgenos descritas también en la EC (como la disminucion de
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produccion de citoquinas proinflamatorias que afectan a la formacién y trafico de

) (Smith AM_2009)(Rahman FZ_2008) y; siertos aspectos inmunoldgicos

vesiculas intracelulares
(como la positividad de anticuerpos anti-Saccharomyces cerivisae —-ASCA-,
anticuerpos contra la porina C de la membrana externa de Escherichia coli -anti-

OmpC-, o antiflagelina bacteriana -anti-Cbir-) (<10udevA- 2004)

Los primeros trabajos que pusieron en evidencia la presencia de alteraciones
inmunoldgicas especificas en la EC fueron de Segal et al. en la decada de 1970.
En ellos se demostrd por primera vez un defecto sistémico en el reclutamiento de
neutréfilos secundario a una respuesta inflamatoria débil e incompleta ante
bacterias o material exogeno en el intestino, como posibble causa de la inflamacion
cronica (5698/AW-1976) Trapajos posteriores del mismo grupo describieron un flujo de
neutrofillos debilitado en EC en piel en comparacion con CU o AR, con menor

produccion local de citoquinas proinflamatorias (IL-8 o IL-1B) y una alteracion

n (Marks DJ_2006) .
)

importante de la migracion neutrofilica al recto e ileo asi como una

retencién prolongada de los mismos en el epitelio mucoso, contribuyendo al dafio
tisular (erosiones, Ulceras, edema etc.) Bra2 - 2013,

Smith et al demostraron recientemente que los macréfagos de los pacientes con
EC presentan una disminuciéon de estas citoquinas proinflamatorias y niveles
intracelulares menores de TNFa, argumentando a favor de que esta falta de
“inflamacion inicial eficaz” produciria una eliminacion de antigenos bacterianos
deficiente, con la formacion de granulomas mediados por los LT para “proteger” la

mucosa de la invasion bacteriana, perpetuando la inflamacion (5™t AM.2009:206:1885-

1997) (Levine AP_2013) (Glocker E_2012)

Estas alteraciones en la funcién leucocitaria se acompanan a su vez de otras
disfunciones propias de la EC en mecanismos pertenecientes a la inmunidad innata

y que contribuyen a la aparicion de infecciones de repeticidén y al mantenimiento de

la enterocolitis como las alteraciones de la capa mucosa (Bvsine MP_1999) (Franke A_

2010)’ de Ia pel’meab“idad intestinal (Pearson AD_1982) (Zeissig S_2007) (Goetz M_ 2010)’ de |a

funcion de las células de Paneth (y la producciéon de defensinas) (Werkamp .. 2005)

(Peyrin-Biroulet L_2010) 'y, de los mecanismos del estrés del reticulo endoplasmic

A_. 2010) (Kaser A_2008)

o (Kaser
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Para poder incluir a la EC entre las IP deben demostrarse alteraciones genéticas
especificas que modifiquen la expresion fenotipica de la enfermedad, y participen
en su patofisiologia. La primera alteraciéon genética con transcendencia clinica
directa fue la descripcion de los polimorfismos del gen NOD2 (nucleotide-binding
oligomerization domain-containing protein 2) y la susceptibilidad a padecer EC 49!
JP-2001) (Ogura Y_ 2001) E| NOD2 codifica un receptor PRR (Pattern Recognition
Receptor) intracelular que es activado por el N-acetyl muramyl dipéptido, un
componente del peptidoglicano bacteriano y otros ligandos de micobacterias y

virus (Kanneganti TD_ 2007) »radquciendo una respuesta exagerada con la consecuente

(Noguchi E_2009). (Tsay TB_2009)

reaccion inflamatoria y una disminucién de la produccion

de agentes antimcrobianos, como las a-defensinas (disminuida en pacientes con la
mutaci on) (Wehkamp J_2005). (Kobayashi KS_2005)_

El segundo grupo importante de alteraciones genéticas con importancia en la
deficiencia de los mecansimos de respuesta contra patdégenos enteroinvasivos son
las alteraciones en los procesos de autofagia, proceso de degradacion fundamental
para reciclar componentes celulares dafados, agregados proteicos vy
microorganismos invasivos, mediante la formacion de autofagosomas vy

autolisosomas (tevire B-2008)

Se han descrito dos polimorfismos en genes
relacionados con la autofagia en la EC. Los pacientes homocigotos para la

mutacion en el ATG16L1(T300A) (Hampe J.2007) (Rioux JD_2007) nragentan alteraciones en

la autofagia selectiva *@"®"#-2008) con fallos en la formacion de autofagosomas para

la degradacién de productos microbianos Kubala FP-2008)  giteraciones en la

(Cooney R_2010)

presentacion antigénica a los LT CD4+ y defectos en la formacién de

granulos por las células de Paneth, lo que produce una exocitosis anormal (€@’
K-2008) Otros autores han descrito la presencia de alteraciones en el IRGM

(immunity-related GTPase M), un mecanismo clave en las fases iniciales de la

autofagia y para la destruccidon de microorganismos intracelulares como
Mycobacterium tuberculosis (59" SB- 2006) (Gutierrez MG_2004)

Estos dos grupos de alteraciones genéticas bien documentadas suponen un nexo
entre genotipo y fenotipo tipicos, para entender la deficiencia inmunitaria especifica

de la EC.
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Otro de los aspectos a considerar si entendemos la enfermedad como una IP es la
presencia de infecciones de repeticion (secundarias a estas alteraciones en la
defensa, reconocimiento y procesamiento de bacterias en la barrera intestinal) que
puedan explicar la presencia de inflamacién crénica. Estudios metagenémicos de
microbioma demuestran una disbiosis con una disminucion de las especies
Firmicutes y Bacteroidetes y un aumento de Proteobacteria y de Enterobacteria, en

concreto de Escherichia coli (/00ssens M- 2011)(Morgan XC_2012)

Por otro lado como hemos visto previamente existen alteraciones inmunitarias en
mecanismos inmplicados directamente con el reconocimiento (NOD2) y el
aclaramiento (ATG16L y IRGM) de organismos intracelulares y ciertas bacterias. El
hecho de que las lesiones tipicas ocurran en las zonas de mayor densidad
bacteriana (ileon y recto), la mejoria de la inflamacién en zonas sin transito fecal, la
presencia de mayor cantidad de bacterias intramucosas o la presencia de
granulomas, hacen plausible la presencia de infecciones de repeticion como
mecanismo de mantenimiento de la respuesta inflamatoria (FoscaWatts MM 2015)

Tomando estos datos varios autores han planteado la siguiente hipétesis: existe
una predisposicion genética a la infeccion crénica por un agente intracelular

conocido que produce inflamacién intestinal crénica (V" PC-2013) (Haag LM_2015)

Uno de los organismos que podria cumplir estos requisitos es el Micobacterium
avium paratuberculosis (MAP) (Mendoza JL_2010) ' Eqte microorganismo provoca una
ileitis granulomatosa similar a la EC, incluso en el tipo de respuesta inmune que
genera (-¢¢/5-2909) D hecho se han identificado micobacterias en en tejido y sangre

