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D. ABREVIATURAS EMPLEADAS EN LA TESIS
ADN: 4cido desoxirribonucleico.

AMP: Adenosin monofosfato.

ARN: 4cido ribonucleico.

Breg: linfocitos B reguladores.

CARD15: dominio reclutador de caspasa 15.

CD: cluster of differentiation. Tipo de antigeno propio del sistema inmune
de mamiferos.

CDAI: Crohn's disease activity index. Indice de actividad de la enfermedad
de Crohn.
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DE: Desviacion estandar.

EC: Enfermedad de Crohn.
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1g: inmunoglobulina.

IL: Interleuquina.
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LB: linfocito B.
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NF-kB: factor nuclear de transcripcién de las células B.
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1.-INTRODUCCION GENERAL

1.1.- QUE ES LA ENFERMEDAD DE CROHN (EC)

La Enfermedad Inflamatoria intestinal (EIl) agrupa una serie de
trastornos de causa desconocida, asociados a una respuesta inmune
desmesurada que produce lesiones de profundidad y extension variable
fundamentalmente en el intestino delgado y/o grueso. Incluye la colitis
ulcerosa (CU), la EC, la colitis inclasificable (cuando el diagndstico
definitivo no ha podido establecerse tras los estudios habituales) y la colitis

indeterminada (cuando el paciente ha sido operado y la histologia de la pieza

., . . 1
de reseccion no pueden discriminar si es una EC o una CU)".

La EC es un proceso inflamatorio crénico y recidivante, sin
tendencia a la curacién, que puede afectar a todo el tracto gastrointestinalz.
Tiene una evolucién dificil de predecir, alternando periodos de mayor y
menor intensidad sintomatica. Su etiologia permanece desconocida, aunque
se han acumulado multiples datos de su patogenia, que es compleja y
multifactorial®. Se piensa que la EC resulta de una respuesta inmune
aberrante y continua contra la microbiota intestinal, catalizada por una
susceptibilidad genética individual y multiples factores medioambientales 43

La edad de aparicién de la EC presenta una distribucién bimodal,
con un mayor pico de incidencia entre los 15 y los 35 afios y un segundo pico
menos acusado entre los 55 y los 65 afios®. Asi pues, predominantemente
afecta a individuos jovenes, con frecuentes brotes que requieren
hospitalizaciones y cirugia, afectando la calidad de vida de los pacientes y

de su entorno. Por esto tiene una influencia enorme en la capacidad de trabajo

. -z N4 .
de los pacientes, con una gran repercusion econdmica’. Un estudio europeo
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multicéntrico de 2015 calcula el coste del primer afio de tratamiento de un
paciente con EC en 1.803 euros por pruebas diagndsticas, 11.489 euros por

cirugia, 1.027 euros por tratamiento estandar y 7.376 euros en tratamientos

Y . , . , . 8
bioldgicos, cuantificando asi su enorme impacto econémico .

La EC constituye un problema de salud en los paises desarrollados.
La incidencia de la EC ha aumentado de manera muy destacada en los
Ultimos afios en nuestro pais, habiéndose igualado practicamente las
diferencias existentes entre el norte y sur de Europa. Estudios
epidemioldgicos realizados en Espafia muestran una incidencia de la EC de
7,92 por 100.000 habitantes/afio, con una prevalencia de 87,5 por 100.000
habitantes, muy similar a otros paises centroeuropeosg. La prevalencia es

similar en hombres y mujeres, con un razon hombre/mujer de 2,9-0,76/110.

Se estima que en Europa un millén de personas tienen EC'. Datos de un

estudio realizado en nuestro centro en 2008-2009 en el area del Hospital

Arnau de Vilanova de Valéncia arrojan una incidencia de 4,43 por 100.000

habitantes/afio para la ec’?,

Por tanto, comprender los aspectos fisiopatologicos de la EC es
bésico para la prevencién y el disefio de estrategias terapéuticas eficaces. Sin
embargo, la causa de la EC sigue sin resolverse. Con el presente trabajo

pretendemos colaborar al conocimiento de su etiologia.
Las teorias basicas de la etiologia de la EC son:

- Teoria infecciosa, segun la cual uno o varios agentes infecciosos

estarian en el origen de la enfermedad.

- Teoria autoinmune, basada en que la propia inmunidad actla

contra el tracto gastrointestinal. Se han descrito anticuerpos anti-linfocitos,

anti-células caliciformes, contra antigenos eritrocitarios o autoanticuerpos

Relacion de los linfocitos B1 con la enfermedad de Crohn Péagina | 22



pancredticos, sin conocer si son una consecuencia seroldgica de la EC o si es

. ., . .13
un resultado de la disfuncion de la barrera intestinal .

- Teoria genética, basada en las alteraciones genéticas presentes en

la enfermedad, que se describiran a continuacion.

- Teoria autoinflamatoria, justificada al ser la EC una enfermedad

con brotes, consecuencia de una mala regulacion del proceso inflamatorio.

- Teoria _de la higiene: el uso de antibioticos y la mejora de las

condiciones sanitarias ha provocado la disminucion de las infecciones en la
infancia y el aumento de las enfermedades alérgicas mediadas por linfocitos

Thelper 2, con las que se podria relacionar la Ell.

- EC como una inmunodeficiencia. Es la teoria mas en boga en los

Gltimos afos, en la que nos basamos para la presente investigacion. El origen
de la EC seria una inmunodeficiencia, que generaria una respuesta inmune
compensatoria que conduciria a las manifestaciones clinicas de la

enfermedad.

Explicaremos estas teorias, sus bases, las investigaciones que las
sustentan y especialmente los mecanismos fisiopatolégicos que justifican la
implicacion de la inmunidad, méas en concreto la inmunidad innata y dentro

de ella la posible implicacién de los linfocitos B1 en la EC.
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Autoinflamatoria?

Autoinmune?

Higiene?

Figura 1. Factores etiologicos/teorias en la EC

Original para la presente tesis.
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1.2.- LA TEORIA INFECCIOSA COMO ETIOLOGIA DE LA EC:
AGENTES INFECCIOSOS RELACIONADOS CON LAEC

En la luz intestinal conviven una enorme cantidad de

microorganismos (10" organismos por g de contenido de colon), de
. . 14 . - . ,

manera pacifica con el huésped™". Ademas, benefician al huésped a través del

metabolismo de componentes alimentarios no absorbidos y la produccion de

. . 15 . . .
vitaminas ~. El microbioma humano comprende aproximadamente unas

1.150 especies bacterianas, y cada individuo aloja unas 160 especiesle.

Existe una prevencion de la respuesta inmune contra los gérmenes

comensales y también una deteccion y eliminacion de microorganismos
. 14 . e
patégenos™ . Los mecanismos fisioldgicos por los que se toleran los

gérmenes comensales y por los que sin embargo, se detectan los patégenos
y se actla contra ellos, son complejos y muchos de ellos desconocidos. Se

sabe que el balance entre los linfocitos T reguladores y efectores (Thl, Th2 y

Th17) es esencial para esta homeostasis intestinal®".

La asociacion entre los cambios en la microbiota y la Ell se ha
. 18 . .
establecido claramente™ . Muchos estudios han examinado la flora tanto en la

EC como la CU, en segmentos afectos como sanos, y han demostrado que

existe una biodiversidad reducida en el microbioma fecal en estos

. 19
pacientes comparados con los controles sanos™.

En el colon sano, predominan los filos Firmicutes y Bacteroidetes,
siendo més del 90% de todos®. Contrariamente, en la EC la microbiota se

caracteriza por una ausencia relativa de Firmicutes y Bacteroidetes, y un
aumento de enterobacterias, especialmente Escherichia Coli (E.Coli)

asociado a mucosa. Hay evidencia de que este E. Coli, tanto en ifleon como en
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colon, y su presencia en los granulomas de la EC tiene un papel patogénico

. . 421,22
primario .

Una reduccion de Faecalibacterium prausnitzii (una
Firmicute), se ha asociado con un riesgo aumentado de recurrencia ileal
postoperatoria en EC y su restitucién experimental ha tenido efectos anti-
inflamatorios®®. Por otro lado, varios productos que producen estos
microorganismos como el butirato y el propionato contribuyen a la
inflamacion intestinal, ya que afectan a las células del sistema inmune y a las
citoquina324.

En el colon sano existe una cubierta de moco continua, que esta
constituida por dos capas: una externa, adherente, buena para el crecimiento
bacteriano; y una interna, normalmente estéril. En la Ell, especialmente en la
EC, hay un marcado aumento de las bacterias asociadas a la capa adherente
de moco™.

La EC simula una ileitis infecciosa granulomatosa, como la
tuberculosis intestinal, y la enfermedad de Johne, una zoonosis causada por
Mycobacterium avium paratuberculosis, que induce respuestas inmunes
similares al Crohn. Se han identificado Mycobacterias en tejidos y sangre de
pacientes y es un diagnostico diferencial fundamental. Sin embargo ensayos
clinicos con farmacos antituberculosos han fallado en la curacion de la

enfermedad26’27.

Recientemente se ha aislado del ileon de pacientes con EC un grupo
L . . . 28 .
patogénico nuevo, la E.Coli adherente-invasiva™ . Parece ser que invade las

células epiteliales y sobrevive y se replica dentro de los macrofagos. Se ha

hallado en el 22% del ileon inflamado de pacientes con EC, comparado con

20
6% de controles sanos™ .
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La asociacion de la EC con el sarampion y otros virus, Listeria o
Yersinia no ha sido confirmada. Sin embargo, estudios en animales sugieren

que las infecciones virales pueden convertir la susceptibilidad genética en el

inicio o brote de la enfermedadG.

Se ha publicado el papel de los antibiéticos en el riesgo de desarrollo

de la Ell: el uso de antibi6ticos en el primer afio de vida es mas frecuente
. . 29
entre los pacientes con Ell pediétrica comparado con los controles™ . Esto

apoya el papel de la microbiota intestinal en el origen de la enfermedad,

aunque se necesitan mas estudios.

La hipétesis de la higiene incide en el frecuente uso de antibioticos

y la mejora de las condiciones sanitarias en los paises industrializados, que ha
tenido como consecuencia la disminucion de las infecciones en la infancia y

el aumento de las enfermedades alérgicas mediadas por linfocitos Thelper 2,

S 30
entre las que se incluiria la EII™.

Nuestro grupo de investigacién ha demostrado la presencia de un
aumento de anticuerpos especificos Ig E anti-Encephalitozoon en el suero de
pacientes con EC, identificando mediante PCR la presencia de
microsporidios en el 30% de los tejidos de estos pacientes, frente a su
ausencia en pacientes sanos°". Estos resultados sugieren que los pacientes
con EC son un grupo de riesgo para la microsporidiasis, una infeccion
oportunista en pacientes inmunocomprometid0532’33.

Como hemos descrito, hay multiples agentes microbianos
relacionados con la EC, aunque ninguno se ha demostrado como
determinante y Unico en el mecanismo patogénico de la enfermedad. No
esta claro si son causa o efecto dentro de la patogenia de la enfermedad”’.

Nuestra investigacion va en la linea de otras que defienden una
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inmunodeficiencia, mas en concreto de la inmunidad innata, y de los
linfocitos B1, como factor inicial de esta susceptibilidad a la afectacion por

estos microorganismos.

1.3.- GENETICAEN LAETIOLOGIADE LAEC

1.3.1.- ALTERACIONES GENETICAS EN LAEC

Se han descrito multiples alteraciones genéticas relacionadas con la
EC. El desafio es determinar cdmo estas variaciones génicas pueden

precipitar y mantener la respuesta inflamatoria inapropiada a los gérmenes

. . 34
intestinales que se observaen laEC™".

La agregacion familiar se conoce desde hace mas de 70 afios, al

igual que la concordancia en gemelos; hechos que demuestran el componente

genético de la EC®. Un estudio aleman mostré un 35% de concordancia de

EC en gemelos monocigdticos, pero sélo del 3% en bicigéticos35. También

se ha demostrado concordancia fenotipica sustancial (localizacion,

comportamiento y edad al diagnéstico) en los gemelos monocigéticos36.

Se ha objetivado que los factores genéticos se asocian con el
fenotipo de la enfermedad, su patrén, su curso evolutivo y su respuesta al

. , . 7
tratamiento farmacologlco3 ’38.
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1.3.2.- GENES ASOCIADOS CON LAEII

163 loci asociados Ell

Figura 2. Genes asociados con la EIl.

Original para la presente tesis.

Se han objetivado hasta la actualidad 163 loci (lugares
cromosémicos) asociados con la Ell, identificados en mas de 25.000 casos

de la enfermedad, y comparados con 50.000 controles. La mayoria son genes

que controlan la expresion inflamatoria como los que codifican la proteina

NOD2 (dominio de oligomerizacion por union de nucledtidos que contiene la
proteina 2) o los receptores tipo Toll (TLR)34. De estos 163 loci, 110 son

comunes entre la EC y la CU, 30 se presentan en la_EC y 23 son especificos

para la CU. Esta similitud del riesgo genético de las dos sugiere que casi
todos los mecanismos bioldgicos implicados en una enfermedad tienen algin

papel en la otra>.
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Muchos de estos loci (70%, 113 ) estan también implicados en
otras enfermedades inmunolégicas, especialmente la espondilitis
anquilosante y la psoriasis. También se ha demostrado superposicién entre
estos loci de susceptibilidad para la Ell con inmunodeficiencias primarias.
Los genes implicados en esta superposicion se correlacionan con niveles

disminuidos de linfocitos T, disminucién en concreto de los linfocitos Thl7;

T 39
o linfocitos T reguladores™.

Las inmunodeficiencias primarias que conllevan infecciones por
micobacterias estan aln mas claramente relacionadas. 6 de los 8 genes
autosémicos relacionados con la susceptibilidad a enfermedades por
micobacterias estan localizados en loci de la EIl. También hay superposicién
entre la Ell y enfermedades micobacterianas complejas. Asi se ha
demostrado asociacion entre 7 de los 8 loci identificados para la Iepra4o. Se
ha objetivado una especial relacion entre los loci relacionados con la Ell y la
produccion de citoquinas que median la inflamacidn, especificamente IFN-y
(interferon v), IL-12, TNF-a (factor de necrosis tumoral o) y la sefalizacion
de IL-10. También con la activacion de los linfocitos T y B, y los linfocitos

Natural KiIIer?’g.

Se han hallado méas de 20.000 polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) relevantes para la Ell, de 1,23 millones de polimorfismos analizados
en centros de todo el mundo™. Sin embargo, una asociacion (correlacion
estadisticamente significativa) no equivale a causalidad, que es dificil de
probar. La identificacion de variantes genéticas causales en las secuencias de

. . Lo 4D
polimorfismos es el objetivo dltimo ™.

Relacion de los linfocitos B1 con la enfermedad de Crohn Péagina | 30



1.3.3.- FUNCION DEL GEN NOD2/CARD15 Y SUS MUTACIONES

El gen NOD2 fue descubierto en 2001. Estd localizado en el
cromosoma 16¢12. Fue el primer gen descrito que conferia susceptibilidad

para la EC y es el que mas susceptibilidad confiere*>**, Existe una fuerte

asociacion entre los polimorfismos NOD2/CARD15 y la Ec*,

NOD?2 codifica una proteina que es un receptor intracelular para
reconocer el MDP (muramil dipéptido), un peptidoglicano presente en
bacterias gram positivas y negativas. La union del MDP conlleva la
activacion del factor nuclear de transcripcion de las células B (NF-kB), que
induce la secrecion de citoquinas proinﬂamatorias45. La estimulacion de este
MDP induce la autofagia, y modula tanto la inmunidad innata como la
adaptativa. NOD2 también participa en la regulacion de la respuesta inmune

, 4
de las células T".

El conocimiento del gen NOD2/CARD15 es bésico en la apreciacion
de la importancia de la inmunidad innata en la EC. Su comprension ha
mejorado en los ultimos afios, aunque adn es incompleta. NOD2 se expresa
de forma constitutiva en macroéfagos, neutréfilos y células dendriticas, asi
como en las células epiteliales y células de Paneth %",

Se han asociado de manera definitiva mutaciones del gen NOD2
con un aumento de susceptibilidad a la EC ileal en poblaciones

. . 48-50
occidentales y africanas

. La presencia de estas mutaciones de manera
heterocigota conlleva un riesgo de EC ileal de 2-4 veces la normalidad, y la

presencia homocigota o heterocigota compuesta 20-40 veces el rie39051.

Los mutantes de NOD2 producen defectos selectivos funcionales en

los leucocitos de los pacientes, que conllevan una produccién disminuida de
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TNF-a e IL-1f, pero a un aumento de la secrecion de IL-8. Ademds, los
monocitos aislados de pacientes con la mutacion 1007fs demostraron
defectos en la produccion de citoquinas proinflamatorias, en concreto de

TNF-0, IL-6 e IL-8, asi como la anti-inflamatoria IL-1052.

1.3.4.- PAPEL DE LAAUTOFAGIA

La autofagia es un mecanismo celular consistente en la formacién de

una vesicula con doble membrana alrededor de una bacteria intracelular o con
material citoplasmico celular, que permite una degradacion eficiente™.
Tipicamente ocurre en respuesta al estrés, infeccién o inanicién, para
reutilizar proteinas celulares o aminoécidos™. La autofagia en uno de los
mecanismos para mantener la homeostasis celular y se considera basico para

. : : . 4
la defensa del huésped contra microorganismos intracelulares .

Los estudios de asociacion del genoma completo han indicado que el
procesamiento intracelular de las bacterias por autofagia en un
mecanismo patogénico fundamental de la Ec*. se ha publicado la
presencia de dos genes relacionados con la autofagia, ATG16L1 y IRGM,

. . 4
relacionados con riesgo de padecer EC**®,

Las alteraciones en la autofagia resultan en un aclaramiento reducido

de patdgenos, que contribuye al inicio de desérdenes inflamatorios*®.
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1.3.5.- EPIGENETICA

Todos estos avances en la genética de la EC indican que los genes
son un componente critico en la patogénesis, pero también que los loci

descubiertos hasta ahora pueden significar el 20-25% de la "heredabilidad"
de esta patologia6‘57. Los factores genéticos identificados suponen sélo una
modesta proporcién de la variabilidad de la enfermedad: 13,6% para la
EC y 7,5% para la cU®. Por lo tanto los factores genéticos tienen una

influencia sélo parcial, indicando la necesidad de explorar mejor las

interacciones gen-medio ambiente en el desarrollo de la enfermedad.

Los factores epigenéticos (cambios heredables en el ADN e histonas
que no implican alteraciones en la secuencia de nucledtidos y modifican la
estructura y condensacion de la cromatina, por lo que afectan a la expresién
génica y al fenotipo) pueden mediar interacciones entre el genoma y el medio
ambiente. La epigenetizacion comienza en la fertilizacion y continGa a lo
largo de toda la vida, causada por una gran cantidad de factores

medioambientales, incluyendo tabaco, microbiota y dieta. Puede

: - o 41
proporcionar una nueva vision en la patogénesis de la EC ™.

La expresién genética puede ser alterada por cambios en la
estructura 'y funcién de la cromatina. Los principales mecanismos

epigenéticos son: metilacion del ADN, modificaciones de las histonas, la

. . . . 41
interferencia del ARN y el posicionamiento de nucleosomas .

El epigenoma puede considerarse tanto estable como plastico.
Estable porque los cambios epigenéticos se pasan a las células hijas durante

la mitosis. Sin embargo, el azar y los factores medioambientales causan

S . . 58
cambios dinamicos al epigenoma a lo largo del tiempo™.
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Durante la mitosis, el nivel de fidelidad de la replicacion
epigenémica es mucho menor que el de la secuencia genética (tasa de error
de 1 x 10° para la secuencia de ADN comparada con 1 x 10° para las

modificaciones del ADN) conduciendo a una acumulacion de cambios

epigenéticos a lo largo del tiempo59

.!!!J DE'SUSCEPTIBILIDAD

F FACTORES MEDIOAMBIENTALES }

|
MICROBIOTA INTESTINAL r NUTRICION
@ ‘

- INMUNIDAD INNATA Y ADAPTATIVA J_

. PROTECCION Y TOLERANCIA } _ INFLAMACION CRONICA

encenmeono | (TSI — PROGRESION

TIEMPO...

