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I. INTRODUCCION




Introduccion

La enfermedad de Crohn (EC) se caracteriza por una inflamacién crénica del tracto digestivo
con una etiopatogenia aun desconocida. La teoria mas aceptada indica una regulacion alterada
de la respuesta inmune del huésped frente a la flora bacteriana residente y a otros antigenos
intraluminales en sujetos susceptibles genéticamente.

La busqueda de genes de susceptibilidad para padecer EC es dificil debido a la complejidad de
los factores genéticos, como son la ausencia de un patrén de transmision mendeliana simple,
la penetrancia incompleta de los genes, la heterogeneidad genética y la implicacion de varios
genes de susceptibilidad (enfermedad poligénica).

De los multiples factores y células que parecen explicar los mecanismos fisiopatologicos de la
EC, uno de ellos se centra en un incremento de la histamina en los pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell). Uno de los motivos parece deberse a una capacidad reducida de la
degradacion de la histamina por la enzima diamino oxidasa (DAO), también llamada proteina
de unién a amiloride (ABP) o histaminasa. Sin embargo, la razén por la que existe un descenso
de dicha actividad enzimatica no es aun conocida. Tal alteracion puede ser explicada en parte
por el polimorfismo genético de la enzima DAO que ha sido recientemente descrito.

Este trabajo de investigacion se centra en el estudio de un polimorfismo genético de un solo
nucledtido (SNP) no sinénimo de la enzima DAO (refSNP 1D:rs1049793) y su posible
susceptibilidad genética para la EC, asi como su repercusion en los distintos fenotipos de la
enfermedad.

Seguidamente, para poder entender este trabajo, revisaremos algunos conceptos basicos de la
EC y la histamina. También intentaremos resumir los conocimientos existentes respecto a la

relacion entre ambos.
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Enfermedad Inflamatoria Intestinal

1.- DEFINICION

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

Ambas enfermedades son de etiologia desconocida y se caracterizan por la cronicidad y por la
heterogeneidad en su forma de presentacion, curso clinico, prondstico y desarrollo de
complicaciones. El curso clinico de estas enfermedades consiste en una alternancia de
periodos de actividad (recidiva o brotes), de variable intensidad o gravedad, con periodos de
quiescencia o inactividad (remision). Es importante realizar la distincion clinica entre CU y EC
ya que la evidencia demuestra que el curso clinico, el prondstico, la respuesta al tratamiento
médico, la necesidad de tratamiento quirdrgico y la tasa de recurrencia tras la cirugia difieren
de forma significativa entre las dos entidades.

La EC es un trastorno inflamatorio crénico que puede afectar cualquier segmento del tracto
gastrointestinal desde la boca hasta el ano, de forma focal, segmentaria, asimétrica y
discontinua. El proceso inflamatorio es transmural y puede afectar todas las capas del intestino,
con la consiguiente aparicion de fisuras, fistulas o abscesos.

El proceso inflamatorio en la CU afecta exclusivamente al colon. La inflamacién difusa de la
mucosa se inicia en el recto y, de forma continua y simétrica, se extiende de forma proximal a

otros segmentos del colon.
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Enfermedad Inflamatoria Intestinal

2.- ORIGEN
La EC se llama asi por Burrill B. Crohn, un médico del hospital Mount Sinai de Nueva York,
quien identifico la ileitis como enfermedad en el afio 1932 junto con sus colegas Ginzburg y

Oppenheimer (ver figura 1). [1]

Figura 1.- Burrill B. Crohn (1884-1983).

Perteneciente a una familia inmigrante judio-alemana que llega a Nueva York a comienzos del siglo XX. A los 13 afios
(1907), Burrill ingresa en la "City University of New York", graduandose a los 18 afios. Cuatro afios después obtiene el
titulo de médico en la Universidad de Columbia. Publica 14 casos, con las primeras descripciones sobre una
enfermedad, que denomina "enteritis regional", en el JAMA (Journal of The American Medical Association). Los
doctores Gordon Oppenheimer y Leon Ginzburg y Richard Marshak contribuyeron de forma importante en las
descripciones sobre la enfermedad de Crohn, su evolucion y opciones de tratamiento quirargico y médico. En 1935 fue

electo presidente de la Asociacién Americana de Gastroenterologia.
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Enfermedad Inflamatoria Intestinal

3.- EPIDEMIOLOGIA

3.1.- Incidencia y prevalencia.

Desde principios de este siglo se ha experimentado un cambio en la epidemiologia y curso de
la Ell. Con un notable aumento de la incidencia, en especial en los ultimos 30 afos, en todos
los paises desarrollados donde comienza a estabilizarse. Con una incidencia actual de EC de
entre 10 y 15 casos/100.000 habitantes/afio [2], siendo en las mismas poblaciones la incidencia
de la CU algo mayor [3].

Los datos disponibles en Europa indican que existe un gradiente norte-sur tanto de incidencia
como de prevalencia, con unas mayores tasas de Ell en el norte de Europa y las mas bajas en
el sur. Estudios mas recientes demuestran que estas diferencias se estan igualando,
estabilizandose en el norte de Europa e incrementandose en los paises mediterraneos, lo que
permite suponer que en un futuro préximo las tasas de todos los paises desarrollados seran
similares. Por este motivo, actualmente se prefiere hablar de gradiente este-oeste [2],
indicando que la Ell se distribuye de forma paralela al nivel socio-econdémico de los distintos
paises.

En las primeras series publicadas en Espafia entre los anos 1975 -1988 [4-9], la incidencia de
este grupo de enfermedades fue baja (incidencia para CU: 0,4 — 4 y para EC: 0,2 — 3,33) en
relacion a la presentada en estudios europeos, en parte debido a que se trata de estudios
antiguos, retrospectivos y no poblacionales. Sin embargo, en los ultimos trabajos [10-16] los
resultados objetivan tasas crecientes, y en algunos casos similares a las publicadas en los

paises nordicos, como se refiere en el estudio colaborativo europeo [17] (ver tabla 1).

Tabla 1.- Incidencia en Espafia de la Ell

Autor Region Ano Tipo Cu EC CU/EC
E. Garza (12) Teruel 1983-93 R,H 3,1 0,9 3,44
Arin Letamendia (13) | Pamplona 1983-93 R,PO 3,75 2,47 1,51
E. Brullet (10) 4 areas 1991-93 P,PO 8 55 1,45
F. Gomollén (14) Zaragoza 1992-93 P,PO 5,1 3 1,7
R. Monferrer (15) Castellon 1992-96 R,PO 6,8 1,9 3,57
EICEA (11) Asturias 1994-97 P,PO | 9,52 5,95 1,6
C. Saro (16) Gijon 1994-97 P,PO | 9,63 6,08 1,58
Shivananda (17) Europa 1991-93 P,PO | 10,3 5,6 1,83

R: Retrospectivo; P: Prospectivo; H: Hospitalario; PO:Poblacional; EIICEA: Ell Estudio Asturiano

Este incremento de las tasas de incidencia a lo largo de los afnos puede tener varias

interpretaciones. La teoria mas aceptada es la mejora socio-cultural de las poblaciones, con
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cambios en el nivel de vida, industrializacion, cambios en los habitos dietéticos, diferente
tratamiento de las aguas y la higiene [18]. Otras hipdtesis son un mejor acceso a una medicina
de calidad, un defecto de metodologia en la obtencién de los datos, o ambas cosas que
pueden inducir unos resultados sesgados en los estudios mas antiguos.

Hasta hace poco tiempo disponiamos de datos muy limitados que no procedieran de Europa
occidental y EEUU. Segun los ultimos estudios, existe un aumento de la incidencia en paises
del este de Europa [19, 20], Asia [21] y sur de América [22], que comenzd en la década de

1990, en paralelo con cambios en los sistemas de gobierno y desarrollo social.

3.2.- Edad

La distribucién de la incidencia por grupos de edad en la EC muestra un descenso progresivo
con la edad, con un pico maximo entre los 15 y 34 afios y un segundo pico mas pequefio entre
los 45 y 64 afios (ver figura 2) [10, 23].

Con respecto a la CU la mayor parte de los individuos inician su enfermedad entre los 15y 40
afios, con un segundo pico entre los 55 y 65 afios [10, 17]. La edad al diagnéstico de los

pacientes con CU es mayor que en la EC [24].

3.3.- Sexo

En cuanto al sexo y la Ell los datos son controvertidos. Segun algunos estudios la incidencia en
la EC no es distinta para ambos sexos [10, 17], sin embargo en otros se presenta con mayor
frecuencia en mujeres (ver figura 2) [3]. Existe una diferencia en la edad especifica de
incidencia de CU en hombres y en mujeres disminuyendo con la edad en el caso de las

mujeres y no en los hombres [10, 17].
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Figura 2.- Incidencias segun la edad y el sexo del estudio Colaborativo Europeo sobre Ell [17].
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3.4.- Etnia

La Ell afecta principalmente a individuos de raza blanca, con una menor prevalencia entre
afroamericanos e hispanos y minima en asiaticos [25], aunque en los Ultimos afos se ha
observado un aumento de la incidencia en estos ultimos.

Dentro de la poblacién blanca, la etnia judia es la poblacién con mayor prevalencia. El riesgo
de Ell en la poblacién judia inmigrante europea y americana esta aumentado en 3 6 4 veces en
relacién con la poblacién nativa (blancos no judios) [26-29]. Entre los judios, la prevalencia de
Ell es mayor en los judios Askhenazi (originarios de Europa central y del este) que entre los
judios sefardies u orientales [29]. Estos hallazgos fueron interpretados como debidos a una
mayor predisposicion en la etnia judia (Askhenazi), posiblemente genética, a padecer Ell y a un

marcado efecto de los factores ambientales [30].
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4.- FACTORES GENETICOS

Son numerosos los factores etiologicos (fundamentalmente ambientales, infecciosos vy
genéticos) que parecen implicados en la etiopatogenia de la Ell. La hipétesis mas aceptada por
la comunidad cientifica es la de Satsangi [31], que sugiere que se trata de enfermedades
poligénicas, compartiendo ambas enfermedades (EC y CU) algin o algunos genes que
confieren susceptibilidad, mientras que otros genes predispondrian Unicamente a la EC o a la
CU. Todo ello, junto con las modificaciones ambientales, podria explicar la amplia variacién
fenotipica de ambas enfermedades.

En 1934, Burrill B. Crohn y colaboradores describieron la primera agregacion familiar de casos
de esta enfermedad, fundamentando la primera base genética de la misma. Desde entonces
multiples investigadores han confirmado que la Ell, fundamentalmente la EC, se asocia a un
componente familiar. Hasta hace poco tiempo el papel de la genética en la susceptibilidad a la
Ell provenia de datos indirectos y fundamentalmente de la epidemiologia genética. Las
principales lineas de investigacion incluian estudios en gemelos, diferencias étnicas en la
prevalencia de la enfermedad, estudios de agregacién familiar y su asociacion con sindromes

genéticos reconocidos.

4.1.- Estudios epidemiolégicos

El principal factor de riesgo descrito para padecer Ell es tener un miembro afecto en la familia
[32]. Entre un 10-20% de los enfermos tiene antecedentes de Ell entre sus familiares [33, 34].
Los familiares de primer grado (hijos, hermanos y padres) de los pacientes tienen el mayor
riesgo, especialmente los hermanos, de presentar la misma enfermedad que ellos. Ademas, las
dos enfermedades pueden darse en la misma familia.

En los ultimos afios se ha publicado que la agregacion familiar es mucho mas alta en la EC
(entre 4,5-18,8%) que en la CU. El riesgo relativo (RR) para los hermanos de un paciente con
EC varia entre 12 y 35, siendo considerablemente menor (entre 4 y 12) en la CU, resultando
ser los pacientes con mas riesgo los hijos de dos progenitores con la enfermedad [35, 36].

Los estudios epidemiolégicos en familias con multiples miembros afectos de Ell muestran una
elevada concordancia en el tipo de enfermedad (EC o CU) y posiblemente de la localizacion de

la misma [33, 37, 38]. En cuanto a la anticipacion genética que hace referencia a la aparicion
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del primer brote de actividad en los hijos a una edad mas temprana, no existe evidencia
cientifica actualmente [39].

Los estudios en gemelos son muy utiles para evaluar el papel relativo de los factores genéticos
y ambientales. En la EC existe una concordancia significativamente superior en gemelos
homocigotos (37%) que en gemelos heterocigotos (7%). Mientras en la CU el grado de
concordancia, tanto en gemelos mono como dicigotos (10 y 3%, respectivamente), sugiere una

menor influencia de los factores genéticos [40, 41].

4.2.- Estudios genéticos

Las dos estrategias basicas para la identificacion de determinantes genéticos en la Ell son: la
clonacién posicional (basada en técnicas de ligamiento) y el estudio del gen candidato (basado
en estudios de asociacién, por ejemplo, con genes del sistema del complejo mayor de

histocompatibilidad) [42]

4.2.1.- Estudio de clonado posicional

El estudio de clonado posicional es una busqueda a través del genoma humano con la
intencion de identificar variaciones en regiones altamente polimérficas entre los afectados y no
afectados. Rastrea todo el genoma a través de analisis de ligamiento y estudios de asociacion
intrafamiliar. Se evalta el parecido entre los miembros afectos para un gran numero de
marcadores altamente polimérficos. Si se detecta un exceso de parecido, la regién donde se
localiza el marcador se estudia con mayor profundidad. Asi, este método es capaz de detectar
genes de susceptibilidad que no aparecian a priori como candidatos relevantes, e incluso
puede detectar genes no conocidos. El principal inconveniente de este método es la falta de
potencia, a causa del gran numero de regiones genéticas que se evaluan, por lo que a menudo
se necesitan grandes muestras para poder demostrar diferencias.

Con el barrido del genoma se han identificado un nimero de regiones (o locus) generadoras de
susceptibilidad para la Ell como las halladas en los cromosomas 1, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 12, 14, 16,
19 y X. Sdlo siete locus de susceptibilidad (denominados IBD1-IBD7) cumplen criterios de
reproductibilidad en estudios independientes [43-49]. Sin embargo, ningun locus ha sido
detectado de forma constante en todos los estudios, lo cual sugiere la existencia de una

heterogeneidad genética. Las regiones cromosémicas identificadas mediante barridos del
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genoma son grandes y pueden contener varios centenares de genes candidatos. Por ello se
han propuesto diversas estrategias para identificar los genes de susceptibilidad. La primera es
fijarse en genes candidatos relevantes previamente identificados en los cromosomas de

interés, denominados genes candidatos posicionales.

4.2.2.- Estudio del gen candidato

Los estudios de genes candidatos comparan las frecuencias alélicas entre pacientes
portadores de la enfermedad y controles emparejados. Las diferencias pueden apuntar a la
implicacion del gen en la patogénesis de la enfermedad estudiada. Esta estrategia necesita
siempre de una hipotesis previa que establezca una relacion fisiopatologica entre el gen
candidato y la enfermedad. Uno de los grandes problemas de estos estudios es la correcta

seleccion de los controles.

4.3.- Gen NOD2/CARD15

Los primeros estudios de identificacion de genes mediante una estrategia de clonacién
posicional en trastornos genéticos complejos fueron los realizados con el NOD2. Este enfoque
consistié en un analisis detallado de la regién pericentromérica del cromosoma 16 seguido de
estudios de asociacion intrafamiliar, lo que permitid identificar el NOD2 como el gen IBD1
(16912). Identificado en el afo 2001 por dos grupos independientes utilizando dos técnicas
distintas, ya previamente descritas, como son la clonacion posicional [50] y la estrategia del
gen candidato [51]. El gen recientemente rebautizado CARD15 (ver figura 3) por el Comité de
Nomenclatura HUGO, esta implicado en la susceptibilidad a la EC, pero no en la predisposicion

a padecer CU.

Figura 3.- Estructura del gen NOD2/CARD15.

NOD2/CARD15 gene

20 124
1 127 220 273 577 744 1020
CARDs NBD LRR

CARDS: dominio de activacion y reclutamiento de caspasas
NBD: dominio de unién a nucleétidos
LRR: secuencias repetidas ricas en leucina
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Este gen codifica una proteina que se expresa en monocitos y macrofagos y, en niveles mas
bajos, en granulocitos y linfocitos. Actia como receptor intracelular de componentes
bacterianos.

La estructura basica de la proteina sintetizada se divide en tres regiones:

- Regién amino terminal con dos dominios N-terminales, implicados en la activacién de
caspasas (dominio de activacion y reclutamiento de caspasas o CARD). Este dominio ha dado
nombre al gen y a su proteina.

- Regidén central con un dominio de unién a nucleétidos (NBD).

- Region C-terminal con diez secuencias repetidas ricas en leucina (LRR), de forma similar a
los dominios extracelulares de los receptores de membrana toll-like (TLR), implicados en
reconocer patégenos extracelulares.

El gen NOD2/CARD15 codifica una proteina implicada en el reconocimiento del dipéptido
derivado de la mureina del petidoglicano (MDP) de bacterias gram negativas y positivas [52],
activando la ruta de sefializacion del factor de transcripcion Kappa B (NF-kB) [53]. En este gen
se han identificado aproximadamente 30 mutaciones asociadas a EC, siendo sélo 3 de ellas
frecuentes (Leu1007fsinsC, GIly908Arg y Arg702Trp). Estas tres mutaciones, también
denominadas SNP8, SNP12 y SNP13, son responsables de mas del 80% de los alelos
mutados, siendo poco probable que la contribucién de las restantes variantes sea significativa
al estar presentes en un escaso numero de individuos.

La mayoria de los estudios se han realizado en poblaciones de raza blanca, los datos
comunicados en estudios multicéntricos [54] indican que del 30 al 40% de los pacientes son
heterocigotos para una de las tres mutaciones y entre el 3 y el 15 % son homocigotos o
heterocigotos compuestos (dos mutaciones diferentes, una en cada cromosoma), en
comparacion con la poblacién de controles sanos, en la que un 7-12% son heterocigotos y un
0 -1 % homocigotos. El riesgo relativo de desarrollar EC en portadores de una mutacion es de
2 a 3, pero aumenta hasta un 20 - 40 en el caso de dos mutaciones (heterocigoto compuesto u
homocigoto), lo que sugiere un efecto de dosis genica para las tres mutaciones. Sin embargo,
la penetrancia es reducida, menos del 10% de los pacientes portadores de dos alelos de riesgo
NOD2/CARD15 desarrollara la enfermedad, lo que implica que otros genes y estimulos

medioambientales estan también implicados en la génesis de la misma [55].
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El valor de las mutaciones genéticas en la EC se ha analizado teniendo en cuenta el sistema
de clasificacion de Viena (ver tabla 4), que incluye la localizacion de la enfermedad, su curso o
patrén evolutivo y la edad a la que se diagnostica. Los resultados obtenidos objetivan una
mayor asociacion entre las mutaciones del CARD15 y: 1.- la localizacién ileal [56]; 2.- el
comportamiento clinico estenosante [57]; 3.- la presentacion temprana de la enfermedad [58];
4.- familiares de los pacientes portadores de mutaciones [56] y 5.- cuando hay cirugia previa,
fundamentalmente resecciones ileales. Se objetiva ademas un mayor riesgo de
reintervenciones entre los portadores de mutaciones [59, 60]. No se encuentra asociacion con
el desarrollo de manifestaciones extraintestinales [58] ni en relacion con factores
medioambientales (fumadores y no fumadores) [58]. No se dispone de datos que relacionen la
presencia de las variantes de CARD15 con la respuesta al tratamiento con esteroides (CE),
antibiéticos o inmunosupresores (IS).