C (Di Sabatino A_2011)

de pacientes con E , pero esta infeccion (o “sobreinfeccion”) no

cumple los postulados de Koch (toweAM- 2008) (Gradmann C_2014)\, ademas el tratamiento
antituberculoso se ha probado sin éxito en ensayos clinicos controlados 5¢%¥ -
2007) La demostracion de Escherichia coli adherente-invasiva (AIEC) en el colon e
fleon (Masseret E.2004) v, an |os granulomas de pacientes " F- 2009 ha despertado
creciente interés y podria explicar (al menos en parte) la buena respuesta de los

pacientes a los tratamientos antibidticos durante los brotes de actividad.
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Cabria pensar por tanto que la linfopenia y deficiencia de LTy8 descrita en el
nuestro estudio podria predisponer a la infeccion cronica por algun agente
intracelular especifico no descrito previamente. Recientemente nuestro grupo ha
documentado la presencia un microorganismo intracelular oportunista de la
familia de los hongos, microsporidia, en pacientes con EC (AdreuBallester JC_2013) ' gq
demostré un aumento de los anticuerpos IgE contra este hongo, y lo que es mas
importante, se hall6 su presencia en tejido en el 30% de los enfermos. La
inmunidad celular es esencial para la resoluciéon de la infeccion por este

(Khan IA_ 1999)

microorganismo, especialmente los LT CD8+ , 'y estudios murinos

demuestran un rapido aumento de los LTy8 durante su infeccion Merette M-2001) g
este estudio se demostrdé ademas una correlacion inversa entre los anticuerpos IgE
contra el Encephalitozoon (una subespecie de microsporidia) y los niveles de LTyS,
especialmente el subtipo LTys CD8+ (AndreuBallester JC. 2018)  pengamos que este
hallazgo abre la puerta a la posibilidad de estudiar la infeccién por otros
microorganismo intracelulares no detectables con técnicas habituales, facilitada por
estas alteraciones inmunitarias. Sin embargo, la importancia clinica de este hallazgo
y su relacion exacta con la deficiencia de LTyS debe ser analizada en posteriores

estudios.

Si se confirma la presencia de esta deficiencia de LTyd con una alteraciéon del
aumento compensatorio de IL-7 en la EC, cabria especular sobre la posibilidad
de utilizar tratamientos inmunoreguladores para corregir este defecto y mejorar
la susceptibilidad a presentar infecciones, optimizando la respuesta inmunitaria en
la mucosa intestinal. De hecho ya disponemos de ensayos clinicos que demuestran

su efectividad y buena tolerancia.

La mayoria de estudios han empleado la inmunoterapia con LTyd (especialmente
la subpoblacion Vy9Vé2, mayoritaria en sangre periférica) para el tratamiento de
tumores e infecciones, aprovechando su caracteristica especifica de actuar de
manera rapida contra antigenos peptidicos sin necesidad del CMH y su capacidad

s (Gomes AQ_ 2010)

para ser potentemente estimulados por fosfoantigeno Una
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caracteristica tipica que podria tener consecuencias en el empleo de los LTyd en la
EC es la capacidad los aminobifosfonatos, empleados en la clinica para el
tratamiento y prevencién de la osteoporosis (como el Alendronato (Fosamax®),
Pamidronato (Aredia®) o el Zolendronato (Zometa®)) para la activacién de esta
subpoblacion, tanto en vivo como en vitro, aumentando su capacidad antitumoral y

antiinfecciosa (P F-2007),

Se han empleado dos estrategias distintas para el empleo de los LTyé como
inmunoterapia: 1) transferencia de Vy9V62 autdlogos activados ex vivo; y 2)
induccién de la expansion de Vy9Vé2 in vivo.

La transferencia de Vy9V62 autélogos activados ex vivo ha demostrado ser bien
tolerada y efectiva en su accioén antitumoral, especialmente en tumores avanzados,
como el cancer renal (Kobayashi H_2007) (Kobayashi H_2011).

La otra alternativa con resultados prometedores es la induccion de la expansion de
Vy9Vé2 in vivo. El empleo de zolendronato y dosis bajas de IL-2 en pacientes con
cancer de mama metastasico y en cancer prostatico metastasico fue bien tolerado
y produjo una activacién y maduracién sostenida de los LTy8, que ademas se
correlaciond con mejores respuestas clinicas Meravialia S. 2010) (Dieli F_ 2007)  Eote

abordaje también se ha empleado con éxito en en neoplasias hematolégicas Ve

M_2003)_

Algunos alimentos ricos en taninos también han demostrado que pueden activar la
poblacién mucosa de los LTys (Hodemess [ 2008 En |3 misma linea, se ha
comprobado recientemente que el bloqueo del receptor alfa de acido retinoico
(RAR-a) puede modular la resuesta inflamatoria producida por el subtipo v2+ en la
EC (disminuyendo los niveles de TNF- « ), indicando que los metabolitos de ciertas
vitaminas ingeridas con la comida podrian ser de utilidad para el tratamiento de la
enfermedad MeCarthy NE_2013) g hecho, un reciente estudio demuestra que el acido
retinoico procedente de la vitamina A es capaz de estimular a los LTyé via IL-22
estimulando la reparacion tisular y la atenuacion de la inflamacion Meke. LA~ 2013)
Recientemente se ha demostrado la potente capacidad del infliximab para expandir
los LTyd en SP de los pacientes con EC, hasta el punto de que los niveles

aumentan significativamente en las primeras 24 horas tras so6lo una infusion del
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farmaco *elsen-2011) Eg nosible que este efecto poco conocido contribuya a su alta

eficacia en el manejo de la EC.

Nuestros resultados apuntan a que la presencia de linfopenia no es compensada
por un aumento de IL-7, por lo que existe la posibilidad de que el empleo de IL-7
recombinante (rlL-7) (bien tolerada y con experiencia de uso en ensayos clinicos)
(Capitini CM_.—2009) nudiera paliar esta deficiencia en la inmunidad celular, y
especialmente estimular el nimero y funcién de los LTyd en la EC. Hasta el
momento la mayoria de ensayos clinicos con IL-7 se han llevado a cabo para
revertir la linfopenia en pacientes con infeccion por HIV, con resultados

prometedores (Sereti |_2009) (Levy Y_2009)

El presente trabajo presenta algunos puntos fuertes. Se trata de una amplia
muestra de pacientes con EC (la mas larga hasta la fecha para el estudio de los
LTyS), en diversos escenarios clinicos, que consideramos representativa de la
practica clinica diaria. Ademas incluye informacion clave para intentar esclarecer el
papel de estas células en la patogenia de la enfermedad con una recogida
sistematica del fenotipo, indicadores de actividad clinica y endoscopica , datos
histolégicos, e informacién util sobre la influencia del tratamiento. La inclusion del
estudio de la IL-7, probablemente su mas potente estimulador, en mas de 60
pacientes y su correlacién con dichas variables pensamos afade datos importantes
que ayudan a esclarecer cual puede ser el origen de esta inmunodeficiencia, y
sobre todo su importancia clinica, abriendo el camino a posibles nuevos abordajes

terapéuticos en la EC.