>

Figura 3. Papel central de la inmunidad en la patogenia de la EC

Original para la presente tesis.

La inmunidad innata, y también la adaptativa, estan en el centro del
origen de la EC. Recogen influencias de la genética y epigenética, asi como

de factores medioambientales y nutricionales; y modifican la proteccion y
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tolerancia de la microbiota intestinal, originando la inflamacion crdnica y
perpetuando los mecanismos que perpetan la enfermedad. Median entre los

agentes medioambientales para determinar el tipo de fenotipo de la EIl.

Relacion de los linfocitos B1 con la enfermedad de Crohn Péagina | 35



Relacion de los linfocitos B1 con la enfermedad de Crohn Péagina | 36



1.4.- FACTORES MEDIOAMBIENTALES

No hay duda de que los factores medioambientales juegan un papel
importante en la patogénesis de la EIl. Mdltiples agentes se han considerado
de riesgo: tabaco, dieta, lactancia, farmacos, contaminantes, localizacion

geogréfica, estrés social y factores psicoldgicos.

\
_— GRADIENTES
%‘ GEOGRAFICOS Sl
- 4 G4

POLUCION - TABACO

FACTORES

~ MEDIOAMBIENTALES - o

| Ell |
\‘::::; z y

v= BB

AITIINFLAMATORIOS
NO ESTEROIDEOS VITAMINA D

N

Figura 4. Factores medioambientales en la patogénesis de la EII.

Original para la presente tesis.

Se han identificado en todo el mundo gradientes geogréaficos para
la EC: norte-sur, este-oeste y urbano-rural. Sin embargo, un andlisis
geografico sistematico, nuevos estudios de paises del hemisferio sur hallando

tasas que son casi las mismas que en el hemisferio norte y trabajos de una
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incidencia aumentada en el medio rural y periurbano, van en contra de un

componente geogréafico independienteso.

De entre todos los factores medioambientales, el tabaco es el mas

estudiado, habiéndose confirmado su efecto protector en el desarrollo de la
CU, con una tasa baja de brotes, y el aumento de riesgo de EC, con un

aumento de riesgo de desarrollo de la enfermedad ante un consumo temprano
. - N | .

del mismo y una mayor tasa de recidiva postquirirgica ~. Se ha relacionado

también en la exposicién fetal y en la infancia. Aparentemente ni la nicotina

. .. 6
ni el mondxido de carbono son la causa .

Se ha relacionado de manera amplia el estilo de vida como
explicacion posible de la enfermedad. Esto viene sugerido por las tasas de
incidencia aumentada en grupos étnicos previamente menos afectos como los
asiaticos y los hispanos, y en inmigrantes de zonas con baja incidencia que se

, 62
trasladan a areas con una elevada .

Mudltiples cambios en el estilo de vida de la poblaciéon han sido
relacionados con la EC, como el elevado nivel educativo, la presencia de
situaciones vitales estresantes, el menor porcentaje de lactancia materna, la
existencia de familias mas pequefias con condiciones de vida menos
masificadas, la buena higiene doméstica y sanitaria, el mejor acceso y calidad
del agua potable, el estilo de vida sedentario, la exposicion a polucién
ambiental, y el consumo de dieta occidental con exceso de azlcar y grasas
poliinsaturadas®.

Otro factor de riesgo novedoso es la vitamina D. Estudios recientes
sugieren que juega un papel multifactorial, asociada a la EC. Son
fundamentales las exposiciones al inicio de la vida: vitamina D de la madre y

lactancia. Se ha demostrado un déficit frecuente de esta vitamina en pacientes
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con Ell y sefialado que un nivel bajo de la misma aumentaria el riesgo de

padecer la enfermedad®.

El efecto de la aspirina y los antiinflamatorios no esteroideos en el

tracto gastrointestinal esta bien documentado. Se han relacionado con el
inicio o los brotes de la EIll. Ananthakrishnan et al. no encontraron
asociacion entre la dosis, duracion o frecuencia del uso de aspirina y el riesgo

de EC o CU, pero la duracién y el uso frecuente de antiinflamatorios se ha

. . . 64
asociado con riesgo aumentado de estas dos patologias™ .

Otro factor muy propuesto ha sido el estrés. Se ha sugerido que los
individuos con bajos niveles de estrés tienen un riesgo reducido de iniciar la

enfermedad. La ansiedad y la depresion pueden jugar un papel en mediar el

. 65 . .y
deterioro de la enfermedad . Sin embargo, una revisién Cochrane muestra

- . . R 66
que no hay beneficio de las intervenciones psicologicas en la EIl"".

Por ultimo, estudios epidemiolégicos sugieren que la polucion del
aire puede contribuir al riesgo tanto de EC como de CU. A favor de estas
investigaciones iria la incidencia creciente de estas patologias en paralelo al
desarrollo de la industrializacion. También que la polucion elevada se asocia
con un aumento de los polimorfonucleares circulantes y las citoquinas
plasméticas. Se ha encontrado que los niveles elevados de NO, y SO, se
correlacionan con un riesgo aumentado de EC y cu®. De igual manera, la
polucién conduciria a tasas aumentadas de hospitalizacién para las dos

enfermedadesGS.
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1.5.- LATEORIA INMUNOLOGIAEN LAEC

Se ha publicado que los pacientes con EC presentan una respuesta
inflamatoria alterada, que conlleva un aclaramiento retrasado de las bacterias

que penetran la barrera intestinal, predisponiendo a la formacion de

.69
granulomas y la cronicidad .

Durante muchos afios, la investigacion de la patogénesis de la Ell ha
sido dominada por estudios de la inmunidad mucosa, especialmente la
respuesta de las células T. La evidencia sugiere que la disfuncién de las
respuestas inmunes, tanto adaptativa como innata, contribuye a la
actividad inflamatoria intestinal aberrante. La mayoria de estudios en las
Gltimas dos décadas se han centrado en la respuesta adaptativa. Se pensaba
que los dos tipos de EIl tenian claramente dos formas diferentes de
inflamacién intestinal: la EC se consideraba consecuencia de una respuesta
de los linfocitos Thl, mientras que la CU se asociaba con una respuesta
anémala Th2*"°.

Recientemente se han descrito los linfocitos Thl7, y se han
implicado también en la respuesta inflamatoria en la EC, sobre todo a través
de la citoquina proinflamatoria IL-23"%. Este aumento de la actividad Thl y
Th17 conllevaria también un incremento de interferén-y, TNF-a, IL-17 y IL-

227
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1.6.- DE LAAUTOINMUNIDAD A LA INMUNODEFICIENCIA

La teoria mas en boga sobre el origen de la EC hasta hace pocos
afios era la de la autoinmunidad, pero en la Gltima década cobra fuerza la
teoria de la inmunodeficiencia como alteracion primaria en la
patogénesis73. Un buen nlmero de estudios hacen pensar en la
inmunodeficiencia como el factor etiopatogénico primario mas relacionando,

y concretamente con un déficit de la inmunidad innata™> 7074,

Estudios en animales y en enfermos con EC sugieren que existe una
respuesta inmune innata aberrante contra las bacterias luminales intestinales
que podria ser el factor inicial en el desarrollo de la enfermedad. Sin
embargo, los mecanismos por los que los linfocitos T se activan son un

. 45,76
dilema no resuelto .

Coloumbe ha publicado en Lancet esta teoria de la
inmunodeficiencia, basdndose en estudios previos. Opina que la evidencia
genética implica fuertemente defectos en la respuesta inmune temprana,
especialmente los mecanismos de la inmunidad innata y el manejo de las
bacterias intracelulares en la patogénesis de la EC’®. Se ha demostrado
una respuesta inflamatoria aguda alterada en la EC, tras una agresién o una
lesion bacteriana®’. Asi, se ha objetivado un reclutamiento de neutréfilos
disminuido tras la agresion con Escherichia coli subcutdnea comparado con
controles. También se ha demostrado una secrecion de inmunoglobulinas
alterada en los macréfagos obtenidos de sangre de enfermos con EC
comparados con controles tras estimulacién con E. Coli®. Basandose en
estos estudios, los autores proponen que los niveles alterados de citoquinas
pro-inflamatorias durante la fase aguda de la infeccion bacteriana conducen a

un aclaramiento disminuido de estos organismos y su persistencia, que
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provoca una inflamacion crénica. Esto conllevaria una alteracion del manejo

de las infecciones bacterianas, especialmente las extracelulares, como

Salmolella, Listeria o Mycobacteria69‘76.
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1.7.- LATEORIA AUTOINFLAMATORIAEN LA ETIOLOGIADE LA
EC

Algunos autores creen que la EC se clasificaria dentro de las

enfermedades _autoinflamatorias (conjunto de enfermedades poco

frecuentes caracterizadas todas ellas por la presencia de episodios
inflamatorios agudos y recurrentes, que son consecuencia de una
disregulacién del control del proceso inflamatorio), debido a sus potentes
vias inflamatorias. Son enfermedades como la fiebre mediterranea familiar o

el sindrome periddico asociado al receptor del factor de necrosis tumoral o

fiebre hiberniana familiar81.

Hay diversa evidencia a favor de esta teoria. Los pacientes con Ell

tienen un riesgo aumentado de desarrollar otras enfermedades inflamatorias
- .20 . . . . L
cronicas” . Ademas, estd demostrada, mediante estudios de asociacion del

genoma, la existencia de genes que confieren susceptibilidad para la EC y

estin compartidos con mdaltiples enfermedades autoinmunes 'y
. .34 - e . .
autoinflamatorias™ . También la positividad de anticuerpos antinucleares y

anti-citoplasma del neutrdfilo (ANCA) en un nivel mayor en la EC que en la
poblacion general. Por Gltimo, entre el 40 y el 70% de los pacientes con EC

tienen niveles positivos de anticuerpos anti-Saccharomyces cerevisiae

(ASCA) que estan asociados con la gravedad de la enfermedad®”.
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1.8.- LAS DOS INMUNIDADES

Aungue la inmunidad es Unica, sus componentes se suelen asignar a
dos grandes bloques que trabajan en coordinacion:

Tabla 1. Inmunidad Innata vs. Adaptativa
INMUNIDAD INMUNIDAD
INNATA ADAPTATIVA
Nomenclatura Inespecifica Especifica o adquirida
Distribucion Todos los seres vivos Vertebrados
Velocidad de accion Segundos o minutos Una semana
Especificidad No identifica patdgenos  ldentifica patogenos
concretos muy concretos
Desarrollo Adquirida desde el Se desarrolla en el
nacimiento tiempo

Original para la presente tesis.

1- La inmunidad innata o inespecifica, que tienen todos los seres
vivos. Carece de memoria inmunoldgica, pero es rapida, actda en segundos o
minutos. Es innata porque nacemos con ella. Es inespecifica porque no

identifica patdgenos concretos, sino mas bien grupos de pat(’)genos83
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Es la primera linea de defensa contra microorganismos invasores y

es importante en el reconocimiento temprano y el inicio subsecuente de una

respuesta inflamatoria’". Ayuda a iniciar la respuesta adaptativazo.

2- La inmunidad adaptativa, especifica o adquirida, que es
exclusiva de los vertebrados. Tarda aproximadamente una semana en
desarrollarse y es la responsable de la memoria inmunoldgica. Es adaptativa
porque se adapta al patogeno. Es especifica porque identifica patdgenos muy

concretos. Es adquirida porque se desarrolla en el tiempo, no se nace con

eIIa83.

La especificidad para cada antigeno es el resultado de una compleja

maduracion y desarrollo de las células inmunes. La respuesta adaptativa se

, 15
basa en las células .
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1.9.- ALTERACIONES EN LA INMUNIDAD ADAPTATIVA

Se cree que la inmunidad adaptativa en la EC media y perpetua, pero

L . s . . 6 - .
probablemente no inicie, la inflamacion intestinal™. Sus alteraciones serian
una consecuencia secundaria de la patologia primaria en la barrera intestinal,

dentro de la inmunidad innata70.

Se han descrito:
- Desequilibrio de los linfocitos T reguladores y efectores.

- Desequilibrio de diversas citoquinas.

- Alteraciones de la migracion y retencién de leucocitos".

I
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Figura 5. Componentes de la respuesta inmune adaptativals.
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1.9.1.- PAPEL DE LOS LINFOCITOS TEN LAEC

Los componentes del sistema inmune adaptativo cooperan unos con
otros, y con el sistema innato, para construir una respuesta efectiva, capaz de

eliminar los patégenos invasores. Los linfocitos ThO pueden activarse y

diferenciarse en Thl, Th2 6 Th1784.

Sin embargo, una respuesta de células T mal regulada, con
desarrollo anormal de células T activadas, puede conducir al inicio de la
inflamacién por un exceso de citoquinas, con multiples efectos patogénicos,
tanto en la inmunidad innata como adaptativa. Asi, basandose
fundamentalmente en los niveles de citoquinas derivadas de las células T
detectadas en la mucosa de pacientes con Ell (IFN-y, IL-17, I1L-13), varios

estudios han asociado EC y CU a diferentes respuestas inmunes
proinflamatoriasls. En la EC es caracteristico un desequilibrio entre las

celulas T efectoras y las células T reguladoras.

*Los linfocitos T efectores son predominantemente T helper tipo 1
0 17, que defienden la mucosa contra bacterias, hongos y virus mediante la

secrecion de interferon y, TNF-a e interleuquinas (IL) 17 y 22.

*Los linfocitos T reguladores secretan IL-10, factor de crecimiento

transformante 3 o IL-35.

Estos dos fenotipos opuestos fundamentales, Th17 y T reguladores,
estan inversamente regulados. Los estudios de genoma en EC confirman este
modelo, uniendo loci que estan crucialmente involucrados en la
diferenciacion de los linfocitos reguladores (IL10, IL2RA, SMAD3) y de los

TH1y Th17 (CPEB4), con la EC®,
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1.9.2.- DESEQUILIBRIO Th1/Th2

Analizando las interleuquinas en muestras de enfermos, se ha

pensado que la EC se caracteriza por una respuesta inmune Th1, mientras que
la CU se ha considerado una enfermedad mediada por las células Tho!®%,
Sin embargo, mdltiples estudios nos hacen reconsiderar el paradigma

Th1/Th2, cosa aln en controversiasﬁ.

1.9.3.- LINFOCITOS Th17enlaEC

Los linfocitos Th17 son un tipo de células T caracterizados por la
produccion de gran cantidad de IL-17A, IL-17F, IL-21 e 1IL-22%". Se ha
identificado otro subtipo de linfocito T, los linfocitos Th1/Th17, que liberan

tanto IFN y como 1L-17A%,

El papel de los linfocitos Thl7 y especialmente su citoquina IL-17A
en la inflamacion intestinal ha sido ampliamente estudiado™. Niveles de
transcripcion altos de IL-17A se han detectado tanto en mucosa de EC como
en CU, en comparacién con el intestino normal. También se ha estudiado por
inmunohistoquimia que la IL-17A esta sobreexpresada en la [amina propia de
pacientes con En®°, Asimismo, la mucosa inflamada en la Ell cultivada ex
vivo produce niveles mas elevados de IL-17A que la mucosa control, y la
lamina propia de los pacientes con Ell contiene mas Thl y Th1/Th1l7 que los

controlesgo.

Ademas los linfocitos Th17 son una importante fuente de 1L-21, una
citoquina relacionada con la IL-2, que esta regulada de forma positiva en la
mucosa inflamada de la Ell. La IL-21 induce las respuestas inmunes de Thly

Th17 enel intestinogl.
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1.9.4.- LINFOCITOS T REGULADORES (Treg) EN ElI

Los Treg estan crucialmente involucrados en el mantenimiento de la
homeostasis de la mucosa intestinal, suprimiendo las respuestas inmunes
anormales contra la flora comensal o los antigenos de la dieta. En concreto lo

realizan produciendo citoquinas anti-inflamatorias, 11-10 y TGF-B, y

- L - , 92
previniendo la activacién y la funcion efectora de las células T~

Los Treg ejercen una accion anti-inflamatoria potente. Estan

deplecionados en la sangre periférica de pacientes con EIl activa,
. . 93

comparados con pacientes con EIl quiescente y controles™. De manera

inversa, los Treg estan aumentados en la mucosa intestinal de pacientes con

Ell, y su funcién es normal, como se demuestra por su capacidad de suprimir
. ., . . 94 .

la proliferacion de los linfocitos T efectores™ . Sin embargo se ha observado

que las células T en la lamina propia de los pacientes con Ell no responden a

ol 95
la accion de los Treg™.

Por lo tanto, la disminucion de la actividad anti-inflamatoria de los

Treg puede ser tan importante como la mejora de los mecanismos efectores

. 15
en la patogénesis de la EINl™".

1.9.5.- FUNCIONES DE LAS CITOQUINAS PRO-INFLAMATORIAS
DE LOS LINFOCITOS T

Hay evidencias que establecen la contribucion de las células T y sus
citoquinas en el inicio y mantenimiento de la inflamacién mucosa en la EII.
La secrecion de TNFa, TGFp e interferon y se han relacionado con el inicio y
establecimiento de la EC . Ademés de la activacién anormal de mecanismos

efectores, la inflamacién en la Ell parece conducirse también por defectos en
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los procesos anti-inflamatorios que tienen impacto en la respuesta inmune

adaptativa%.
Las citoquinas y sus efectos basicos son:

*Interferén vy:

Producida por las células Natural Killer dentro de la respuesta innata
y por los linfocitos Thl dentro de la adaptativa. Esta aumentada en la EC,

pero noen la cu¥

Induce la apoptosis de los enterocitos y desencadena la liberacion de

TNF-a por los macrofagos activados de la mucosa’>
*TNFE-a:

Citoquina central que induce la diferenciacion de las células
estromales a miofibroblastos y condiciona que produzcan metaloproteinasas

de la matriz, un tipo de enzimas degradadoras de tejido que también inducen

la apoptosis de los enterocitos>.

Ademas, el TNF-a une la inmunidad innata y la adaptativa, y tiene

un papel crucial en la patogénesis de la Ell, como demuestran los

. . , o 99
impresionantes resultados de los farmacos bioldgicos que lo bloquean™.

*1L-4

Promueve la diferenciacidon de los linfocitos Th naive (Th0) a Th2.

Los Th2 producen IL-4, con efectos autocrinos en la diferenciacion

de los linfocitos.

Las células productoras de IL-4 estan disminuidas en la ec’.
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Esta producida por macréfagos y linfocitos T, y tiene tanto actividad

pro como anti-inflamatoria.
No se ha demostrado un papel central en la EIl.

Su expresion estd aumentada en la EC, y sus niveles estan

. .. 100
correlacionados con la actividad™ .

*IL-7:

No es una proteina relacionada de forma habitual con la EIl. Aunque
se produce fundamentalmente en la médula dsea, también se genera por las
células epiteliales intestinales, regulando la proliferacion de linfocitos en la

mucosa intestinal.

Se ha descrito un aumento significativo en pacientes con EC
pediatrica en remision, comparados con los que presentaban enfermedad

activa'®®. Nuestro grupo de investigacion ha descrito niveles bajos de IL-7 en

pacientes con EC respecto a los controles, tanto en remisibn como en

actividad'%.

IL-8:
Producida por macréfagos y células epiteliales.

Su funcién principal es la quimiotaxis, con la atraccién de los

neutrdfilos al lugar de la inflamacién.