Otros genes menos estudiados implicados en la susceptibilidad de la EC son: la region IBD5 en
el cromosoma 5q31-33 (locus IBD5) [61]. EI gen concreto implicado dentro de la regién no es
conocido con certeza, aunque se presta un atencion particular a las variaciones en los genes
transportadores de cationes organicos OCTN1 y OCTN2 [62]. Otros determinantes genéticos
que se han relacionado con menor solidez con la EC incluyen el DLG5 en el cromosoma 10
[63], NOD1 [64] y TLR4 y 9 [65]. Mas recientemente el gen ILR3 en el cromosoma 1p31 (que
codifica una subunidad del receptor para la citocina proinflamatoria IL-23) se ha asociado con

la EC [66].
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5.- FACTORES AMBIENTALES

Las variaciones observadas en la frecuencia de la Ell entre diferentes areas geograficas y su
variabilidad en el tiempo no pueden ser explicadas solamente por cambios genéticos. Esto ha
sugerido el posible papel que determinados factores ambientales podrian desempefar en su
desarrollo. Son muchos los factores que hipotéticamente pueden actuar como precipitantes o
desencadenantes de la Ell; sin embargo, los estudios al respecto no son concluyentes,
exceptuando quizas en lo referente al habito de fumar, el uso de anticonceptivos orales (AO) y

las infecciones perinatales.

5.1.- Dieta

Existen razones para suponer que la dieta pueda estar involucrada en la patogenia de la Ell,
puesto que los antigenos de la dieta representan la mayoria de los antigenos no bacterianos
presentes en el tracto gastrointestinal. Sin embargo, la realizacion de estudios relacionados con
la dieta es muy dificil, por la dificultad de reconstruir las dietas de los pacientes y de establecer
una relacién secuencial en el tiempo entre el factor considerado y la aparicion de lesiones o
sintomas. Hasta ahora no existen pruebas de que algun alimento en particular favorezca la
recidiva de la enfermedad, por lo que se recomienda que los pacientes con Ell sigan una dieta

libre [67].

5.2.- Tabaco

En la Ell el tabaco juega un papel opuesto segun la enfermedad de la que se trate; tiene un
papel protector en la CU, mientras que en la EC el consumo de tabaco aumenta la
susceptibilidad a la enfermedad y predispone a formas mas graves.

En el metaanalisis clasico de Calkins la posibilidad de presentar EC es significativamente
superior en fumadores que en no fumadores con un odds ratio de 2.0 (IC 95%: 1.65-2.47) [68].
En el estudio de Regueiro la influencia del tabaco es mayor en mujeres y en pacientes con EC
de debut tardio (>40 afios) pero no en la EC de aparicion mas precoz [69].

El tabaco también afecta negativamente el curso de la enfermedad (ver figura 2). Los
fumadores tienen mas brotes de EC que los no fumadores, y el abandono del tabaco extiende
el beneficio a los ex fumadores [70].Comparado con los no fumadores los pacientes de EC que

fuman sufren mas recaidas clinicas y desarrollan un mayor niumero de complicaciones con
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evolucién a formas estenosantes y penetrantes [71-73]. Los pacientes con EC que fuman
precisan mayor numero de reintervenciones que los que no fuman [72, 73].Los pacientes de
EC que dejan de fumar presentan un curso clinico mas benigno, con menos recaidas y menor
necesidad de corticoides y de inmunosupresores [70]. De igual manera abandonar el tabaco
protege a los pacientes con EC de futuras reintervenciones por recurrencia [72]. El beneficio
evaluable de abandonar el tabaco en la EC se considera equivalente al que produce el

tratamiento de mantenimiento con inmunosupresores tiopurinicos.

Tabla 2.- Efectos deletéreos del tabaco en la EC

- Incremento de la necesidad de terapia corticoidea e inmunosupresores
- Incremento de la recidiva clinica y endoscopica

- Incremento de la progresion a formas estenéticas y penetrantes

- Mayor riesgo de cirugia precoz

- Incremento de riesgo de recurrencia clinica, endoscopica y quirdrgica en la post-cirugia

La CU es una enfermedad mas frecuente en no fumadores. Tanto en el metaanalisis de
Calkins, con un odds ratio de 0.41 (IC 95%: 0.34-0.48) [68], como en el mas reciente estudio de
Bridger [74] se objetiva que la CU es menos frecuente en fumadores, cuando se compara con
no fumadores o exfumadores (OR: 0,25; IC 95%: 0,2-0.4). En el estudio de Abraham fumar se
asocia a una disminucioén en el riesgo de desarrollo de CU, pero la ausencia de antecedentes
de tabaquismo no se asocia a un incremento en el riesgo [75]. Son los pacientes que fumaban
y que dejan de fumar los que desarrollan con mayor frecuencia CU [75].

A diferencia de lo que sucede en la EC, la CU tiene un curso clinico mas benigno en los
fumadores, con menos brotes de la enfermedad, menos hospitalizaciones y menor necesidad
de corticoides e inmunosupresores [76]. En algun estudio el riesgo de colectomia es también

ligeramente inferior en fumadores comparados con no fumadores [77].

5.3.- Anticonceptivos orales (AO)

El uso de AO como factor relacionado con la susceptibilidad a padecer EC es mas
controvertido. Un meta-analisis que incluye nueve estudios, dos de ellos de cohortes y siete
estudios casos-control, obtuvo un riesgo relativo conjunto asociado al consumo de AO de 1,4
(IC 95%: 1.12-1.86) para la EC, lo que sugiere una asociacién discreta entre el uso de AO y el

riesgo de desarrollar EC [78]. El mecanismo de como los AO aumentan el riesgo de Ell no esta
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aclarado, aunque parece relacionarse con un mayor riesgo de fenémenos tromboembdlicos,

produciendo un cuadro de isquemia vascular.

5.4.- Antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
En diferentes publicaciones se ha sugerido que el consumo de AINES tiene un papel inductor
en la Ell [79], asi como, su asociacidon con la recidiva [80] y con un aumento de las

complicaciones de la EIl [81].

5.5.- Agentes infecciosos

Una variedad de microorganismos, y en algunos casos sus metabolitos, han sido investigados
como posibles agentes causales de la EC [82]. Son muchos los agentes infecciosos
involucrados en la etiologia de la Ell, como la flora endégena, los virus, especialmente el del
Sarampion [83], Listeria [84], Mycobacterium paratuberculosis [85], Escherichia coli [86]. Sin
embargo, no se ha podido aislar un unico agente infeccioso que presente una clara relacion
con el desarrollo de la Ell. De acuerdo con Thayer y Chitnavis [82], “La evidencia de un agente
infeccioso es tentadora pero todavia no convincente”. Ellos especulan con que multiples
microorganismos pueden estar involucrados o que varios organismos, que no son
individualmente patogénos, pueden interactuar, asi podria explicarse el fracaso en la
identificacion de un agente especifico.

Actualmente hay muchos estudios en relacién con la Mycobacterium avium subespecie de
paratuberculosis. Causante de la enfermedad de Johne, una enteritis crénica que afecta
principalmente a rumiantes. Dichos estudios sugieren que la infeccion en humanos por este
microrganismo puede ser el causante en parte o totalmente de la EC. Si la asociacion de esta

bacteria y la EC es causal o coincidente se desconoce por el momento [87, 88].

5.6.- Lactancia materna y eventos perinatales

Se ha intentado relacionar la presencia o ausencia de Ell con el tipo de lactancia recibida y con
el desarrollo de procesos infecciosos gastrointestinales en la infancia; sin embargo, al igual que
con otras variables o factores de riesgo valorados, los resultados de los diferentes estudios
carecen de uniformidad. En la actualidad se sugiere que los procesos inflamatorios e

infecciosos perinatales, el uso excesivo de antibidticos y la amigdalectomia favorecen la
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aparicién posterior de Ell [89], mientras que la lactancia materna parece ofrecer una proteccion

a padecerla [90].

5.7.- Apendicectomia

Se ha sugerido desde el punto de vista experimental que el tejido linfoide del apéndice seria el
punto de partida de las células que participarian en el desarrollo de la inflamacion intestinal,
con un papel protector de la apendicectomia en el desarrollo de EC, aunque no todos los

estudios lo confirman [91, 92].
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6.- CRITERIOS DIAGNOSTICOS Y CLINICOS DE LA EC
El diagnéstico de Ell se establece con la combinacién de los datos clinicos y biolégicos, los
hallazgos proporcionados por las técnicas de imagen (especialmente la radiologia baritada y la

endoscopia) y el estudio histoldgico.

6.1.- Sospecha diagnéstica
La presentacion clinica de la EC es muy diversa, al manifestarse de forma aguda, subaguda o
cronica. Esta relativa heterogeneidad clinica de la EC es atribuible a la variacion en la edad de

inicio, extension, localizacion anatémica y gravedad del proceso [93].

6.1.1.- Dolor abdominal
El dolor abdominal es el sintoma mas frecuente de la EC. Sus caracteristicas dependen del

patron clinico o localizacion de la misma [94].

6.1.2.- Diarrea

La diarrea esta tipicamente presente cuando la EC esta activa, siendo el sintoma mas
frecuente en la EC de afectacién de colon. En la valoracién clinica de estos pacientes hay que
definir las caracteristicas de las deposiciones. Considerar el nimero, consistencia, composicion
(sangre, moco o pus) y su duracion en el tiempo. Si se trata de un volumen escaso sugiere un
origen colénico, mientras que si es importante indica afectacion del intestino delgado o colon
proximal. El sindrome rectal, definido con urgencia, tenesmo o incontinencia rectal, aunque es

mas frecuente en la CU, también puede aparecer en la EC.

6.1.3.- Otros sintomas y signos

Son la fiebre, la pérdida de peso y la masa abdominal palpable [94]. La presencia de fiebre
puede ser una expresion del propio proceso inflamatorio o como consecuencia de alguna
complicacion como la aparicion de un absceso, perforacidon o sobreinfeccion bacteriana. La
pérdida de peso, mas frecuente en la EC que en la CU, es una manifestacion sistémica de la
Ell, en relacién con déficit nutricionales acontecidos ante las alteraciones de la absorcién y con
una actividad catabdlica incrementada como consecuencia de la actividad inflamatoria. Ademas
en pacientes con estenosis, el miedo a presentar cuadros suboclusivos les lleva a la

disminucién del aporte alimentario.
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6.1.4.- Clasificacion segun el comportamiento clinico

6.1.4.1.- Clinica inflamatoria

En pacientes de EC con afectacion ileal se manifiesta como dolor leve o moderado en la fosa
iliaca derecha sin signos de peritonismo y asociado o no a un dolor periumbilical intermitente.
En el caso de EC de colon, el dolor se suele referir en el hemiabdomen inferior junto con

diarrea, hematoquezia, tenesmo y urgencia rectal.

6.1.4.2.- Clinica estenosante

El dolor es mas frecuente que se refiera a tipo coélico y con caracter suboclusivo con dificultad
para la expulsion de gases o heces, meteorismo, nauseas y vomitos. En la mayoria de los
casos es de afectacion ileal. Se suele asociar con pérdida de peso en especial por miedo al

paciente a ingerir alimento y en ocasiones con fiebre por sobrecrecimiento bacteriano.

6.1.4.3.- Clinica penetrante

Dentro del término penetrante se incluye la presencia de perforaciéon libre, abscesos
intraabdominales, fistulas internas (entero-entéricas, entero-ureterovesicales y entero-
vaginales) y externas (entero-cutaneas y perianales). Con sintomas muy variados segun los
distintos tipos.

Los abcesos y las perforaciones pueden dar una clinica silente e inespecifica como astenia,
febricula, pérdida de peso y deterioro del estado general. Hasta cuadros mas claros de dolor,
fiebre, masa abdominal o abdomen agudo.

La sospecha de fistulas internas lo determinaran los sintomas o signos asociados:

- Fistula entero-vesical: infecciones urinarias de repeticion, neumaturia o fecaluria;

- Fistula entero-vaginal: la expulsién de gases o heces por la vagina;

- Fistulas entero-entéricas: la mayoria son silentes, cuando dan sintomas son diarrea

secundaria a malabsorcion.

6.1.4.4.- Enfermedad perianal
La enfermedad perianal en la EC incluye: la presencia de colgajos cutaneos perianales,
Ulceras, erosiones, hemorroides, abscesos perianales y perineales, fisuras de localizaciéon

atipica (fuera de la linea media) y la presencia de fistulas simples o mas frecuentemente
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complejas. Las lesiones se caracterizan por ser poco sintomaticas, multiples y con una
localizacion atipica. Después de los repliegues cutaneos las fistulas perianales son la segunda
manifestacion en orden de frecuencia. Generalmente son crénicas e indoloras presentando
varios orificios externos (en region perianal y a distancia).

Es dificil hacer una clasificacién sistematica de las lesiones perianales. La clasificacion de
Hughes-Cardiff [95] se basa en la presencia de tres alteraciones: 1) Ulceras, 2) fistulas o
abscesos y 3) estenosis pero su aplicabilidad clinica puede ser compleja. La clasificacion de
Parks [96] es anatomicamente mas precisa, utiliza el esfinter anal interno y externo como
referencia para clasificar las fistulas, en simples (superficiales, interesfinterianas vy
transesfinterianas bajas) y complejas (transesfinterianas altas, supraesfinterianas,

extraesfinterianas, orificio interno por encima de la linea dentada, multiples orificios externos).

Figura 4.- Clasificacion de Parks de las fistulas

Clasificacion de Parks de las fistulas

Fistula superficial.
Fistula interesfinteriana.
Fistula transesfinteriana.
Fistula supraesfinteriana.
Fistula extraesfinteriana

PoOoTO

Esfinter anal externo

De una forma mas esquematica las fistulas pueden ser englobadas en dos grandes grupos:

simples y complejas (tabla 3). Su clasificaciéon es fundamental para determinar el tratamiento.

Tabla 3.- Clasificacion de las fistulas

Fistulas simples

- Bajas (superficial, interesfinteriana, transesfinteriana baja)
- Orificio externo unico

- No dolor ni fluctuacion

Fistulas complejas

- Altas (Inter.- o transesfinteriana alta, supra- o extraesfinteriana)
- Multiples orificios

- Dolor/fluctuacion

- Actvidad rectal

- Recto-vaginal

- Estenosis anal
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6.1.5.- Manifestaciones extraintestinales

Valoraremos la presencia o antecedentes de manifestaciones extraintestinales asociadas a la
Ell como son las oro-cutaneas (estomatitis aftosa, eritema nodoso y pioderma gangrenoso,
entre otras), articulares (espondiloartropatias) y oculares (epiescleritis, uveitis, escleritis y

enfermedad corneal).

6.2.- Clasificacion clinica de la EC

Como hemos referido previamente la forma de expresarse la enfermedad varia mucho de unos
sujetos a otros. Esta variabilidad se halla en la extension, formas de presentacion clinicay en la
respuesta a los distintos tratamientos. Por esta razén se han intentado definir subgrupos de la

enfermedad segun distintos parametros.

6.2.1.- Clasificacion de Viena

La clasificacion con mas éxito ha sido la presentada en el Congreso Mundial de Viena de 1998
(ver tabla 4), que incluye tres variables: la edad (A), la localizacion (L) y el comportamiento

clinico (B) [97].

- Edad al diagndstico: La edad en el momento de inicio de los sintomas y del diagndstico
influye en el patrén de enfermedad. Los pacientes diagnosticados a edad temprana presentan
con mayor frecuencia una localizacion ileal, historia familiar y mas complicaciones estenéticas y
fistulizantes. Los pacientes con una edad al diagnéstico mas avanzada tienen con mayor

frecuencia afectacion coldnica exclusiva.

- Segun la localizacién: La minima lesion requerida en una localizacién para considerar su
afectacion es la lesion aftoide o la Ulcera; la presencia de eritema o edema mucoso no es

suficiente.

e L1 oileal: Se considera como tal la enfermedad limitada al ileon terminal, entendiendo
como tal el tercio distal del intestino delgado (ID), con o sin participacion del polo cecal
en continuidad.

e L2 o coldénica: Supone la afectacion de cualquier localizacién entre recto y ciego sin

participacion del ID ni del tracto gastrointestinal superior.
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e L3 o ileo-colénica: Enfermedad que afecta al ileon terminal, con o sin participacion de
ciego en continuidad, y a cualquier localizacion de colon.

e L4 o gastrointestinal alto: Se considera como tal la enfermedad que afecta a cualquier
localizacion proximal al ileon distal independientemente de que exista o no afectacion

del ileon terminal o del colon asociada.

- Segun el comportamiento clinico:

e B1 o inflamatorio: Las lesiones mucosas iniciales consisten en ulceraciones
superficiales de pequefio tamafio (aftas) que progresan a ulceras profundas lineales
rodeadas de una mucosa en empedrado. Cursa en forma de brotes con clinica
inflamatoria.

e B2 o estenosante: Definido como estenosis fibrosa sin respuesta al tratamiento médico
y que precisa cirugia resectiva, estricturoplastia o dilataciones endoscodpicas. La
sintomatologia mas frecuente es la presencia de cuadros suboclusivos junto con
ausencia de marcadores biolégicos de inflamacion.

e B3 o fistulizante: Se produce con el desarrollo de perforaciones libres, abscesos
intrabdominales, fistulas internas (entero-entéricas, entero-vesiacles y entero-
vaginales) y fistulas entero-cutaneas. También incluye la enfermedad perianal como

son las fistulas y abscesos perianales y Ulceras profundas ano-rectales.

Tabla 4.- Clasificacion de Viena

Edad al diagnostico (A)
A1 > 40 afios
A2 < 40 afios
Localizacion (L)

L1 ileon terminal (tercio distal del ileon, con o sin extensién a ciego)
L2 Colon (incluye recto, excluye ileon terminal)
L3 lleo-cdlica (ileon distal, con colon)

L4 Tracto digestivo alto (con o sin afectacion de otros tramos)

Comportamiento clinico (B)

B1 Inflamatorio (no estenosante, no penetrante)

B2 Estenosante (incluye todo tipo de estenosis)

B3 Penetrante (incluye perianal, masa y abceso)
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6.2.2.- Clasificacion de Montreal

Recientemente en Montreal [98] (ver tabla 5) se acaba de presentar una nueva propuesta

donde se mantiene basicamente la clasificacion de Viena, con los siguientes cambios:

- Edad al diagnéstico: Se afiade un subtipo para los pacientes en los que el debut es antes de
los 16 afios. Dado que en la edad pediatrica la EC evoluciona con mayor frecuencia a fenotipos

complicados de la enfermedad.

- Segun la localizacion: Se afiade como epigrafe descriptivo en la localizacion L4 a los

pacientes que teniendo otra localizacion primaria ademas tengan afeccion gastroduodenal.