Las principales debilidades del estudio se centran en la ausencia del estudio de
estas poblaciones en la mucosa intestinal para poder correlacionar estos dos
escenarios anatomicos; y la falta de caracterizacion de los dos subtipos principales
de LTyé (61 + y 62), con funciones y caracteristicas diferentes que ayudaria a
definir con mas exactitud la significaciéon de estos hallazgos. Pensamos que la
realizacion seriada de determinaciones analiticas en el seguimiento de la

enfermedad y con relacion a los tratamientos empleados podria ser de utilidad para
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la caracterizacion de esta inmunodeficiencia.

Este trabajo abre nuevas incognitas que deberan ser despejadas en futuros
estudios. Entre ellos se incluyen: 1) las determinaciones en mucosa de LTyé e IL-7
(y su receptor IL-7R-a), 0 su expresion génica en biopsias y muestras quirdrgicas
de pacientes, comparando las zonas inflamadas con las sanas, y relacionando
estos datos con los niveles séricos; 2) el analisis de las dos subpoblaciones
principales (y tal vez otras adicionales ) en sangre y en mucosa; 3) datos de
seguimiento de una cohorte de pacientes para evaluar su capacidad prondstica
(hospitalizaciones, cirugia, necesidad de inmunosupresion etc.); 4) el estudio
adicional de otros estimuladores linfocitarios en SP como IL-15 o IL-2 y su relacion
con las subpoblaciones linfocitarias; 5) el estudio genético de polimorfismos en la
IL-7 y su receptor para tratar de estudiar un posible defecto en su expresion; 6)
estudiar la posible correlacion de esta inmunodeficiencia con infecciones
oportunistas (como microsporidia u otras); 6) realizar un estudio completo en SP y
mucosa de pacientes con CU y evaluar las diferencias con los hallazgos en EC; 7) o
estudios preclinicos en modelos murinos de Ell empleando estimuladores de los
LTGD y /o su transferencia para evaluar su eficacia en la prevencion de la
inflamacidén, asi como tratamientos estimuladores de la IL-7 (como la rlL-7) o su

bloqueo con anticuerpos monoclonales para evaluar su efectividad.

Actualmente nuestro grupo de trabajo esta desarrollando algunos de estos
proyectos de investigacion que ayuden a profundizar en el conocimiento de este
novedoso mecanismo patogénico, con buenas perspectivas de aplicabilidad en la
clinica en un futuro no lejano (ya que disponemos de estrategias provadas y bien
toleradas). Estos hallazgos junto a los de otros grupos iniciden en la teoria de la
inmunodeficiencia en la EC, e invita a un cambio de paradigma sobre la
enfermedad, animando a investigadores y clinicos a buscar nuevas estrategias para
prevenir y regular estos defectos como terapia alternativa o complementaria al

tratamiento antiinflamatorio e inmunosupresor.
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En conclusién, nuestro estudio demuestra la presencia de linfopenia con una
deficiencia de LTyd en sangre periférica en pacientes con EC, corroborando
estudios previos, asi como su relacion inversa con marcadores de actividad clinica
y endoscopica, que se mantiene con independencia de la presencia o no de
tratamiento y que constituye un nuevo mecanismo patogénico en la enfermedad. La
ausencia de una elevacion compensatoria de la IL-7 demostrada en este trabajo
apunta a un posible defecto inmunitario en la regulacion de estas células, con

posibles implicaciones terapéuticas.
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7. Conclusiones
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CONCLUSIONES

1. Los pacientes con EC presentan valores séricos medios de linfocitos
significativamente menores que los controles. Todos los tipos linfocitarios se
hallaron significativamente disminuidos y esta linfopenia fue independiente de la

actividad clinica y del empleo o no de tratamiento.

2. Los valores séricos medios de linfocitos T gammadelta fueron significativamente
menores en pacientes que en controles. Esta disminucién significativa se mantuvo
en todas las subpoblaciones de linfocitos T gammadelta y se mantuvo

independientemente de la actividad clinica.

3. Los pacientes con edad media entre 17 y 40 afos (A2), presentaron valores
séricos significativamente mayores de linfocitos T gammadelta que los mayores de
40 anos (A3). Aquellos con formas colénicas (L2), tenian niveles significativamente
menores que aquellos con formas ileocolénicas (L3). Se observdé asimismo un
descenso significativo en enfermos con patrén fistulizante (B3), con respecto a los

de patrén estenosante (B2).

4. Se encontré una correlacion inversa entre los valores séricos de linfocitos T
gammadelta y la actividad clinica (indices CDAI y Harvey-Bradshaw) y la actividad
endoscopica (indice SES-CD).

5. Los pacientes presentaron valores menores de |IL-7 sérica que los controles, sin
diferencias significativas. Esta disminucion se mantuvo independientemente de la

actividad.

6. No se encontré una correlacion significativa entre los valores de IL-7 vy la
actividad clinica o endoscopica, ni con la presencia de enfermedad perianal,
manifestaciones extraintestinales, granulomas o el habito tabaquico. Los valores
de IL-7 sérica no se correlacionaron con los valores de los linfocitos totales ni con

las subpoblaciones linfocitarias estudiadas.
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Anexo 1. Hoja de recogida de datos del estudio

Etiqueta identificativa. Nombre. NHC

Etiqueta de laboratorio
N2 de analisis

—Ell: 1=8I 2 = Control

— EIl. (EIl)
o 1. Enfermedad de Crohn
o 2. Colitis Ulcerosa

— Escenarios
a 1. Nuevo Diagnostico
o 2. Enfermedad Activa
o 3. Remisidén

—Sexo:
o 1. Hombre
a 2. Mujer

— Familiares con Ell: (fameii)
Tipo de parentesco y Ell:
a 0.no.
a 1. si. Indicar familiar y tipo de EII.
—1.

— Edad diagnéstico (edaddiag)...............

— Tiempo estimado desde el comienzo de sintomas hasta el diagnostico en meses
(intvdiag)

— Método diagnéstico (Metodiag)
1.Apendicectomia
2.Transito EGD

3. Enema Opaca

4. Colonoscopia

000D DO
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— Localizacion EC (locadiag)
a 1.lleal

. lleocdlica

. Colica

. Ano-rectal

. Yeyunoileal

. Duodenal

. Esofagica.

[ Iy Iy Ny By W [y
ONDUTARWN

— Clasificacion Evolutiva (clasevol)
a 1. Inflamatoria
Q 2. Fistulizante-perforante
a 3. Estenosante

— Clasificacion Actividad EC (CDAI)
(Crohn‘s disease index activity)
o 1.Leve )
o 2. Moderada Cifra:
a 3. Severa

— Complicaciones.(complic)
o O0.NO

— N° de exacervaciones (nexacerv)...........