) I 97
Esta aumentada en EC, tanto en biopsias como en suero™ .
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*1L-10:

Induce la respuesta Th2 que juega un papel crucial en la inmunidad
adaptativa, induciendo anticuerpos especificos para evitar la invasién

microbiana. Es también reguladora y anti-inflamatoria, contribuyendo a

. 103
mantener la homeostasis corporal ™.

*1L-13:

Aumenta la permeabilidad intestinal e induce la diferenciacion de

. . 104
los enterocitos y su apoptosis™ .

*1L-17A:

Induce reclutamiento de neutrdéfilos al lugar inflamatorio, y media la

., . ) . .15 )
regulacion positiva de moléculas inflamatorias™™. Ademas, provoca la

produccion de citoquinas pro-inflamatorias por los macrc')fagoslos. Estudios
recientes han demostrado que la IL-17A puede tener tanto efectos pro-
inflamatorios como protectores del tejido intestinal, dependiendo del modelo

1
usadogg' 06.

*1L-21:

Tiene un papel importante en la patogénesis de la EIl.

Estimula las células estromales a producir metaloproteinasas,

degradadoras de tejido, y mejora la secrecién de proteina inflamatoria de

. 15
macrofagos 3o .

Potencia la expresion de los factores de transcripcion relacionados

con los Thl y del IFN-y en los linfocitos T y en las células Natural Killer™”.
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Tiene capacidad pleiotropica (un sélo gen es responsable de efectos
fenotipicos distintos) para regular la diferenciacion y funcion de los linfocitos
T, aumentar la expansién clonal de los linfocitos T naive CD4+ y CD8+
activados por antigenos, e inducir la expresion de los genes que codifican los
receptores de la IL-12 y IL-18, el Interferdn-y y el factor de transcripcion T-
bet en los linfocitos T de memoria activados'®’ .

En los linfocitos B regula la diferenciacion y produccion de

anticuerpos, incluyendo la produccién de todos los tipos de Ig G, y estimula
107,109

la activacion de los linfocitos B, su expansién clonal y maduracién
Se ha demostrado que la IL-21 se produce en exceso en el intestino
de los pacientes con EC. Estudios con células humanas in vitro y en ratones

sugieren el papel de la IL-21 como citoquina pro-inflamatoria en el
99,107,110

intestino
Posee pues, maltiples vias por las que puede dafiar el intestino, y la
neutralizacion de la misma podria tener un papel terapéutico potencial en la

EC'%. Se ha demostrado que la expresién de IL-21 disminuye tras el

. . , . , .11
tratamiento con Infliximab, el farmaco anti-TNF mas conocido™ .

*1L-23:

Es una de la citoquinas criticas en la EC, y esencial en promover la
inflamacién crénica intestinal. Estd fundamentalmente producida por los

, 112
macrofagos

Es clave tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa, y
posee un papel central en conducir las respuestas tempranas contra microbios.

Los polimorfismos de la IL-23 se han asociado tanto con la EC como con la

cu*.
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La IL-23 actda sobre los linfocitos Th17, y ademas actta sobre las
células del sistema inmune innato. Estimula las poblaciones de células T
innatas, que se encuentran especialmente en las mucosas, como los linfocitos
T vd, los linfocitos natural killer invariantes (invariant natural killer T cells) y
las células T invariantes asociadas a mucosa. Tras la estimulacion por la

IL-23, estas células secretan citoquinas relacionadas con los linfocitos

Th 17!,
*|L-25:

También conocida como IL-17E, esta involucrada en las respuestas
inmunes en la mucosa intestinal, donde se expresa en las células T. Tiene un

papel critico en la atenuacion de la inflamacion intestinal destructiva. Su
114

administracion previene la inflamacion intestinal en colitis exprimental ™.
Estd disminuida en la mucosa inflamada de los pacientes con EII.

Podria ser un regulador negativo de la respuesta inflamatoria en la mucosa

intestinallls.
1L-27:

Producida fundamentalmente por las células mieloides, esta
aumentada en la mucosa en la Ell, y se sugiere que es un mediador

proinflamatorio. Sin embargo, se ha objetivado que reduce la produccion de

L . . 116
citoquinas proinflamatorias™ .
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1.10.- ALTERACIONES DE LA INMUNIDAD INNATA

Como hemos mencionado antes, en los dltimos afios se ha creado

una corriente que encuadra la EIl como un defecto primario de la inmunidad
. , - . .70 .
innata mas que de la inmunidad adaptativa' . En este sentido va nuestra

investigacion sobre linfocitos B1.

La respuesta inmune innata representa nuestra primera linea de
defensa frente a patégenos. Estd mediada por una gran variedad de diferentes

tipos celulares incluyendo:

-Células epiteliales
-Neutréfilos

-Células dendriticas
-Monocitos

-Macr()fagos4

-Células de Paneth’®
-Linfocitos Natural Killer*
-Miofibroblastos™
-Linfocitos T 76117

8

, S 11
-Células linfoides innatas

-Linfocitos B reguladores, dentro de los que se incluirian los linfocitos B11®
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También se incluye dentro de la inmunidad innata:
-La barrera mucosa epitelial intestinal

-La inmunidad innata humoral, que incluye la lisozima, el complemento y los

interferonesg’ll.

Células
epiteliales

Miofibroblastos Neutréfilos

Células
dendrlticas

Linfocitos
Natural Killer

Células
de Paneth

Macréfagos Monocitos

Figura 6. Alteraciones de la inmunidad innata.

Original para la presente tesis.
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Figura 7. Componentes de la respuesta inmunitaria innata™.

Dentro de esta respuesta inmune innata alterada en la Ell, se han

descrito:

- Trastornos en la barrera intestinal

- Disfuncion de las células de Paneth

- Estrés del reticulo endoplasmatico
-Autofagia y respuesta proteica deficiente

- Reconocimiento alterado de microbios por los receptores de reconocimiento

de patrones, como los receptores tipo Toll de células dendriticas y

. 6
macrofagos .
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- Composicion del moco intestinal alterada’®
- Deficiencia de a-defensina en la EC de intestino delgado

- Deficiencia de B-defensina en la EC de colon™

- Deficiencia de linfocitos T y6117

- . . . 120
-Deficiente respuesta a la infeccion por los macréfagos™ .

Deficiency in the production High concentration of mucosal
of defensins bacteria and its products
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Figura 8. Alteraciones en la inmunidad innata en ec®.
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Figura 10. Sistema inmune intestinal en la ec®.
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1.10.1.- ALTERACIONES EN LA BARRERA MUCOSA INTESTINAL
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Figura 11. Mecanismos de defensa de la barrera mucosa intestinal sana™ .

Existen métodos especificos e inespecificos que en conjunto
constituyen una compleja defensa, conocida como la barrera mucosa
intestinal. Simplificando, esta compuesta por dos componentes: la membrana
celular del epitelio intestinal, lipidica, que impide el paso de sustancias
hidrosolubles; y el espacio intercelular, controlado por las uniones estrechas,

. . S 121 .

zonulas occludens o "tight junctions” . Estas estructuras permiten

intermitentemente el paso de fluidos, nutrientes e incluso microorganismos
. . - . 122 :

desde la luz intestinal a la lamina propia™=". Se abren y cierran en respuesta a

maltiples estimulos, como estado nutricional, sefiales humorales o
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neuronales, mediadores inflamatorios y diferentes reacciones celulares que

pueden ser interferidas por patégenoslzs.

En la EC de intestino delgado se ha objetivado un aumento de la

permeabilidad intestinal . Hay estudios que demuestran que la

permeabilidad intestinal anormal esta presente meses o afios previos a la

124-5

expresién de la Ell, precediendo en meses al brote de la misma . Esto

podria explicar que la permeabilidad tendria un papel patogénico en la
enfermedad. No obstante, no esta del todo claro si estas alteraciones son la
causa o la consecuencia de la inflamaci6n crénica®. Estudios recientes de
asociacion de genoma sugieren que estos defectos en la barrera epitelial

] . - o126
podrian ser un mecanismo patogénico primario .

En la EC las uniones estrechas se transforman en porosas,

probablemente por cambios en la expresidn de sus proteinas, lo que resulta en
un aumento de la permeabilidad intestinal y un acceso de antigenos luminales

. . . . . 127
a la lamina propia, que esta densamente poblada con células inmunes =" .

Otros componentes de la barrera intestinal son los péptidos

antimicrobianos, como las defensinas y las catelicidinas (parte de la

inmunidad innata), y la capa de moco intestinal ™.

Existen defectos en la funcion de la barrera epitelial intestinal que

son caracteristicos de la EC:

-Alteraciones de los receptores tipo Toll
-Produccidn alterada de adenosin monofosfato (AMP)
-Deficiente capa mucosa

-Alteraciones en el proceso de autofagia
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-Expresion disminuida de péptidos antimicrobianos
-Aumento de la permeabilidad intestinal.

Estos defectos en la barrera intestinal causan una proteccion
inadecuada contra la adherencia e invasion microbiana®™*. Ademés, los
fibroblastos y las células endoteliales de los capilares de la mucosa intestinal
también expresan niveles elevados de citoquinas, selectinas (como la
selectina E) y molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-1 o CD54), que

induce interacciones intermoleculares de los leucocitos de la sangre

. . . 107
circulantes y provocan respuesta inflamatoria local ™.

1.10.2.- ALTERACIONES EN LA CAPA DE MOCO

La capa mucosa intestinal es parte de la barrera antibacteriana del
intestino. Su funcién es la prevencion de la adherencia e invasion bacteriana
mediante un mecanismo fisico. Est4 organizada como una capa interna y
otra externa, consistentes en mucinas polimerizadas, que se secretan por las
células caliciformes y cubren la superficie de la mucosa, expandiéndose en la
luz, debido a su capacidad de ligar agua15’70.

La capa mucosa externa estd parcialmente ocupada por bacterias

comensales, que hallan importantes nutrientes en los glicanos de la mucina,
. . - . 70
mientras que la interna esta libre de gérmenes ~. La capa de moco y los

péptidos antimicrobianos mantienen la barrera mucosa, y sus alteraciones han

demostrado ser un mecanismo fisiopatologico central en la EIl.

Se ha evidenciado una expresion disminuida del gen de la mucina
MUCL1 en el ileon terminal inflamado (enfermedad activa) de pacientes con
EC, lo que sugiere que la cubierta de mucina se muestra insuficiente. Esta

hipotesis se sustenta con estudios de asociacion de genoma que unen los
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genes MUC1, MUC 10 y PTGER4 a la enfermedad®. También se ha
objetivado expresion reducida de ARN mensajero de MUC3, MUC4 y

MUCSB en el ileon sin actividad de pacientes con Ec’.

1.10.3.- ALTERACIONES EN LAS DEFENSINAS

Las defensinas son unos de los péptidos mucosos antimicrobianos
secretados por los epitelios humanos. Se les llama también antibiéticos

endogenos, ya que tienen actividad antimicrobiana contra bacterias Gram
. . . ) 70
negativas y positivas, asi como contra hongos, virus y protozoos . La

a-defensina humana se expresa en las células de Paneth de las criptas del

intestino delgado, y protege contra la invasion microbiana a través de nano-

redes que engloban a los patogenos bacterianos’?. Las [B-defensinas se

. ) oo 15
producen por la mayoria de células epiteliales™.

Las defensinas parecen formar parte de un arsenal de armas para
combatir los patégenos microbianos y regular la simbiosis entre las bacterias

comensales y la mucosa del huésped, a través de un sistema de regulacion
. 70 L L .
complejo’ . Esta regulacion entre los microbios patdgenos y los comensales

es, como ya se ha comentado, una de las claves en la patogenia de la ElI.

Las defensinas y otros agentes bactericidas pueden producirse
constitutivamente o inducidos por el reconocimiento de componentes

bacterianos por receptores de reconocimiento de patrones (PRR), expresados

) - . 15
en las células epiteliales tanto extra como intracelularmente™".

Algunos de estos PRR son los receptores tipo Toll (TLR), que se
encuentran en la superficie celular, y las moléculas con dominios de

oligomerizacion de nucleétidos (NODs), que se encuentran en el

citoplasma79. Las mutaciones del gen NOD2 se asocian con la EC ileal,
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teniendo un papel central en las alteraciones de la funciones de la inmunidad

innata en el desarrollo de la Ell, como se ha descrito en el punto 1.3.3.

Estudios recientes demuestran que el comportamiento de las células
mediado por la inmunidad innata y la expresion y funcion de los TLR y las

proteinas tipo NOD estan alterados significativamente en los individuos con

4 . . -,
EC". En los pacientes con EC ileal se ha demostrado una expresion

disminuida de las o-defensinas y de las células de Paneth®.

1.10.4.- DEFICIENCIA DE B-DEFENSINAEN LA EC DE COLON

La B-defensina 1 fue la primera identificada en el colon. Se ha
demostrado que su expresién esta reducida en el colon en la EIl. Asi mismo,

la expresion del mRNA de la B-defensina 2 también est4 disminuida, cosa

gue parece mediada por la activacion de NOD2"°.

En la EC se ha demostrado ademas una induccién reducida de las B
defensinas HBD2, HBD3 y HBD4 en el colon inflamado (activo) de los

pacientes con EC comparados con los de cu™®

Asi pues, parece demostrado que en los pacientes con EC col6nico
existe una capacidad antibacteriana disminuida, relacionada con la
fisiologia alterada de la secrecion de los péptidos antimicrobianos, en

concreto de las p-defensinas.

1.10.5.- ALTERACIONES EN LAS CELULAS DE PANETH

Las células de Paneth son unas células epiteliales del intestino

altamente especializadas. Defienden la barrera mucosa secretando granulos
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peptidicos antimicrobianos, como las a-defensinas, la lisozima y la
131

fosfolipasa A2; y regulan la tolerancia de la microbiota comensal ™™~

Las células de Paneth de pacientes con EC portadores de la variante
300T—A del gen de autofagia ATG16L1 tienen menos granulos, que son
ademas dismdrficos y funcionalmente alterados, comparados con los de los
pacientes con otras variantes. La conexion entre la alteracion genética en

ATG16L1 y la EC seria esta alteracion de la secrecion de péptidos
132

antimicrobianos™ .

También hay evidencia que asocia la disfuncién de las células de
Paneth y la inflamacion ileal con polimorfismos en los genes XBP1 y
NOD2'®, Las células de Paneth expresan NOD2, especialmente en ileon

terminal. Las mutaciones de NOD2 se correlacionan con disminucion de la
129

expresion de a-defensina en la EC ileal ™.

Asi mismo, se ha asociado con la EC la funcidn alterada del canal de
potasio activado por Calcio (KCNN4). Este canal es importante para la
secrecién de péptidos antimicrobianos por las células de Paneth. La
inhibicion de este canal tiene como resultado la secrecién disminuida de estos
péptidos, con la consecuente reduccién de la actividad antimicrobiana. Un

polimorfismo de nucledtido de este canal de potasio (r2306801) se ha

. . 70
asociado con la EC, especialmente con la localizacion ileal .

Asi pues, las alteraciones en las funciones de las células de Paneth,
especialmente las relacionadas con la secrecion reducida de los péptidos
antimicrobianos, parecen tener un papel central en la EC de intestino

delgado.
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1.10.6.- RECEPTORES TIPO TOLL

Los patrones moleculares de los microorganismos, como los
lipopolisacaridos, el muramil dipéptido derivado de los peptidoglicanos, el
acido lipoteicoico, ARN de cadena simple o doble, ADN metilado, y
componentes luminales de la dieta; son reconocidos por diferentes
poblaciones de células del sistema inmune innato, a través de receptores
con patrones de reconocimiento intraepiteliales y en la lamina propia, como

los receptores tipo Toll (TLR), que son transmembrana, y los tipo NOD

(dominio de oligomerizacion por union de nucle6tidos), citosélicos' ™.

Las células dendriticas expresan un amplio rango de receptores con

patrones de reconocimiento e interpretan los patrones microbianos para
dirigir otras células inmunes hacia la inmunidad o la tolerancia. Forman
dendritas transepiteliales que son capaces de tomar muestras de antigenos
luminales. Su distribucidn y su fenotipo se correlaciona con la actividad en la
EC. En esta enfermedad se ha evidenciado un aumento de la expresion de los
TLR tipos 2 y 4, y una respuesta exagerada a los Iipopolisacéridose'134.

Las células dendriticas sirven como unién entre la inmunidad

innata y la adaptativa, presentando los antigenos a los linfocitos virgenes de
. . . ... 135 C e
las placas de Peyer e induciendo su diferenciacion . Estos linfocitos son las

células efectoras principales de la respuesta inmune adaptativa, y son
activados a nivel intestinal para eliminar antigenos patdégenos. Una vez los

antigenos han sido eliminados, los linfocitos disminuyen mediante regulacion
. . . -] .
negativa para asi mantener la homeostasis intestinal™". Estas células son

responsables de la organizacion de la relacién entre los productos

microbianos y las células del sistema inmune, y asi provocar inmunidad o

. 43
tolerancia de estos productos .
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La habilidad de las células dendriticas para inducir regulacién hacia

la tolerancia a los linfocitos T podria haberse perdido en la ect®®

1.10.7.- NOD2

Tres polimorfismos infrecuentes de un Unico nucleétido de NOD2
(también llamado CARD15, dominio de reclutamiento de caspasa 15) se han
asociado con susceptibilidad de EC ileal, con una odds ratio de 2,4 en
individuos heterocigotos y 17,1 en homocigotos, siendo la mayor asociacion

con Ell hasta la fecha'®. Es ademas, el defecto genético maés

. 79
frecuentemente asociado con la EC"".

Los polimorfismos del NOD2 estan fuertemente relacionados con la
EC y hay evidencia experimental que los une a una débil respuesta
inflamatoria frente al muramil dipéptido de las citoquinas, a una autofagia
inefectiva y a la transcripcion de la IL-1078°,

Como ya se ha comentado en esta introduccion, existe una fuerte
asociacion entre los polimorfismos del gen NOD2 y la EC. NOD2 codifica
un receptor intracelular que estd expresado fundamentalmente en los

. . 24
monocitos y las células de Paneth™".

Los receptores tipo NOD1 y NOD2 son estimulados por diferentes
componentes de los peptidoglicanos bacterianos, y a través de varias vias
provocan la activacion del factor nuclear kB (NF-kB). Otros receptores tipo
NOD contribuyen a la formacién del inflamasoma (complejo multiproteico
que incluye la caspasa), que conduce a la activacion de la caspasa y a la
secrecion de la IL-11%C. La estimulacién de NLPR3, caspasa-1 y la pro-

interleuquina-1 causa un aumento significativo de citoquinas
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proinflamatorias, incluyendo TNF-a, e IL-6. La IL-17, IL-23 e IL-27, que son

. . . . 43
cruciales en las alteraciones inflamatorias de la enfermedad .

Aungue el papel funcional de las mutaciones de NOD2 aln esta en
controversia, la evidencia sugiere que conducen a una activacion reducida del
NF-kB y de las defensinas o, importantes en la barrera intestinal
antibacteriana, y expresadas fundamentalmente en las células de Paneth del

29

a1 . .
ileon Esta respuesta inadecuada podria tener como resultado una

produccion reducida del agente antibacteriano y una invasién microbiana
patdgena. Otros estudios sugieren que la pérdida de funcion de NOD2 podria
tener como consecuencia la falta de inhibicion de la estimulacion de los TLR,

llevando a una activacion de la cascada inflamatoria y una respuesta excesiva

Thi*

1.10.8.- ALTERACIONES DE LA FUNCION DE LOS NEUTROFILOS
EN LA EC

Los neutrofilos actian como la primera linea de defensa en la
interaccion mucosa-microbio, matando y digiriendo las bacterias con
vacuolas fagociticas. El aclaramiento mediado por los neutrofilos de los
microbios de la mucosa prevendria la activacion y el reclutamiento de los

monocitos y macréfagos.