- Segun el comportamiento clinico: distintos estudios sugieren que la enfermedad perianal es
un fenotipo diferente al penetrante, es por ello por lo que se elimina la forma perianal como

subtipo de la penetrante, y a cambio se introduce el epigrafe “p” cuando en cualquiera de los

fenotipos (inflamatorio, estenosante o penetrante) coexista enfermedad perianal.

En ambas clasificaciones siempre se asigna el comportamiento mas grave de los presentados

en cualquier momento de la evolucién.

Tabla 5.- Clasificacion de Montreal

Edad al diagnéstico (A)

A1 | 16 afios 0 menos

A2 | 17-40 afios

A3 | >40 afos

Localizacion (L)

L1 | ileon terminal (tercio distal del ileon, con o sin extensién a ciego) | L1+L4 | ileon terminal+tracto digestivo alto

L2 | Colon (incluye recto, excluye ileon terminal) L2+L4 | Colon+tracto digestivo alto

L3 | lleo-colica (ileon distal, con colon) L3+L4 | lleo-cdlica+tracto digestivo alto

L4 | Tracto digestivo alto (con o sin afectacién de otros tramos)

Comportamiento clinico (B)

B1 | Inflamatorio (No estenosante, no penetrante) B1p | Inflamatorio con afeccion perianal asociada
B2 | Estenosante (Incluye todo tipo de estenosis) B2p | Estenosante con afeccion perianal asociada
B3 | Penetrante (Incluye perianal, masa y abceso) B3p | Penetrante con afeccién perianal asociada
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6.3.- Pruebas complementarias

Ante la sospecha clinica de EC debe procederse a la realizacion de una serie de exploraciones
encaminadas a confirmar el diagndstico y a valorar la extension y actividad de las lesiones.
Como pruebas convencionales para el diagnostico de Ell se debera de realizar: 1.- un examen
de las heces, con cultivo para descartar proceso infeccioso; 2.- parametros de laboratorio
basicos, que incluyen la realizacion de hemograma, bioquimica basica con valoracién de hierro,
albumina y marcadores de actividad inflamatoria (fibrinégeno, VSG y PCR), y 3.- pruebas de
imagen, donde la colonoscopia con ileoscopia juega un papel principal en establecer el
diagnéstico de Ell. Si se presupone una enfermedad de ID debera iniciarse el estudio con un
transito intestinal baritado, aunque nuevas técnicas diagnésticas, como el papel de la capsula
endoscépica, enteroscopia, tomografia axial computerizada (TAC) y resonancia nuclear
magnética (RNM) (usando enteroclisis, en las dos ultimas) ha ido aumentando en importancia.
La capsula endoscopica podria ser una herramienta de valor diagndstico en pacientes con

sospecha de EC que no ha sido confirmada usando técnicas estandar.

6.3.1.- Endoscopia

La endoscopia es, tanto en su modalidad diagnéstica como terapéutica, de gran ayuda para el
manejo de los pacientes con Ell. Sus capacidades son: 1.- permite el diagnéstico inicial de Ell;
2.- distingue entre EC y CU; 3.- establece la extension, actividad y gravedad de la enfermedad;
4.- monitoriza la respuesta a tratamientos; 5.- vigila la aparicion de displasia o neoplasia, y 6.-
en algunos casos permite un tratamiento endoscépico de las estenosis, mediante la dilatacion
de las mismas.

Desde el punto de vista clinico, la endoscopia digestiva, esta indicada en el estudio de
pacientes con diarrea cronica, rectorragia, dolor abdominal, rectorragia con cambio del ritmo
intestinal, fiebre o afectaciéon del estado general, sospecha fistula intestinal y ante cualquier

indicio de ElI.

6.3.1.1.- Colonoscopia con ileoscopia
Es la técnica mas utilizada y deberia realizarse como estudio inicial en todos los pacientes con

sospecha de EIll. Este procedimiento permite la vision directa con tomas de biopsia de la
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mucosa de recto, colon e ileon terminal. Permite distinguir entre una ileitis por EC de una ileitis

por afectacion retrograda en la CU, que puede aparecer hasta en un 10% de las pancolitis.

6.3.1.1.1.- Hallazgos endoscopicos
Los hallazgos endoscopicos diferenciales mas tipicos de la EC son la afectacion segmentaria
con preservacion del recto, la afectacion ileal, la presencia de lesiones anales, las erosiones
aftoides y la mucosa en empedrado. No existe una buena correlacion entre la gravedad
endoscopica y la clinica. Las diferencias endoscépicas entre CU y EC se especifican en la tabla
6.

Tabla 6.- Diferencias endoscopicas entre EC y CU.

Caracteristicas EC cu
Hiperemia de la mucosa Parcheada Difusa
Superficie mucosa Nodular y polipoidea Granular (fina)
Ulceras Si (sacabocados/aftas) Sélo en casos graves
Afectacion rectal 50% 95%
Distribucién de las lesiones Discontinua Continua
Estrechez de la luz Frecuente Infrecuente
Afectacion de ileon terminal Frecuente 10% (ileitis por reflujo)
Pseudopdlipos Infrecuentes Frecuentes

6.3.1.1.2.- Hallazgos histolégicos

El estudio histolégico de las muestras de biopsias o de las piezas quirargicas es, junto con la
endoscopia, el método fundamental para el diagnéstico de la Ell, ya que permite el diagndstico
definitivo entre EC y CU en algo mas del 89% de casos [99].

La toma de biopsias debemos realizarla tanto de las lesiones como de la zona adyacente a las
mismas, asi como en diferentes segmentos de recto, colon e ileon; se deben guardar en
recipientes por separado debidamente etiquetados. Para conocer la extension de la
enfermedad se precisa la toma de biopsias de los segmentos presuntamente sanos, dado que
el criterio anatomopatolégico de afectacion por inflamacion es superior al criterio endoscoépico.
El criterio diagndstico mas caracteristico de la EC son los granulomas no caseificados que
constituyen el criterio fundamental aunque se hallan Gnicamente en un 10-30% de las biopsias
endoscopicas y en el 50% de las piezas de reseccidon. Son cuatro las categorias principales
que se utilizan en la evaluacion de las muestras: 1.- la arquitectura de la mucosa; 2.- la
celularidad de la lamina propia; 3.- la infiltracién de polimorfonucleares neutréfilos; y 4.- la

anormalidad de las células epiteliales. La presencia de inflamacién transmural, ulceraciones y
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agregados linfoides sin centro germinal son también altamente sugestivos de EC y se incluyen
dentro de los criterios diagnodsticos clasicos. Asimismo, la presencia de inflamacion de caracter
discontinuo, inflamaciéon submucosa con arquitectura epitelial conservada y la presencia de
fisuras son aspectos que pueden respaldar el diagndstico de EC. En aproximadamente un 10%
de los casos los clinicos y los patélogos no son capaces de distinguir entre una EC colénica y

CU refiriéndose a estos casos como colitis indeterminada (Cl).

- Caracteristicas macroscopicas de la EC: Son evidentes tanto en la vertiente mucosa como en

la vertiente serosa de la pared intestinal. Las lesiones afectan diversos segmentos separados
por areas aparentemente sanas con una longitud de los mismos variable. El aspecto de la
mucosa es heterogéneo, suele haber lesiones de distinto tamafo (y, probablemente, de distinto
tiempo de evolucion). La combinacion de ulceras longitudinales y transversales en una mucosa
edematosa es la responsable del aspecto caracteristico de empedrado. Las ulceraciones son
mas frecuentes en el borde mesentérico del ID. Las lesiones mucosas precoces de la EC son
habitualmente pequenas, 1-2 mm, multiples y aparecen como placas eritematosas o pequefios
nodulos que pueden estar erosionados. Con el tiempo, las lesiones confluyen produciendo
Ulceras longitudinales que pueden llegar a formar fisuras y con ello ocasionar abscesos o
fistulas. Las fistulas se definen como comunicaciones anormales entre la luz del intestino con
el mesenterio, con otras visceras, con la pared abdominal y con la piel. Al tratarse de una
enfermedad transmural, la pared intestinal esta engrosada con afectacién de la submucosa,
muscularis propia, subserosa y grasa mesentérica. EIl mesenterio de la zona afecta esta

habitualmente engrosado y retraido.

- Caracteristicas microscoépicas de la EC: los hallazgos en la EC son los granulomas

epitelioides, la relativa preservacion de las criptas o la distribucion segmentaria de atrofia y
distorsion de las mismas, junto a una inflamacion focal o parcheada, preservacion de la mucina
en el epitelio del borde de las Ulceras, y presencia de muestras normales e inflamadas en un

conjunto de biopsias tomadas de la misma area (ver tabla 7).
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Tabla 7.- Diferencias histolégicas entre EC y CU

Caracteristicas EC CuU
Distribucion Parcheada Difusa
Localizacion Desde boca hasta ano Recto + colon
Recto Recto en 50% Recto 95%
fleon lleon terminal 30% lleon terminal 10%
Afectacion Transmural Mucosa y submucosa

Tipo de Ulceras

Ulceras en empedrado/ Fisuras.

Mucosa granular ulcerada

Vascularizacion Poco llamativa Importante
Fibrosis / Estenosis Si Raro
Fistulas Si No
Poliposis inflamatoria Poco frecuente Frecuente
Malignizacién Rara Frecuente
Lesiones anales 75% 25%
Edema Marcado Poco

Hiperplasia linfoide

Todas las capas

Mucosa y submucosa

Fisuras Frecuentes No
Deplecion de mucina Ocasional Habitual
Metaplasia de células de Paneth QOcasional, focal Frecuente
Abcesos criptas Ocasional Tipico
Irregularidad arquitectura criptas Focal, atrofia y descenso numero Difusa
Neutrdfilos libres en lamina propia Tipico, focal Infrecuente
Granulomas Caracteristico No

6.3.1.2.- Esofagogastroduodenoscopia o endoscopia alta
Esta indicada en la EC ante la sospecha de afectacion del tracto digestivo superior, hecho que

ocurre entre un 2-56 %.

6.3.1.3.- Enteroscopia

Su uso se limita a los pacientes con afectacion en el ID diagnosticados por otros medios
(capsula endoscopica, TAC, transito gastrointestinal) que precisa corroboracion histolégica o
intervencion terapéutica. Los aspectos mas relevantes de la enteroscopia en la EC son la
posibilidad de obtener biopsias, y sobre todo su aplicacién terapéutica como la hemostasia o

dilataciones de las estenosis.

6.3.1.4.- Capsula endoscopica
Nos permite la visualizaciéon del ID pudiendo apreciar pequefias lesiones erosivas o ulceradas,

dificiles de diagnosticar por otros medios de diagndéstico por imagen. Puede ser de gran utilidad
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en fases iniciales de la EC con lesiones minimas, para detectar recurrencias de la enfermedad,
extension de la misma, respuesta al tratamiento y para el diagnéstico diferencial entre EC y CI.
Las principales limitaciones de la capsula endoscdpica son la imposibilidad de tomar muestras
de tejido, y la aplicacion de la terapéutica, asi como la posible retenciéon de la capsula por una
reduccién del calibre de la luz por estenosis. Cuando por la clinica del paciente se sospecha la
posibilidad de una estenosis, se debe realizar un estudio radiolégico baritado previo a la
exploracion con capsula. No obstante en un 22% pueden existir estenosis asintomaticas.

Las pequefas lesiones erosivas o ulceradas visualizadas mediante capsula endoscopica en
yeyuno e ileon no son especificas de la EC puesto que también se pueden visualizar en
pacientes con infecciones intestinales, isquemia, enteritis post-radiacién o enteropatia por

farmacos [100].

6.3.1.5.- Ultrasonografia endoscopica

La ecografia convencional y ultrasonografia endoscopica (USE) han sido utilizadas para la
evaluacioén de la actividad de la enfermedad, grado de afectaciéon transmural y el estudio de
fistulas y abscesos. En pacientes con EC perianal, la USE permite caracterizar las lesiones,
delimitar con precision la existencia de abscesos ocultos o de lesion esfinteriana y puede
utilizarse para monitorizar el tratamiento médico o quirtrgico de la enfermedad fistulosa [101,

102].

6.3.2.- Radiologia convencional

Las técnicas de radiologia convencional con contraste todavia cuentan con un papel activo en
la evaluacién de la Ell, estando indicadas cuando las técnicas convencionales endoscépicas no
pueden ser usadas. Los estudios con contrastes permiten la observaciéon del contorno de la
mucosa y del calibre, asi como determinadas complicaciones de la enfermedad como la

presencia de areas de motilidad reducida o la presencia de contraste fuera del intestino [103].

6.3.2.1.- Examen del ID
El estudio del ID esta indicado en todos los pacientes con Ell para evaluar la presencia de
enfermedad en el ID y diferenciar la EC de la CU. Ademas se recomienda antes de una cirugia

programada por estenosis en la EC para descartar la afectacion a otros niveles.
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Hay diferentes pruebas radioldgicas para examinar el ID como son: el transito intestinal, la
enteroclisis y el neumocolon peroral, con un buen nivel de precisién para el diagndstico de la
EC de esta area de intestino. El transito intestinal es mas simple de realizar, tiene menos
efectos secundarios y una mayor aceptacion por parte del paciente, por lo que se prefiere en la

practica habitual.

6.3.2.2.- Examen del colon

Los estudios de colon con contraste pueden realizarse como pruebas diagnésticas con
contraste simple o doble. Aunque la colonoscopia ha sustituido al enema con bario en la
evaluacién de la Ell, esta ultima prueba todavia proporciona informacién valiosa en el
diagnéstico de la colitis, al aportar imagenes de areas de colon que no pueden alcanzarse en
caso de colonoscopias incompletas. Es capaz de demostrar lesiones estructurales en la pared

del colon (estenosis), informar de la profundidad de las Ulceras y evidenciar fistulas.

- Hallazgos radiolégicos de intestino delgado y colon

Tienen dos componentes principales: aquellos que afectan a la mucosa y los que afectan a la
configuracioén del tracto digestivo.

* Alteraciones de la mucosa: Los cambios radiolégicos mas precoces incluyen la
presencia de minimas alteraciones como pueden ser la irregularidad de la mucosa, la
espiculacion y la presencia de pequenas ulceraciones. La progresion de estas lesiones
se traduce en la aparicion de un patron en empedrado donde las ulceraciones
longitudinales y fisuras transversales alternan con islotes de mucosa sana. Las uUlceras
profundas pueden complicarse con la aparicion de fistulas, abscesos, adherencias y
perforaciones. En el colon es mas frecuente la aparicién de polipos inflamatorios,
pseudopdlipos y polipos post-inflamacion.

» Configuracion de la pared del tracto digestivo: Dado que la afectacion es transmural y
segmentaria, da lugar alteraciones del calibre en forma de estenosis. En situaciones
mas avanzadas pueden hellarse dilataciones pre-estenéticas o aparecer fistulas
ciegas, entre asas 0 a 6rganos vecinos. La alteracion clasica del ileon distal es el

denominado signo de la cuerda que se refiere a la estenosis ileal. La afectacion
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asimétrica de la pared intestinal puede dar lugar a la formacién de pseudodiverticulos

por retraccion del borde mesentérico intestinal.

6.3.3.- Ecografia transabdominal

Uno de los aspectos mas importantes en el manejo de los pacientes con EC es la deteccion
precoz de las complicaciones intestinales. La ecografia transabdominal es capaz de
diagnosticar y localizar la inflamacion intestinal transmural en la EC y detectar complicaciones

tales como fistulas, estenosis y abcesos.

6.3.4.- TCy RNM

La TC abdomen y la RNM con enteroclisis son muy utiles en la evaluacion de las
caracteristicas de la pared abdominal del ID (engrosamiento segmentario, estenosis o
dilataciones preestendticas) y en la deteccion de posibles complicaciones extraluminales
(abscesos, adenopatias y afectacion mesentérica) [104]. En el caso de la enfermedad perianal,
es especialmente util la RNM de pelvis para valorar los abscesos, fistulas y la extension de la
enfermedad. Su sensibilidad y especificidad es similar a la encoendoscopia anal [105]. La
utilizacion conjunta de dos de tres métodos (RNM, ecoendoscopia y exploracién bajo
anestesia) permite el diagndstico de la enfermedad fistulosa perianal con una sensibilidad y

especificidad superior al 90%.
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7.- TRATAMIENTO DE LA EC

El tratamiento actual de la EC se basa en planes de accion individualizados en funcion de qué
zonas del aparato digestivo estén afectas y de la gravedad de la enfermedad.

Incluye dos fases: la induccidon y el mantenimiento de la respuesta o la remisién. La
heterogeneidad de la EC tanto en su forma de presentacion como en su evolucién, ha motivado
a los especialistas a intentar identificar subgrupos de pacientes que permitan administrar la
terapéutica mas apropiada a cada situacion especifica. La eleccion del tratamiento vendra
determinada en primer lugar por la gravedad de la inflamacion. Para ello se han identificado
una serie de indices de actividad que proporcionan una estimacidén cuantitativa de esta
gravedad vy, por tanto, son de ayuda en la eleccion del tratamiento. En la EC no existe una
buena correlacion entre la semiologia clinica, los parametros de laboratorio y los exadmenes
endoscopicos y radiologicos. Es decir, la actividad inflamatoria y la gravedad clinica no van
parejas.

El indice de Best o indice de actividad de EC (CDAI) [106] sigue siendo el mas utilizado en los
ensayos clinicos controlados. Incluye ocho variables, siete de ellas clinicas y s6lo un parametro
analitico (ver figura 5). Es por ello un indice mas de gravedad clinica que de actividad
inflamatoria. Pese a todos los intentos por encontrar un indice adecuado en la EC que valore la
actividad de la enfermedad, que monitorice la respuesta al tratamiento y que pueda predecir la
recidiva, la necesidad de cirugia y la recurrencia, ninguno ha sido considerado ideal. Casi 20
afos después del disefio del CDAI éste sigue siendo el unico validado y el mas utilizado en los
ensayos clinicos protocolizados. Sin embargo, hay otros aspectos que deben tenerse en
cuenta, como la posibilidad de la existencia de complicaciones locales o manifestaciones
extraintestinales, que requieren un manejo especifico. Otras variables clinicas, como el fenotipo
de la enfermedad, la localizaciéon o la edad de inicio, se han considerado importantes en la
eleccion del tratamiento. Ademas, recientemente se han demostrado asociaciones entre
variantes genéticas del huésped y la toxicidad o la eficacia para el caso de los corticoides (CE),
el metotrexato (MTX), las tiopurinas y el Infliximab (IFX). Estudios futuros, usando una
combinacion de variantes genéticas y test serolégicos como un panel para predecir la evolucién

tras el tratamiento, pueden permitir la individualizacién de la terapia entre lineas genéticas.
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Figura 5.- Calculo del CDAI

Dias 1 2 3 4 5 6 7  Suma x Factor = Subtotal

1. N° heces liquidas o muy blandas 2 -

2. Dolor abdominal 5

(0=no; 1=leve; 2=moderado; 3=grave)

3. Estado general 7 —

(0=bueno; 1=regular; 2=malo; 3=muy malo; 4=pésimo)
4. N°de las siguientes manifestaciones clinicas:
Artritis/artralgia
Iritis/uveitis
Eritema nodoso/piodermal/aftas
Fisura analffistula/abceso

Ofras fistulas

Fiebre > 38,5 en la Ultima semana 20 S
Tomando antidiarreicos (0=no;1=si) 30 -
Masa abdominal (0=no;1=si) 10 -
Hematocrito 6 e

Hombre (47%) / Mujer (42%) — Valor actual
8. Peso corporal

Peso estandar.