— Tratamiento: (tipo y dosis)(trat)
a Antibiotico
Sulfasalazina
Mesalamina
Corticoides (prednisona/prednisolona)
Corticoides no absorbibles (budesonida)
Azathioprina/6-MP
Ciclosporina
Metrotexato
Infliximab.
Cirugia

Oo0oO00O0DO0DD0 OO

— Informe anatomopatolégico
a Granulomas
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VARIABLES CROHN LTGD

Resumen H2:
CDAI total:

* N°dep. liquidas ultimos 7 dias: Puntuacion:x2

* Dolor abdominal (0:no, 1:leve, 2: intermedio, 3: severo)
Puntuacién:x5

» Estado general: (O:normal, 1:leve, 2:moderado, 3:grave, 4: muy grave)
Puntuacién:x7

* Manifestaciones extraintestinales
Artralgias/artritis; Iritis/uveitis; Piel/boca; Perianal; Otras fistulas;fiebre
Puntuacion:x20

* Antidiarreicos en la ultima semana: si/no  Puntuacion:x30

* Masa abdominal (no/dudosa/segura) Puntuacion:x10

* Hematocrito %: Puntuacién:x6

* Peso Kg: Puntuacién:

TRATAMIENTO EN LA INCLUSION:

» Salicilatos oral. Dosis Tiempo m:

* Mesalazina topica. Dosis . Tiempom

* Corticoides topicos. Dosis . Tiempo m

* Corticoides orales “no absorbibles” (budesonida/beclametasona).
Dosis Tiempo m:

* Corticoides orales. Dosis Tiempo m:

* Corticoides iv. Dosis Tiempo m

* Imurel. Dosis Tiempo m:

* 6MP. Dosis Tiempo m

* Metotrexate. Dosis Tiempo m

* Infliximab. Dosis Tiempo m

* Adalimumab. Dosis Tiempo m

* Metronidazol oralo iv. Dosis Tiempo m

* Ciprofloxacino oral/iv. Dosis Tiempo m

* Otros:

ENDOSCOPIA antes o después inclusién: (s/n)

Fecha: Pre/simultanea/post
N° meses desde inclusion Sigmo (si/no) lleoscopia (si/no)
Resultado:

SES-CD:

Varnable 0 1 2 3

SESLD:
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HISTOLOGIA: (s/n)

Fecha: N° meses desde inclusion
Inflam Cron Inesp/ Crohn/ Colitis/Indeterminada

Granulomas: (si/no)

ENFERMEDAD PERIANAL: (s/n)
Fistulas /abscesos/ Fisuras’lhemorroides complicadas /Otras /NC

FUMADOR: ( s / n): N° cigarrillos/dia: Dejo de fumar seguimiento (s/n). Meses
tras inclusion: Otros:

OPERADO previo a inclusién: (s / n ). Fecha: . N° meses:

Ne:

Tipo Operacion: (reseccion IC/ Estricturoplastia/Perianal: (drenaje
abscesoffistulotomia/setdn/otras)

FACTORES PRONOSTICOS:

* Tiempo seguimiento m:
* Brote (s/n):
* Visita Urgencias (s/n)/ Fecha /Tiempo desde incl. m: IN®
* Consulta urgente IBD (s/n)/ Fecha /tiempo desde incl. m: /N°
» Step up medicacion (s/n):
MSZ oral/ MSZ tépica/ MSZ topica new/ ATB/ Cotis no absorb /Cortis orales/Cortis
IV / Inmunosupresores/ Bioldgicos
Nueva Medicacion: MSZ o/MSZ t/ATB/Cortis no abs/Cortos o/COrtis
IV/Inmunosupres/ INfliximab/Adalimumab/Otros

* Hospitalizacion (s/n). Fecha: . Tiempo meses desde
incl.. . N° de dias . N° hospitalizaciones
* Cirugia (s/n) Fecha Tiempo m

Tipo cirugia (reseccion IC/ Estricturoplastia/Perianal: (drenaje
abscesoffistulotomia/setdn/otras)
* Otracirugia

OBSERVACIONES:

207



Anexo 2. Hoja de consentimiento informado

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Estamos realizando un estudio de Investigacidn sobre:

“Estudio del papel de los linfocitos gamma-delta y la IL-7 en la Enfermedad de
Crohn.”

Solicitamos de usted, que padece esta enfermedad, una muestra de sangre y/o de tejido de
intestino (biopsia). Se le van a realizar determinaciones analiticas especiales con el fin de
profundizar en el conocimiento de esta enfermedad de causa desconocida.
Si a usted se le ha realizado un estudio por problemas digestivos y no padece la
enfermedad, sus datos nos seran de utilidad para compararlos con los pacientes que si la
padecen.
Sus datos personales seran confidenciales y solo los conoceran los investigadores
principales. Su identificacién no aparecera en ningun informe ni publicacion resultante del
presente estudio.

Se le realizara una encuesta sobre antecedentes personales.

Muchas Gracias por su colaboracion.

Consiento en que se me realicen analisis de sangre para determinaciones analiticas

especiales dentro del estudio que arriba se indica.

Firma del paciente Firma del Médico
En Hospital Arnau de Vilanova de Valencia

Fecha:
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Anexo 3. Estudio previo de los valores séricos de LT gamma-delta
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Abstract

Background Gammadelta T lymphocytes are an impor-
tant component of innate mmunity. Previous sdies have
shown their role in the development of Crohn” s-like colitis
in mice.

Aims The aim of this study was to measure the 96 T
lymphocyte levels in Crohn’s disease (CD) patients.
Methods A prospective study of 40 patients with CD
compared with 4 healthy subjects (control group) matched
by age and sex was undertaken. Lennard-Jones criteria
were used for the diagnosis of CD. Disease activity was
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measured with the Crohn’s disease activity index (CDAI).
Mew patients, patients in remission, and patients with
active disease were evaluated. Lymphocytic populations of
CD3+, CD4+, CD8+, CD36+, CD19+, and xff and pd
subsets were measured in the peripheral blood of all
partici pants.

Results  The levels of CD3+, CDd+, CD8+, and CD19+
lymphocytes were decreased in CD patients compared with
the control group (F = 0.002, 0.04% 0.003, and 0.023,
respectively). Although both 4 and 2ff T lymphocytes
were lower in patients with CD, p8 T subsets showed the
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lowest levels in CD patients (mean 0.0259 x ](!qﬂ]l VErsus
healthy controls (mean (.0769 x ]{:".ﬂ].__ P <0001 In
particular, pé¢ CD8+ T subsets (mean 0.0068 x 10%/1) had
the largest difference compared to the control group (mean
00199 x 10°1), P = 0.008,

Conclusions  There is a decrease in the global lvmphocyte
population in the peripheral blood of patients with CD
compared to healthy controls. This decrease is more evi-
dent in & T lymphocytes, especially pé CDE+ T subsets.
Our conclusion is that these results support the theory that a
complex alteration of immune responses that affects the
total numbers and function of 3¢ T cells is present in CD.