Se han descrito varios defectos en los pacientes con EC, incluyendo
una migracion de neutrdéfilos deficiente, una disfunciéon del complemento
gue produce también alteracién en el reclutamiento de neutrofilos, una

disminucion de la funcién fagocitica y bactericida de los neutréfilos; y una

., .. , . . 45
generacion deficiente de superéxido en los mismos .

También se ha objetivado una produccion significativamente
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disminuida de IL-8 y IL-1p en los macrofagos de los pacientes con EC. Los
macr6fagos de los pacientes con EC producen menos IL-8 en respuesta a
agonistas proinflamatorios, sugiriendo que estas células pueden influir en la
respuesta inflamatoria aguda. Los autores concluyen que en la EC el
reclutamiento de neutréfilos reducido o retrasado en los lugares donde las
bacterias penetran la barrera mucosa puede resultar en la persistencia de las

bacterias y otros mecanismos que pueden conducir a la inflamacién crénica

tipica de esta enfermedad®.

Estos datos sugieren que los pacientes con EC presentan una
alteracion generalizada de la respuesta inmune innata, como se demuestra por
la respuesta disminuida a la inyeccién intradérmica de bacterias muertas, asi
como al trauma de la piel o del intestino®. Cuando se inyectan bacterias

muertas en los antebrazos de pacientes con EC, se objetiva menos flujo

sanguineo que en los pacientes sanos. También se demostrd disminucion de la

- - 80
acumulacidn de neutrdfilos y de IL-8 en los lugares del trauma™.

1.10.9.- ALTERACIONES EN LOS LINFOCITOS Tyé

Hasta hace poco mas de dos décadas se consideraba que todas las
respuestas inmunes especificas eran realizadas por linfocitos T que
expresaban en su superficie un heterodimero con dos cadenas proteinicas que
se denominaban o y P, que formaban parte del receptor de superficie
TCR-0f. En 1984 se descubri6é un nuevo tipo de receptor del linfocito T con

homologia a las inmunoglobulinas y cuyos genes se reordenaban en algunos
de estos linfocitos T, al que se denomino linfocito T gammadelta (LTy8)141.

Asi pues, actualmente se conocen dos poblaciones distintas de linfocitos T
dependiendo del tipo de receptor para antigeno que expresan en su

membrana:
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- linfocitos T af, que expresan el receptor para antigeno TCR-ap.

- linfocitos T y5 que expresan el receptor para antigeno TCR-y3"**>.

Los linfocitos T of}, son los mas frecuentes en sangre periférica (90-
95%), bazo y ganglios linfaticos, mediando respuestas inmunes especificas.
Los linfocitos T Y3, solo se encuentran un 5-10% en sangre periférica, y

aparecen principalmente en epitelios, donde constituyen el 70 % en los
144

linfocitos intraepiteliales de las mucosas

Hay dos caracteristicas fundamentales que diferencian a los
linfocitos Tyd de los ap. La primera es que los linfocitos Tyd reconocen
proteinas directamente sin el procesamiento antigénico previo por las

145-8

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) La

segunda es que no reconocen (o s6lo raramente) péptidos procesados por las
células presentadoras de antigeno, mas bien reconocen metabolitos
microbianos fosforilados y péptidos lipidicos. Asi, los residuos de fosfato

fueron de los primeros ligandos relacionados con el reconocimiento

149-50

antigénico de los TCR yd . Ademas del reconocimiento, anteriormente

mencionado, de antigenos proteicos no procesados, otra propiedad de los

LTyd es la de reconocer ligandos no peptidicoslSl, superantigenos

. . . 152 .
bacterianos, como la enterotoxina A del estafilococo™™" y proteinas del shock
153

térmico™ .

Asi pues, la falta de necesidad de procesamiento del antigeno
permite a los linfocitos T yd una respuesta rapida, y por su variedad en los
modos de reconocimiento, una respuesta amplia; por lo que se le atribuye un
importante papel en la inmunidad innata o inespecifica.

El grupo de investigacién liderado por el Dr. Andreu-Ballester

ha descrito recientemente un déficit de linfocitos T Y& en pacientes con
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ect’. Ademas, ha demostrado en este grupo de pacientes una deficiencia de

oo 102
IL-7 en sangre periférica

Posteriormente demostramos la presencia de un aumento de
anticuerpos especificos Ig E anti-Encephalitozoon en el suero de pacientes
con EC, identificando microsporidios en el 30% de los tejidos, frente a su
ausencia en controles, como ya se ha comentado previamente en este
trabajosl. Los pacientes con Ig E anti-Encephalitozoon positiva mostraban
niveles bajos de IL-7 con respecto a los pacientes Ig E anti-Encephalitozoon
negativos. Mas aln, los pacientes con PCR positiva para microsporidios se
relacionaban con niveles bajos de IL-7 comparados con los niveles en
pacientes con PCR negativos para microsporidios. Esto sugiere que la EC es
un factor de riesgo para la microsporidiasis, una infeccion oportunista en

. . 323
pacientes inmunodeprimidos™ .

1.10.10.-LOS MACROFAGOS ACTIVADOS ALTERNATIVAMENTE

El tracto gastrointestinal contiene el pool de macr6fagos méas grande
del cuerpo humano. Estan derivados de los monocitos de la sangre y pueden
diferenciarse a varios tipos en respuesta a diferentes estimulos
medioambientales. Sus funciones son la fagocitosis de células dafiadas y
apoptaticas, y restos celulares. También tienen actividad antimicrobiana y

capacidad de secretar citoquinas proinflamatorias.

La EC se asocia con un numero de macréfagos aumentado en la
lamina propia. Ademas los macrofagos en la EC tienen un fenotipo diferente
y estan funcionalmente alterados. Producen mayores cantidades de IL-12,

IL-23, TNF-a e IL-6. Sin embargo, aln es incierto si en la EC los macr6fagos

estan hiperactivados o hipoactivadosg7.
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Un nuevo estudio en EC ha demostrado una respuesta deficiente a la
infeccion por E.coli de los macréfagos, independientemente del fenotipo y
genotipo de la EC y de la patogenicidad de la E. coli. Los autores concluyen
en la linea de nuestra investigacién, sugiriendo que una inmunodeficiencia

del huésped es la clave para la persistencia de E. coli intramacréfago en la
120

EC
Recientemente descritos, los macraéfagos activados
alternativamente tienen funcion antiinflamatoria, y hay evidencia de que

podrian regular la inflamacion intestinal. Estan activados por la IL-4 6 la IL-
118

13
Inhiben la proliferacion de linfocitos T y suprimen las infecciones

protozoarias mediante la produccion de citoquinas reguladoras, como la IL-

10 0 el TGF-p™>*,

El papel regulador y antiinflamatorio se hace patente en estudios
sobre el interesante fendmeno por el que las infecciones por helmintos
mejoran la gravedad de colitis en ratones y en humanos. Ensayos clinicos

han demostrado la eficacia del helminto intestinal Trichuris suis en el
55

tratamiento de EC activa en pacientesl .
Estudios recientes han mostrado que pacientes con EC activa tienen
bajos niveles de macréfagos alternativamente activados (CD68+ CD206+),

mientras que las biopsias colénicas de pacientes con EC inactivas tienen

, . 156
aumentado el nimero de estas células .

De igual manera, se ha demostrado que el tratamiento con anti-TNF

aumenta el infiltrado de macrdfagos activados alternativamente en pacientes

. 157
con EC activa 5 .
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1.10.11.- LAS CELULAS DENDRITICAS REGULADORAS

Como se ha explicado en la presente introduccion previamente, las
células dendriticas son uno de los componentes mas importantes del sistema
inmune innato. Son las células presentadoras de antigeno mas efectivas y

tienen capacidad para unir la inmunidad innata y la adaptativa.

En los ultimos afios, se ha asentado el conocimiento sobre el papel

central de las células dendriticas en inducir respuesta inflamatoria contra los

) . . 118
patdgenos y tolerancia a la microflora comensal™.

Segln la expresion del marcador de superficie CD103, las células

dendriticas intestinales se han dividido en 2 tipos fundamentales>®:

-Las CD11c " CD103-, que tienen propiedades proinflamatorias

y estan aumentadas en colitis murrina. Inducen los linfocitos Thl y el

desarrollo de los Th17159.

-Las CD11lc " CD103+, que tienen funcién reguladora en el

intestino.

Estas Gltimas han demostrado en la lamina propia del intestino
delgado facilitar la diferenciacién de los linfocitos T reguladores, asi como

inhibir la proliferacion de linfocitos T CD4+ y prevenir la inflamacién

intestinallso.

1.10.12.- PAPEL DE LOS LINFOCITOS B REGULADORES
(Breg)

Clasicamente el papel conocido de los linfocitos B era la produccion

de anticuerpos. También presentan antigenos a las células T y secretan
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citoquinas, como reguladores positivos de la respuesta inmune. Ademas,
los linfocitos B son una fuente de citoquinas inhibidoras como la IL-10 y el

TGF—Blm. Segun las sefiales que reciben, los linfocitos B pueden producir

. . . . 161
citoquinas pro o antiinflamatorias

Estudios en enfermedades autoinmunes han descrito un tipo de
células B, los Breg, que suprimen las respuestas inmunes, con funcion

descrita en trasplante, cancer e inflamacién, fundamentalmente mediada con
la 1L-10"°. Los Breg fueron descritos por primera vez en 2002. Se definieron

como linfocitos B productores de IL-10 que mantenian la homeostasis
162

inmune™".

Los Breg regulan el balance de Thl, Th17 y Treg. Ademas, pueden
convertir linfocitos T efectores en linfocitos T reguladores tipo 1, productores
de IL-10, con funcién anti-inflamatoria™*®,

Los linfocitos B CD19+ CD25+ fueron los primeros en describirse
con funcion reguladora. Son los encargados de producir grandes cantidades
de TGF-B. Sin embargo, atin se desconoce completamente como identificar

los Breg con marcadores de membrana o factores de transcripcion. Podrian
107

usarse los receptores de células B, CD40 o receptores tipo Toll ™.
En 2010 se describieron un nuevo tipo de Bregs, CD19+,CD5+ y

Foxp3+, pero su papel inmunolégico es desconocido. Seria un subtipo de

. . . .., 163
linfocito B1, que son los que estudiamos en nuestra investigacion™ .

Los linfocitos B protectores son CD5+ CD1d, activados via TLR2/4
por antigenos bacterianos de la flora intestinal. Estos formarian parte de los

linfocitos B1, que son los que analizamos en el presente estudio. El equilibrio
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entre linfocitos B efectores y reguladores esta influenciado por la microbiota

. . 164
intestinal ™ .

En 2014, un estudio en ratones ha descrito que la IL-33 era capaz de

inducir linfocitos T productores de IL-101°

También en 2014, un estudio publicado en Nature, en ratones, ha
demostrado que un tipo de linfocitos B activados, las células plasmaticas

CD138+, producen 1L-35 y podrian prevenir la inflamacion intestinal tras una
infeccion por Salmonella™®®. Todo esto hace pensar que los Breg pueden

ejercer su funcidn supresora también con otros factores ademas de la IL-10.

1.10.13.- CELULAS LINFOIDES INNATAS

Recientemente se han caracterizado las células linfoides innatas,
unos nuevos miembros del sistema inmune innato, hasta ahora desconocidos,

con ausencia de marcadores de superficie diferentes de otras células

. 118 . . .y .
inmunes™ . Se encuentran actualmente en investigacion, pero segin las

citoquinas que producen se han clasificado en 3 grup05167:

-Células linfoides innatas tipo 1:
Son las células linfoides innatas 1 y las células Natural Killer.

Expresan T-bet (factor regulador de transcripcion de linfocitos T),
IFN-y y TNF.

-Células linfoides innatas tipo 2:

Son similares a los linfocitos Th2, y producen las citoquinas propias
de los linfocitos Th2. Son células natural helper, nuocitos y células

progenitoras multipotentes tipo 2.
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-Células linfoides innatas tipo 3:
Son similares a los linfocitos Th17.

Producen IL-22, IL-17Ae IL-17F.

Las células linfoides innatas, especialmente las tipo 1, han sido

descritas con papel en la regulacidn de la respuesta inmune del intestino, pero
118

sus mecanismos subyacentes permanecen desconocidos

Recientemente se han objetivado varias de sus funciones. Un
articulo de 2013 en Nature, describe que las tipo 3 tienen papel como células
presentadoras de antigeno, pero sin provocar la proliferacién de células T,
sino frenando la respuesta de linfocitos T CD4+ contra las bacterias
comensales™®®. También se ha objetivado que las células linfoides tipo 3
estan implicadas en la proteccion y restablecimiento del dafio epitelial y

.. 169 . o . . .
colitis™ ", siendo ademas células efectoras del sistema inmune innato y

. . . , . . 170
facilitando la resistencia a los patdgenos intestinales™ .
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1.11.- LINFOCITOS B1

Clasicamente se consideraba a los linfocitos B como parte de la

inmunidad adaptativa, ya que su principal caracteristica es la produccion de
3

anticuerpos especificos o inmunoglobulinas8 .

Sin embargo, actualmente, una de las subpoblaciones linfocitarias
consideradas como elementos del sistema inmune innato son los linfocitos
B1.

Se conocen actualmente tres poblaciones de linfocitos B maduros
con capacidad para producir anticuerpos:

- los linfocitos B convencionales o linfocitos B2 (LB2) también
conocidos como linfocitos B foliculares;

- los linfocitos B de la zona marginal esplénica

- y los linfocitos B1 (LBl)l71.

Mientras que los LB2 deben diferenciarse a células plasmaticas para
poder secretar inmunoglobulinas  especificas, los LB1 liberan

espontaneamente anticuerpos Ig M al medio extracelular y se localizan

172

fundamentalmente en peritoneo y pleura Estas células presentan

caracteristicas de células activadas y son de mayor tamafio y complejidad

174-5

citoplasmatica que las células B2 . Los LB1 no sélo producen Ig M

natural sino que también son importantes en la produccién de Ig A en el
tejido linfoide asociado a las mucosas o sistema MALT"®. Los anticuerpos
producidos por los linfocitos B1 tendrian un papel protector, ya que estan
implicados en la remodelacion de células envejecidas y apoptéticas, en
mecanismos de inmunomodulaciéon y en resistencia a infecciones. Sin

embargo, su participacion en procesos autoinmunes también ha sido

. ,.173
sugerida™ ~.
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Dentro de las células B1 se distinguen dos subpoblaciones:
-Linfocitos Bla (LB1a) que son mas numerosos y que expresan el
marcador comun a todos los linfocitos T, CD5. Son los que analizaremos en

profundidad en nuestra investigacion.

-Linfocitos B1b (LB1b), aquella subpoblacién que no lo expresa177.

Los linfocitos Bla son numéricamente superiores a los Blb, y es por
ello que la mayoria de la informacion disponible sobre los linfocitos B1 se
refiere a la poblacion B1a'".

Los LB2 que se diferenciaran en células plasmaticas son los
encargados de desarrollar una respuesta adaptativa que, aunque de forma
lenta, es especifica para un patdégeno concreto. A esta respuesta, que requiere
de la interaccién de las células B2 y las células T cooperadoras, se la
denomina Timo dependiente o T—dependiente178.

Sin embargo, los LB1 sobre todo y las células B de la zona marginal
en menor proporcién, producen anticuerpos naturales, de baja afinidad y alta
reactividad, que contribuyen a la primera linea de defensa contra agentes
infecciosos extracelulares, y son la Unica proteccion frente a bacterias
encapsuladasl79. Son por tanto, parte de la inmunidad innata, como hemos
explicado previamente.

Uno de los aspectos més relevantes de las células B1 peritoneales
murinas es quizads su capacidad de autorrenovacion, ya que producen y

liberan 1L-10, factor autocrino que media la proliferacion y sobrevida de las

. 173
mismas .

Tienen un papel critico en la autoinmunidad (enfermedades
autoinmunes no especificas de 6rgano, como artritis reumatoide, lupus y

sindrome de Sjogren), infeccion, inflamacion y enfermedades

173,

. 1
malignas 80, pero se sabe poco al respecto de su papel en la EC.
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El presente estudio de investigacion sigue en nuestra linea de
estudiar el papel de la inmunidad innata en la patogénesis de la EC. Casi
nada ha sido publicado sobre el papel de los linfocitos B1 en la EC. Tan s6lo

un trabajo evidencié que en la periferia de los granulomas de los pacientes

con EC los linfocitos B1 pueden estar presenteslsl. Defendenti et al'®?

demostraron que Unicamente el 20% de los pacientes con EC presentan
infiltracion de linfocitos B1 en sus tejidos, mientras que este porcentaje llega
al 70% en la colitis ulcerosa. A partir de aqui hemos disefiado la tesis que

ahora presentamos.
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1.12.- CONSECUENCIAS DE LOS ESTUDIOS INMUNOLOGICOS
EN EL TRATAMIENTO DE LAEC

Intestinal bacteria
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Figura 12. Blogueo de citoquinas en En®,

A pesar de que la introduccién en 1998 de los farmacos anti-TNF ha
supuesto una mejoria notable en el tratamiento de la EC, ain hay muchos
pacientes dificiles de tratar. Aproximadamente un tercio de los pacientes con
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EC no responden a los anti-TNF™ ", y un 10% de todos los enfermos con EC
no toleran o son no respondedores primarios a todos los farmacos usados para

185 . , N
la enfermedad™ . Ademés, el nimero de cirugias en EC permanece

186

estable Todo esto hace necesaria la investigacion sobre nuevos

tratamientos para estos pacientes.

Se han propuesto numerosas dianas terapéuticas para la EC:
interleuquinas 6, 10, 11, 12, 17 y 23; TNF-o, interferon vy, células CD3 y
CD4, la migracion y expansion leucocitaria, la presentacion de antigenos por
monocitos, macréfagos y células dendriticas, el crecimiento de células
epiteliales, el metabolismo y composicién microbiana.

También se han disefiado diferentes componentes para atacar estas
dianas: anticuerpos monoclonales, proteinas de fusién, moléculas pequefias,

factores de crecimiento recombinantes y oligonucledtidos.

La prediccion de cudl funcionard con pacientes es extremadamente
dificil. Deberian incorporarse a la seleccién de enfermos para los estudios
futuros, las caracteristicas genéticas individuales y los factores

medioambientales de cada paciente, derivados de los datos de los estudios de

L 6
asociacion del genoma.
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1.12.1.- BLOQUEO DE CITOQUINAS CLAVE

La IL-12 afecta vias compartidas por enfermedades inflamatorias
crénicas genéticamente relacionadas, pero fenotipicamente diferentes, como
la esclerosis multiple, la artritis reumatoide y la psoriasis. Los anticuerpos

contra la subunidad p40 de las interleuguinas 12 y 23, Briakinumab vy

Ustekinumab, han mostrado eficacia en estudios de fase 2 y se estan

187-8

realizando en fase 3 . Sin embargo, fueron s6lo minimamente superiores

189-90

a placebo en inducir la remision clinica . Ustekinumab fue més efectivo

que placebo en reducir la actividad clinica de pacientes con EC resistentes a

anti-TNF7.

Tres estudios diferentes probando la eficacia de Fontolizumab, un

anticuerpo anti-IFNy, mostraron que no era beneficioso en la EC activa™>t®

Secukinumab, un anticuerpo neutralizante de la IL-17A, no ha sido

. .1
eficaz en EC activa 06

. Asi, la pregunta clave es por qué los farmacos
neutralizantes de la accién de los linfocitos Thl y Th17 no son eficaces. Una
de las respuestas es la demostracion reciente de que la produccién de

citoquinas de los linfocitos Thl y Th17 cambia a lo largo de la enfermedad”.