Porcentaje por debajo del peso estandar
CDAI:

Los apartados 1,2 y 3 hacen referencia a lo ocurrido al paciente en los 7 dias previos
Tras la suma se obtendra una puntuacién que correspondera a:
CDAI <150 =no activo / CDAI 150-220 = brote leve /  CDAI > 220 = brote moderado |/ CDAI > 450 = brote grave

7.1.- Farmacos en la EC

7.1.1.- Antibidticos

Actualmente se utilizan en complicaciones sépticas, sintomas atribuibles a sobrecrecimiento
bacteriano o enfermedad perianal. No se recomienda su uso en las formas ileales salvo
sospecha de complicaciones sépticas. Tampoco se considera como primera linea terapéutica
en la afectacion de colon salvo en casos seleccionados donde se desee evitar la administracion

de corticoides [107].

7.1.2.- Sulfasalazina

Fue disefiada inicialmente para el tratamiento de la Artritis Reumatoide. Su beneficio en la Ell
fue descrito por primera vez en 1942 por Nanna Svartz, cuando observé que los pacientes con
Ell que recibian sulfasalazina para la Artritis Reumatoide también mejoraban de sus sintomas
intestinales.

Esta compuesta de acido 5-aminosalicilico (5-ASA) ligado a la sulfapiridina a través de un
enlace diazo. Este enlace se separa facilmente por azorreductasas bacterianas en el colon

para producir los dos componentes. De los dos, el 5-ASA es el componente terapéuticamente
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activo, mientras que la sulfapiridina es la molécula transportadora y responsable de sus efectos
secundarios [108].

Tras su ingestion, el 20-30% se absorbe en el ID y llega al higado, eliminandose con la bilis.
Casi la totalidad de la molécula inalterada pasa a la parte distal del intestino y al colon, donde
gracias a las enzimas bacterianas se rompe el enlace azo, desdoblandose la molécula, en
sulfapiridina y 5-ASA. Posteriormente la sulfapiridina es acetilada a N-acetilsulfapiridina por el
polimorfismo de la N-acetiltransferasa 2 (NAT2) [EC 2.3.1.5] en el higado [109]. La tasa de
acetilacién esta determinada genéticamente y sigue una distribucion bimodal con el resultado
de individuos clasificados en acetiladores lentos y rapidos.

Aproximadamente el 60% de la poblacion caucasica tienen un fenotipo de acetilacion lenta.
Estos sujetos muestran una vida media plasmatica prolongada (14,8 horas) para la sulfapiridina
seguida de altos niveles plasmaticos y una acumulacion de mayores niveles plasmaticos con
respecto a los acetiladores rapidos (10,4 horas). Los estudios demuestran mayores efectos
adversos en los individuos acetiladores lentos [110].

Indicaciones:

- Efectiva en formas agudas leves de colon tanto en CU como en EC.

- Eficaz en mantener la remision en CU pero es cuestionable en los pacientes con EC.

Pese a sus indicaciones, el 50% de los pacientes que reciben sulfasalazina presentan efectos
secundarios dosis dependiente como cefalea, nauseas y dolor abdominal, derivados de la
fraccion inactiva de la molécula que obligan a suspender la medicacién hasta en un 10-20% de
las ocasiones. Otros efectos secundarios idiosincrasicos descritos son alteraciones
hematoldgicas (leucopenia, pancitopenia, anemia hemolitica), toxicidad renal y hepatica.

Es por ello que su uso queda casi reservado para formas agudas y de mantenimiento cuando

se asocian a afectacion articular reactiva.

7.1.3.- Aminosalicilatos (5-ASA)

Son aquellos farmacos que contienen en su estructura una molécula del acido 5-
aminosalicilico.

Los efectos secundarios relacionados con la fracciéon de sulfapiridina, especialmente aquellos
efectos dependientes de la dosis, gener6 mas de una década de investigaciones con la

intencion de encontrar sistemas alternativos para la administracion del 5-ASA.
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La administracion de 5-ASA sin enlace o sin recubrimiento revelé que se absorbia faciimente
en la parte superior del yeyuno pero sin alcanzar concentraciones terapéuticas en el colon. Por
ese motivo, se han disenado diferentes formas de liberacion de 5-ASA a nivel intestinal que
intentan evitar los efectos adversos de la sulfasalazina mientras mantienen sus beneficios
terapéuticos.
a) Las formas conjugadas (sulfasalazina, olsalacina, blasalazida) profarmacos dependientes
de la accion de las bacterias azorreductasas del colon.
b) Las formulaciones de liberacion retardada pH dependientes (recubiertos de un copolimero
del acido metacrilico, EudagritL 0 S), y
c) Los preparados de liberacion prolongada, microgranulos de 5-ASA recubiertos de una
membrana semipermeable de etilcelulosa que facilita su liberacion independientemente del
pH intestinal o de la accion de las enzimas.
Los estudios iniciales mostraban que los 5-ASA orales eran efectivos en el tratamiento de la EC
activa leve de afectacion ileal, ileocdlica o colénica, llegando a ser un medicamento popular con
limitada toxicidad para la enfermedad leve.
La mesalazina se ha utilizado ampliamente en la induccién y mantenimiento de la remision en
la EC, aunque actualmente su uso en la EC es motivo de controversia. Para inducir la remision,
so6lo dosis altas (4g/dia de mesalazina) han demostrado ser capaces de disminuir la actividad
de la enfermedad [111], aun asi, su eficacia terapéutica es inferior a la de los CE, incluida la
budesonida. La eficacia de la mesalazina en el mantenimiento de la remision también ha sido
ampliamente debatida, sin que se haya alcanzado un consenso. A partir de estudios recientes
con muestras amplias, asi como varios meta-analisis, se puede concluir que, en el mejor de los
casos, la mesalazina tiene un efecto muy modesto en el mantenimiento de la remisién de la EC
y no evita mas alla del 10% de las recidivas a dos afos vista [112].
Los efectos adversos (EAs) de 5-ASA son la diarrea, cefalea, nausea, rash y trombocitopenia
siendo estos Ultimos raros. La intolerancia aguda que sucede en el 3% de los casos puede
semejar un brote de colitis. La mayor precaucion la debemos tomar con la aparicion de una

insuficiencia renal (sindrome nefrético o nefritis interticial) aunque es rara e idiosincrasica.

7.1.4.- Corticoides

Se consideran la piedra angular del tratamiento de la EC.
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7.1.4.1.- Budesonida

La budesonida es un corticoide sintético no halogenado. Se metaboliza de forma extensa por
hidroxilacién, siendo la isoenzima CYP3A4 de la citocromo P450, que se expresa de forma muy
abundante en los hepatocitos y en las células epiteliales intestinales, la principal responsable
de su rapida eliminacion.

Después de la administracion oral y de su absorcion, la budesonida sufre un 90% de
metabolismo de primer paso hepatico formando 6-B-hydroxibudesonida y 16-o-
hidroxiprednisolona; teniendo ambas menos de un 1% de la potencia corticoidea respecto de la
que tiene la budesonida. Esa es la causa de que solo tenga una biodisponibilidad oral del 10%,
lo cual reduce en gran parte sus efectos a nivel sistémico.

Para que sea efectivo en la EC, el farmaco debe liberarse localmente, de tal forma que las
formulaciones actualmente disponibles sélo permiten el tratamiento de la EC confinada al ileon
terminal y colon derecho y sélo se utiliza en pacientes con enfermedad leve o moderada baja.
Su eficacia es superior a 5-ASA y placebo, pero inferior a la de los CE clasicos [113].

La budesonida presenta menos efectos adversos que los corticoides sistémicos y cuando
aparecen estos suelen ser leves o moderados. Se han descrito la dispepsia, cambios en el
comportamiento, tales como nerviosismo, insomnio y cambios del estado de animo, calambres

musculares, temblor, palpitaciones, vision borrosa o erupcién cutanea, entre otros.

7.1.4.2.- Corticoides sistémicos

Los CE sistémicos son los farmacos mas empleados para la induccién de la remisién de los
brotes moderados y graves de la Ell (CU y EC de cualquier localizacién) [114], pero s6lo una
minoria (40-50%) mantiene una respuesta prolongada después de recibir este tratamiento. El
resto desarrollan una corticodependencia (30-40%) o corticorrefractariedad (10-30%).

Los EAs y la falta de eficacia para mantener la remisién a largo plazo limitan el uso prolongado
de los CE (ver tabla 8). Ademas, la mitad de los pacientes seran corticodependientes o
refractarios, y, en conjunto, alrededor del 70% de enfermos recidivan durante el primer afio, lo
que obliga a buscar alternativas terapéuticas en un porcentaje elevado de pacientes a corto o

medio plazo.
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Tabla 7.- Principales efectos secundarios de los esteroides

Inmediatos Aspecto cushingoide, acné, irritabilidad, insomnio, infecciones
Tardios Osteoporosis, miopatia

Por hipersensibilidad Necrosis avascular, cataratas

Exacerbacion de enfermedades subyacentes | Diabetes, hipertension, psicosis

La corticorrefractariedad se define como la actividad persistente que no responde al tratamiento
corticoideo, tras dos semanas de tratamiento intravenoso en la enfermedad grave, o como
maximo un mes de tratamiento por via oral cuando la actividad es moderada o leve. La
corticodependencia se define como la reapariciéon de los sintomas que se presenta cuando se
reduce la dosis de corticoides o el desarrollo de dos o0 mas brotes que precisen corticoides para

su control en el periodo de un afio (6 6 meses).

7.1.5.- Inmunosupresores (IS)
Los farmacos que han demostrado un claro efecto en el mantenimiento de la remision son la

azatioprina (AZA), la 6-mercaptopurina (6MP) y el MTX fundamentalmente.

7.1.5.1.- AZA y 6-MP

La AZA es un profarmaco que rapidamente es convertido a 6-MP. Son antimetabolitos de las
purinas y los inmunomoduladores mas utilizados en pacientes con Ell. Las indicaciones
actualmente aceptadas en la EC son la inducciéon a remision (junto a corticoides) y la
prevencion de recidiva en los pacientes con corticodependencia y corticorrefractariedad, la
prevencion de la recurrencia post-cirugia y el tratamiento de la enfermedad fistulizante,
especialmente las fistulas de localizacion perianal [115, 116]. Ademas, tiene un importante
efecto ahorrador de CE. La dosis recomendada de la AZA es de 2,5 mg/kg/dia y de 6-MP de
1,5 mg/kg/dia.

Aproximadamente entre un 15-30% de los enfermos presentan EAs durante el tratamiento que
obligan a la retirada del farmaco. Hay dos tipos de efectos secundarios: idiosincrasicos y
dependientes de dosis. Entre los primeros se ha descrito la aparicion de nauseas y vomitos,
rash, pancreatitis, artralgias o fiebre. El EAs dependiente de dosis mas importante es la
mielosupresion, aunque la hepatotoxicidad se ha descrito tanto como EAs idiosincrasico como
dependiente de dosis. Otros EAs observados son el aumento de incidencia de infecciones

viricas y bacterianas a largo plazo.
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7.1.5.2.- MTX

Inhibe la proliferaciéon celular (especialmente de los linfocitos) a través de la inhibicion de la
sintesis de ADN por bloqueo de la dihidrofolato reductasa. Esta indicado en la induccién de la
remisiéon y prevencion de la recidiva en los pacientes con EC activa, especialmente en los no
respondedores a tiopurinicos o que presentan intolerancia a los mismos [117]. También
consigue reducir significativamente la necesidad de CE. Las dosis eficaces para la induccion de
la remision son 25 mg/semana y para mantenimiento de la remisién en torno a 15 mg/semana.
La biodisponibilidad de la via oral es muy variable y los estudios que avalan su uso usan la via
intramuscular, siendo la via subcutanea una alternativa valida. Los EAs incluyen neumonitis,

osteopatia, hiperhomocisteinemia, toxicidad hematoldgica, neuroldgica y hepética.

7.1.6.- Terapia bioldgica

A pesar del avance que han supuesto los tratamientos clasicos que incluyen los CE e IS, existe
un porcentaje importante de enfermos en los que no se logra un control adecuado de la
enfermedad. El mejor conocimiento de la patogenia de la EC y el desarrollo de las técnicas de
biologia molecular han permitido identificar mdultiples dianas terapéuticas potenciales del
proceso inflamatorio y desarrollar moléculas que actuan sobre ellas. El término de agentes
biolégicos engloba una serie de mecanismos terapéuticos que incluyen la administracion de
sustancias biologicas naturales, tales como productos derivados de la sangre o
microorganismos, péptidos recombinantes o proteinas, anticuerpos monoclonales contra

sustancias inflamatorias y acidos nucleicos.

7.1.6.1.- Anticuerpos monoclonales anti-TNF « (factor de necrosis tumoral alfa)

Estos nuevos agentes terapéuticos tienen una accion antiinflamatoria selectiva. De todos ellos,
solo infliximab y adalimumab son utilizados en la practica clinica diaria, aunque puede utilizarse
como uso compasivo certolizumab.

El IFX es un anticuerpo monoclonal anti-TNFa de clase IgG1 quimérico de administracion
endovenosa. La dosis de induccion es de 5mg/kg/dia a las 0, 2 y 6 semanas. La dosis de
mantenimiento es de 5mg/kg/dia cada 8 semanas.

Las indicaciones de IFX son la induccién a la remision en la EC luminal activa de patrén

inflamatorio en pacientes con enfermedad grave corticorrefractaria y en la EC
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corticodependiente ante el fracaso o contraindicacién de tratamiento inmunosupresor. Es eficaz
en el mantenimiento de la remisién a largo plazo en los pacientes con EC luminal activa que
responden a la pauta de inicio. También induce la remisién y previene la recidiva en pacientes
con EC fistulizante no controlada con inmunosupresores.

Los EAs abarcan desde reacciones locales relacionadas con la infusidn hasta reacciones
sistémicas de hipersensibilidad, complicaciones infecciosas, como el aumento de infecciones
oportunistas y tuberculosis, y neoplasias. Se han descrito casos aislados de linfoma,
especialmente linfoma hepatoesplénico de células T, en pacientes tratados al mismo tiempo
con AZA y anti-TNF-a.

La inmunogenicidad asociada a IFX ocasiona la formaciéon de anticuerpos anti-IFX (ATI) que
conllevan un aumento de las reacciones agudas de infusion, que se asocian con frecuencia a la
pérdida de respuesta al farmaco. Cuando esto ocurre en la practica clinica es necesario buscar
alternativas terapéuticas que incluyen otras terapias anti-TNFo como adalimumab o
certolizumab.

El adalimumab es eficaz también en la inducciéon de remision y mantenimiento para EC luminal

con ganancias frente a placebo muy similares a las del IFX.

7.2.- Cirugia

La mayoria de los pacientes con EC requerira al menos una cirugia en el transcurso de su vida.
Del 75 al 90% de los pacientes seran intervenidos pasados 20 y 30 afios del comienzo de los
sintomas, respectivamente. La historia natural de la enfermedad tras la cirugia se caracteriza
por la tendencia a la recurrencia, siendo la misma entre el 8 y el 10 % al afio [118, 119].
Independientemente del procedimiento a utilizar, el tratamiento quirdrgico no es curativo y el
objetivo de la cirugia es tratar las diversas complicaciones, intentando conservar la mayor
cantidad de intestino posible. No obstante la cirugia resectiva es la medida terapéutica que
consigue mayor tiempo libre de enfermedad en los pacientes con EC grave. Existen diversos
procedimientos quirurgicos que van desde amplias resecciones como la colectomia total hasta

técnicas mas conservadoras como la estricturoplastia.
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7.3.- Manejo de tratamiento de la EC segun la ECCO.

Existe una guia consenso para el tratamiento segun la localizacion, la actividad y el

comportamiento de la EC (ver tabla 9y 10) [107].

Tabla 9.- Guia de tratamiento segun la localizacion y la actividad de la EC

Farmacos (otras opciones terapéuticas)

Grado de recomendacion

Afectacion de ileon

Brote leve

Tratamiento de eleccién: budesonida 9 mg/dia

nivel de evidencia 2a
grado de recomendacion B.

El beneficio de la mesalazina es limitado

nivel de evidencia 1a
grado recomendacion B.

No se recomiendan los antibiéticos

nivel de evidencia 1b
grado de recomendacion A.

No tratar es una opcién para algunos pacientes con sintomas leves

nivel de evidencia 5
grado recomendacion D.

Brote moderado

Tratamiento de eleccién: budesonida 9 mg/dia o

nivel de evidencia 1a
grado recomendacién A

Corticoides sistémicos

nivel de evidencia 1a
grado recomendacion A.

Si se sospechan complicaciones sépticas asociar antibidticos

nivel de evidencia 5
grado de recomendacion D.

Brote grave

Tratamiento de eleccion: corticoides sistémicos

nivel de evidencia 1a
grado de recomendacion A.

Si recaida con CE: se debe afiadir la AZA o 6-MP

nivel de evidencia 1a
grado de recomendacion B.

En el caso de intolerancia a AZA o 6-MP: considerar el metotrexato

nivel de evidencia 1a
grado re recomendacion B.

Si existe refractariedad o intolerancia a CE o IS: infliximab

nivel de evidencia 1b
grado de recomendacion A.

La opcién quirurgica debe ser considerada y discutida

Afectacion de colon

Enfermedad distal

Tratamiento tépico debe de considerarse cuando existe afectacion distal

nivel de evidencia 5
grado de recomendacion D.

Brote leve

sulfasalazina

nivel de evidencia 1b
grado de recomendacion A.

Brote moderado

Corticoides sistémicos

nivel de evidencia 1a
grado de recomendacion A.

Brote grave

los corticoides sistémicos

nivel de evidencia 1a
grado de recomendacion A.

Si recaida con CE: se debe afiadir la AZA o 6-MP

nivel de evidencia 1a
grado de recomendacion B.

En el caso de intolerancia a AZA o 6-MP: considerar el metotrexato

nivel de evidencia 1a
grado re recomendacion B.

Si existe refractariedad o intolerancia a CE o IS: infliximab

nivel de evidencia 1b
grado de recomendacion B.

La opcidn quirurgica debe ser considerada y discutida

Afectacion esofagica
o gastroduodenal

Tratamiento de eleccién: inhibidores de la bomba de protones

nivel de evidencia 5
grado de recomendacion D

Si es necesario junto con corticoides sistémicos y

AZA o 6MP, o si intolerancia con metotrexato

nivel de evidencia 4
grado de recomendacion C

nivel de evidencia 4
grado de recomendacion D.

En caso de enfermedad refractaria una alternativa es Infliximab

Con sintomas obstructivos: dilatacion o cirugia

nivel de evidencia 4
grado de recomendacion C.
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Tabla 10.- Guia de tratamiento segun el comportamiento de la EC

Comportamiento

Farmacos (otras opciones terapéuticas)

Grado de recomendacion

Corticodependientes

Tratamiento de elecciéon: AZA o 6MP

nivel de evidencia 1a
grado de recomendacion A.