Keywords Crohn’s disease - Gammadelta Tlymphocyies .
Immune-deficiency - Peripheral blood

Abbreviations
D Crohn's disease
MHC Major histocompatibility complex

Int roduction

The study of the immunology of Crohn's disease (CD),
specifically the role of lymphocytes, is a key element for
understanding the pathogenesis of the disease. There are
two T lvmphocyte populations that can be distinguished by
the expression of 2ff or pé chains [1-4]. 2f T lymphocytes
are more frequent (90-95%) in the peripheral blood,
spleen, and lymph nodes. On the other hand, 3¢ lympho-
cytes constiute only a small proportion (1-5%) of the
lymphocytes that circulate in the blood and peripheral
organs, and they are present mainly in the epithelia, where
they can constitute up to 50% of intracpithelial T cells
(IELs) in the mucosa [5, 6]. One of the most interesting
features of ¢ T lymphocytes is the ability to recognize
antigens without the normal constraints of antigen pro-
cessing/major histocompatibility complex (MHC) restric-
tion [7-%]. In addition, they can recognize nonpeptide
ligands [10].

The lack of antigen processing/MHC allows 3¢ T lym-
phocytes to respond quickly, and their different ways of
recognition can also provide a comprehensive response.
Therefore, they are considered to have an important role in
the innate or nonspecific immune responses. Furthermore,
animal models of CD-like experimental colitis in mice
have shown the important role of ¢4 T lymphocytes in this
disemse. A decrease of pd T lymphocytes results in a
deterioration of the histological lesions, as well as an
increase in mortality in these mice [11-13] and, in contrast,
the infusion of & T lymphocytes in these models improves
lesions and increases survival [14].

& Springer

One of the hypotheses developed to explain the etiology
of CD is the immune-deficiency theory. This theory con-
siders the defects of innate immunity as the primary
pathogenic factors in CD. and, therefore. considers that
therapy should be mimed at bolstering innate inumuomty
rather than suppressing it [ 15].

The aim of this sdy was to measure the different
lymphocyte subsets in the peripheral blood of patients with
CD, particularly pdé T lymphocytes. Our hypothesis was
that these lvmphocyte subsets could be altered: this would
reflect a deterioration of the innate immunity and contrib-
ute to the development of the disease.

Methods
Study Population

Forty patients with CD were included in this prospective
study. Patients were recruited & random among CD
patients who had been admitted to the emergency and
gastroenterology  departments  (both newly diagnosed
patients and patients with active disease) and among CD
patients in clinical remission followed at the outpatient
clinic of the Department of Gastroenterology, Amaun de
Vilanova Hospital, Valencia, Spain.

Lennard-Jones criteria were used for the diagnosis of
patients with C[ [16]. Disease activity was measured using
the Crohn's disease activity index (CDAI) [17]. Three
different clinical scenarios were defined [18. 19]: “new
patients™ were patients with active CD presenting at, or
shortly after, diagnosis with no previous treatment for CD;
patients in “remission” were patients with a CDAL < 150
for at least 12 months; patients with “active disease™ were
patients with a CDAL = 150 and signs and symptoms of
disease. In the present study, 40 patients with CD were
included: 15 (37.5%) were new patients. 13 were patients
in remission (32.5%), and 12 patients had active disease
(30%).

Twenty-three patients (57.5% ) were in treatment at the
moment of the sampling. Ten of the 12 patients with active
disease (83.3%) and nine of the 13 patients in remission
(62.2%) were taking specific treatment for CD. Of these 23
patients with treatment, 11 were treated with one drug only
(47.8%), eight with two drugs (34.8%), two with three
drugs (8.7%), and two with four dugs (8.7%). Twelve
patients were treated with mesalazine, nine with azathio-
prine, seven with metronidazole and ciprofloxacin, seven
with prednisolone, three with sulfasalazine, and three with
infliximal.

Forty healthy blood donors were recruited (control
group). matched with the patient group by sex and age
(£5 vears). CD  patient’s relatives were excluded.
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Additional selection criteria for control subjects were:
absence of acute infections, inflammatory, autoimmune, or
immune-deficiency diseases, and no immunosuppressive or
antibiotic treatment or any kind of vaccine during the
Previous year.

Each participant in the study signed an informed consent
form, and the study was approved by the Ethics and
Investigation Committee of the Amau de Vilanova Hos-
pital, ¥alencia, Spain.

Yariables Studied

The following variables were recorded: age and gender:
CDAL clinical scenarios: remission, active disease, new
patient: complete blood count and lymphocyte population:
CD3+, CD4+, CD8+, CD36+, CDI94, afiCD3+,
afiCD4+, afCDE+, «fCD56+, pCD3I+, poCD4+,
3 CDE+, pdCD56+: indicators of inflammation: erythro-
cyte sedimentation rate (ESR) and C-reactive protein
(CRP).

Methods of Blood Sample Analysis

Blood cell counts were performed using the Coulter LH750
Automated Hematology Analyzer (Beckman Coulter, Ful-
lerton, CA). Monoclonal antibodies used were as follows:
CD45, CD4, CD&. CD3, and CD19 for the peripheral blood
subpopulations and CD4, CDHE, CD36, CD2, CD3, CDI1Y,
TCRafi, and TCRyé for the T 36 lymphocytes study.

The pé T lymphocyte populations were analyzed with
phycoerythrin-cyanine 5.1 (PC3) conjugated anti-hwman
TCR 3-8 (Beckman Coulter, Miami, USA [clone: IMMU
510]). This is an antibody (IgG] mouse) that allows the
identification and numeration of cell populations ex press-
ing the TCR y# antigen present in human biological sam-
ples using flow cytometry. IMMU 510 recognizes all pé T
cell populations regardless of the variable genes or junction
regions they express, as assessed by immunofluorescence
studies on polyclonal 36 T cell lines, as well as 3 T cell
clones.

The xf T lymphocytes were analyzed with PCS conju-
gated anti-human TCR z—§ (Beckman Coulter [clone:
IP26A]).

The level of CRP was measured in serum from patients
using a heterogeneous enzvmatic sandwich immunoassay
with an endpoint immunofluorescence reading method
(Vitros Chemistry Products®).

The ESR was measured with the TEST 1 (Alifax,
Padova, laly) using a quantitative capillary photometry-
based technology. After 3 min of mixing a blood sample
collected in a twbe containing K3-EDTA, the ervthrocyte
microsadimentation was measured at 37°C by centrifuging
each sample at about 20=g and simultaneously taking

LOO0O readings (950 nm) during the first 20 s of sedimen-
tation. From these readings. a sedimentation curve was
plotied, and the data were converted into Westergren val-
ues by means of a linear regression model.

Statistical Analysis

Descriptive statistics were obtained using standard proce-
dures. The assumption of a normal distribution for con-
tinwous variables was verified using graphical tests and the
Kolmogorov-Smimov test. When normality was assumed,
the Student r-test for paired samples was used t©o compare
the means of the gquantitative variables. Wilcoxon's non-
parametric test was used to study the variables that did not
have a normal distribution, and the exact method was
chosen. When we analyzed the differences between cases
and controls according to the clinical categories, the non-
parametric Wilcoxon test was always used, because of the
low number of patients in each group.

The level of significance was taken as a P-value of less
than (.05 (bilateral contrast). The data were analyzed using
the statistical software SPSS, version 15.

Results
Demographic Parameters

Eighty subjects were included in the study, 40 patients with
CD (17 female and 23 male) and 40 healthy controls. The
mean age of patients with CD was 40.7 years (95% con-
fidence interval [CI], 35.9-45.6) and the mean age of
controls was 41.4 years (95% CL 36.2-46.6), P = (.865.