Hay que tener en cuenta también que las citoquinas de los linfocitos
Thly Th17 son antagénicas. Asi, la inhibicion del IFN-y supondria ademas
de suprimir las vias inflamatorias dependientes de éste, activar las inducidas

por los Thl7. Esto explicaria también porqué secukinumab no es eficaz,

debido a una posible produccion de IFN-yS.

Relacion de los linfocitos B1 con la enfermedad de Crohn Péagina | 83



1.12.2.- BLOQUEO DE LA MIGRACION, ADHESION Y DIAPEDESIS
LEUCOCITARIA

El Vedolizumab, un anticuerpo Ig G1 monoclonal contra la
integrina o4p7, tiene una actividad enfocada a la union o4P7 de los
linfocitos T con la molécula de adhesion MAdCaM-1. Como MAdCAM-1 se
expresa casi exclusivamente en el tracto gastrointestinal (intestino delgado y
colon) podria tener ventajas. Podria considerarse un inmunosupresor

194-5

especifico del intestino, lo que lo hace especialmente atractivo . Ha sido

aprobado en 2014 tanto en Estados Unidos como en Europa, y en los ensayos

. . 196
es eficaz con pocos efectos secundarios™ .

Tethering Rolling  Integrin activation Firm adhesion Dlapedesis

MadCAM-1 CCX282-B /

Natalizumab,
PF-00547659  Veedolizumab,

Source: Aliment Pharmacol Ther © 2014 Blackwell Publishing

Figura 13. Efecto de vedolizumab y diferentes nuevos farmacos™ .

El farmaco PF-00547659 es una Ig G2 dirigida contra el MAdCAM,

. . . . 195
que tiene la misma diana que el Vedolizumab™".
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AJIM300 es un farmaco oral anti integrina a4, consistente en una

pequefia molécula que ha demostrado eficacia en animales y en un estudio

randomizado y controlado con placebo en pacientes con Ect®,

Etrolizumab es un anticuerpo humanizado monoclonal, Ig G1,
contra la subunidad B7 de las integrinas a4B7 Y aE[37195. Se ha mostrado

. 199
eficaz en un ensayo en fase 2.

El receptor de citoquinas CCR9, juega un importante papel en la
diapédesis leucocitaria. GSK-1605786A y CCX282-B (o \ercirnon o
Traficet-EN) son pequefias moléculas administradas oralmente que bloquean

selectivamente este receptor CCR9 que también se han estudiado en

. . 1
pacientes con EC, con resultados dispares %

El Alicaforsen es un nucleétido que inhibe ICAM-1 (molécula de

o L ., 56
adhesion intercelular 1), y que est& aun en evaluacion™.

1.12.3.- INHIBIDORES DE LA JANUS QUINASA (JAK)

Se estdn desarrollando nuevas pequefias moléculas, que tienen
ventajas respecto a los anticuerpos que usamos actualmente, como que son
mas baratas y se administran via oral. Las mas avanzadas son los inhibidores
de la janus quinasa. Esta quinasa tiene un papel clave en la regulacion de la
proliferacion celular, la diferenciacion y las funciones de las células inmunes.

Puede convertir sefiales extracelulares como las citoquinas o los factores de
195

crecimiento en respuestas genémicas .
El Tofacitinib inhibe la JAK1 y la JAK3, cuyas sefiales resultan en
reducir la sintesis de citoquinas proinflamatorias. Un estudio en pacientes con

EC activa moderada y severa alcanzé una respuesta de hasta el 58%, aunque
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frente a un placebo del 47%. Se esta realizando un estudio en fase dos con

L . ., , ., 200
criterios de inclusion mas estrictos™ .

1.12.4.- LAQUINIMOD

El Laquinimod es un inmunomodulador que tiene efectos
antiinflamatorios modulando las células inmunes, con reduccién de la sintesis

de varias citoquinas. Esta en desarrollo en la EC, pero requiere mas estudios.

Todos estos datos nos sugieren que la eficacia de los tratamientos

podria deberse mas a la muerte de los linfocitos T patogénicos mas que a la

inhibicidn de una citoquina soluble Gnica™.

1.12.5.- BLOQUEO DE MOLECULAS CONTRA-REGULADORAS

Se han descrito varios defectos en los mecanismos contrareguladores
en la Ell, que se supone que contribuyen al mantenimiento y amplificacion de

la respuesta mucosa perjudicial.

Asi, se ha descrito una actividad defectuosa del factor de

crecimiento _transformante B 1, una citoquina producida por células

inmunes y no inmunes que es capaz de suprimir las respuestas de las células
presentadoras de antigeno y los linfocitos T patogéni005201. Tanto en EC
como en CU, la actividad disminuida de este factor de crecimiento se debe a
unos niveles elevados de Smad7, un Smad inhibidor que se une al receptor
del factor de crecimiento transformante B 1 y bloquea su sefial intracelular.
Un estudio en fase | y otro en fase Il han mostrado que Mongersen, un
oligonucledtido antisentido Smad7 oral, es seguro y se asocia con un

. . 202-4
beneficio clinico 0 .
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Otra citoquina a la que ya hemos hecho referencia en la presente
introduccion, y que esté involucrada en la contra-regulacion del intestino es

la IL-10. Sin embargo la IL-10 recombinante humana no ha sido beneficiosa
5

en pacientes con EC corticodependiente activa®®.

También son moléculas contra-reguladoras que pueden tener un
papel terapéutico la IL-25 y la linfopoyetina estromal timica, que se
producen por las células epiteliales intestinales. Se sintetizan en niveles bajos
en la Ell. Estudios pre-clinicos han demostrado que la IL-25 tiene efectos

. . . ... 206
preventivos y curativos en modelos murinos de colitis™ .

Por ultimo estd la 1L-22, una citoquina producida por mdaltiples
células inmunes e involucrada en la regulacion de la barrera intestinal. En

ratones los ligandos de este receptor revierten colitis experimentales a través

de un mecanismo dependiente de la 1L-22%07

1.12.6.- TERAPIAS CELULARES

Aungue el bloqueo global de las células inmunes claves, como las
células T, a través de anti-CD3, no ha sido exitoso en EC, parecen
prometedores los tratamientos de células madre derivadas de tejido

hematopoyético, mesenquimal y adiposo.

La idea mas estudiada es el trasplante autologo de células madre
hematopoyéticas no mieloablativo. Se controla el proceso inflamatorio,
pero no se actla contra el origen de la enfermedad. El objetivo terapéutico es
restaurar el sistema inmune primario del paciente (algo asi como resetearlo o
volver a los pardmetros iniciales) después de usar quimioterapia para eliminar
los linfocitos T auto-reactivos y las células de memoria, que constituirian los

efectores de la disregulacién inmune observada en la EC, induciendo asi una
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tolerancia antigénica a largo plazoll.

Sin embargo los factores genéticos son cruciales en la enfermedad,
como ya se ha explicado, y éstos no son modificados por el trasplante
autdlogo. La EIl reaparecerd después de la exposicion a antigenos
desencadenantes y el organismo probablemente respondera de la misma
manera. El trasplante alogénico (tomado de donante) podria corregir estos

defectos genéticos, pero no se acepta debido a su alta mortalidad y

. . 11
complicaciones

En la serie méas larga publicada hasta la fecha de 24 pacientes, todos
llegaron a la remisién de la enfermedad. El porcentaje de supervivencia libre
de recaida tras el trasplante fue de 91% el primer afio, 63% el segundo afio,
57% el tercer afio, 39% el 4° y 19% el 5° EI porcentaje de pacientes en
remision, libres de esteroides o libres de farmacos los 5 afios después del

trasplante ha permanecido igual o mayor al 70%, 80% y 60%

. 208
respectivamente™ .

También se ha investigado en trasplante de células madre
estromales mesenquimales y en células madre de tejido adiposo o médula
6sea aplicadas localmente para fistulas perianales complejas. Su uso esta
basado en el potencial de estas células de reparar tejidos dafiados e inhibir la
inflamacién y la fibrosis. Ademas, tanto las de origen autélogo como
alogénico, no requieren fase de condicionamiento, ya que estas células no son

inmunogénicas. Se han usado en Ell tanto sistémicamente como localmente

en la EC fistulizante perianalll.

El uso local de células estromales mesenquimales se ha ensayado
en la EC fistulizante perianal, con bastantes estudios en la Gltima década. No

se sabe exactamente el mecanismo de accion, pero parece Ser un
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procedimiento seguro y relativamente eficaz, con cierre de las fistulas entre el

38y el 75% de los casos?

1.12.7- MEJORIA DE LA [INMUNIDAD INNATA COMO
TRATAMIENTO

En la linea de la presente investigacién, sobre defectos de la
inmunidad innata de la EC, el objetivo de las nuevas lineas terapéuticas seria
el fortalecimiento del sistema inmune innato protector. En este sentido, la
1,25-dihidroxivitamina D3, aumentaria la expresion de la p-defensina2 en
enfermos con EC, y podria ser un tratamiento. También los efectos clinicos

de los huevos de Trichuris suis, en estudio en EC, podrian inducir los

- . . . . .70
péptidos antimicrobianos, aunque se requieren mas estudios .

Para mejorar la funcién de la capa de moco se podria administrar

fosfatidilcolina, lo que ha demostrado tener buenos resultados en cu?t?,

Se ha sugerido que la administracién enteral o0 mediante sintesis por
células intestinales modificadas de IL-8 podria tener valor terapéutico.
También se ha propuesto agentes que mejoren el reclutamiento de neutréfilos,
como los inhibidores de la fosfodiesterasa-5, que aumentan el flujo
sanguineo. Para documentar esta propuesta, estos autores muestran que la

administracion oral de Sildenafilo aumenta marcadamente el flujo sanguineo

. L . . 80
a los lugares de inyeccion bacteriana en los pacientes con EC™.

Dentro de esta linea estan los agentes que aumentan las defensas
inmunes innatas. El factor de crecimiento estimulador de colonias de
granulocitos y macro6fagos aumenta las funciones tanto de los fagocitos

como de los componentes epiteliales del sistema inmune innato del

. . 213
intestino
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Estas observaciones han sido la base para estudios con factor
estimulante de colonias de granulocitos (Filgastrim) y de granulocitos-
macrofagos (Sargramostim)214-5. Ambos estudios pilotos sugirieron un
beneficio, aunque Sargramostim parecia mas efectivo. El mismo grupo ha
realizado un estudio controlado con 124 pacientes que mostré una

disminucion de 100 puntos del CDAI y un aumento de la remisién, que se

. . L . 216
mantenia una media de 8-10 semanas tras la finalizacion de la terapia™ .

La persistencia del estimulo derivado de los microbios conlleva una
activacion de los linfocitos T, que se observa en la enfermedad establecida.
Estos conceptos proporcionan los mecanismos por los que la
inmunosupresién es efectiva, porque limita la repuesta cronica de
linfocitos T, que se produce de forma secundaria, mientras que la
estimulacién inmune, posiblemente con los factores de estimulacién de
colonias de macréfagos y granulocitos, puede también ser efectiva,
especialmente en las fases agudas y tempranas de la enfermedad.
Necesitamos un mejor conocimiento de los eventos iniciaticos en la EC

para manejar mejor estas nuevas aproximaciones terapéuticas que mejoran la

. . . 45
inmunidad innata .

Sin embargo, desafortunadamente, la mayoria de los nuevos agentes
en estudio van en la linea de frenar las respuestas inflamatorias mas que en
mejorar la barrera intestinal, por lo que se necesita investigacion clinica,
como el presente estudio, para conocer mejor los mecanismos de la

inmunidad innata en la Ell.

Excepto los agentes anti-TNFo, los farmacos contra moléculas
derivadas de los linfocitos T han fallado como tratamiento. Esto ha sido
interpretado como el resultado de una redundancia en la red de citoquinas a

nivel mucoso, aunque también puede deberse que no se ha identificado las

. - . . 217
dianas criticas o la combinacién de las mismas™ .
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En las Gltimas décadas se ha realizado un enorme trabajo para
identificar factores y vias que orquestan la respuesta inmune en la EC. Estos
avances han supuesto el desarrollo y uso de varios farmacos contra estas
sefiales inflamatorias. Desafortunadamente, la mayoria de los ensayos con
estas drogas han fallado en la EC en humanos. Aunque no sabemos por qué
han fallado estos tratamientos, la evidencia parece indicar que la EIll esta
dirigida por multiples vias inflamatorias, quizas desconectadas. Por tanto,
podria ser mas efectivo el actuar sobre varios mecanismos simultaneamente
que sobre uno solo. El uso de los anti-TNFa sugiere que las acciones que
conllevan la muerte de los linfocitos T podrian ser beneficiosas. También

podrian realizarse aproximaciones que corrigieran las alteraciones en

- . 5
distintas hormonas contra-reguladoras relacionadas con la enfermedad™.
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2.- METODOLOGIA

2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Debido a que los linfocitos B1 forman parte de la inmunidad innata
relacionada, como antes se ha expuesto, con la patogénesis de la EC, nos
planteamos la hipotesis de una relacion de la poblacién de linfocitos B1 con
esta enfermedad, en concreto una deficiencia de los mismos, por lo que

proponemos los siguientes objetivos:

2.2.-OBJETIVOS

Objetivo principal: medir los niveles de linfocitos Bl
(CD19+CD5+) en sangre periférica en pacientes con EC y compararlos con
controles sanos. Interpretar los resultados de su relacion con la EC,

incluyendo gravedad y evolucion de la misma.

Objetivos secundarios:

-Valorar los niveles de Ig M e Ig A en pacientes con EC.

-Correlacionar los niveles de Ig M e Ig A en suero de pacientes con
EC con los niveles de Linfocitos B1.

-Correlacionar los niveles de linfocitos TaB y yé con los linfocitos
B1.
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2.3.-MATERIAL Y METODOS

2.3.1.-TIPO DE ESTUDIO

Estudio prospectivo y observacional de casos y controles.

2.3.2.-CRITERIOS DE INCLUSION

Se reclutaron un total de 128 sujetos, 64 pacientes con EC y 64
sujetos sanos control, apareados por sexo y grupo de edad.

- Los pacientes se obtuvieron de entre los hospitalizados y los que
acudieron a consulta externa del Servicio de Digestivo del Hospital Arnau de
Vilanova de Valéncia.

Los criterios de inclusion para los pacientes fueron:

-Diagnéstico firme de EC. Se utilizaron los criterios de Lennard-
Jones para el diagnéstico de Ec?8,

-No presentar complicacién infecciosa de la EC ni otra enfermedad
infecciosa en el momento de la inclusion.

-No haber sido vacunados en los 6 meses previos a la inclusién.

- Las definiciones de los escenarios clinicos fueron:

Paciente nuevo (Debut): EC activa incluido justo o poco después
del diagnostico, sin tratamiento previo para la EC.

Remision: paciente con CDAI (Crohn's disease activity index)
menor a 150 en Gltimos 3 meses.

Enfermedad activa: paciente con CDAI mayor a 150 y signos y

sintomas de la enfermedad219'20.
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- Los sujetos control se obtuvieron de familiares del personal del

Hospital o de acompafiantes de pacientes no emparentados con los afectados

de EC.

2.3.3.-

Los controles cumplieron los siguientes_criterios de inclusién:

-No presentar enfermedad infecciosa actual

-No tener una inmunodeficiencia conocida

-No padecer enfermedad autoinmunitaria

-No haber sido vacunados en los 6 meses previos a la inclusion
-No recibir tratamiento inmunosupresor, y

-No estar recibiendo tratamiento antibi6tico.

VARIABLES ESTUDIADAS:

1.- Demograficas: Sexo y Edad
2.- Clinicas:
¢ Se objetivaron como indices de gravedad de la enfermedad

el Crohn’s disease activity index (CDAI)** y el indice de Harvey y

2

22 . .
Bradshaw™"" en el momento de la extraccidn sanguinea.

e FArmacos pautados en este mismo punto, para objetivar
posibles modificaciones inmunitarias provocadas por los mismos.

¢ Se recogieron las colonoscopias realizadas en los 6 meses
antes y después de la inclusién de los pacientes, calculando como
indice endoscopico de gravedad el SES-CD (Simplified Endoscopic
Activity Score for Crohn’s Disease)223 y objetivando las
caracteristicas histoldgicas en esta endoscopia.

e Como factores prondsticos de la EC se incluyeron
prospectivamente a partir de la extraccion de sangre:
hospitalizaciones, brotes de la enfermedad, visitas urgentes a la

consulta de digestivo, visitas al servicio de urgencias por la EC,
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intervenciones quirdrgicas, aumento de dosis de farmacos, adicion de
nuevos farmacos y tabaquismo.
3.- Analiticas.
*Hemograma.
*Proteina C reactiva, Velocidad de Sedimentacion Globular
*Poblaciones Linfocitarias:
-CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3+CD56+, CD19+,
CD19+CD5+ (linfocitos B1).
-afCD3+, ap CD3+CD4+, afCD3+CD8+, app CD3+CD56+.
-y6CD3+, y6CD3+CD4+, yd6CD3+CD8+, v CD3+CD56+.

2.3.4.- POBLACION DE ESTUDIO: TAMANO DE LA MUESTRA:

Se llevé a cabo un emparejamiento por frecuencias, teniendo en
cuenta las variables sexo y grupo de edad, y las medias de edad y la
proporcion por sexo en las poblaciones emparejadas.

El calculo de la muestra se realizé con el programa Epidat 4.0. Para
una diferencia de medias a detectar de linfocitos T y& = 0,020 x 10%L, y ya
que no se dispone de estudios previos con linfocitos B1, y basandonos en
nuestro anterior estudiom, con una desviacion estandar esperada en los
LT 8 de los pacientes de Crohn= 0,025 x 10%L, con una desviacién estandar
esperada en los LT vy de los controles sanos=0,067 x 10%L, y con un
coeficiente de correlacion de Spearman de 0,517; teniendo en cuenta una
potencia del 80%, con un nivel de confianza del 95%, el tamafio de la

muestra es de 64 en cada grupo.
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2.3.5.- METODO DE ANALISIS EN SANGRE PERIFERICA

- Hemograma.

El recuento de células sanguineas se realiz6 con el analizador
hematol6gico automatico Coulter LH750 (Beckman Coulter, Fullerton, CA).

- Determinacion de las poblaciones linfocitarias.

Se determinaron mediante Citometria de flujo.

Las muestras de sangre periférica se obtuvieron por puncién venosa
usando como anticoagulante K3-EDTA. La sangre total se tifi6 usando
inmunofluorescencia directa y marcado quintuple simultaneo con los
siguientes anticuerpos monoclonales: CD19, CD5, CD45, CD3 y CD56.

Los anticuerpos monoclonales se conjugaron:
-CD5 con Isatiocianato de Fluoresceina (FITC)
-CD56 con Ficoeritrina (PE)

-CD45 con Ficoeritrina/Rojo Texas (ECD)
-CD3 con R-Ficoeritrina/Cianina 5 (PC5)
-CD19 con Ficoeritrina/Cianina 7 (PC7).

Para los andlisis de fluorescencia se usé un Analizador
Multiparamétrico de Citometria de Flujo de Beckman-Coulter, Cytomics FC
500, Florida (USA) con software CXP que presenta los resultados en gréficos
biparamétricos denominados histogramas. Se midieron en cada muestra

analizada 50.000 eventos como minimo.

La seleccion de los linfocitos se realizd combinando en un
histograma el antigeno panleucocitario CD45 con la complejidad celular

(“side scatter”). Los linfocitos T se midieron con la combinacién CD45/CD3.
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Los linfocitos B~ combinando  CD45/CD19. Los linfocitos NK
seleccionando los linfocitos CD3 negativos y CD56 positivos. Finalmente,
los linfocitos B1 se midieron combinando en un histograma los linfocitos B
(CD19+) con la subpoblacion de linfocitos T CD5+.