Si intolerancia o ineficacia de AZA o 6MP: considerar metotrexato.

nivel de evidencia 1b
grado de recomendacion B

Si fracasan los IS: infliximab

nivel de evidencia 1a
grado de recomendacion A,

La opcidn quirdrgica debe ser considerada y discutida.

Corticorefractarios

Tratamiento de eleccion: AZA o 6MP

nivel de evidencia 1a
grado de recomendacion B.

Si intolerancia o ineficacia de AZA o 6MP: considerar metotrexato

nivel de evidencia 1b
grado de recomendacion B.

Si fracasan IS o se requiere una rapida respuesta, en ausencia de
complicaciones sépticas: infliximab.

nivel de evidencia 1b
grado de recomendacion B.

La opcién quirdrgica debe ser considerada y discutida

Mantenimiento de la
remision

dudosa efectividad
/ no efectivos

Los 5-ASA no hay evidencia consistente de su eficacia

nivel de evidencia 1b
grado de recomendacion D.

La efectividad de la sulfasalazina no ha sido establecida.

Los corticoides sistémicos no son efectivos

nivel de evidencia 1a.

La budesonida puede retrasar la recaida, pero no es efectiva el
mantenimiento de la remision para 12 meses.

Efectividad

AZA (2-2.5 mg/kg/day) o 6MP (1,5mg/kg/dia)

nivel de evidencia 1a.

MTX (15 mg/semana) en pacientes cuya remisién ha sido alcanzado
con este agente

nivel de evidencia 1b.

La administracién regular de infusiones de IFX 5 0 10 mg/kg cada 8
semanas son efectivas en el mantenimiento de respuesta inducida
por IFX.

nivel de evidencia 1b.

Profilaxis tras reseccion
quirurgica

Tratamiento de eleccion: mesalazina a dosis de 2 g diarios

nivel de evidencia 1a
grado de recomendacion B.

Los antibidticos tipo imidazol son efectivos después de una reseccion
ileo-colon

nivel de evidencia 1a
grado de recomendacion A.

En pacientes con alto riesgo (ser fumador, localizacion de colon y
afectacion extensa) el tratamiento de eleccion: AZA o 6MP

nivel de evidencia 2b
grado de recomendacion C.

Fistulas perianales
simples

Asintomaticas

No hacer nada.

Sintomaticas

Colocacioén de un seton (en el caso de proctitis) o fistulotomia

nivel de evidencia 3
grado de recomendacion D.

Se recomienda asociar antibiéticos: metronidazol (750-1500 mg/dia),
o ciprofloxacino (1000 mg/dia)

nivel de evidencia 3
grado de recomendacion D.

Fistulas perianales
complejas

De primera eleccion: los antibiéticos y la AZA o 6MP en combinacién
con cirugia a pesar de la falta de ensayos clinicos

nivel de evidencia 4
grado de recomendacion D.

El Infliximab como una segunda linea de tratamiento

nivel de evidencia 1b
grado de recomendacion B.

El seton debe de recomendarse en el caso de proctitis

nivel de evidencia 4
grado de recomendacion D.

Dependiendo de la gravedad del cuadro, una ostomia derivativa
puede ser realizada o una proctectomia como ultima opcién

nivel de evidencia 5
grado de recomendacion D.

De mantenimiento

AZA o 6-MP, con o sin colocacién de seton de drenaje

nivel de evidencia 2b
grado de recomendacién C.

Si fracasa: afadir IFX para la induccién y mantenimiento por al menos
1 afio

nivel de evidencia 1b
grado de recomendacion A.
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Fisiologia intestinal

La microbiota intestinal constituye un complejo ecosistema integrado por mas de 500 especies
bacterianas, que comienza a adquirirse después del nacimiento, donde tanto la velocidad de
colonizacion como el tipo de microorganismos tienen gran repercusion en el huésped. Tiene
tres funciones primarias: 1. funciéon de nutricion y metabolismo; 2. funcién de proteccion
previniendo la invasién de agentes infecciosos o el sobrecrecimiento de especies residentes
con potencial patégeno y 3. funcién tréfica sobre la proliferacion y diferenciacion del epitelio
intestinal y sobre el desarrollo y modulacion del sistema inmune.

El tracto gastrointestinal constituye una interfase para el contacto y comunicacion entre el
individuo y el medio externo, donde tiene que establecer un equilibrio adecuado distinguiendo
entre patdgenos y microbios comensales. Su funcién protectora depende de los componentes
estructurales y funcionales de la mucosa intestinal, del sistema inmune asociado y de sus
interacciones con la microbiota intestinal residente y en transito.

Las células del epitelio intestinal, el moco que cubre la mucosa, el flujo sanguineo que la irriga
y las secreciones (fosfolipidos, bilis, péptidos antimicrobianos, etc) constituyen de forma

conjunta una barrera fisica y quimica que contribuye a la defensa del huésped.

1.- MUCOSA INTESTINAL

1.1.- Célula epitelial

La célula epitelial juega un papel muy importante como barrera fisica y en la logistica del
sistema inmune. Su posicion en primera linea y en contacto con la luz intestinal es crucial para
el reconocimiento inicial de moléculas foraneas y para la generacion de senales que se
transmiten a las células inmunocompetentes del tejido adyacente. Primero existe un
reconocimiento a través de receptores innatos o preformados que detectan componentes
estructurales conservados y comunes a bacterias o virus, pero ausentes en las células
eucariotas. Esto se realiza en el medio extracelular mediante los receptores TLRs de la
membrana, y en el medio intracelular mediante las proteinas NOD del citosol [120]. La
activacion de estos sensores genera inmediatamente sefiales que convergen en la migracién
de factores de transcripcion al nucleo celular, donde activan la expresiéon de genes
responsables de la sintesis de proteinas proinflamatorias [121], basicamente citocinas y
enzimas inducibles con capacidad para generar eicosanoides y 6xido nitrico. De este modo, las

células epiteliales comienzan a liberar mediadores inflamatorios con capacidad de atraer y
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activar leucocitos, aumentar el flujo sanguineo e incrementar la permeabilidad capilar. Los
enterocitos pueden expresar moleculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de
clase | y Il, de modo que en determinadas circunstancias también pueden actuar como células
presentadoras de antigenos, sugiriendo que su rol no se limita a la defensa innata sino que
también participan en el escalén inicial de las respuestas de tipo adquirido (expansion de

clones linfocitarios especificos y generacion de anticuerpos).

1.2.- El moco

El moco esta integrado por mucinas (glucoproteinas), que son potenciales sitios de adhesion
para las bacterias y es producido por las células de Goblet. La sintesis y la composicién de las
mucinas estan reguladas genéticamente en cada individuo; ademas, las bacterias intestinales
pueden contribuir a la regulacion del repertorio de mucinas mediante la modificacion de la
expresion génica de glucosiltransferasas del huésped y por acciéon de sus propias enzimas

glucoliticas [122].

1.3.- Defensinas y proteasas

La sintesis de péptidos antimicrobianos (defensinas) y proteasas en las células de Paneth
constituye un mecanismo adicional de defensa del huésped frente a agentes patégenos. Tanto
la produccion de las defensinas como de las enzimas que las activan puede ser modulada por
la microbiota comensal. Por el contrario, algunos gérmenes patégenos estan desarrollando
mecanismos de resistencia a esta barrera mediante la reduccion de la expresion de dichos

péptidos [123].

2.- SISTEMA INMUNE

Cuando la barrera intestinal falla, el sistema inmune innato y adaptativo (ver figura 6) colabora
para eliminar la invasion bacteriana con una reaccion inflamatoria controlada y limitada. Es
capaz de reconocer determinados agentes exdégenos como componentes estructurales o
toxinas microbianas y secretar mediadores celulares como inmunoglobulinas y citocinas
responsables del desencadenamiento de Ila respuesta inmune. La secrecion de

inmunoglobulina A es una de las primeras defensas de la mucosa frente a microorganismos
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patdgenos y su induccién en las placas de Peyer y la lamina propia depende de su interaccién

con la microbiota comensal.

Figura 6 .- Sistema inmune innato y adaptativo
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No memoria inmunolégica Memoria inmunoldgica

El mecanismo por el cual el huésped es capaz de discriminar entre la microbiota comensal y la
patdgena se desconoce, pero se supone que existen distintas secuencias sefial en los dos
grupos de microorganismos cuyo reconocimiento por el huésped desencadena, a su vez,
diversas respuestas proinflamatorias o no inflamatorias. La microbiota comensal se considera
implicada en el desarrollo de la estructura y la funcionalidad del epitelio intestinal y
especialmente de la inmunidad celular y humoral durante el periodo neonatal.

El sistema inmune asociado a la mucosa intestinal esta constituido por un tejido linfoide
asociado al sistema gastrointestinal (GALT) que incluye células M, linfocitos y células inmunes
asociadas, como macrdéfagos, eosindfilos, mastocitos y neutréfilos. Los linfocitos se organizan
en agregados como las placas de Peyer en el ID, ganglios linfaticos mesentéricos, ganglios
linfaticos aislados y células inmunes aisladas, que constituyen los elementos linfoides no
organizados de la mucosa e incluyen los linfocitos intraepiteliales y los linfocitos de la lamina
propia (ver figuras 7 y 8). Las estructuras organizadas estan cubiertas por epitelio
especializado que contiene las células M que transportan los microorganismos o estructuras
antigénicas desde la luz hasta el tejido linfoide subyacente. Asi, la induccién de la respuesta
inmune de tipo adquirido tiene lugar fundamentalmente en estas estructuras. Los antigenos son
captados por células M, transportados a través del epitelio por dichas células, procesados por
macrofagos y células dendriticas (CD) y después presentado a los linfocitos T locales, que

estimulan a su vez a linfocitos B locales. Los linfocitos B migran y proliferan en la lamina propia
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de la mucosa y producen anticuerpos, IgA sobre todo. Cierta proporciéon de linfocitos migran
hacia las placas de Peyer y hacia los ganglios linfaticos mesentéricos, desde donde pasan a
circulacion y se distribuyen por el organismo para terminar alojandose en areas efectoras como
la lamina propia y el epitelio intestinal. Ambos sistemas se caracterizan por la localizacion de
sefiales a través de las cuales linfocitos activados derivados de una superficie mucosa pueden
recircular y localizarse selectivamente en la misma o en otras superficies mucosas.

Los antigenos procesados se presentan a linfocitos T en estado naive, con una posterior
expansion clonal de células T que pueden dar lugar a linfocitos helper (células Th) con distinto
fenotipo: Th1, Th2 o T reguladoras (Th3, Tr1 o células CD4-CD25). Las células T reguladoras
desempefian un papel central en la inmunotolerancia porque segregan citocinas reguladoras,
de caracter anti-inflamatorio (IL-10, TGF-B) en respuesta a antigenos que se reconocen como
comensales y no patoégenos. Los linfocitos T helper participan también en la seleccién y
activacion clonal de células B antigeno especificas para su diferenciacion en plasmocitos que
segregaran anticuerpos especificos (predominantemente IgA). Las células B y T migran a los
ganglios mesentéricos por via linfatica hasta que alcanzan la circulacién sanguinea y se
distribuyen por el organismo para terminar alojandose en areas efectoras como la lamina
propia y el epitelio intestinal. Uno de los sistemas que tiene mas influencia sobre el sistema
inmune es el sistema nervioso. Las alteraciones sobre las respuestas inmunes que producen
los estados de estrés conllevan a un agravamiento de los procesos inflamatorios.
Anatomicamente se ha descrito una intima relaciéon entre las terminaciones nerviosas
intestinales y diferentes tipos celulares inflamatorios e inmunitarios, entre ellos, los mastocitos,
hecho que todavia se observa de forma mas evidente en los pacientes afectados por Ell. Los
productos de las células inmunes e inflamatorias sensibilizan los terminales nerviosos
aferentes, despolarizan las neuronas entéricas y estimulan el musculo liso y las células

epiteliales de la mucosa.
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Figuras 7 y 8 .- Sistema inmune asociado al tracto gastrointestinal [124-127]
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Mecanismos de respuesta inmune: los IEL, las células epiteliales intestinales y la lamina propia donde residen

células plasmaticas, linfocitos T, CD, macréfagos, mastocitos y PMN.

Términos: MICA, Genes relacionados con el MHC clase | ; MICB, Genes relacionados con el MHC clase I; TACI, un activador de transmembrana
modulador de calcio y ligando de ciclofilina; BCMA, Antigeno de maduracién de células B; BAFF, Factor activador de células B perteneciente a la familia
de TNF; BAFF-R, Receptor de BAFF; TCR, Receptores de células T.

Imagenes tomadas de Nat Rev Immunol 2003; 3(4):331-41; Nat Rev Immunol 2004; 4(4): 290-300; Immunol Today 2000; 21(3):123-8.

2.1.- Inmunidad innata

Representa la primera linea de defensa contra los patdgenos. Se basa en una serie de
receptores codificados en la linea germinal que reconocen un numero limitado de estructuras
altamente conservadas que se encuentran en los microbios. Estas estructuras incluyen los
lipopolisacéaridos bacterianos, los peptidoglicanos, los acidos lipoteicoicos, el ADN bacteriano y
la flagelina y se denominan patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Los PAMPs
son reconocidos por los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) expresados en las

células epiteliales, macréfagos, CD y células B. Este mecanismo de reconocimiento permite a
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las células fagociticas poner en marcha un sistema rapido de defensa, sin embargo, carecen de
memoria inmunoldgica y no pueden mejorar su respuesta tras un segundo contacto con el mismo
patégeno.

Entre los receptores de membrana que participan en la respuesta inmune innata implicados en el
reconocimiento de patégenos se pueden distinguir: los receptores endociticos que participan en
el proceso de fagocitosis, los receptores activadores que inducen otras respuestas inmunes como
la secrecion de quimocinas y citocinas proinflamatorias (por ejemplo, IL-8, IL-1, y TNF a) y la

iniciacion de la respuesta adaptativa a través de las CD y las proteinas NOD.

2.1.1.- Receptores endociticos

La activacion de los receptores endociticos pone en marcha las diferentes fases del proceso de
fagocitosis que resulta en la ingestion y destruccion de las particulas o microorganismos
fagocitados. Entre los principales receptores implicados en el proceso de endocitosis destacan
los receptores depuradores presentes principalmente en los macréfagos y que participan en la
eliminacion de microorganismos y de lipoproteinas modificadas (oxidadas o acetiladas), los

receptores de manosa y los receptores de glucano presentes también en las CD.

2.1.2.- Receptores activadores

Los receptores Toll se describieron inicialmente en la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster como moduladores de la polarizacion dorsoventral durante el desarrollo
embrionario. Posteriormente se establecié que eran parte fundamental de la inmunidad innata
de la mosca para su defensa en contra de infecciones bacterianas y micéticas. En los
mamiferos, existe un sistema de receptores de reconocimiento de PAMPs que por su
semejanza en estructura y funcion con el sistema Toll de Drosophila se denominan receptores
semejantes a Toll o TLRs. Los receptores TLRs son una familia de proteinas transmembrana
con un dominio extracelular caracterizado por LRR y un dominio intracelular homélogo al
receptor de IL1 de los mamiferos denominado TIR (Toll-IL-1R), cuya funcién es el
reconocimiento de los PAMPs. Los TLRs se expresan en varios tipos celulares, incluyendo
células epiteliales, neutréfilos, macréfagos, CD asi como en linfocitos B y T y juegan un papel

importante en la iniciacion de la respuesta inmune. Son capaces de generar diferentes efectos
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sobre los tipos celulares en los que se expresan, protegen al huésped al tiempo que garantizan la
tolerancia [128].

Los diferentes TLRs identificados hasta el momento difieren en los ligandos que reconocen, en
el patrén de expresion y probablemente los genes que inducen. Los TLRs estan implicados en
el reconocimiento de una gran variedad de PAMPs. En mamiferos se han identificado diez

receptores tipo Toll si bien algunos de los ligandos no han sido aun identificados (ver figuras 9

y 10).

Figuras 9y 10.- Los diferentes receptores TLRs
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La activacion del TLR tras reconocer a su ligando especifico, induce una cascada de senales
intracelulares cuyo ultimo paso es la liberacion de NF-kB, involucrado en la regulacién
transcripcional de muchos genes inflamatorios. Este es un camino de sefial de transduccion
crucial para la produccion de citocinas y quimiocinas, asi como la expresién de moléculas co-
estimuladoras. Ademas, pueden inducir la sintesis de péptidos antimicrobianos con capacidad
de lisar microorganismos (ver figura11) [129].

La activacion de los TLRs en las CD induce su maduracion, produciendo cambios en la
expresion de receptores de quimiocinas que van a favorecer su movilizaciéon a los ganglios
linfaticos, produccion de citoquinas proinflamatorias (IL12, TNFa) y aumento de la expresion de
moléculas co-estimuladoras (CD40, CD80, CD86). Las CD maduras poseen mayor capacidad
de actuar como célula presentadora de antigenos (APC) y estimulan a los linfocitos T e inician
la respuesta inmune adaptativa. Por tanto, la activaciéon de los TLRs sirve de enlace entre la

inmunidad innata y la inmunidad adaptativa [129].
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Figura 11.- Cascada de sefializacion tras la activacién de TLRs.
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FLG, Flagellin; Zy: Zymosan; MMSAg: Antigenos de Mycobacteria, Mycoplasma y Espiroqueta; Pg: Peptidoglicano. DNAbc: DNA
bacteriano; LPS: Lipopolisacarido; CD14: Proteina de membrana CD14; MD-2: Proteina de membrana MD-2; TIR: Dominio intracelular
de TLRs; Tollip: Toll-interacting protein; MyD88: Myeloid differentiation factor 88; IRAK: IL-1 receptor associated kinase; Va1: Via alterna
1 de activacién de factor nuclear kappa Beta; TIRAP: TIR domain containing adaptor protein; MAL-4: MyD88 adaptor-like; VA-2: Via
alterna 2 de activacion de factor nuclear kappa Beta; Rac1: Familia de proteinas Rho GTP asa; Akt: Sistema de proteincinasa; TRAF6:
TNF receptor-associated factor; TAK-1: Transforming growth factor B activated kinase; TAB1-2: TAK 1 binding proteins; FADD: Fas-
associated death domain protein; FNkB: Factor nuclear kappa Beta; kB: Inhibidor de Factor Nuclear kappa Beta; c-Fos, c-Jun: Genes de

respuesta inflamatoria.

En la Ell parece existir una expresion alterada de los patrones de TLRs en la superficie del
epitelio intestinal. Los TLRs asociados en la actualidad con la Ell son TLR1-TLR2, TLR 2-TLR6,
y TLR 4 [130, 131]. Una mayor expresion de éstos receptores toll-like en el epitelio de los
pacientes con EIll conlleva un importante incremento de la respuesta inflamatoria intestinal
[132].