Complete Blood Count (CBC) and Lymphocyte
Subsets

The results of the CBC and lymphocyte populations are
shown in Table 1. It is striking to note the low values of
total lymphocytes in CD patients, although the number of
leukocytes, neutrophils, monocytes, and platelets was
higher in these patients. All levels of CD3+4, CDd+,
CDE+, and CDI1%+ lymphocytes, with the exception of
CD56+ T lymphocytes, were decreased in CD patients
compared to the control group.

The lymphocyte 36 and 2§ chain subsets in patients with
CD compared to the control group are shown in Figs. 1, 2,
3, and 4. Although both 36 and 2§ T lymphocytes were
lower in patients with CD, pé T lymphocytes had the
largest decrease in CD patients (mean, 00259 x ]{!qﬂ',
95% CI, 0.0198-00359) with respect to healthy con-
trols  (mean 00769 ]{qul', 95% CL 0.0564-0.1011),

€0 Springer
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Table 1 Results of complete

Cells {normal valwe) Crohn's disease (r = 440), Contmk (r = 40), P-value
tlood connts (LHES) and mean (95% CT) mean (95% CT)
lymphocyte populations,
Comparison between Crohn’s Leucocytes (4.0-11.5 = 1071 B.78 (7.63-9.73) 6.94 (6.17-7.70) 0,003
disease (D)) patients and i o N -
control subjects Neutrophils {1.5-7 = 10°1) 6.23 {3.37-7.08) 3EE (324452 <0001
Monocytes (0.1-1 = ll]q."]] 069 {0.59-0.79) (.56 (0.50-40.61) 0015
Eosinophils (0.7 = 107 016 (01240210 U180 14402 A,
Basophils {(0-0.4 = 10713 003 (002=005) L (002 -0.05) A,
Platelets { 125450 = ll]g.ﬂ] 357 51 {321 E1-393 21) 25390 (222 TH-2E5.04) =001
Lymphocytes {1.0—4.0 = li]gﬂ] 164 {1.47-1 82) 22T (206-2.449) =001
CD3+ 121 {1.01-1 4) L6l {1L41-1.E1) 0002
O+ 0LES (073097 102 (0L.BE-1.1T) L9
CDE+ .49 {0.41-058) .66 (0L5THLTE) 0003
CDS6+ 019 (0. 15-40.24) 021 (0. 16-40.26) L&,
Cl confidence interval: ms not Cpjog 0,19 {0.14-0.24) 0,27 (0.21-40.33) 0,023
significant
Fig. 1 Peripheral blood CD3+ 80 4000 4 8 0200 4
78 T lymphocyte subsets and g g.
O+ ','45. CDE+ :,'43. and 8 a
CD56+ 38, Values are = =
TN - 0.0763
expressed as means {x 10 E 04780 E- 00300 4 00198
and the T bars show 95% a r
confidence interval {CIs). Thene = =
was a significant difference & 00800 - £
between the Crohn's disease -§ T o100 -
{n = 40} and control group E 0.0088
{n = 40) in CD34+ 76 T E — 0 0350 E .
Iymphocytes (P < 0.001], i o o
CDE+ 78 (P = (0L.008), and & 0000 4
CI4+ 76 (P = (L6 é a
O oo . . o
Crohn Contred Crohn Contral
w o
g 02080 - —— g ——
& -]
£ ]
E g 0150
00040 =
A 00037 fn Qo11eE
- = 00700 -
8 £
& P -
'E 00020 H =
E 0.0013 e g a0 g -l
£ I :
é 05000 - = ooao -
U T T % T T
Crahn Cantrel Crahn Contral

P = 0001 (Fig. 1). In particular, 35 CD8+ T lymphocytes
had the greatest difference (mean 0.0068 = 10°0; 95% CI1,
00046-0.0060) in CD patients versus the control group
(mean 00199 = 10°1; 95% C1, 0.0106-0.0292), P=
UXLILE

The percentages of lymphocyte p& and =ff chain subsets
in patients with CD compared to the control group are
shown in Table 2. There is a small and significant increase
of 2fCD4+ compared to the control group, while the

& Springer

proportion of & T lymphocytes, especially p4CDE+,
decrease strongly compared to the control group.

The flow cytometric analysis of subject controls (A) and
patients with CD (B) is shown in Fig. 5.

Clinical Scenarios

According to the previously defined clinical scenarios, p6 T
lymphocytes were lower in new patients, remission
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Fig. 2 Peripheral blood CD34+
a2fi T lymphocyie suhsets and
CDd+ xfi, CDE4+ 2fi, and
CD564+ aff. Values are
expressed as means { = 10°71)
and the T bars show 95% Ck.
There was a significant
difference between the Crohn's
disease {r = 40 and control
group {r = 40) in CD3+ «f T
Iymphocytes (P = 0.021) and
CDE+ aff (P = 0.005)

Fig. 3 Peripheral blood CD34+
78 T lymphocyte subsets and
CDe 4y, CDE4 76, and
CD56+ 36 according to the
clinical criteria for new patients
{r = 13), emission {r = 13),
and active disease (r = 12).
Values are expressed as means
{3 10°1) and the T bars show
95% Cls. There wene significant
differences between new
patients versus contmols in
CD3 4 38 T lymphocytes

(P < 0001, CDE+ 36

(P = 0030}, and CD4+ 36

(P = 003}, and remission
versus controls in CD34 36 T
Iymphocytes (P = 01.002),
CDE+ 7 (P = (L00K), and
CDd 4+ 36 (P = 0.012)
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Fig. 4 Peripheral blood CD3+ 2000 4 07000
afi T lymphocyie suhsets and 2 -
CDd+ 2 fi, CDE+ aff, and g- D000
CD564+ aff according to the 2 e
clinical criteria for new paticnts £ ,em- 1511 {00 04350
(m = 15), emission {r = 13), §. | 1.400 g
and active disease (r = 12). '__' '-_' 04000 o DA338
Valees are expressed as means . E 0 2488
(2 10°1) and the T bars show & 1.082 1,063 —
95% Cls. There were significant g 1.000 ¢ i g 032853
differences betwoen new
. . . s 0.2000 4
patients versws contmls in E
CO3+ afi T lymphocytes (5] o
P= l].l]li]. CD¢+ af l;llellﬂlHt Active Ssewss New Patient Active digsase
(P = 0.042), and CD4+ afi Remission Contral Rermission Cartrol
(P = 00497, and active disease
and controk in CDE+ xff
(P = 0.032) = T
_§. - E‘ 000K =
.1 1 Q
£ 10000 £ e
E LE ] g 0070 00112
3 08532 P 00600
= e -
.| % 00ATs
é 0. 7305 0737 E 0400 - 0.0422
[ -
é 05000 - % p—
[ o
Manllkrt Active I:.lhlﬂl Mew I"Iiilrrt Active I;"ll_l
Remission Control Remission Cantrad
?;:ﬂb;i}:ﬁxﬁ:; Crohn's disease (r = 40), Controls fr = 400), Povalue
: {(95% C {95% CI
Comparizon between CD fean D frean )
prtimiz and conirol siyects D3+ TLEY (6547-75.32) 70.24 {67.46-7301) IS,
CDa4 4E.T5 (45.43-52.06) 4458 (41.894727) 0.0x9
CDE4+ ZE.33 (25533080 Y2 (26.49-3134) s,
CD56+ 10,73 (B63-12 84) Q.31 (759-11.03) s,
CD3+ afi G690 (63 21-T0.59 66,85 (64026969 s,
CD4+ afi 46,38 (42.75-50.01) 40,06 (3569444 3) 0036
CDE+ afi 2106 {18 17-23.96) T2ET (20.21-2552) s,
CD56+ aff 322 (2034.440) ZHE3 (1 68-3.99) s,
CD3+ 3 169 {1.17-2.22) 342 (2444410 .01
CD4+ 3 00 (D050.15) .16 (006D 26) s,
CDE+ 3 042 (032-40.61) 0.79 N 50-1.18) .26
CD56+ 76 026 (0.17-40.41) (.48 (0.2 1-4.82) s,
CD 9+ 1071 {9412 48) 1185 {999-13.71) ns.