-Linfocitos gamma-delta (LTyd):

Se determinaron mediante 10Test® Pan y/3-PC5 Beckman Coulter.
Este es un anticuerpo conjugado (IgGl de raton) a un fluorocromo
(Ficoeritrina-Cianina 5.1-PC5) que permite la identificacién y la numeracién
de las poblaciones celulares que expresan el antigeno TCR PAN ¢d (clon:
IMMU 510) presentes en muestras biolégicas humanas por citometria de
flujo. IMMU 510 reconoce a todas las células T y3, independientemente de
los genes variables o de las regiones de interseccidn que expresan cuando son
analizadas con estudios de inmunofluorescencia de flujo sobre lineas de

células T yd policlonales y clones de células T~{8224'6.

-Linfocitos T alfa-beta (LTaf):

Se determinaron mediante 10Test®Anti-TCR Pan a/f-PC5. El
anticuerpo monoclonal BMAOQ31 es el anticuerpo de referencia para el
estudio de la poblacion ap en citometria de flujo y ensayos funcionales.
Reconoce un determinante monomarfico del complejo del receptor off de la

célula T. Tifie del 89,4% a 98,4% de células EC3 positivas en sangre normal.
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2.3.6.- ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos recogidos se introdujeron en una base de datos y se
analizaron mediante el programa estadistico, SPSS versién 19 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Los estadisticos descriptivos se expresaron como
frecuencias absolutas y relativas para las variables categéricas y como
medias, mediana, desviacion tipica, minimo y maximo en el caso de las
variables continuas. Se comprobd la asuncidn de distribucion normal para las
variables continuas mediante pruebas graficas y la prueba de Kolmogorov-
Smirnov con la correccion de la significacion de Lilliefors. Cuando se asumid
normalidad se utilizé el t-test para comparar las medias de las variables
cuantitativas y se utilizé el test de ¥ para el contraste de proporciones entre
categorias. En caso de no aceptarse la hipotesis de normalidad de la variable
cuantitativa se utiliz6 la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Se
construyeron tablas de contingencias para las variables cualitativas. Como
medida de asociacién se calculé la Odds Ratio (OR) y su intervalo de
confianza al 95% (IC 95%). El nivel de significacion asumido fue de p <
0,05.

2.3.7.- CONSENTIMIENTO INFORMADO, CONFIDENCIALIDAD Y
PROTECCION DE DATOS

A todos los sujetos del estudio se les presentd para leer y firmar la
hoja de consentimiento informado. Se adjunta al final de la tesis este
consentimiento.

Todas las muestras y la informacion de los pacientes durante el
estudio se mantuvieron estrictamente confidenciales. El estudio fue aprobado

por la Comision de Investigacion y Etica del Hospital.
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Todos los datos estuvieron protegidos de acuerdo con las leyes de
Proteccion de Datos Europea y la Ley Espafiola de Proteccion de Datos (Ley
Orgénica 15/1999 de 13 de Diciembre).

La identidad de los pacientes siempre permanecio confidencial, se
identifico sélo por las iniciales y por un codigo numérico individual. El
nombre y la direccion no figuraron en ninguna informacién que salié del

hospital para preservar su anonimato.
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3.- RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

3.1.- RESULTADOS

3.1.1.- CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS

Se han estudiado un total de 128 sujetos, 64 pacientes con EC y 64
controles sanos.

De los 64 pacientes con EC, 35 (54,7%) fueron hombres y 29
(45,3%) mujeres, con el mismo nimero de hombres y mujeres en los

controles.

La edad media de los pacientes con EC fue de 38,9 £ 13,8 vs 42,9 +
16,8, en los controles, p = 0,144. No existen tampoco diferencias entre
hombres y mujeres en cuanto a la edad, cosa esperable, ya que habia un

emparejamiento por sexo y edad.
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3.1.2.- CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES CON EC

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se definen en la Tabla 2,
tanto los escenarios clinicos (debut de EC, EC en remisién o EC activa o en
brote), como todas las caracteristicas de la clasificacion de Montreal (edad,

localizacion de la enfermedad y patrén de la misma).

Tabla 2. Caracteristicas Clinicas de los pacientes con EC
N %
Escenarios Debut 17 26,6
Remisién 24 37,5
Clinicos
Actividad 23 35,9
Montreal Al(<169) 5 78
A2 (17-40) 39 60,9
Edad
A3 (>40a) 20 31,3
Montreal L1 (iIeaI) 29 45,3
L2 (colénica) 7 10,9
Localizacién
L3 (ileocolédnica) 28 43,8
Montreal B1 (inflamatorio) 34 53,1
B2 (estenosante) 19 29,7
Patrén
B3 (fistulizante) 11 17,2
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De los 64 pacientes, 37 estaban sin tratamiento en el momento de la
extraccion sanguinea, un 62,7%. El resto, un 37,3% estaba en tratamiento. En
la Tabla 3 se definen los porcentajes de pacientes en tratamiento respecto al
total de pacientes.

Tabla 3. Tratamiento de los pacientes con EC

N %
Tratamiento 37 62,7
- Mesalazina 13 241
- Antibidtico 13 24,1
- Azatioprina 12 21,8
- Anti-TNF 9 16,4

- Corticoides 7 13,0

- Salazopirina 2 3,7
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En la Tabla 4 describimos las variables continuas dentro de las

caracteristicas de los pacientes con EC de nuestro estudio.

Tabla 4. Variables continuas

Minimo Méximo Media DE
Edad 16 80 38,9 13,8
Evolucion 0 160 31,2 40,8
Harvey 1,43 17,50 6,7 3,7
CDAI 16 429 193,6 117,2
VSG 2 120 33,0 32,4
PCR 5 133 20,8 25,7
IgA 121 509 2445 89,5
IgG 410 1954 994,4 322,8
IgM 3 481 104,4 73,1
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3.1.3.- HEMOGRAMA Y SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS
CONVENCIONALES, ap Y v

3.1.3.1- Hemograma

Se analizaron las caracteristicas del hemograma de los pacientes

con EC y controles, objetivandose diferencias significativas en:

-Niveles de linfocitos (menores en EC)

-Plaquetas (mayores en EC)

-Hemoglobina (menores en EC).

No se objetivaron diferencias significativas en los niveles de

leucocitos totales, neutréfilos, monocitos, eosinofilos ni basofilos.

Tabla 5. Diferencias en el hemograma entre EC y Controles

CROHN Control Significacion (p)
Media = DE Media = DE

Leucocitos 75+30 74+20 NS
Neutroéfilos 51+24 47+19 NS
Linfocitos 1,7+08 2,0+06 0,006
Monocitos 0,6+0,3 05+0,2 NS
Eosindfilos 0,2+0,3 0,2+0,1 NS
Basofilos 0,0+0,1 0,0+0,0 NS
Trombocitos 288 + 107 227 + 49 0,001
Hemoglobina 126+25 144+1,4 < 0,001

NS: No significativo.

Relacion de los linfocitos B1 con la enfermedad de Crohn

Péagina | 107




3.1.3.2- Subpoblaciones linfocitarias convencionales, ap y y8

Se analizaron las poblaciones linfocitarias y se compararon las de

los pacientes con EC con los controles, como se observar en la Tabla 6.
Se hallaron diferencias significativas en:
-Linfocitos CD3+
-Linfocitos CD8+
-Linfocitos CD56+
-Linfocitos CD3+ off y v
-Linfocitos CD4+ of§
-Linfocitos CD8+ off y v

Todos ellos menores en pacientes con EC.
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Tabla 6. Diferencias en las subpoblaciones linfocitarias (EC-Control)

CROHN Sriffie Significacion (p)
Media + DE Media + DE

CD3+ 1,3363+0,6490 | 1,5028 +0,4182 0,020
CD4+ 0,8880 +0,4653 | 0,9415 + 0,2990 NS
CD8+ 0,4242 +0,2577 | 0,5045 + 0,2292 0,024
CD56+ 0,1751+0,1384 | 0,2796 + 0,1930 <0,001
CD3+af 1,2207 +0,6555 | 1,4136 +0,3856 0,003
CD4+o3 0,8738 £ 0,4666 | 0,9400 + 0,2966 0,045
CD8+o3 0,3852 £ 0,2500 | 0,4841+0,2180 0,003
CD56+af3 0,0229 +0,0258 | 0,0224 + 0,0340 NS
CD3+af 0,0371 40,0533 | 0,0688 + 0,0654 <0,001
CD4+o3 0,0005 +0,0007 | 0,0008 + 0,0025 NS
CD8+o3 0,0126 +£0,0174 | 0,0219 + 0,0385 0,006
CD56+a3 0,0096 +0,0188 | 0,0180 + 0,0340 NS
CD19+ 0,2000 +0,1303 | 0,2227 +0,1156 NS

Valores células expresados x10%/L. DE: desviacién estandar.
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3.14.- FRECUENCIA MEDIA DE CD19+ (LINFOCITOS B) EN
PACIENTES CON EC VS CONTROLES

Los valores de linfocitos B en pacientes de Crohn fueron de 0,1999
+ 0,1303 x 10%L, mientras que fueron 0,2226 + 0,1156 en los controles,

p=0,299. Es decir, no hubo diferencias significativas en los linfocitos B en

pacientes con EC frente a los controles.

3.1.5.- FRECUENCIA MEDIA DE CD19+CD5+ (LINFOCITOS B1) EN
PACIENTES CON EC VS CONTROLES

Se objetivd un ndmero menor de linfocitos B1 en pacientes con
EC respecto a controles. La media de linfocitos B1 en los pacientes con EC
fue 0,0146 + 0,0207 x 109/L, frente a 0,251 + 0,0168 de los controles sanos.

La diferencia fue estadisticamente significativa, con p = 0,002.

0,05 -
0,0251

0,04 -

0,03 -

0,02 -

CD19+CD5+ (B1)

Gréfica 1. Frecuencia media de Linfocitos B1 pacientes con EC y Controles.
Valores de B1 medidos x10%/L, diferencia significativa, p = 0,002. Barras T

indican la desviacion estandar.
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3.1.6.- FRECUENCIA MEDIA CD19+CD5+ (LINFOCITOS B1) EN
PACIENTES CON EC SEGUN ESCENARIOS CLINICOS

Se estudid el valor de linfocitos B1 en relacién al escenario clinico
de la EC. No hubo significacion entre los distintos escenarios de la

enfermedad entre sf.

0,04 -

0,0170
0,03 -
0,0130 0,0132

0,02 -

0,01

Debut Remision Actividad

Gréfica 2. Frecuencia media de Linfocitos B1 en sangre periférica de

pacientes con EC segun estadios de la enfermedad.

Valores de B1 medidos x10%L. Debut (N=17), Remisién (N=24),

Actividad (N=23). Barras T indican la desviacion estandar.

No hay diferencias entre los escenarios de EC entre si.
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3.1.7.- FRECUENCIA MEDIA DE CD19+CD5+ (LINFOCITOS B1) EN
PACIENTES CON EC SEGUN CLASIFICACION DE MONTREAL.

3.1.7.1.-Edad

No se hallaron diferencias significativas en los niveles de linfocitos

B1 en los grupos de edad de la clasificacién de Montreal.

0,08 -
0,07
0,06
0,05 -
0,04 -
0,03 -
0,02
0,01

0,0263

0,0148

0,0130

A1(<16a) A2(17-40a) A3 (>40a)

Gréfica 3. Frecuencia media de Linfocitos B1 en sangre periférica de

pacientes con EC segun Clasificacion de Montreal (Edad).

Valores de B1 medidos x10%/L. Al (N=5), A2 (N=39), A3 (N=20).

Barras T indican la desviacion estandar.
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3.1.7.2.- Localizacion

No se hallaron diferencias significativas en los niveles de linfocitos

B1 entre las localizaciones de la enfermedad: ileal, colénica e ileocolénica.

0,05 - 0,0187

0,04 -
0,0159
0,03 -

0,0100

0,02

0,01

L1 (ileal) L2 (colonica) L3 (ileocolonica)

Gréfica 4. Frecuencia media de Linfocitos B1 en sangre periférica de

pacientes con EC segun Clasificacion de Montreal (Localizacion).

Valores de B1 medidos x10%L. L1 (N=29), L2 (N=7), L3 (N=28).

Barras T indican la desviacion estandar.
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3.1.7.3.- Patroén

Se hallaron niveles de linfocitos B1 superiores en el patron
inflamatorio frente al patrén fistulizante, sin hallar diferencias significativas
entre el resto de combinaciones entre los patrones, aunque los niveles eran
menores conforme progresaba el patron en gravedad: inflamatorio—

estenosante— fistulizante.

0,05 - 0,0192

0,045 -
0,04 -
0,035 -
0,03 -
0,025 - 0,0107
0,02
0,015
0,01
0,005

B1 B2 B3 (fistulizante)
(inflamatorio) (estenosante)

Gréfica 5. Frecuencia media de Linfocitos B1 en sangre periférica de

pacientes con EC segun Clasificacion de Montreal (Patrdn).

Valores de B1 medidos x10%/L. B1 (N=34), B2 (N=19), B3 (N=11). Barras T
indican la desviacién estdndar. Diferencia significativa entre B1 y B3
(p=0,017)
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3.1.8.- FRECUENCIA MEDIA DE LINFOCITOS B1 EN SANGRE
PERIFERICA DE PACIENTES CON Y SIN TRATAMIENTO

No hay diferencias significativas en los niveles de linfocitos B1

entre los pacientes segun lleven o no tratamiento (p = 0,867).

Analizando cada uno de los tratamientos por separado, tampoco
se hallaron diferencias significativas en el nimero de linfocitos Bl
comparando los pacientes que llevaban un tratamiento y los que no, como se
puede ver en la Tabla 6. S6lo hay que destacar que la significacién
estadistica estaba préxima en los pacientes que llevaban antibiotico

(p=0,0068) frente a los que no los llevaban.

Tabla 7. Diferencia medias linfocitos B1 segln tratamiento
N No Si Sig. (p)
Tratamiento 43 | 0,0138 £0,0133 | 0,0148 +0,0235 NS
-Azatioprina 15 0,0150 + 0,0219 | 0,0131 +0,0172 NS
-Anti TNF 12 0,0160 + 0,0224 | 0,0083 + 0,0087 NS
-Mesalazina 21 0,0128 + 0,0144 | 0,0181 + 0,0300 NS
-Salazopirina 2 0,0144 £ 0,0211 | 0,0182 +0,0021 NS
-Antibidtico 15 0,0162 + 0,0232 | 0,0092 + 0,0068 NS
-Corticoides 8 0,0153 + 0,0219 | 0,0091 + 0,0075 NS
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3.1.9.- FRECUENCIA MEDIA DE LINFOCITOS B1 EN SANGRE
PERIFERICA DE PACIENTES SEGUN PRESENCIA DE CIRUGIA

3.1.9.1.- Cirugia previa, durante o posterior a la extraccion de sangre en

el estudio.

Hallamos un niimero menor de linfocitos B1 en los pacientes que
a lo largo de la historia de su enfermedad han sido operados en relacion a
su enfermedad (EC), bien fuera antes o después de la inclusion en la

investigacion, o incluidos en el momento de la cirugia.

0,045 0,0168
0,04 -

0,035
0,03
0,025
0,02 -
0,015
0,01
0,005
0

Cirugia

CD19+CD5+ (B1)

Gréfica 6. Frecuencia media de Linfocitos B1 en sangre periférica de
pacientes con EC segun presencia de cirugia previa durante o posterior a la

extraccién de sangre en el estudio.

Valores de B1 medidos x10%/L. Cirugia (N=15), sin cirugia (N=49). Barras T

indican la desviacidn estandar. Diferencia significativa (p =0,016)
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3.1.9.2.- Cirugia previa al estudio (51,5 £ 51,6 meses)

No se hallaron diferencias significativas en los niveles de linfocitos
B1 entre los pacientes con EC que previamente a la inclusion habian sufrido
una intervencion quirtrgica y los que no. La diferencia es marcada, pero no

es significativa por el nimero bajo de pacientes con cirugia previa: 9.

0,04 - 0,0159
0,035
0,03
0,025
0,02 -
0,015
0,01
0,005
0

Cirugia Previa

CD19+CD5+ (B1)

Gréfica 7. Frecuencia media de Linfocitos B1 en sangre periférica de
pacientes con EC segun presencia de cirugia previa a la extraccion de sangre

en el estudio.

Valores de B1 medidos x10%/L. Cirugia (N=9), sin cirugia (N=55). Barras T

indican la desviacion estandar.

Diferencia no significativa (p = 0,058) aunque es por la N tan baja
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3.1.9.3.- Cirugia posterior al estudio (Brote) (13,2 + 12,1 meses)

Se objetivd una clara diferencia entre los pacientes que tras la
inclusién presentaban un empeoramiento y precisaban de cirugia, con un
namero de linfocitos mucho menor, y diferencia estadisticamente
significativa, respecto a los pacientes que no precisaban de cirugia tras la
inclusion. El tiempo medio tras la inclusion en el estudio en que se realizo la

cirugia fue 13,2 + 12,1 meses.

0,045
0,04
0,035
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0,025
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0,0164

Brote Cirugia

CD19+CD5+ (B1)

Gréfica 8. Frecuencia media de Linfocitos B1 en sangre periférica de
pacientes con EC segun aparicién de brote quirtrgico posterior a la

extraccién de sangre en el estudio.

Valores de B1 medidos x10%/L. Cirugia (N=10), sin cirugia (N=54). Barras T

indican la desviacion estandar. Diferencia significativa (p = 0,026)
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3.1.10.- CORRELACIONES DE LOS LINFOCITOS B1 CON LAS
POBLACIONES T

Tabla 8. Correlaciones linfocitos B1-Linfocitos T y B2

Controles Crohn
Bl Significacion (p) Bl Significacion (p)

CD3+ 0,536 <0,001 0,549 <0,001
CDA4+ 0,235 NS 0,477 <0,001
CD8+ 0,460 <0,001 0,522 <0,001
CD56+ -0,170 NS 0,533 <0,001
CD3+aff 0,413 0,001 0,543 <0,001
CD4+afs 0,205 NS 0,477 <0,001
CD8+afs 0,403 0,001 0,545 <0,001
CD56+a -0,513 0,006 -0,082 NS
CD3+yd 0,193 NS 0,435 <0,001
CD4+yd -0,052 NS 0,307 0,014
CD8+yd 0,151 NS 0,368 0,003
CD56+y5 -0,373 0,046 -0,105 NS
CD19+ (B2) 0,716 < 0,001 0,765 < 0,001

Test de correlacion de Rho de Spearman.
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3.1.11.- INMUNOGLOBULINAS EN PACIENTES CON EC Y
CONTROLES

Se analizaron los niveles de inmunoglobulinas, (Ig A, Ig G e Ig M)

en los pacientes con EC y los controles, sin hallar diferencias significativas.

No se ha encontrado una correlacion entre la frecuencia de linfocitos
BlylaslgsM, G, yA.

Tabla 9. Inmunoglobulinas EC-Controles

CROHN Control
Media DE Media DE
19A 245 90 230 102
19G 994 323 1039 253
IgM 104 73 121 63

No hay diferencias significativas.
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3.1.12.- DEFICIENCIA DE LINFOCITOS B1

Para calcular la deficiencia de linfocitos B1 se ha calculado en valor
por debajo del percentil 10 en los pacientes control: deficiencia B1:
CD19+CD5+ < 0,0057 x 10°%/L.

Se han encontrado 28/64 (43,8%) pacientes con deficiencia B1 entre
los pacientes con EC vs 6/64 (9,4%) en los sujetos control sanos, OR: 4,7
(ICOR 95%: 2,1-10,5), p<0,001. No hemos encontrado diferencias segun

sexo y edad.

3.1.12.1.- Deficiencia de B1 segiin Escenarios Clinicos

No se objetivo relacion estadisticamente significativa entre el
déficit de B1 (percentil 10) y los distintos escenarios clinicos de la EC
(debut, remision o brote en actividad).