Hay varios estudios sobre el polimorfismo genético de los receptores TLR en la Ell, en los que
se objetiva una asociacion del polimorfismo D299G (Asp299Gly) del gen TLR4 con la EC
(OR:2.31-2.45) y CU (OR: 2.05) [65]. En otros estudios, sin embargo, estos polimorfismos no
influyen en una mayor susceptibilidad de la enfermedad aunque si en el fenotipo de ésta [131].
Las proteinas NOD, constituyen un subgrupo diferente de PRRs, se localizan en el citoplasma
y reconocen productos bacterianos que entran en la célula, iniciando una respuesta inmune

innata (ver figura 12 'y 13) [133].
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Como se ha expuesto con anterioridad

el gen NOD2/CARD15 estd implicado en la

susceptibilidad a la EC (ver figura 14) y parece estar involucrado en la regulacién del estimulo

de TLR2. Un defecto de funcion de NOD2 produce un aumento de citocinas pro-inflamatorias a

través de los TLR2, que contribuye a una mayor inflamacién en la EC (ver figura 15y 16) [134].

Figura 12.- Estructura de la proteina NOD.
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Figura 13.- Cascada de sefializacion NOD 1y NOD 2.
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La sefalizacion a través de NOD1 y NOD2 esté mediado a
través de la kinasa RICK, que interacttia con NOD1 y
NOD2 mediante interaccion homofilicas CARD-CARD.
RICK media la activacion del factor nuclear-kB (NF-kB) a
través de un complejo inhibidor comun de kinasa NF-xB
(IKK) y promotor de activacién de caspasa que conduce a
la secrecciéon de citocinas pro-inflamatorias. NOD2
reconoce los peptidoglicanos bacterianos. NOD1 reconoce

los lipopolisacaridos.

Imagen tomada de www.nature.com/.../v3/n5/thumbs/nri1086-f3.gif

Las variantes de NOD que estadn asociadas a EC
(Leu1007fsinsC, Gly908Arg y Arg702Trp) estan
localizadas en LRRs. Estas tres variantes de EC
tienen un defecto de reconocimiento de los
peptidoglicanos bacterianos, lo que induce una
ausencia o menor activacion. El fracaso para
identificar ciertas bacterias en el TGI parece disparar
una respuesta inflamatoria inapropiada a través de

mecanismos independientes de NOD2.

Imagen tomada de www.nature.com/.../v3/n5/thumbs/nri1086-f3.gif
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Figura 15.- Interaccién entre las proteinas NOD y los receptores TLRs [133]

El reconocimiento intracelular de los ligandos por
las proteinas NOD Yy los ligandos extracelulares por
los receptores TLRs inician una cascada de
activacion que incluye al factor nuclear-kB (NF-k
B). Con la consiguiente secrecién de citocinas por
la APC, asicomo la expresion de moléculas co-
estimuladoras (por ejemplo, CD80 y CD86) en la
superficie de las células APC. La sefalizacion a
través de los receptores de células T (TCR) y
receptores co-estimuladores, tales como CD28,
~conduce al desarrollo de células efectores de
"| antigeno especificos. CIITA: Transactivador del
~ MHC clase II.

Imagen tomada de www.nature.com/.../v3/n5/thumbs/nri1086-f3.gif

Figura 16.- Respuesta inmune en individuos normales y pacientes con EC con defectos en la
funcién NOD2 [135].
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es detectado por el NOD2 que inicia un mecanismo de
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En pacientes con EC con mutaciones en NOD2, se
potencia la respuesta inmune innata intestinal con una

mayor produccion de citocinas proinflamatorias.

Imagen tomada de J. Clin. Invest. 2007;117(3):514

2.2.- Inmunidad adaptativa

En algunos casos la inmunidad innata resulta insuficiente para eliminar la infeccién entrante
precisandose la activacion de la inmunidad adaptativa, que proporciona una respuesta inmune
mas especifica e intensa contra los patdgenos. La inmunidad adaptativa, se hace efectiva tras
varios dias; tiempo requerido para que los linfocitos T y B reconozcan a dichos antigenos, se

diferencien y se conviertan en células efectoras.
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Las caracteristicas de la inmunidad adaptativa a diferencia de la inmunidad innata son:

1.- Especificidad: Debido a que este tipo de respuesta va dirigida especificamente a una
determinada molécula antigénica, la porcion del antigeno que es reconocida por los linfocitos
se denomina determinante antigénico o epitope;

2.- Especializacién: el sistema inmune responde de forma distinta a los diferentes antigenos;
3.- Memoria: Se refiere al incremento en la intensidad de respuesta ante los subsiguientes
contactos con el mismo antigeno;

4.- Autolimitacién: las respuestas inmunes normales disminuyen a lo largo del tiempo tras la
estimulacion del antigeno, ya que con la progresion de la respuesta se elimina el antigeno y por
consiguiente el estimulo que activa los linfocitos;

5.- Discriminacion entre propio y extrafio: es capaz de reconocer, responder y eliminar los
antigenos extrafios, mientras permanece inactivo frente a sustancias propias con
caracteristicas antigénicas, que recibe el nombre de tolerancia;

6.- Heterogeneidad o diversidad: el sistema inmune de los mamiferos puede discriminar como
minimo 10° epitopos distintos;

7.- Multifactorialidad: La respuesta inmune depende de multiples factores, tanto del agente
biolégico (el tipo, la virulencia, la cantidad y su via de penetraciéon) como del huésped (edad y

su base genética).

La respuesta inmune adaptativa se desarrolla mediante dos mecanismos fundamentales:
respuesta inmune humoral donde los linfocitos B juegan un papel preponderante y respuesta
inmune celular donde los linfocitos T son las células fundamentales. El proceso comienza con
el contacto entre las CPA y los linfocitos naives o inactivos. Entre las CPA, figuran las células
M, que transportan los antigenos intraluminales hacia los foliculos linfoides o hacia las placas
de Peyer y las CD. Estas Ultimas a través de las células M o mediante la emisién de
prolongaciones entre los enterocitos, son capaces de captar y presentar antigenos
intraluminales a las células T naives de los foliculos linfoides y de las placas de Peyer. Los
linfocitos asi activados maduran hacia células T efectoras (Th1 o Th2) o bien hacia células T

reguladoras (Th3 o Tr1) y posteriormente se dirigen hacia el sitio de la infeccion.
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La respuesta adaptativa se desarrolla en las siguientes fases:

1. Fase de reconocimiento: consiste en la uniéon del antigeno extrafio a los receptores
especificos existentes en la membrana de los linfocitos maduros. Los linfocitos B que median la
inmunidad humoral expresan moléculas de anticuerpos sobre su superficie, las cuales se unen
a proteinas extraias, polisacaridos o lipidos en su forma soluble; los linfocitos T responsables
de la inmunidad celular, expresan los llamados receptores de célula T (TCR), que reconocen
pequefas secuencias de péptidos antigénicos, pero solamente si éstos se encuentran unidos a
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad sobre la CPA. Los primeros en efectuar

este reconocimiento son los linfocitos T CD4.

2. Fase de activacion: secuencia de eventos que se producen en los linfocitos como resultado
del reconocimiento antigénico especifico. Todos los linfocitos experimentan dos cambios
fundamentales: a) Proliferacion: expansion de los clones antigeno especificos y amplificacion
de la respuesta protectora, en la que asume una funciéon preponderante el linfocito T CD4,
capaz de activar a los linfocitos B y T CD8. b) Diferenciacion: etapa en la cual se forman las

células efectoras y las de memoria.

3. Fase efectora: los linfocitos T diferenciados en células efectoras migran hacia los sitios de
agresion, donde desarrollan sus funciones de eliminacion de los patégenos, mientras los
linfocitos B las ejecutan en los propios 6rganos linfoides. Muchas de estas acciones efectoras
promueven la participacion de células no linfoides y de mecanismos de inmunidad innata, como
la fagocitosis por parte de macrofagos y neutrofilos; anticuerpos que activan el sistema de
complemento; IgEs que estimulan la degranulacién de los mastocitos y citocinas segregadas

por los linfocitos T.

Una de las consecuencias mas importantes de la respuesta inmune adaptativa es el
establecimiento del estado de memoria inmunolégica, que estriba en la habilidad del sistema
inmune para responder mas rapida y eficazmente a microorganismos que han infectado
previamente al huésped y refleja la preexistencia de una poblacion clonalmente expandida de

linfocitos antigeno especificos.
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Inmunopatogenia de la EC

La patogenia de la Ell depende de la interaccion entre la susceptibilidad del huésped
determinada genéticamente, la inmunidad de la mucosa y la microflora intestinal. Se han
identificado defectos en la barrera epitelial, en la inmunidad innata y adquirida asi como en los

sistemas reguladores encargados de contrarrestar la inflamacion.

1.- MICROFLORA INTESTINAL EN LA EC
Los argumentos que sugieren un papel de la flora endégena que conlleva a una respuesta

inflamatoria de la mucosa en individuos susceptibles se resumen en la tabla 11 [136].

Tabla 11.- Argumentos que sugieren un papel de la flora intestinal en la Ell

- Efectos fisiologicos de la microflora intestinal en las células inmunes y epitelio intestinal

- Fracaso de la induccién de colitis en animales libre de microorganismos

- La proteina NOD2 (mutacién asociada con EC) es responsable del reconocimiento de dipéptido-muramil bacteriano
expresado en la mucosa intestinal.

- Las lesiones en la Ell ocurren en areas de alta exposicion bacteriana

- El “refluir’ de las heces induce la recaida en EC ileal

- La composicion de las heces y la flora de la mucosa difiere entre los pacientes con Ell y sujetos sanos

- Pérdida de tolerancia a los componentes de la flora endégena en pacientes con Ell

- Influencia de los antibiéticos y probidticos en animales de experimentacion y en algunas situaciones clinicas (como

pouchitis, recaida post-cirugia de EC, recaida de CU)

2.- DEFECTOS EN LA BARRERA INTESTINAL
Se han identificado defectos en la barrera epitelial tanto en modelos animales como en

humanos como parte de la patologia de la EC (ver tabla 12) [62, 63, 137-139].

Tabla 12.- Argumentos que sugieren un papel de la barrera intestinal en la Ell

- Ratones con defectos en N-cadherina (componente de unién entre células epiteliales) con desarrollo espontaneo de
colitis

- Ratones SAM*P1/yit con desarrollo espontaneo de ileitis

- Ratones SAM*P1/yit presentan una acumulacién de células globet y células de Paneth, expresién de niveles elevados
de NOD2, expresion deficiente de claudina-2 (molécula presente entre las uniones epiteliales)

- Pacientes con EC y familiares de primer grado presentan alteracién de la permeabilidad intestinal

- Mutacion de dos genes de mantenimiento de la integridad barrera intestinal (OCTN1-2 y gen que codifica la guanilato
quinasa DLG5)

- La administracion de AINE, AAS e indometacina incrementa la permeabilidad intestinal

*SAM: Ratén con envejecimiento acelerado

Del estudio con modelos animales en la Ell (libre de gérmenes) hemos aprendido que la colitis

no se produce en ausencia de bacterias intestinales y que los componentes de la microflora
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intestinal normal son necesarios para desarrollar la Ell. En el caso de estudios en humanos
destacamos que el nimero de bacterias asociadas con la mucosa inflamada es superior en la
Ell que en los sujetos control, que la concentracion de bacterias en la mucosa se relaciona con
la gravedad de la inflamacién intestinal y que en la Ell se pierde la tolerancia inmunoldégica de

la microflora autéloga generando una respuesta inapropiada y persistente contra ella.

3.- SISTEMA INMUNOLOGICO

Este sistema representa el brazo ejecutor de la patologia en la Ell. La respuesta inmune
intestinal induce una respuesta inflamatoria con pérdida de tolerancia inmunolédgica lo que
conlleva una persistencia de la inflamacién. Disponemos de escasos datos en relacion a como
y por qué se inicia la inflamacién aunque si disponemos de informacioén sobre las células y los

productos solubles que median dicha inflamacién.

3.1.- Inmunidad innata

Actualmente, se considera que las CD que dirigen la respuesta inmune son responsables de
los mecanismos de tolerancia o activacion de la respuesta inflamatoria, determinan si el tipo de
respuesta debe ser Th1 o Th2 y ligan la inmunidad innata y adaptativa. En pacientes con EC,
se ha encontrado que determinadas CD producen niveles elevados de TNF-a en respuesta al
LSP. Se han descrito alteraciones de las CD de la mucosa [140] y en la expresion de los TLR
en la Ell [141], con una significacién de estos ultimos dificil de esclarecer en el contexto de la
patogenia de la Ell. Otros hallazgos son una expresion deficiente de las defensinas en las
células de Paneth [142] y de forma mas importante en pacientes con mutaciones de NOD2

[143].

La asociacion de las mutaciones NOD2/CARD15 con la EC es especialmente interesante, ya
que este gen esta directamente implicado en la respuesta inmunolégica innata frente a las
bacterias, a través de la regulacion de la expresion del NF-kj, involucrado en la regulaciéon
transcripcional de muchos genes inflamatorios. En estos estudios se demuestra no sélo la mera
asociacion estadistica, sino que se sugiere una relacion con alteraciones funcionales de la

regulacién de la respuesta inmune que podrian tener importancia en la génesis de la EC, bien
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por facilitar la sobreexpresién de factores proinflamatorios, o bien al contrario por inhibir la

expresion de factores anti-inflamatorios [50, 51].

3.2.- Inmunidad adaptativa

La EC expresa principalmente una respuesta Th1, que comienza con la activacion de las CPA.
Estas células, una vez activadas, presentan los antigenos a linfocitos T inmaduros con la
secrecion de IL-12, IL-18 y IL-23 con la diferenciacion de la célula en Th1 y de IL-6 y TGF-3 con
la diferenciacion en Th17. A su vez, las células Th1 producen IL-2 e interferén-y (IFN-y). EI IFN-
y aumenta la expresion de las moléculas de adhesién en las células endoteliales lo que facilita
el reclutamiento de células inflamatorias y activa los macréfagos. Estos ultimos, a su vez,
producen radicales libres y grandes cantidades de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IL-6,
IL-8, IL-12, IL-18).

Se ha demostrado que los linfocitos T de la mucosa intestinal de los pacientes con EC son
resistentes a la apoptosis lo que conduce a la acumulacion de células T y a la perpetuacion de
la respuesta inflamatoria. Este fendmeno parece depender de la IL-6, que es capaz de activar
genes anti-apoptoticos en los linfocitos T intestinales.

La inflamacién producida en la mucosa intestinal se encuentra amplificada por el reclutamiento
de células T naive, células T activadas y polimorfonucleares desde el torrente circulatorio hasta
las zonas inflamadas, mediante la interacciéon entre moléculas de adhesion expresadas en la
superficie de los linfocitos y en las células endoteliales. De esta forma, los linfocitos T naive son
captados por los ganglios mesentéricos mediante la interaccion de L-selectinas asociadas a las
células T y su ligando ICAM-1, mientras que los linfocitos T activados se dirigen hacia las
placas de Peyer mediante la interaccion de la integrina a4b7 y la molécula de citoadhesién
adresina mucosal (MadCAM-1) [144].

En conclusién la base fundamental de la Ell esta en la presencia de uno o mas defectos
determinados genéticamente que resultan en una respuesta inmune local que actua sobre
constituyentes normales de la microflora intestinal. Estos defectos en la barrera intestinal
potencian la exposicion al sistema inmune local de componentes de la microflora. Es
importante entender sin embargo, que a pesar de los defectos particulares, el proceso de la
enfermedad es inevitablemente canalizado hacia una via inmunopatolégica comun

comprometiendo una inflamacién mediada por células Th1.
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4.- MASTOCITOS, HISTAMINA Y EC
Varios estudios sugieren un papel de los mastocitos en el desarrollo de la Ell donde la
histamina parece estar involucrada. Por ello desarrollaremos la informacién de que disponemos

para luego exponer los fundamentos de nuestra tesis.

4.1.- Mastocitos

Fue Paul Ehrlich quién en 1877, describi6é los mastocitos por primera vez, llamandolos células
cebadas, al observar la gran cantidad de granulos que llenaban su citoplasma. Se denominan
también, de forma mas descriptiva, células granulares del tejido conectivo. Pero ademas de las
diferencias morfolégicas e histoquimicas, también se diferencian por su contenido de
mediadores [145] y en sus respuestas a secretagogos mastocitarios y a agentes

estabilizadores.

Los mastocitos son una poblacién de células muy heterogénea que derivan de las células
precursoras de la médula 6sea y migran a tejidos periféricos como células inmaduras
diferenciandose in situ. De esta forma, las caracteristicas definitivas de los mastocitos van a
variar en funcién del tejido en el que hayan completado su maduracién [146]. Los mastocitos
maduros son abundantes en los tejidos que estan en contacto con el medio externo como
ocurre en el tracto digestivo. Mas del 40% del volumen total del mastocito esta ocupado por las
membranas de los granulos de secrecion que se originan en el aparato de Golgi [147]. Sus
granulos contienen gran cantidad de histamina y otras sustancias entre las que destacan
diversas proteasas, principalmente dos tipos, las triptasas y las quimasas, que son
serinproteasas que se almacenan de forma activa en los granulos. Entre sus efectos, la triptasa
incrementa la permeabilidad vascular [148] y degrada las proteinas de la matriz extracelular
[149] permitiendo la migracién de las células a través de los tejidos. Las funciones de las
quimasas son atraer a los linfocitos, neutréfilos y eosindfilos [150], la reorganizacion de la
matriz extracelular por la degradacion de la fibronectina [151] y la activacion de otras proteasas
de la matriz [152] como son las metaloproteasas. Otros mediadores incluyen eicosanoides y

factor activador de plaquetas (PAF).
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De la activacion inmunoldgica de los mastocitos resulta la liberacion del acido araquiddnico
desde los fosfolipidos de la membrana celular que via lipooxigenasa y ciclooxigenasa da lugar

a la formacién de prostaglandina D2 y leucotrieno C4 [153].

Otra caracteristica de los mastocitos es que presentan en su superficie gran cantidad de
moléculas de adhesion, receptores de la respuesta inmune y otros tipos de receptores que les

confieren la capacidad de reaccionar frente a multiples estimulos especificos e inespecificos.

Inicialmente se describieron dos tipos de mastocitos, los mastocitos T que sélo contienen
triptasa y se localizan en las mucosas y el tejido alveolar y poseen estructuras cristalinas
caracteristicas en sus granulos, y los mastocitos TC con quimasa, tripasa y carboxipeptidasa A
que se encuentran en las submucosas y la piel y se caracterizan por tener unos granulos
amorfos carentes de estructuras cristalinas [154]. A estos dos tipos se ha afiadido un tercero, el
mastocito C que solo contiene quimasa, pero no triptasa y se localiza en algunas submucosas

como la intestinal y la nasal [155].

Los mastocitos pueden activarse tanto por mecanismos inmunoldgicos como por estimulos no
inmunoldgicos.