patients, and in active disease patients (Fig. 3). This dif-
ference was statistically significant between pairs of new
patients and their corresponding controls (P-value for exact
test, bilateral contrast = 0.001) and those in remission
(P =0.002). The pdCD4+ and ydCDE+ T lymphocytes
were also significantly lower than their controls in new
patients [ = 0.030 in both cases) and among patients in
remission (P = 0.012 and P = 0008, respectively). In the

same way, the 2ff T lymphocyte populations were lower in
CD patients in all of the clinical scenarios compared to
controls (Fig. 4). The difference was statistically signifi-
cant for the new patient group (F = 0.016) and was mar-
ginally significant for active disease patients (P = 0.10).
The xfiCD4+ and 2ffCDE+ T lymphocytes were signifi-
cantly lower than their controls in new patients [/ = (.04%
and F = 0.042, respectively), but not among patients in
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Fig. 5 Flow cytometric analysis using PCy5-1abeled anti-pé TCR mAb. The squres represent peripheral blood 36 T lymphocytes and subsets,
CDE+ 36T cells percentages {B2), and CDM+ 36T celk percentages (G2) for controls fa) and patients with Crohn's disease (b)

remission. Also, a significant reduction in the =fCDE+ T
lymphocyte population was found among patients with
active disease (P = 032). The differences did not reach
statistical significance in the Wilcoxon nonparametric test
for the pdCDS6+ T lymphocytes (although there was a
marginal relation for the new patients, P = 0.10) or the
=fiCD56+ T lymphocytes in any clinical group of cases
and their corresponding controls.

Patients in Treatment

Twenty-three patients with CD had had treatment (57.5%).
Comparing patients with CD who had been treated and
those who had not had prior treatment, there were signifi-
cant differences in the CD8+ T lymphocytes and CD19+
lymphocyte population. CDE+ T lymphocytes in the
treated patients group had a mean of 0407 (95% CL
0.332-0480) versus 0.567 (95% CL 0.415-0.719) in
untreated patients (P = 0.037). The mean CDI9+ lym-
phocyte population was 0,143 (95% CI, 0.103-0.184) in
treated patients versus 0.246 (95% CI, 0.158-0.335) in
untreated patients, P = 0.035.

Crohn’s Disease Activity Index (CDAI)
The average levels of CDAl in all patients with CD were

154.3 (95% CIL 122.0-186.5); in the new patient group,
153.2(95% CI, 112.6-193.8); in the remission group, 69.1

(%5% CI, 54.2-84.1); and in the active disease group, 247.6
(05% CI, 182.6-312.9). There was no correlation between
CDAI and T lymphocyte subsets.

Indicators of Inflammation

The mean levels of CRP were 44.9 (95% CIL, 28.3-61.6) in
CD patients versus 4.8 (95% CL, 4.1-5.5) in the control
group (P < 0.001), while the mean levels of ESR were
46.4 (95% CI, 34.3-58.5) in CD patients and 6.1 (95% C1,
5.4-69) in the control group (P < 0.001). Although the
average levels of CRP and ESR in the treatment group
were lower than in the untreated group (33.7 vs. 48.8 and
35.7 vs. 40.5, respectively), they did not reach statistical
significance (P =0.587 and P = 0268, respectively).
There was a slight negative correlation between CDAIL and
CRP(r = =259, P = 0.032) and between CDAI and ESR
(r = =380, P = 0.001).

Discussion

This sudy demonstrates that patients with CD have a
reduced number of lymphocytes compared to healthy
subjects. Moreover, there is a reduction of both 16 and 2ff T
subsets, but the lyvmphocyvte population with the most
decreased level in peripheral blood in CD patients is the pd
T subset. Interestingly, when comparing the percentages of
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lymphocyte population, there is no difference between CD
and the control group, except for higher levels of 2fi CD4+
T subsets, while the percentages of 36 T subsets were low.
This observation is consistent with the experimental find-
ings in mice when an animal model of Crohn’s-like
experimental colitis was induced [11-14]. Colitis was
induced using an intra-colonic application of 2.4,6-trini-
trobenzene sulphonic acid, and the subsequent depletion of
¢ T lymphocytes resulted in a significantly increased
mortality and more severe histological lesions compared to
controls [12]. The same event takes place when mice
depleted of, or deficient in, 34 T cells were exposed to
dextran sodium sulfate in order to induce colitis. The
reduction of pé T lymphocytes by pé-TCR antibodies is
also reflected in an aggravation of colitis and terminal
ileitis, particularly during the early phase of intestinal
inflammation [13]. On the other hand, the transfer of 6 T
Iymphocytes improves lesions and increases survival [ 14].

In the human intestinal muocesa, three studies have
described a decreased level of the 4 T lymphocyte pop-
ulation in patients with CD [20-22]. However, an article by
McVay et al. [23] reported an increased level of pé T
lymphocytes versus controls. Lee et al. [22] showed that
CD3+, TCR zff, and TCR y4 populations were signifi-
cantly decreased in the intestinal mucosa, comparing CD
patients with control patients. Bucht et al. [21] described a
decreased proportion of TCR ypd-carrying T cells in the
inflamed mucosa compared with a macroscopically normal
area of the colon, but a significantly increased percentage
of T cells bearing the TCR 4 were found in the peripheral
blood of patients with CD compared to healthy individuals;
unfortunately, this investigation included only three
patients with CL.

In our study, the CD8+ T lymphocyies were the most
decreased type of cells in both 2§ and 46 T populations. It
is known that over 50% of intraepithelial lymphocytes
express CDE+ in the mucosa. Kosiewicz et al. [24] showed
that intestinal inflammation in SAMPUYit mice was
characterized by a dramatic decrease in the IEL
CD8a+TCRyd+/CDBx+TCRxf+ ratio.