Tabla 10. Deficiencia B1 en relacion a los Escenarios Clinicos

Debut Remision Actividad
13 11 12
No
36,1% 30,6% 33,3%
e 4 13 11
Déficit B1
14,3% 46,4% 39,3%

No hay diferencias significativas intergrupos p = 0,135
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3.1.12.2.- Deficiencia de B1 segun clasificacion de Montreal
A.- Edad

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre la
deficiencia de linfocitos B1 (percentil 10) y los grupos de edad de la

clasificacion de Montreal.

Tabla 11. Deficiencia B1 segun Clasificacién Montreal (Edad)

Al (<16 a) A2 (17-40 a) A3 (> 40 a)
No 3 23 10
8,3% 63,9% 27,8%
Déficit B1 2 16 10
7,1% 57,1% 35,7%

No hay diferencias significativas intergrupos p = 0,793

B.- Localizacién

No se objetivo relacion estadisticamente significativa entre el

déficit de B1 (percentil 10) y la localizacién de la EC.

Tabla 12. Deficiencia B1 segtn Clasificacion Montreal (Localizacion)

L1 (ileal) L2 (col6nica) L3 (ileocdlica)
No 17 4 15
47,2% 11,1% 41,7%
Déficit B1 12 3 13
42,9% 10,7% 46,4%

No hay diferencias significativas intergrupos p = 0,928
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C.- Patrén

No existe relacion estadisticamente significativa entre el déficit de

linfocitos B1 (percentil 10) y el patron de la EC (inflamatorio, estenosante o

fistulizante).

Tabla 13. Deficiencia B1 segun Clasificacion Montreal (Patron)

Bl B2 (estenosante) | B3 (fistulizante)
No 20 11 5
55,6% 30,6% 13,9%
Déficit B1 14 8 6
50,0% 28,6% 21,4%

No hay diferencias significativas intergrupos p = 0,729
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3.1.13.- DEFICIENCIA DE B1 SEGUN CIRUGIA

Se analiz6 la relacién entre la deficiencia de linfocitos Bl
(percentil 10) y el antecedente de cirugia de la EC. Los pacientes con EC y
deficiencia de linfocitos B1 presentan una probabilidad 6 veces mayor de

antecedentes de Cirugia previa relacionada con su enfermedad.

Tabla 14. Deficiencia B1 y su relacion con la Cirugia previa en la EC
No déficit B1 Déficit B1
No cirugia previa 34 21
61,8% 38,2%
Cirugia previa 2 7
22,2% 77,8%

OR: 5,7 (ICOR95%: 1,1 — 29,9) p = 0,035

Se analiz6 la relacion entre la presencia de déficit de linfocitos
Bl y la presencia futura de un brote quirdrgico, hallandose que la
probabilidad de que un paciente con EC y deficiencia de linfocitos Bl
presente una complicacion quirdrgica es de casi 7 veces méas que el
paciente con EC sin deficiencia de B1. Es decir, la deficiencia en los
pacientes con EC aumenta la posibilidad de complicacion quirGrgica en mas
del 700 %.
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Tabla 15. Deficiencia B1 y su relacién con el brote quirtrgico en la EC

No déficit B1 Déficit B1
S 34 20
No brote quirdrgico
63,0% 37,0%
L, 2 8
Brote quirurgico
22,0% 80,0%

OR: 6,8 (ICOR95%: 1,3 - 35,2), p = 0,016

3.1.14.- RELACION DE LINFOCITOS B1 CON PRESENCIA O NO DE
GRANULOMAS EN ANATOMIA PATOLOGICA

Se analiz6 la relacion de la presencia de granulomas en la anatomia
patoldgica de la biopsia intestinal con la frecuencia de linfocitos B1 en sangre

periférica, sin hallar diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 16. Relacion entre linfocitos B1 y la presencia de granulomas en
Anatomia patoldgica

ErErleEs N Media Desviacion
Linf. B1 estandar

Si 8 0,0266 0,0363

granulomas
Bl
No
56 0,0128 0,0173

granulomas

No hay diferencias significativas p = 0,324
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3.1.15.- RELACION DE LINFOCITOS B1 CON PRESENCIA DE

BROTE

Se objetivé la relacion entre los niveles de linfocitos B1 con la

posibilidad de presentar brote en el seguimiento, sin hallar diferencias

estadisticamente significativas. El Unico brote que se asocia a los linfocitos

B1 es el quirargico que ya se ha analizado previamente.

Tabla 17. Relacion entre linfocitos B1 y presencia de brote posteriormente

N Media linf. Desviacion
B1 estandar
Brote 26 0,0131 0,0197
B1
No brote 31 0,0161 0,0231

No hay diferencias significativas p = 0,595
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3.1.16.- RELACION ENTRE ESTADO GENERAL Y LINFOCITOS B1

Se analizd si existia relacion entre el estado general, medido
mediante el parametro del CDAI (muy bueno, bueno, regular, malo, muy
malo) y los valores de linfocitos B1. No hay relacidn significativa, pero hay
una tendencia negativa. Es decir a mas linfocitos B1, menor puntuacion de

estado general, es decir, mejor estado general.

Tabla 18. Relacion estado general y linfocitos B1
Estado Linfocitos
General B1 totales
Correlacion de Pearson 1 -0,231
Estado
Sig. (bi 0,083
General ig. (bilateral)
N 57 57
Correlacion de Pearson -0,231 1
LINFOCITOS
N 57 129
3.1.17.- RELACION LINFOCITOS Bl Y NECESIDAD DE

AUMENTAR TRATAMIENTO EN SEGUIMIENTO

Se objetivo la relacion entre los valores de linfocitos Bl y la
necesidad de escalar tratamiento para la enfermedad. No se pudieron realizar
estudios ya que sbélo a 3 pacientes se les escal6 el tratamiento en el
seguimiento.
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3.1.18.- RELACION LINFOCITOS B1 Y ENFERMEDAD PERIANAL

Se analizo la relacion entre el déficit de linfocitos B1 medido como
percentil 10, con la presencia 0 no de enfermedad perianal, sin hallar
relacién significativa. Sin embargo, hay un mayor porcentaje de pacientes
deficientes en linfocitos B1 entre los que tienen afectacion perianal, y las
frecuencias de linfocitos B1 son menores. Esto es por la N, que es pequefia.

So6lo 7 pacientes tenian enfermedad perianal.

Tabla 19. Relacion enfermedad perianal y déficit linfocitos B1

B1_Deficit_1
(B1<0.0057_Perc 10) Total
No Déficit B1
Recuento 34 23 57
No
% dentro de 59,6% 40,4% 100,0%
) Perianal
Perianal
Recuento 2 5 7
Perianal
% dentro de 28,6% 71,4% 100,0%
Perianal
Recuento 36 28 64
Total
% dentro de 56,3% 43,8% 100,0%
Perianal

OR: 3,696 (ICOR95%: 0,660-20,702) p = 0,225
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enfermedad perianal

Tabla 20. Frecuencias medias de linfocitos B1 en pacientes con y sin

. Desviacion
N Media )
estandar
LINFOCITOs | Ferianal 7 0,0097 0,0141
Bl
No 57 0,0152 0,0214
p =0,243

Relacion de los linfocitos B1 con la enfermedad de Crohn

Péagina | 129




3.1.19.- RELACION ILEOCOLONOSCOPIA (Simple Endoscopy Score:
SES-CD) Y LINFOCITOS B1

Se realiz6 ileo-colonoscopia a 24 pacientes coincidiendo con la
extraccion de sangre para el estudio, encontrando una relacién inversa
entre los niveles de linfocitos B1 y el indice endoscépico de gravedad
utilizado: Simple Endoscopy Score (SES—CD)223.

Asi, la relacion del porcentaje de B1 y SES-CD fue de -0,559 (Rho
de Spearman, p = 0,004), la relacién de B1 con SES-CD fue de -0,443 (Rho
de Spearman, p = 0,030). Lo que indica que a menor B1 mayor gravedad
endoscépica y viceversa.

5.00 (Rho de Spearman: 0,559, p=0,004)

5.00] ©

4.00—

Linfocitos B1 %
[¥%]
=
T

2000 o

1.00—

0.00

I
0 10 20 30 40
Simple Endoscopy Score (Enfermedad de Crohn)

Gréfica 9. Relacion indice endoscépico (SES-CD) y linfocitos B1.
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Tabla 21. Relacidn de los linfocitos B1 con ileo-colonoscopia en EC

Rho de Spearman Bl

(RS) BL% Totales

Simple Endosco
Sc:re (SES-CDI;y RS 059 A
Significacion (p) 0,004 0,030
SES-CD Recto RS -0,328 -0,244
Significacion (p) 0,117 0,251
SES-CD Colon lzquierdo RS -0,368 -0,242
Significacion (p) 0,077 0,254
SES-CD Transverso RS -0,534 -0,433
Significacion (p) 0,007 0,035
SES-CD Colon Derecho RS -0,430 -0,305
Significacion (p) 0,036 0,147
SES-CD Ileon RS -0,247 -0,198
Significacion (p) 0,244 0,354
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Tabla 22. Valores descriptivos de SES CD

Minimo | Maximo | Media D.E.

Simple Endoscopy Score ( SES) 0 31 9.0 9.6
SES Recto 0 8 1.3 2.5

SES Colon Izquierdo 0 8 2.0 2.9

SES Transverso 0 8 15 2.8

SES Colon Derecho 0 7 1.3 24

SES ileon 0 7 2.9 2.6

3.1.20.- RELACION LINFOCITOS B1 Y TABAQUISMO

No se hall6 relacion entre el nivel de linfocitos B1 en sangre

periférica en los pacientes con EC y la presencia o no de tabaquismo.

3.1.21.-RELACION LINFOCITOS B1 Y PERDIDA DE PESO

No se objetivd relacion entre los valores de linfocitos Bl y la

pérdida de peso, medida al calcular el CDAI.
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3.2.- DESARROLLO ARGUMENTAL (DISCUSION)

Los resultados del presente trabajo indican que existe un déficit de

los linfocitos B1 en sangre periférica en pacientes con EC.

Los linfocitos B1 han sido estudiados fundamentalmente en
ratones, y se sabe que en humanos hay un tipo de linfocitos B CD5+ que

parecen compartir las propiedades fenotipicas de los linfocitos Bla

murinos227

. Tienen un papel fundamental en la secrecion de IL-10,
interleuquina anti-inflamatoria que estd claramente involucrada en la
inflamacién intestinal de la Ell, como hemos descrito en la introduccidon del
presente estudio. Sin embargo, un estudio de Septiembre de 2015 del
prestigioso grupo de Leuven, afirma que el papel de los linfocitos B en la

patogenia de la Ell es desconocido®?,

Estudios cultivando linfocitos B1 y macréfagos de ratones han
demostrado que los linfocitos B1 disminuyen la actividad de los macréfagos

a través de la secrecién de IL-10, lo que confirma su papel en la regulacién

inmune??°. Sin embargo, hay estudios que demuestran que los linfocitos B

productores de IL-10 son diferentes de los linfocitos B1°%, Estas evidencias

confirman la falta de profundidad en el conocimiento de estos linfocitos.

También hay un estudio en ratones que a través de una colitis
inducida, investiga el papel de los linfocitos B1%3L. Estudiaron ratones sin
TCRao, criandolos durante mas de 5 generaciones, y comparando la colitis en
un ambiente libre de gérmenes y en otro con ambiente convencional.
Objetivaron que la supresién de la colitis en estos ratones bajo un
medioambiente convencional no ocurria en la ausencia de linfocitos B.
Estudiaron las caracteristicas fenotipicas y funcionales de las células B de
varios tejidos (bazo, colon y tejido linfoide asociado a mucosa del colon),

objetivando un aumento de linfocitos B1 en la cavidad peritoneal de los
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ratones criados en ambiente normal comparado con los criados en ambiente
sin gérmenes. Sin embargo no hallaron diferencias entre el nimero de
linfocitos Bl-a (los que estudiamos en nuestra investigacion, CD5+) de la
cavidad peritoneal de los dos tipos de ratones, sugiriendo un aumento de los
linfocitos B1-b.

Estos mismos autore5231, estudiaron también los niveles de
inmunoglobulinas, objetivando un aumento de Ig M en el suero de los ratones
criados en ambiente convencional respecto a los libres de gérmenes. No
hallaron diferencias en los niveles de IgA. Estos hallazgos indican que los
linfocitos B1 regulan la colitis y producen Ig M natural bajo condiciones de
gérmenes habituales. Concluyen que los linfocitos B1-b estan involucrados
en la produccién de anticuerpos naturales y participan en la fase inicial,
independiente de los linfocitos T, de la respuesta inmune antimicrobiana. Los
linfocitos B1 previenen el desarrollo de colitis. La produccién de linfocitos
B1 que generan IL-10 e IL-12 esta provocada durante la inflamacion crénica
intestinal, mientras que los linfocitos Bl reguladores se inducen sin

inflamacién intestinal bajo condiciones no higiénicas.

Un estudio japonés de 2014232, estudid la produccién de I1L-10 en
células de pacientes con EC y en un modelo experimental de colitis murina.
Como marcadores de superficie celular de los linfocitos B reguladores,
usaron CD19 y CD1d. Obtuvieron que la producciéon de IL-10 en los
linfocitos B de los pacientes con EC fue significativamente menor que la de
los controles sanos. Concluyen que la deficiencia o disminucion de la funcién
de los Bregs exacerba la inflamacion intestinal, lo que podria estar asociado

con la patogénesis de la EC.

233 . - s
Garraud et al™™, publicaron una revision del papel de los linfocitos

B tanto en ratones como en humanos. Explican su implicacién en la respuesta
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inmune y la secrecion de IL-10. También los estudios realizados en
enfermedades autoinmunes, inmunodeficiencia comin variable o pacientes
infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana. Concluyen que los
papeles complejos de los linfocitos B aln no estan totalmente caracterizados.
Dentro de estas nuevas funciones estarfan los linfocitos B1 de nuestra

investigacion en EC. No hay practicamente estudios del papel de los

. . . S . 233
linfocitos B1 en EC. En esta amplia revision ni se menciona

Si se ha estudiado el papel de los linfocitos B1 en distintas
enfermedades autoinmunes no especificas de 6rgano, como artritis
reumatoide, lupus y sindrome de Sjogren. Estas enfermedades estan
caracterizadas por la presencia de autoanticuerpos que podrian tener un papel
importante en el dafio tisular. Se cree que la susceptibilidad al desarrollo de
enfermedades autoinmunes podria resultar de una regulacién negativa
disminuida de las células B1%**. Tras nuestros resultados, con la disminucién
de los linfocitos B1 en EC, y especialmente en los méas graves, este podria ser
el mismo mecanismo en la EC, aunque se necesitan mas investigaciones al

respecto.

Ademés de autoanticuerpos patogénicos, los linfocitos Bl

contribuirian a las enfermedades autoinmunes al actuar como células

. . . . 175
presentadoras de antigenos propios a células T auto-reactivas™ .

182

Defendeti realiz6 el primer estudio en humanos sobre la

relacién de los linfocitos B1 y la EIl. Su objetivo era investigar la
localizacion de las células productoras de inmunoglobulinas, tanto en EC
como CU. Demostr6é que habia menos linfocitos B, que parecian B1, en las
biopsias de pacientes con Ell. Este estudio italiano recogi6 96 pacientes con
Ell a los que se iba a realizar una colonoscopia, tomando muestras de la

mucosa inflamada (enfermedad activa), tanto de ileon, colon como de recto,
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sin separar resultados. Para identificar linfocitos B utilizaron los marcadores
CD79+, CD20-, CD21-, CD23- y CD5%. Para identificar los linfocitos B1
utilizaron CD5+, que es el mismo marcador que hemos utilizado en nuestra

investigacion.

En este estudio de Defendeti*®” la ausencia de B1 (definidos por los
marcadores descritos arriba) estuvo estadisticamente asociado con EC, frente
a CU. La presencia de células B1 tenia un valor predictivo negativo de 82,9%

para EC, con una sensibilidad de 0,781 y una especificidad de 0,531.

En la presente tesis se han encontrado diferencias significativas
entre el nimero total de linfocitos entre los pacientes con EC y los
controles, 1,7 + 0,8, vs 2,0 =+ 0,6, con una p de 0,006. Esto podria tener
importancia en los resultados de linfocitos B1, pero no es asi, ya que no
existen diferencias significativas entre los valores de linfocitos B entre los
pacientes y los controles, aunque si habia una tendencia a mayor cantidad de

los mismos en los pacientes.

La disminucién de los linfocitos en general en los pacientes con EC
podria tener dos justificaciones. Una, que los pacientes con EC tienen un peor
estado nutricional, dado que estad demostrado que los linfocitos disminuyen

235-7

en estados carenciales y de desnutricion, (varios estudios han

demostrado un ndmero disminuido de linfocitos B en pacientes desnutridos).
La otra es que la disminucion de linfocitos B1 influya en los niveles totales
de linfocitos, pero esto parece improbable, ya que como se ha mencionado
antes, los valores de linfocitos B no son diferentes entre pacientes y controles

en nuestros resultados.

Podria pensarse que los farmacos potentes empleados en la EC
pueden modificar los niveles de linfocitos B1 en nuestra investigacion, pero

analizamos todos ellos en conjunto, y salicilatos, azatioprina, 6-
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mercaptopurina, corticoides, antibiéticos y anti-TNF en particular, y no hay
diferencias significativas. Solo los antibidticos tenian una p proxima a la
significacion estadistica, 0,068. Una explicacion a este resultado seria que los
pacientes que llevan antibiéticos son los mas graves, muchos de ellos
ingresados por un brote. Sin embargo, esto también justificaria una
disminucion de los B1 en los pacientes con corticoides, cosa que no sucede

en nuestra investigacion.

También seria l6gico pensar que los pacientes que estan tratados con
anti-TNF son mas graves y deberian tener unos linfocitos B1 inferiores, pero
hoy en dia, con la instauracion y asentamiento de la Unidad de enfermedad
inflamatoria intestinal en nuestro centro, cada vez introducimos los anti-
TNF més tempranamente y tenemos muchos pacientes con buena evolucion
de la enfermedad, que no cumplen criterios de gravedad, y llevan estos
farmacos en mantenimiento. No se hallaron niveles de linfocitos B1 menores
en pacientes que llevaban anti-TNF frente a los que no los llevaban.
Probablemente todas estas tendencias se resolveran con la progresiva

introduccidn de pacientes en esta linea de investigacién.

Tampoco se pueden justificar estos datos por la leucopenia que
. . . 238 . .
provoca el tratamiento con azatioprina™ ", ya que no hallamos diferencias en

los valores de leucocitos entre los pacientes con EC y los controles.

Si se ha descrit0239, la disminucion de los linfocitos B totales y los
CD5+ en pacientes con lupus eritematoso sistémico y metotrexate.

También240

, la disminucion de estos mismos linfocitos B1 en pacientes con

Ell tratados con corticoesteroides, cosa que no sucede en nuestro estudio. Si
- L . 240 e .

coincidimos en este Gltimo estudio™ ~ en la no modificacion de sus niveles en

los pacientes tratados con 5-ASA..

Relacion de los linfocitos B1 con la enfermedad de Crohn Péagina | 137



En el estudio de Defendeti y colaboradoreslgz, el tratamiento

tampoco no influyé en la presencia de linfocitos B1, aunque no estudiaron la
influencia de los distintos tratamientos por separado, como nuestro grupo ha

realizado.

Un estudio reciente, publicado en Septiembre de 2015 por el grupo
de Leuven228, estudia la influencia del tratamiento con farmacos anti-TNF
en los linfocitos B de sangre periférica. Las muestras son de 52 controles
sanos y de pacientes con Ell antes (46 pacientes) y/o durante el tratamiento

con anti-TNF (55 pacientes).