- La activacion inmunolégica a su vez se divide en dos: 1.- Activacion especifica (mediada por
IgE) se produce al unirse un antigeno especifico a las fracciones variables de la IgE, la cual
estd a su vez unida a través de sus fracciones constantes a un receptor de alta afinidad para
IgE denominado FccRI. Es la responsable de la reaccion de hipersensibilidad inmediata; 2.-
Activacion inespecifica (independiente de IgE) que se debe al reconocimiento de componentes
bacterianos, neuropéptidos o iondforos de calcio, proteina catidnica de los eosindfilos, entre
otros. Donde los mediadores inflamatorios liberados por los eosindéfilos pueden estimular los
mastocitos sin mediacion de IgE. La respuesta a una estimulacion independiente de IgE esta
condicionada por el fenotipo del mastocito.

- La activacion no inmunoldgica: Entre los mecanismos no inmunoldgicos se encuentran los

neurotransmisores liberados en los terminales nerviosos del tracto gastrointestinal.[156].

Tras estos estimulos los mastocitos pueden producir dos tipos de respuesta, la llamada

respuesta inmediata y la respuesta en fase tardia.
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- Respuesta inmediata: consiste en liberar, mediante secrecion y en pocos minutos, las
sustancias almacenadas en los granulos de secrecion, como aminas biégenas (histamina,
serotonina), proteoglicanos (heparina, sulfato de condroitina), proteasas y TNF-a.

- Respuesta en fase tardia: implica la sintesis de novo, a 2-4 horas del estimulo inicial, de
nuevos precursores como mediadores lipidicos (prostaglandinas, leucotrienos, factor de
agregacion plaquetaria) y citocinas (TNF-a, IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-16, GM-CSF,
MCP-1, IFN-y) que regulan muchas funciones de las células inflamatorias.

Algunos mediadores mastocitarios de nueva sintesis son factores quimiotacticos, de
crecimiento y reguladores, que reclutan y activan otras células pro-inflamatorias como linfocitos,
neutréfilos y eosindfilos. Algunas de estas células participan en el mantenimiento de una
permeabilidad intestinal aumentada, caracteristica de patologias como la alergia alimentaria y

la Ell. El tipo de citocinas que contienen son IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-13,
IL-16, IL-18, IL-25, TNF-a, GM-CSF, MCP-1, MCP-3 y MCP-4, regulando la activacion de

células T y la expresion y secrecion de quimiocinas (RANTES y eotaxina) con capacidad de

atraer poblaciones leucocitarias [157].

Otra funcion del mastocito ademas de su papel en la defensa del organismo es intervenir en la
reorganizacion de tejidos, como la cicatrizacion de heridas. Estimula la proliferacion de los
fibroblastos, a la vez que puede iniciar o modular por si mismo la angiogénesis, que es la
formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de otros preexistentes, necesario en todo

proceso de remodelacion de tejidos [158].

4.1.1.- Funciones de los mastocitos a nivel intestinal

Los mastocitos estan presentes en todas las capas del intestino, pero se localizan
predominantemente en la lamina propia, en la submucosa y en contacto con las fibras
nerviosas, indicando el potencial de estas células en el transporte de iones y en las
propiedades de barrera intestinal. Tanto estudios en animales como mas recientemente en
humanos confirman el papel de los mastocitos en el aumento de la secrecion de iones a nivel
intestinal [159-163]. La activacion de los mastocitos usando anticuerpos IgE resulta en una

secrecion de cloro que involucra la histamina, los eicosanoides y al sistema nervioso entérico
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(SNE) [160]. Ademas, los mastocitos activados disminuyen la integridad de la barrera intestinal

[164].

4.1.2.- Mastocitos y Ell

Existen evidencias crecientes de que las enfermedades inflamatorias intestinales no alérgicas
estdn mediadas por mecanismos inmunolégicos [164]. Estos mecanismos implican la
infiltracion y activacidon de mastocitos y eosindfilos [165] que conllevan cambios en la

permeabilidad, transporte y motilidad intestinal junto con la hiperalgesia del intestino [166].

Son McGovern y Archer (1957) los primeros en sugerir que el componente inflamatorio agudo
en la CU estaba mediado por los mastocitos. Posteriormente Hiatt y Katz (1962) lo notificaron

para la EC [167].

En modelos animales, la administracion de sustancias que producen una inflamacién intestinal
(dafio en la mucosa y edema) se acompafia de una hiperplasia y posterior activacion de
mastocitos. Sin embargo, el mismo tratamiento tuvo poco efecto lesivo en los ratones con
déficit de mastocitos, lo que implica la importancia de éstos en el desarrollo de la Ell [168].

Existe una asociacion entre el estrés, la activacion del eje cerebro-intestino y los mastocitos
con los mecanismos que median la Ell. Se ha evidenciado que el estrés causa una activacion

de mastocitos mas pronunciada en pacientes con Ell quiescente que en controles sanos [169].

Las células cebadas desempefian un papel muy especial y probablemente importante en la
activacion de los mecanismos proinflamatorios en la pared del tubo digestivo. La relacién entre

los mastocitos y la Ell se basan en los siguientes datos:

4.1.2.1.- Aumento del numero de mastocitos en la Ell

Se ha observado un incremento de mastocitos en la mucosa del ileon y del colon de pacientes
con EC [170, 171]. Sin embargo, en otras publicaciones el nimero de mastocitos hallados en
ileon, colon y recto fue menor comparado con los controles. La casi ausencia de mastocitos en
areas afectadas de EC parece deberse no a la disminucién en el nimero de éstos sino a que

con la degranulacién no es posible reconocerlos por microscopia convencional. Los estudios
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con microscopia electronica han mostrado un incremento de la degranulacion de los mastocitos
en las lesiones de EC [167].

El aumento de secrecion de histamina induce un edema masivo de la mucosa intestinal y la
dilatacién de los vasos linfaticos [172]. Ademas, el incremento del nimero de mastocitos se ha
visto asociado con otras enfermedades relacionadas con la Ell como la colangitis esclerosante

primaria, que muestra un patrén similar de infiltracion por mastocitos [173].

4.1.2.2.- Diferente contenido de los granulos de mastocitos en la EC

La laminina, una glicoproteina multifuncional no colagena, que es encontrada normalmente en
la matriz extracelular, fue detectada en los mastocitos de la muscularis propria (pero no en
submucosa) de pacientes con EC, indicando que los mastocitos pueden estar activamente
involucrados en la remodelacién del tejido en la EC [171]. El numero de mastocitos que
secretan TNF-a fue tambien mayor en pacientes con EC que en sujetos sanos, mas en areas
inflamadas que no inflamadas [174]. Asi, el éxito del tratamiento de la EC con anticuerpos anti-
TNF-o, podria relacionarse con la neutralizacion de una excesiva secrecion de TNF-a por los
mastocitos, lo que apoyaria la contribucién de éstos en el desarrollo de la EC. También se ha
observado un incremento en la cantidad de mastocitos que secretan IL-16, que se correlaciona
con un aumento en el numero de linfocitos CD4+ en pacientes con EC activa, lo que indica que
esta quimiocina puede atraer selectivamente linfocitos CD4+ involucrados en el area
inflamatoria [175].

Las diferentes acciones de los mediadores mastocitarios en la Ell sugieren que debe existir un
balance entre mediadores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios. Si se altera este equilibrio
puede desencadenarse la Ell. Existen ademas mecanismos de amplificacién de la sefal de
degranulacion que son el elemento clave en el proceso fisiopatolégico de respuesta local de
larga duracion de los mastocitos asociada con enfermedades como la Ell. Hasta el momento se
conocen dos vias de amplificacion, la histamina y la triptasa, que pueden actuar sobre

mastocitos adyacentes de forma autocrina o paracrina.
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4.1.2.3.- Mediadores de activacién de mastocitos en la Ell
Son muchos los mediadores y sustancias estudiados en la Ell que activan los mastocitos
intestinales, como son los componentes asociados a las células epiteliales de ID y colon

humanos, c-kit, IL3, la sustancia P, IgE y anti-IgG4 [176-179].

4.1.2.4.- Evidencia de la degranulacion de los mastocitos en la EC

En 1975, Lloyd y colaboradores observaron que hay una marcada degranulacion de mastocitos
y células que contienen IgE en la pared intestinal de pacientes con EC [167]. En 1980, Dvorak
y colaboradores describieron con mas detalle la degranulacién de los mastocitos en el ileon de
pacientes con EC con técnicas de microscopia electrénica [170]. Posteriormente este hecho fue
demostrado mediante técnicas de inmunohistoquimica con anticuerpos especificos para la

triptasa o quimasa [180].

4.1.2.5.- Evidencia del efecto de los mastocitos en la ElI.

La evidencia de una marcada degranulacion de los mastocitos en las areas afectas de EC
podria explicar ciertas caracteristicas histologicas de la EC; el marcado edema de la mucosa
puede deberse a la liberacidon de aminas vasoactivas mientras que la ulceracion de la mucosa
podria resultar de la liberacion de enzimas proteoliticas. En modelos con ratas, los mastocitos
liberan aminas vasoactivas que son capaces de abrir los espacios intercelulares y crear una
hiperpermeabilidad a macromoléculas [167]. La activacion de los mastocitos conduce a una
hiperemia de la mucosa en el ID en modelos animales [181].

Datos in vitro muestran que los mastocitos y eosinodfilos podrian estar involucrados en la
modulacién de la fibrosis en la EC por influencia directa en las propiedades de los fibroblastos
[182].

En la EIll el papel regulador de los mastocitos en el transporte de iones del tracto
gastrointestinal parece estar alterado, con una reduccién de la respuesta secretora de iones
[183]. En condiciones normales, la activaciéon de los mastocitos resulta en un aumento de la
secrecion de iones que involucra a la histamina, eicosanoides y el SNE. Esta disminucion de la
secrecion de iones en la EC coldnica parece estar relacionada con un defecto a nivel del

epitelio coldnico [184].

76



Inmunopatogenia de la EC

4.2.- La histamina

Pertenece al grupo de las aminas biégenas, que son compuestos nitrogenados de bajo peso
molecular que se forman principalmente por descarboxilacion de aminoacidos. Atendiendo a su
estructura quimica se pueden clasificar en alifaticas (putrescina, espermidina, espermita,
cadaverina), aromédticas (tiramina, feniletilamina) o heterociclicas (histamina, triptamina) y en
funcién del numero de grupos aminas de la molécula podemos hablar de monoaminas
(histamina, feniletilamina, tiramina), diaminas (putrescina, cadaverina) o poliaminas
(espermidina, espermina).

La historia de la b-aminoetilimidazol o histamina es paralela a la de la acetilcolina. Los dos
compuestos fueron sintetizados como curiosidades quimicas antes de identificarse su
importancia biolégica. Se detectaron por primera vez como sustancias que estimulaban el utero
en los extractos del cornezuelo de centeno, de los cuales fueron mas tarde aislados; ambos
resultaron ser contaminantes del cornezuelo por accién bacteriana. Dale y Laidlaw [185, 186]
efectuaron estudios farmacolégicos con la histamina y descubrieron que ésta estimulaba el
musculo liso y tenia intensa accién vasodepresora. Sin embargo, no fue sino hasta casi 20
afos después, en 1927, cuando Best, Dale, Dualery y Torpe [187] la aislaron de muestras
frescas de higado y pulmén. Este hallazgo establecié, sin dudas, que la histamina es un
constituyente natural de los tejidos. Mientras tanto, Lewis y colaboradores [188] obtuvieron
pruebas de que las células de la piel después de estimulos lesivos liberaban una sustancia con
las propiedades de la histamina (sustancia H) confirmandose posteriormente que la sustancia
H de Lewis era la propia histamina. Se sabe ahora que dicha sustancia producida por el
organismo (endégena) interviene en la respuesta alérgica inmediata y es una reguladora
importante de la secrecion acida gastrica; también se ha definido su participacion como

neurotransmisora en el sistema nervioso central.
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4.2 1.- Estructura quimica

La histamina es una molécula hidrofila compuesta de un anillo
imidazol y un grupo amino unidos por dos grupos metileno (ver

figura 17).

Figura 17.- Estructura molecular de la histamina.

4.2.2.- Sintesis, almacenamiento y degradacién

- Sintesis: Este autacoide es el producto de la descarboxilacion (eliminacion de CO2) de un

aminoacido: L-histidina.

- Almacenamiento: 1.- En forma de complejos con un polisacarido sulfatado, heparina o
condroitina, y una proteina acida; 2.- Granulos en los mastocitos [189], leucocitos y baséfilos
donde la velocidad de recambio es lenta y; 3.- En la piel, masculo, mucosa gastrica e
intestinal, pulmones, higado, SNC, SNA y células de tejidos en regeneracion o con

proliferacion rapida, donde la velocidad de recambio es rapida.

- Distribucion de la histamina: 1.- Células de sintesis y almacenamiento: mastocitos, basdfilos y
granulos de deposito; 2.- Células de sintesis y liberacion continua: células de epidermis, mucosa
gastrica, neuronas histaminérgicas y; 3.- Tejidos: tracto gastrointestinal, mucosa del arbol bronquial,

sistema nervioso central , tejidos en regeneracion y sintesis por bacterias gastrointestinales

- Liberacion: Se libera desde los granulos (como transmisor periférico) por exocitosis debido a
diferentes estimulos como son: 1.- Procesos fisiolégicos como la secrecién gastrica; 2.- Procesos
patolégicos como la inflamacién; 3.- Agentes quimicos como los venenos y algunos farmacos
(succinilcolina, morfina, medios de contraste, expansores de plasma y vancomicina); 4.- Agentes
fisicos como las radiaciones, el frio, el calor y los traumatismos; 5.- Los niveles aumentados de

GMPc facilitan la liberacion y; 6.- Desde las neuronas se libera igual que otros neurotransmisores.

- Inactivacién o metabolismo de la histamina: 1.- Mas del 50% se convierte en acido metilimidazol
acético. La histamina sufre la metilacién del anillo por la enzima histamina-N-metiltransferasa
(HNMT), posteriormente gran parte del producto, N-metilhistamina, es transformado por la

monoaninooxidasa a acido N-metilimidazol acético [190]; 2.- Aproximadamente el 25 % se
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convierte en acido imidazol acético mediante la desaminacion oxidativa por accién de la diamino
oxidasa. Ambos metabolitos, el acido N-metilimidazol acético y el acido imidazol acético, poseen
poca o nula actividad y son excretados por la orina (ver figura 18). 3.- El resto se elimina como
histamina libre o metilhistamina.

Figura 18.- Sintesis y metabolismo de la histamina.
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4.2.3.- Histamina en la Ell

Los datos de que disponemos en relacion con la histamina y la Ell son:

4.2.3.1.- Secrecion aumentada de histamina

La histamina esta involucrada en la patogenia de la EC tal como lo demuestran Knutson y
colegas al hallar que la secrecion de histamina esta incrementada en los pacientes con EC
comparados con controles sanos, y que dicha secrecion se relaciona con la actividad de la
enfermedad [191]. Se han detectado ademas niveles elevados de N-metilhistamina en la orina
de los pacientes con EC activa [192, 193] y fecales en pacientes con Ell, comparado con
controles sanos [194]. Otros datos a favor del papel de la histamina en la EC son los obtenidos
por Fox y colaboradores que demuestran cémo los mastocitos aislados de la reseccién de
colon de pacientes con EC activa liberan mas histamina que aquellos de pacientes con colon
normal, cuando eran estimulados por un mismo antigeno [176]. Las muestras endoscépicas

colorrectales cultivadas de pacientes con EC secretan mas histamina estimuladas por la
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sustancia P aislada o la sustancia P con anti-IgE que las muestras de sujetos controles. Asi,
parece probable que exista una interaccidon de los mastocitos con el sistema nervioso entérico

que regula la liberacién de la histamina en la EC [178].

4.2.3.2.- Efecto de la histamina en pacientes con Ell

Son escasos los datos de que disponemos sobre la histamina y los efectos que produce en la
Ell. La histamina produce una mayor secrecion de cloro en las células epiteliales, debido por
una parte al incremento del metabolismo del acido araquidonico, con un aumento de
prostaglandinas y leucotrienos [195] y por otra parte al interaccionar con los receptores H1
incrementando la secrecion de sodio e inhibiendo la absorcion de cloro, lo que sugiere que la
histamina puede ser un mediador de respuesta para la diarrea en la Ell [196]. Sin embargo,
otros estudios revelan que en la EC coldnica, la secrecion de iones esta disminuida,

probablemente debido a la alteracion de la barrera epitelial [184].

4.2.3.3.- Actividad de las enzimas que degradan la histamina

En el intestino humano se han hallado las enzimas que degradan la histamina, HNMT (E.C.
2.1.1.8.) y DAO (E.C.1.4.3.6) o tambien denominada proteina de unién a amiloride (ABP) [197,
198].

HNMT es una enzima citosdlica involucrada en la inactivation de la histamina intracelular,
mientras que la enzima DAO es secretada y juega un papel en la inactivacion y eliminaciéon de
la histamina extracelular [199]. Una capacidad reducida de degradacién de la histamina debida
a una disminucién de la actividad de la DAO en la mucosa intestinal parece ser un componente
critico en el desarrollo y progresion de la Ell [200]. Estudios sobre la enzima HNMT establecen
una escasa contribucion de ésta en el metabolismo de la histamina en la mucosa intestinal, ya

que la actividad de HNMT es casi insignificante comparada con la actividad de la DAO [201].

4.3.- Diamino oxidasa (DAO)

La DAO degrada las aminas primarias en aldehido, perdxido de hidrogeno y amonio.
Cataboliza una gran variedad de sustratos incluyendo la histamina, y es principalmente
expresada en el rindn y mucosa intestinal asi como placenta, timo y vesiculas seminales [202].

Esta enzima parece jugar un papel importante en la inactivacion y eliminacion de la histamina
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extracelular [199]. También esta involucrada en la regulacion de la division o diferenciacion
celular en los tejidos de rapida proliferacion, como son la médula ésea y la mucosa intestinal, y
puede actuar como un ligando neurotrépico [202].

La actividad de la DAO esta aumentada durante la hiperplasia adaptativa después de un dafio
en el tracto gastrointestinal [203] y es usada como un marcador de la integridad de la mucosa.
De hecho, la actividad sérica de la enzima es modificada por varios factores, como son
quemaduras graves o dafo intestinal como en el causado por enteropatias graves y cirugias
abdominales, quimioterapia y dafio renal [202].

La actividad de la DAO en la mucosa intestinal esta disminuida aproximadamente un 50% entre
los pacientes con Ell, tanto en la EC como en la CU, comparado con individuos sanos [197,
204, 205]. Se objetiva una correlaciéon entre la menor actividad de la enzima y la gravedad de
los indices histologicos. Tambien se objetiva una mayor tasa de recurrencia de EC postcirugia
en pacientes con baja actividad. La DAO podria ser un marcador Util para predecir el riesgo de
recurrencia o complicaciones anastomoticas en la EC [204]. Sin embargo, la razén por la que
existe un descenso de la actividad enzimatica de la DAO no es bien conocida, pero parece que

puede explicarse en parte por el polimorfismo genético de la misma.

4.3.1.- Estructura genética de la DAO.
La secuencia genética de la DAO humana ha sido obtenido dentro de un fragmento de 9
kilobases (Kb) localizado en el cromosoma 7q34-q36 [206]. El gen esta compuesto por 5

exones y 4 intrones (ver figuras 19y 20).