There are few published studies on lymphocyte popula-
tions in the peripheral blood of patients with CD, and most
of them were performed nearly 30 years ago. Therefore,
there are scarce bibliographical references about both xf
and 94 T cell populations, because of their relatively recent
discovery. Global T lymphocyte population reduction has
been described in patients with active CD. This reduction is
directly related to CD44 and CD8+4 subsets [25-27].
However, another study did not find any differences in these
subsets [28]. Our results confirm these population reduc-
tions, which primarily involves the 38 T cell subset.

The decrease in global lvmphocyte population also
oCcours in new patients, patients in remission, and patients

with active disease, but it is the pd T lymphocytes, spe-
cifically pé CDE+ T cells, that are decreased in all clinical
scenarios of CD. Interestingly, patients in remission have a
greater varigbility in the 2f T subsets. It appears that, in
some cases, the patients recovered these =i T subset levels,
reaching levels that are similar to control subjects. Godin
et al. [29] reported that patients with active disease (CD)
untrested with steroids had significantly higher proportions
of CD4+4 T lymphocytes and lower proportions of CDE 4.
Mo alterations in absolute numbers or proportions of CD4+
or CDE+ T lymphocytes were noted in steroid-treated
patients and patients with inactive disease. These findings
are consistent with the findings of our study, although the
treatment does not appear to be the cause of this increase,
because there are no differences in lymphocyte subsets
between treated and untreated patients. However, 36 T
lymphocytes remain low in the three clinical forms (new
patients, remission, and active disease).

Selby and Jewell [25] reported that absolute numbers of
T lymphocytes were reduced in patients with active CD.
CD4+ Tand CDE+ T lymphocytes numbers were reduced
in active CD.

An increased sample size would be necessary for an
in-depth study in this area Furthermore, it would be
important to determine the effects of specific reatments on
Iymphocyie subsets and which particular drugs may alter
the lymphocyte subsets. It would be important to increase
the number of cases in future studies so that, after strati-
fying for the different clinical scenarios (new patients,
patients in remission, and patients with active disease), and
distinguishing between the different treatments used for
each patient, the results would have more statistical
strength. This aspect is currently under study by our group.

It also seems that the decrease of lymphocytes in CD is
not caused by reatment, and, therefore, it must be part of
the disease pathogenesis. This lymphocyte decrease could
be caused by microorganisms which perpetuate the
inflammation, or, conversely, it could be a direct conse-
quence of etiological factors. The latter could be explained
by the apoptosis phenomenon that would accompany this
type of infections, but this seems unlikely. Some smdies
suggest a resistance to apoptosis in lymphocytes of patients
with CD [30-33].

These findings appear to have evident implications for
clinical practice. The & T lymphocytes are efficient at
exerting antibody-dependent cell-mediated cyvtotoXicity in
the absence of an allogeneic response and, in vivo, they
also respond to certain bacterial, wiral, and parasitic
infections. Recently, a regulatory potential for 8 T lym-
phocytes and suppressive effect on T helper activity and
proliferation has been proposed. Lymphocytes pd secreted
little 1L.-2 but high quantities of INF-y, IL-10, and TGF-J;
probably, CD is a complex immunological disease that
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involves many different T cells, directly or via regulatory
effects, where pd¢ T cells, both intraepithelial and circu-
lating, play a central role [14, 34]. The levels of those
cytokines and the in vitro activity of 34 cells in CD should
be explored in new research projects.

Therefore, they could be candidates to become a cell-
based immunotherapy agent [35]. Furthermore, pé T
lvmphocytes can be activated by natural or synthetic
phosphoantigens, which offer the possibility of the devel-
opment of pd T cell-based immunotherapy. Our study has
shown a significant specific decrease of 4 T lymphocyte
population in CD, and it could be possible to use these cells
as a therapeutic tool.

In summary, there is a decrease of lymphocytes in the
peripheral blood of patients with CI. This decrease is more
evident and significant in the 9§ T lymphocyte subsets,
both overall and independently of the subsets of patients
studied. CD8+ T lymphocytes are lowest in both the 38
and =f T subsets. Lymphocyte populations do not differ
between treated and untreated patients, except in CD8+ T
and CD1%+ lymphocytes. Our conclusion is that these
results support the theory that a complex alteration of
immune responses that affects the total numbers and
function of 34 T cells occurs in CD.
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Anexo 4. Estudio previo de los niveles séricos de IL-7 en enla EC

LETTERS TO THE EDITOR

Deficit of Interleukin-7 in
Serum of Patients with
Crohn’s Disease

To the Editor:

We recently reported a decrease
in the overall lymphocyte population
in the peripheral blood of patients with
Crohn’s disease (CD) compared with
healthy controls. This decrease was
more evident in 36 T cells, especially
6 CD8+ T subsets. The decrease
oocurred  in  different  groups of
patients, l.e., new patients, patients in
remission, and patients with active
disease.”

Interleukin (IL)-7 is primarily
produced by stromal cells of human
bone marrow and is essential for
T-cell proliferationz: it is also pro-
duced by intestinal epithelial cells,
which regulate the proliferation of
lymphocytes in the intestinal mucosa?
IL-7 has been recognized as a media-
tor of the homeostatic mechanisms that
maintains a stable number of native
memory T cells in the peripheral
Immune system."

It 15 thus to be expected that,
given the demonstrated decrease in CD
T lymphocytes, the Immunpe system
would try to correct it by increasing
production of IL-7 and, therefore,
lymphocytes.

Watanabe et al’ showed that the
expression of IL7 in the inflamed
mucosa of the colon in patients with
ulcerative colitis in the active phase
was significantly decreased, compared
with the colonic mucosa of normal
subjects or patients in remission. Fur-
thermore, a significant difference has
recently been described in the expres-
sion of IL-7 in serum from pediatric
patients with CD. IL-7 levels were sig-
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of America, Inc.

DOI 10.1002//ibd 22914

Published online in Wiley

Online Library (wileyonlinelibrary.com).

Inflamm Bowel Dis

pe/mi.

50 P = 0009

P =005

40 -

New Paticut

30
11.47
0 4 18.42
15.01
10

Remission

i“

Active discase Conirol

FIGURE 1. Circulating levels of IL-7 in serum from patients with CD. According to
the dinical criteria for new patients (n = 10), remission (n = 9), and active disease
(n = 9). Control group (n = 28). Values are expressed as means (pg/mL) and T
bars denote standard deviation. P-values comespond to those obtained using the

Mann-Whitney U-test.

nificantly higher in patients in remis-
sion, compared with patients with
active disease.”

Using serum samples from our
previous smdy.' we measured the IL-7
of 28 patients with CD compared with
control patients (IL7: instant ELISA
for human interleulin-7; eBioscience,
San Diego, CA). Curiously, the IL-7
levels were significantly lower than
those of controls in all the clinical sce-
narios of CD (Fig. 1). We found no «f
or yé correlation between the T subsets
and 1L-7. When patients with CD who
had been treated (n = 15) were com-
pared with those who had not received
prior treatment (n = 13), there were
significant differences in the IL-7
levels.

These findings should be studied
in depth, as this decrease in the
expression of IL-7 could be closely
related to the decrease in T lympho-
cytes in patients with CD.
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