En los enfermos con EC, antes del tratamiento con anti-TNF, hallan
un nimero menor de linfocitos B (CD19+) en sangre periférica, un estado de
activacion menor (medido mediantes la expresiéon de CD40) y menores
proporciones de linfocitos B1 (CD5+, como en nuestro estudio) comparado
con los controles. El tratamiento con anti-TNF aumentd el nimero de
linfocitos B (CD19+), asi como los tipos de éstos, en respondedores, pero no
en no respondedores. La restauracion de los linfocitos B se correlaciono con
la respuesta bioldgica al tratamiento, medido mediante la proteina C reactiva.
Los niveles de anti-TNF se correlacionaron con los linfocitos B durante la

terapia. Estos autores concluyen que el mecanismo de este efecto en los

linfocitos B debe ser méas explorad0228.

La existencia de diferencias en nuestro trabajo entre los niveles de
B1 entre los patrones inflamatorio y fistulizante, mayores en el primero,
hablan a favor de un papel de los linfocitos B1 en la gravedad de la
enfermedad. Es mas, los linfocitos B1 disminuyen conforme progresa el
patrén en gravedad, aunque sin diferencias significativas, mas que las

descritas previamente. Es decir, existe una disminucion progresiva del
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namero de linfocitos B1 entre los patrones inflamatorio, estenosante y

fistulizante.

Este hecho nos hace pensar en los linfocitos B1 como una célula
central en la etiologia y patogenia de la EC, ya que el patrén inflamatorio
es el més indolente y el fistulizante (también conocido como penetrante) el
mas grave241. Estos datos demuestran que la disminucién de los niveles de

B1 estan relacionados con la EC.

En el estudio de Defendeti et al. objetivaron un aumento de
linfocitos B en el 42,7% de las biopsias de pacientes con EIl, pero su
ausencia estuvo relacionado con la EC, pero no con la gravedad de la
enfermedad ni el tratamiento. Estos autores piensan que las células Bl
pueden tomar parte activa en la inflamacion intestinal, pero su reclutamiento
masivo podria tener menos importancia que su ausencia. Tampoco se hallé
relacion entre la presencia de linfocitos B en las biopsias y la gravedad de la
enfermedad, medido con el CDAI, como ha sucedido en la presente tesis 52,

Cabe también destacar la relacion entre los niveles de linfocitos B1
con el indice endoscépico SES-CD. No hay ningun estudio que relacione
actividad endoscopica y linfocitos B1. En el estudio de septiembre de 2015
de Leuven®?® relacionan niveles bajos de linfocitos B con EC activa, tanto
EC como CU. Sus 46 pacientes con Ell activa tenian niveles de linfocitos B
(CD19+) menores comparados con los controles sanos. Relacionaron ademas
negativamente los niveles de proteina C reactiva con el nimero de linfocitos
B circulantes. Nuestro equipo de investigacion considera que la EC y la CU
son enfermedades diferentes inmunolégicamente, como se ha explicado en la
introduccidn. Por esto, hemos relacionado Unicamente pacientes con EC con
la gravedad endoscépica, demostrando alta correlacion tanto con el indice

endoscopico de la enfermedad (Crohn's Disease Endoscopic Index of
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Severity) como con el indice habitual para medir actividad clinica: CDAI

(Crohn's Disease Activity Index)223.

Pese a que los linfocitos B1 estan encargados de la secrecién de Ig
M natural e IL—10180, en nuestro estudio no se observé disminucion de Ig M

en relacion a la disminucion de linfocitos B1. Esto se puede deber a que la

Ig natural se secrete mas en intestino y peritoneo y no en suero, ya que los

linfocitos B1 estan estratégicamente localizados en peritoneo y pleuralsz. Sin

embargo, los linfocitos B1 han demostrado ser los mayores productores de Ig
M natural (anticuerpo con baja afinidad, con diversidad limitada en ausencia
de infeccion). Se ha objetivado que mas del 80% de la IgM natural del suero

esta derivada de los linfocitos 81242.

Para completar este aspecto de nuestra investigacion, ya hemos
iniciado la inclusion de pacientes con EC y controles a los que se ha realizado
estudio de linfocitos B1 en suero y en tejido ileal obtenido mediante ileo-

colonoscopia.

Uno de los hallazgos mas sorprendentes de esta investigacion es el
valor del déficit de linfocitos B1 para pronosticar la necesidad de cirugia
en el seguimiento.

Era significativa la disminucién de linfocitos B1 en los pacientes
gue en algin momento de su enfermedad requerian cirugia, tanto antes de la
inclusion como posteriormente a la misma. Los pacientes con EC y
deficiencia de linfocitos B1 presentan una probabilidad 6 veces mayor de
antecedentes de Cirugia previa relacionada con su enfermedad. Ademas, la
probabilidad de que un paciente con EC y deficiencia de linfocitos Bl
presente una complicacién quirdrgica es de casi 7 veces mas que el paciente
con EC sin deficiencia de B1. Es decir, la deficiencia en los pacientes con

EC aumenta la posibilidad de complicacién quirirgica en mas del 700%.
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En el estudio de Defendeti182, solo 1 de los 41 pacientes en los que
detectaban linfocitos B1 habia tenido previamente cirugia, frente a 13 de 55
en los que no se detectaba. Esto va en la linea de nuestros resultados,
reincidiendo en la mayor gravedad de los pacientes con menores linfocitos
B1.

Se han analizado las variables predictivas en la EC para la necesidad
de nueva cirugia243, objetivandose que existe un nivel alto de intervenciones
quirdrgicas en la EC pese a la introduccion de los anti-TNF. Los factores que
se han asociado con una reintervencién han sido la juventud en la primera
intervencion, el comportamiento penetrante y el permanecer sin tratamiento
con azatioprina. Otro estudi0244, ha encontrado como factores de riesgo

independientes para cirugia abdominal en la EC, la edad al diagnoéstico, la

localizacion ileal y los patrones estenosante y fistulizante.

En cualquier caso, los hallazgos de esta tesis, siguen corroborando la
hipétesis de la inmunodeficiencia como factor etiopatogénico fundamental en
la EC. Estos resultados abren nuevas lineas de investigacién que aclararan
mas las incognitas que aun suscita esta enfermedad: ¢Son los linfocitos B1 la
inmunodeficiencia inicial que precipita la invasién de patdgenos que
producirian una respuesta inflamatoria crdénica que hoy en dia
conocemos, o por el contrario el déficit de linfocitos B1 forma parte de
una respuesta inmune alterada? Nuestro equipo defiende la primera
hip6tesis, pues nuestros trabajos van en este sentido, aunque se requieren mas
investigaciones. Como hemos comentado, la inclusién de mas pacientes, a los
gue estamos estudiando los linfocitos B1 en suero y tejido ileal aportaran mas
datos a esta novedad en la etiopatogenia de la EC, abriendo nuevas

perspectivas terapéuticas en la misma.
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4.- CONCLUSIONES FINALES

1.- La frecuencia de linfocitos B1 (CD19+CD5+) en los pacientes de Crohn
es significativamente mas baja que en los sujetos sanos, y la deficiencia de
B1 alcanza casi al 50 % de los pacientes de EC. Esto confirma la hipotesis

inicial del presente trabajo.

2.- La frecuencia de linfocitos B1 (CD19+CD5+) en el patron estenosante y
fistulizante es progresivamente mas baja que en el inflamatorio, siendo

significativo en el fistulizante.

3.- Los pacientes con EC que sufren cirugia previa, durante o en brote
posterior al estudio presentan frecuencia de linfocitos B1 méas baja que los
que no sufren cirugia. Ademas, la deficiencia de B1 en los pacientes con EC

aumenta mas de 7 veces la posibilidad de complicacion quirdrgica.

4.- La actividad endoscopica medida con el indice SES-CD se correlaciona

con el nivel de linfocitos B1.

5.- Estos datos sugieren que la deficiencia de linfocitos B1 (inmunidad

innata) esté relacionada con la EC.

6.- Se abren lineas de investigacion en la inmunidad innata en la EC, y lineas
de tratamientos encaminados a mejorar esta inmunidad y en concreto los

linfocitos B1.
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5.- RESUMEN DE LATESIS

5.1.-INTRODUCCION GENERAL

La EC es un proceso inflamatorio crdénico y recidivante, sin
tendencia a la curacidn, que puede afectar a todo el tracto gastrointestinal. Se
piensa que resulta de una respuesta inmune aberrante y continua contra la
microbiota intestinal, catalizada por una susceptibilidad genética individual y
multiples factores medioambientales. Aunque hay multiples conocimientos

sobre su fisiopatologia, su etiologia permanece desconocida.

Hay varias teorias que se han descrito en las Ultimas décadas para
hipotetizar sobre la etiologia de la EC: la teoria infecciosa, la autoinmune, la
genética, la de la higiene y la autoinflamatoria. En los ultimos afios, se esta
definiendo la EC como una inmunodeficiencia, sin conocerse ain el
mecanismo inicial exactamente. En la presente tesis aportamos el papel de los
linfocitos B1 (un tipo de linfocitos que se localizan fundamentalmente en
peritoneo y pleura, que liberan Ig M al medio extracelular, y producen

también Ig A) en la fisiopatologia de la enfermedad.
5.2.-METODOLOGIA

El proyecto nacié de la hipotesis de una relacion de la poblacién de
linfocitos B1 con la EC, en concreto una deficiencia de los mismos,

proponiendo los siguientes objetivos:

Objetivo principal: medir los niveles de linfocitos Bl
(CD19+CD5+) en sangre periférica en pacientes con EC y compararlos con
controles sanos, e interpretar los resultados de su relaciéon con la EC,
incluyendo gravedad y evolucidn de la misma.

Objetivos secundarios:

-Valorar los niveles de Ig M e Ig A en pacientes con EC.
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-Correlacionar los niveles de Ig M e Ig A en suero de pacientes con
EC con los niveles de Linfocitos B1.

-Correlacionar los niveles de linfocitos Taf y yd con los linfocitos
B1.

Se realiz6 un estudio prospectivo y observacional de casos y
controles. Se reclutaron un total de 128 sujetos, 64 pacientes con EC y 64
sanos control, apareados por sexo Yy grupo de edad. Se definieron 3 escenarios
clinicos: paciente nuevo, paciente en remision y paciente en brote. Se
estudiaron en los pacientes maltiples variables: sexo, edad, indices de
gravedad (Crohn's disease activity index (CDAI) e indice de Harvey y
Bradshaw), farmacos, indice de gravedad endoscépica (SES-EC) y como
factores pronoésticos: hospitalizaciones, brotes de la enfermedad, visitas
urgentes a la consulta de digestivo, visitas al servicio de urgencias por la EC,
intervenciones quirdrgicas, aumento de dosis de farmacos, adicion de nuevos
farmacos y tabaquismo. Tanto en pacientes como en controles se analizo:
hemograma, PCR, VSG Yy poblaciones linfocitarias.

Todos los datos recogidos se introdujeron en una base de datos y se
analizaron mediante el programa estadistico SPSS. Se comprobo6 la asuncién
de distribucion normal para las variables continuas mediante pruebas graficas
y la prueba de Kolmogorov-Smirnov con la correccion de la significacion de
Lilliefors. Cuando se asumi6 normalidad se utiliz6 el t-test para comparar las
medias de las variables cuantitativas y se utilizo el test de y* para el contraste
de proporciones entre categorias. En caso de no aceptarse la hipdtesis de
normalidad de la variable cuantitativa se utilizé la prueba no paramétrica U

de Mann-Whitney. El nivel de significacion asumido fue de p < 0,05.

5.3.- RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

De los 64 pacientes con EC, 35 (54,7%) fueron hombres y 29

(45,3%) mujeres, con el mismo nimero de hombres y mujeres en los
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controles. La edad media de los pacientes con EC fue de 38,9 + 13,8 vs 42,9

+ 16,8, en los controles, p = 0,144, sin existir diferencias.

Se analizaron las caracteristicas del hemograma de los pacientes
con EC y controles, objetivandose diferencias significativas en: niveles de
linfocitos (menores en EC), plaquetas (mayores en EC) y hemoglobina

(menores en EC).

Se estudiaron las poblaciones linfocitarias y se compararon las de
los pacientes con EC con los controles, hallandose diferencias significativas
en linfocitos CD3+, linfocitos CD8+, linfocitos CD56+, linfocitos CD3+ aff y
vd, linfocitos CD4+ af, linfocitos CD8+ aff y v8, todos ellos menores en

pacientes con EC.

No hubo diferencias significativas en los linfocitos B en pacientes
con EC frente a los controles, sin embargo si se objetivé un nimero menor
de linfocitos B1 en pacientes con EC. La media de linfocitos B1 en los
pacientes con EC fue 0,0146 + 0,0207 x 109/L, frente a 0,251 + 0,0168 de los
controles sanos. La diferencia fue estadisticamente significativa, con p =
0,002.

Analizando los niveles de linfocitos B1, no hubo significacion entre
los distintos escenarios de la enfermedad entre si (debut, remision vy
actividad). Tampoco en los niveles de linfocitos B1 en los grupos de edad de
la clasificacién de Montreal, ni entre las localizaciones de la enfermedad:

ileal, coldnica e ileocolénica.

Se obtuvieron niveles de linfocitos B1 superiores en el patrén
inflamatorio frente al patrén fistulizante, sin hallar diferencias significativas
entre el resto de combinaciones de los patrones, aunque los niveles eran
menores conforme progresaba el patron en gravedad: inflamatorio—

estenosante— fistulizante.
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No hay diferencias significativas en los niveles de linfocitos B1
entre los pacientes segln lleven o no tratamiento (p = 0,867). Analizando
cada uno de los tratamientos por separado, tampoco se hallaron diferencias

significativas en el nimero de linfocitos B1.

Hallamos un namero menor de linfocitos B1 en los pacientes que
a lo largo de la historia de su enfermedad han sido operados en relacion a
su enfermedad (EC), bien fuera antes o después de la inclusién en la

investigacion, o incluidos en el momento de la cirugia.

No se obtuvieron diferencias significativas en los niveles de
linfocitos B1 entre los pacientes con EC que previamente a la inclusion
habian sufrido una intervencion quirdrgica y los que no. La diferencia es
marcada, pero no es significativa por el nimero bajo de pacientes con cirugia

previa, 9.

Se objetivd una clara diferencia entre los pacientes que tras la
inclusion presentaban un empeoramiento y precisaban de cirugia, con un
namero de linfocitos mucho menor, y diferencia estadisticamente
significativa, respecto a los pacientes que no precisaban de cirugia tras la

inclusion.

Se analizaron los niveles de inmunoglobulinas (Ig A, Ig G e Ig M)

en los pacientes con EC y los controles, sin hallar diferencias significativas.

No se ha encontrado una correlacion entre la frecuencia de linfocitos
Blylaslgs M, G, yA.

Para calcular la deficiencia de linfocitos B1 se ha calculado en valor
por debajo del percentil 10 en los pacientes control: deficiencia B1:
CD19+CD5+ < 0,0057 x 10%/L. No se objetivd relacién estadisticamente

significativa entre el déficit de B1 (percentil 10) y los distintos escenarios
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clinicos de la EC (debut, remision o brote en actividad). Tampoco entre los
grupos de edad de la clasificacién de Montreal, la localizacién de la EC, ni el

el patron de la EC (inflamatorio, estenosante o fistulizante).

Se analizo la relacion entre la deficiencia de linfocitos B1 (percentil
10) y el antecedente de cirugia de la EC. Los pacientes con EC y deficiencia
de linfocitos Bl presentan una probabilidad 6 veces mayor de

antecedentes de cirugia previa relacionada con su enfermedad.

Se objetivo la relacién entre la presencia de déficit de linfocitos B1 y
la presencia futura de un brote quirtrgico, hallandose que la probabilidad de
que un paciente con EC vy deficiencia de linfocitos Bl presente una
complicacién quirurgica es de casi 7 veces mas que el paciente con EC sin
deficiencia de B1. Es decir, la deficiencia en los pacientes con EC aumenta
la posibilidad de complicacion quirargica en mas del 700 %.

No hubo relacion entre los niveles de linfocitos B1 con la

posibilidad de presentar brote en el seguimiento.

Se calculé la relacion entre los valores de linfocitos Bl y la
necesidad de escalar tratamiento para la enfermedad, sin poderse realizar
estudios ya que sélo a 3 pacientes se les escal6 el tratamiento en el

seguimiento.

Se analizo la relacion entre el déficit de linfocitos B1 medido como
percentil 10, con la presencia o no de enfermedad perianal, sin hallar relacion
significativa. Sin embargo, hay un mayor porcentaje de pacientes deficientes
en linfocitos B1 entre los que tienen afectacion perianal, y las frecuencias de
linfocitos B1 son menores. Esto es por la N, que es pequefia. Slo 7 pacientes

tenian enfermedad perianal.

Se realizé ileo-colonoscopia a 24 pacientes coincidiendo con la

extraccion de sangre para el estudio, encontrando una relacion inversa entre
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los niveles de linfocitos B1 y el indice endoscépico de gravedad utilizado:
Simple Endoscopy Score (SES-CD). Asi, la relacion del porcentaje de Bl y
SES-CD fue de -0,559 (Rho de Spearman, p = 0,004), la relacién de B1 con
SES-CD fue de -0,443 (Rho de Spearman, p = 0,030). Lo que indica que a

menor B1 mayor gravedad endoscdpica y viceversa.
5.4.-CONCLUSIONES FINALES

La frecuencia de linfocitos B1 (CD19+CD5+) en los pacientes de
Crohn es significativamente mas baja que en los sujetos sanos, y la

deficiencia de B1 alcanza casi al 50 % de los pacientes de EC.

La frecuencia de linfocitos B1 (CD19+CD5+) en el patrén
estenosante y fistulizante es progresivamente mas baja que en el

inflamatorio, siendo significativo en el fistulizante.

Los pacientes con EC que sufren cirugia previa, durante o en
brote posterior al estudio presentan frecuencia de linfocitos B1 més baja
que los que no sufren cirugia. Ademas, la deficiencia de B1 en los pacientes
con EC aumenta mas de 7 veces la posibilidad de complicacion

quirdrgica.

La actividad endoscopica medida con el indice SES-CD se

correlaciona con el nivel de linfocitos B1.

Estos datos sugieren que la deficiencia de linfocitos B1 (inmunidad

innata) esté relacionada con la EC.
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Hoja de Consentimiento Informado

Estudio: “Relacion de los Linfocitos B1 (CD19+CD5+) con la Enfermedad
de Crohn

Hospital Arnau de Vilanova de Valéncia
Estamos realizando un estudio de Investigacion sobre:
“Relacion de los Linfocitos B1 (CD19+CD5+) con la Enfermedad de Crohn”

La enfermedad de Crohn es de causa desconocida, y sigue afectando
entre 4-7 personas por 100.000 habitantes /afio. Es una enfermedad
inflamatoria crdnica y recidivante, sin tendencia a la curacién, que puede
afectar a todo el tracto gastrointestinal, y a nivel sistémico. Nosotros
investigamos unas células inmunes, los linfocitos, que pensamos pueden estar
relacionados con la etiopatogenia de la enfermedad. Por ello se le van a
realizar determinaciones analiticas especiales con el fin de profundizar en el
conocimiento de esta enfermedad de causa desconocida. Para este fin,
precisamos de usted, una muestra de sangre.

Si usted no padece la enfermedad, sus datos nos seran de utilidad
para compararlos con los pacientes que si la padecen.

Sus datos personales serdn confidenciales y solo los conoceran los
investigadores principales. Su identificacion no aparecerd en ningun informe
ni publicacién resultante del presente estudio.

Se le realizara una encuesta sobre antecedentes personales.

Muchas Gracias por su colaboracion.

ConDNI ;e

Consiento en que se me realicen andlisis 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 Valéncia

Fecha:
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