Figura 19.- Estructura genética de DAO. http://egp.gs.washington.edu/data/abp1/

ABP1:amiloride binding protein 1 (amine oxidase (copper-containing))
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Figura 20.- Diagrama esquematico del gen de la DAO humana.
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Los cinco exones vienen representados por cajas blancas y el nimero arriba. Los intrones estan representados por
lineas continuas y sus numeros en romano. El inicio de la traduccion del gen ABP1 esta representado por una flecha al
comienzo del exén 2. El promotor interno alternativo en el intrén Il esta representado por una caja con lineas cuya
iniciacion viene representado por una flecha con interrogantes.

El primer ex6n es muy corto, contiene una secuencia no codificante y estd separado del
segundo exon por un gran intrén de 4,5 kilobases. El segundo intron participa en el control de
la expresion del gen. EI ARN mensajero contiene la secuencia de exones 3, 4 y 5 y un
fragmento homélogo del segundo intron de la secuencia [207]. Son muchas las diferencias

halladas entre la secuencia de exones e intrones en este gen que son debidas a su

polimorfismo genético [208].

4.3.2.- Polimorfismos genéticos de la DAO

El gen que codifica para la DAO es polimdrfico. Son un total de 85 los polimorfismos de un sélo
nucledtido (SNP) localizados e identificados en el gen humano de la DAO (17 localizados en
los exones; 7 de ellos con sustitucion de aminoacidos, denominados SNP no sinénimos) segun

datos del Centro Nacional de informacion biotecnologica (NCBI) (ver figura 21 ) [209].
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Figura 21.- Polimorfismos genéticos SNP en el gen de la DAO
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intron_ 4 11133764 153735076 0500 B#F intron T
11123810 £545498500 0.021 =4 intron CIG

Ll

exon 5 11134382 2415 1s12539  (0.23% 2 H 3 UTR T

1

ze;far 11134415 2071517 0428 @& H 3 near gene MG
11134449 £s45615242 0.011 3 near gene /T
11134470 34090933 0.457 W 3 neargene /A
11124531 rsd725969 0,450 b= 3 neargens /T
11134541 4725374 0.256 | 3 near gene /T
11124627 2725970 0.222 < H 3 near gene /T
11134725 rsd725375 MDD, E 3 near gene  A/G

Términos: rs, referencia de SNP; A, adenina; C, citosina; G, guanina; T, timina.

De los SNP no sinénimos hallados para el gen dela DAO sélo el SNP con referencia refSNP ID:
rs1049793 vy localizado en el exén 3 C2029G, que codifica para una proteina alterada con la
sustitucion del aminoacido histidina por aspartico en la posicion 645, ha demostrado una menor
actividad de la enzima [202]. Un estudio realizado en 134 sujetos de raza blanca demostré que
aquellos individuos con la sustitucion del aminoacido Asp645His presentaban menor actividad
de la DAO comparado con no portadores con un efecto significativo dosis gen. Los individuos
heterocigotos mostraron valores de actividad enzimatica Vmax/Km de 66% y los homocigotos
de 51% comparado con los no portadores de variantes [202], con una mayor actividad en

mujeres respecto a los hombres [210]. Estudios preliminares indican que este SNP ocurre con

una frecuencia global cercana al 0.30 (es decir, el 30% de los alelos mutados), con frecuencias
de la variante de 0.305 (en 118 genes europeos), 0.30 (en 120 genes europeos), 0.318 en (88
genes europeos) y 0, 306 ( en 268 genes europeos) [202, 211].

Otros SNP no sinénimos estudiados no demuestran cambios en la actividad enzimatica de la
DAO [202]. En el caso del SNP no sindnimo con referencia refSNP ID: rs4558339 con cambio
de aminoacido de metionina a isoleucina en la posicion 479 y el SNP con referencia refSNP ID:
rs 35070995 con cambio de aminoacido asparagina por histidina en la posiciéon 659, no parece
existir una mayor alteracion en la propiedades de la enzima porque en ambos casos los
aminoacidos son sustituidos por otros de similar tamafio y propiedades. Otros SNP con

referencia refSNP ID: rs10156191 con cambio de aminoacido treonina a metionina en la
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posicion 16 y con referencia refSNP 1D:rs1049742 con la sustitucion de serina por fenilalanina

en la posicién 332 no se asocian a cambios en la actividad enzimatica.

4.3.3.- Polimorfismos genéticos de la DAO y la Ell

Son muy escasos los estudios realizados sobre la Ell en relacion al polimorfismo genético de la
DAO y su actividad enzimatica. En la Ell el analisis de los diferentes polimorfismos genéticos
de la DAO (mediante polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion (RFLPs) como
son Sspl, Dral, Hindi y Stul) no evidencia efecto de estas mutaciones en la actividad de la
enzima DAO ni en la expresion fenotipica de la enfermedad [212-214].

El primer estudio que relaciona en la Ell un SNP no sinénimo para la enzima DAO con cambios
relevantes en el fenotipo, se realizé en pacientes con CU [201]. Este estudio demostré que la
gravedad de la enfermedad esta influida por el SNP no sinénimo con referencia refSNP ID:
rs1049793, que codifica para una proteina alterada his645asp. Los individuos portadores de la
mutacién muestran una mayor susceptibilidad para la CU y mayor actividad de la enfermedad,
precisando con frecuencia un tratamiento inmunosupresor o cirugia para el control de la
enfermedad. Se ha postulado que esta mutacion especifica podria ser un marcador de
refractariedad para terapias estandar de la CU (sulfasalazina, aminosalicilatos y corticoides)
[201].

Este SNP no sinénimo que ha demostrado su influencia en la susceptibilidad y la expresion
fenotipica de pacientes con CU, no ha sido estudiado en pacientes con EC. Aunque la CU y la
EC tienen bases etiopatogénicas y expresiones fenotipicas diferenciadas, nos planteamos si el
polimorfismo no sinénimo con referencia refSNP ID: rs1049793 puede relacionarse con la

susceptibilidad a padecer EC, e influir sobre su fenotipo y respuesta al tratamiento.
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Hipdtesis

La EC es una inflamacion crénica del tracto digestivo que parece deberse a una alteracion de
la regulacion de la respuesta inmune del huésped frente a la flora bacteriana residente y a otros
antigenos intraluminales en sujetos susceptibles genéticamente. De entre los multiples factores
y células que parecen participar en los mecanismos fisiopatolégicos de la EC, uno de ellos es
un incremento de la histamina, que en parte parece deberse a una capacidad reducida de la
degradacion de la histamina por la enzima DAO.

La hipotesis de este proyecto de investigacion es que un determinado polimorfismo genético de
la enzima degradante de la histamina, la DAO puede influir sobre la susceptibilidad genética
para la EC y repercutir en los distintos fenotipos (modos de expresion clinica) y respuesta

terapéutica.
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Objetivos

1.- OBJETIVO PRIMARIO
Evaluar si hay una mayor proporcion del polimorfismo genético de un sélo nucleotido no
sinonimo (refSNP ID: rs1049793), que produce una sustitucion de un aminoacido en la region

codificante de la enzima DAO, en pacientes con EC comparado con controles sanos.

2.- OBJETIVOS SECUNDARIOS

Evaluar si existen diferencias en la proporcion de éste polimorfismo genético de la DAO en
relaciéon con las distintas variables fenotipicas de la EC. Las variables estudiadas son la edad,
antecedentes familiares, tabaquismo, cirugias previas, localizacion (ileon, colon, ileo y colon o
tracto gastrointestinal superior), comportamiento (inflamatorio, estenosante, penetrante),
existencia de enfermedad perianal, complicaciones intraabdominales (abscesos, perforacion,
fistulas, cirugia), manifestaciones extraintestinales y tratamiento  concomitante

(inmunosupresor, terapia bioldgica y reseccion intestinal).
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Pacientes, material y métodos

1.- POBLACION A ESTUDIO

Se incluyen un total de 210 pacientes consecutivos de raza blanca con EC controlados en la
Unidad de Enfermedad Inflamatoria Intestinal de un centro de referencia terciario (Hospital
Clinico San Carlos) en Madrid, Espafia. De los 210 pacientes, 117 (55,2%) son mujeres (media
de edad de 42,12 + 13,54 anos) y 95 (44,8%) son hombres (media de edad de 41,74 + 13,87
afos), con una mediana de duracién de la enfermedad de 8,7 afios y un intervalo intercuartilico
(RIC) de 4,07-14,52 afios.

El diagnéstico de EC se obtuvo mediante datos clinicos, radiologicos, endoscépicos e
histolégicos, de acuerdo a los criterios de Lennard-Jones. Las caracteristicas fenotipicas de los
pacientes se establecieron mediante una revision de la historia clinica, una entrevista personal
con los pacientes y la cumplimentacion de un cuestionario clinico. Este cuestionario incluia
datos como: fecha de nacimiento, sexo, antecedentes familiares de Ell (definidos como la
presencia de enfermedad en familiares de 1% 6 2° grado), edad al diagndstico, seguimiento en
afos, historia de tabaquismo, cirugias previas (adenoidectomia, amigdalectomia,
apendicectomia), manifestaciones clinicas extraintestinales (articular, cutanea, ocular vy
hepatica), clasificacion de Montreal, complicaciones intraabdominales (presencia y tipo de
fistulas, perforaciones intestinales, abscesos, cirugias precisadas) y tratamientos previos que
sugieren una mayor gravedad de la enfermedad (immunosupresores, terapia bioldgica o
intervencién quirurgica resectiva).

La terapia inmunosupresora es definida por el uso de azatioprina, 6-mercaptopurina o
metotrexato durante al menos un minimo de 3 meses de tratamiento continuo con las
recomendaciones estandar para el control de la actividad de la EC.

La terapia biolégica es definida por el uso de infliximab u otro anti-TNFo. por lo menos durante 2
meses de tratamiento con las recomendaciones estandar para el control de la actividad de la
EC.

La clasificacién usada para la EC se baso6 en el indice de Montreal segun la edad, localizacion
y comportamiento clinico, considerando de manera separada la afectacion perianal.

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron reclutados por los médicos de la Unidad de

Ell que desconocian el genotipo de cada paciente.
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Un total de 261 sujetos sanos controles fueron reclutados de un mismo area geografica. Todos
los pacientes eran de raza blanca y residentes en Madrid y alrededores. Los sujetos controles
fueron seleccionados entre el staff de las universidades y el hospital participantes en el estudio.
Ciento cuatro son mujeres (media de edad de 45,42 £ 12.91 afos) y 157 hombres (media de
edad de 43.51+ 10.62 anos). La historia clinica y la exploracién fisica se obtuvieron de todos
los individuos. Se excluyeron a los sujetos con historia personal o familiar (hasta familiares de

2° grado) de Ell, enfermedades autoimmunes o alérgicas.

El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital
Clinico San Carlos (Madrid), y todos los pacientes y los controles fueron incluidos en el estudio
después de firmar el consentimiento informado. Todos los pacientes con EC y alrededor del
95% de los sujetos sanos preseleccionados estuvieron de acuerdo en participar en el presente

estudio.

2.- PURIFICACION DEL ADN GENOMICO

Se extraen 10 ml de sangre venosa del antebrazo y se depositan en tubos de venoject que
contienen EDTA. La sangre se traslada a viales de plastico y se congela a — 80 °C hasta su
utilizacion. EI ADN gendmico se extrae de los leucocitos [215], como se describe a
continuacion:

1.- Se descongela la sangre, dejandola a temperatura ambiente aproximadamente 60 minutos,
posteriormente se deposita en tubos Falcon (Becton Dickinson) de 50 ml. Se afaden 3
volumenes de tampoén de hemodlisis (NH4Cl 155 mM; KHCO3 10 mM; EDTA 0,1 mM; pH 7,4;
almacenado a 4°C). Se agitan los tubos suavemente durante 20 minutos.

2.- A continuacion se centrifuga la sangre a 6000 r.p.m. a 4°C, durante 10 minutos, se descarta
el sobrenadante.

3.- Se anaden 10 ml de tampdén de hemdlisis al sedimento de leucocitos, se agita durante 20
minutos y se centrifuga de nuevo en las mismas condiciones. Se descarta el sobrenadante.

4.- Se le anade el sedimento de leucocitos 5 ml de solucion S.E. (NaCl 75 mM; EDTA 25mM).
5.- A esta suspension se le afiaden 150 pl de proteinasa K (10 mg/ml) y 150 pl S.D.S. 20 %.

6.- Se agitan los tubos durante toda la noche a 5 r.p.m y a temperatura ambiente.

93



Pacientes, material y métodos

7.- Al dia siguiente se le afiade a esta soluciéon el mismo volumen de fenol (5 ml), se agita
suavemente durante 30 minutos y se centrifuga a 6000 r.p.m. durante 10 minutos.

8.- A continuacién se extrae la fase acuosa (superior) muy suavemente con cuidado de no
extraer la fase inferior de fenol, esta fase acuosa se va depositando en otro tubo Falcon estéril
y la fase superior se desecha.

9.- A la fase acuosa se le vuelve afiadir el mismo volumen de una mezcla de fenol/cloroformo
(5ml) (1:1), se mezcla en el agitador a 25 r.p.m. durante 20 minutos, se centrifuga en las
mismas condiciones ya sefialadas y se vuelve a recoger la fase superior acuosa depositandola
en otro tubo Falcon estéril.

10.- A esta fase se le anade el mismo volumen de una mezcla de cloroformo/isoamilalcohol
(5ml) (24:1). Se vuelve a mezclar en el agitador en las condiciones ya sefaladas y se
centrifuga igualmente, se vuelve a extraer la fase superior o acuosa y se pasa a otro tubo
Falcon estéril.

11.- A continuacion se anade isopropanol a temperatura ambiente, en la misma cantidad que
tenemos de fase acuosa, en este caso no es necesario anadir acetato aménico para precipitar
el ADN, porque la fase acuosa ya contiene sales que estaban presentes en el tampén S.E.

12.- Se mezclan bien las fases hasta que se forme un fléculo, que es el ADN gendmico. Se
extrae este fléculo con una pipeta Pasteur con la punta doblada, se lava el fléculo con etanol
70% a —20°C y lo introducimos en un tubo estéril, cortando la punta de la pipeta Pasteur, para
asegurarnos de que todo el ADN queda dentro del tubo.

13.- Los restos de etanol que quedan en el ADN se evaporan en una campana de vacio,
durante 10 minutos y se afaden 250 pl de solucién de TE (Tris 10 mM, EDTA 1mM, pH 8).
Para que el ADN se resuspenda adecuadamente se agita a 5 r.p.m. a 4 °C durante al menos 12
horas.

14.- Se almacena el ADN gendémico a 4 °C hasta su uso.

3.- GENOTIPADO

El ADN genomico fue obtenido desde los leucocitos periféricos y purificados de acuerdo con

procedimientos estandar, segun lo referido previamente.
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3.1.- Técnica de PCR

La presencia de SNPs fue investigada mediante la amplificacion-restriccion y electroforesis en
gel de agarosa. Respecto al SNP C2029G dentro del gen de la DAO, se usaron los siguientes
primers (basados en el gen de secuencia de la DAO del Gene Bank Accession No. X78212):
GGT CAC CTG AAC CCG GTTAACyY TTG TGA CCT CTG AAC TTG CCG.

Se toma un tubo de Eppendorf (25 ul) al cual se le anade: 1.- 1,5 ul de ADN de una de las
muestras; 2.- 2,5 ul de Buffer (PCR + Mg); 3.- 2,5 ul de nucledtidos; 4.- 0,625 ul de primer
forward; 5.- 0,625 ul de primer reverso; 6.- 17,5 ul de agua y 7.- 0,25 ul de Eco-Taq. Toda esta

mezcla se agita en el vortex y se centrifuga aproximadamente de 3-5 segundos.

3.2.- Termociclador
Después de un paso inicial de 2 minutos a 94 °C, la amplificacién con PCR fue realizada
mediante 40 ciclos de 25 segundos a 94 °C, 1 min a 61°C y 1 min a 72 °C, vy al final un periodo

de extension de 5 min a 72 °C. La duracion aproximada del proceso es de 2 horas y media.

3.3.- Electroforesis

La electroforesis es el movimiento de particulas cargadas en un campo eléctrico. La
electroforesis en gel es una técnica muy utilizada para separar moléculas o fragmentos de
moléculas de acidos nucleicos. Los materiales mas comunes para separar éstas moléculas son
polimeros como la poliacrilamida o la agarosa. Estos geles se colocan en la cubeta de
electroforesis, sumergidos en un tampén de pH alrededor de 8. De esta forma, las moléculas

de ADN o ARN sometidas a electroforesis se desplazaran al polo positivo ya que a pH superior
a 5 poseen carga negativa. Los geles se comportan como un tamiz molecular y permiten

separar moléculas cargadas en funcién de su tamafio y forma. Asi, moléculas de ADN de
diferente tamafio van a emigrar de forma distinta en un gel de electroforesis. La distancia
recorrida por cada fragmento de ADN va a ser inversamente proporcional al logaritmo de su
peso molecular. Es importante la utilizacion de marcadores de tamafio conocido porque nos
permitiran calcular los pesos moleculares de las muestras de ADN problema.

En el caso de los geles de agarosa, se afiade bromuro de etidio, sustancia que se intercala
entre las bases del ADN y es fluorescente cuando se ilumina con luz ultravioleta. Debido a esta

propiedad es un agente mutageno y debe manipularse con cuidado. Tras la electroforesis, se
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visualiza el gel con una lampara de luz UV, y se veran las bandas correspondientes a las

muestras de ADN aplicado y los marcadores de peso molecular.

La agarosa es un polisacarido extraido de algas marinas que tiene la propiedad de mantenerse
en estado sdlido a temperatura ambiente pero que a altas temperaturas se torna liquida. Esta
caracteristica permite una facil preparacion de una matriz porosa para ser usada en

electroforesis. La ventaja que posee la agarosa es que no es un compuesto téxico y ademas

permite el andlisis de acidos nucleicos con pesos moleculares muy variados.

Una electroforesis tipica consiste de los siguientes pasos:
1. Preparar un gel de agarosa a la concentracién requerida.
2. Mezclar las muestras a analizar con un amortiguador adecuado y un colorante (azul
de bromofenol) el cual indica el frente de avance de la electroforesis.
3. Montar las muestras en el gel.
4. Realizar la electroforesis.

5. Visualizar los acidos nucleicos.

La fabricacion de un gel de agarosa se realiza disolviendo en una cubeta de cristal 250 ml de
una solucion amortiguadora de Tris-Boratos-EDTA (TBE) X1 y 4 g de agarosa D-1 baja EEO.
Se calienta de 3 a 4 minutos hasta que comience a hervir, después se agita con movimientos
circulares hasta que se disuelvan todas las particulas de agarosa y se vuelve a hervir
aproximadamente 2 minutos hasta que el liquido quede transparente.

Se incorporan 15 ul de bromuro de etidio en la solucion caliente de agarosa, agitando con
movimientos circulares. Como ya se ha dicho previamente, el bromuro de etilo es un
carcindégeno y debe manejarse con cuidado. Hay que evitar que se derrame la disolucion o
tener contacto directo con ésta. La punta que contiene bromuro de etidio debe ser descartada
en un recipiente especial para desechar material contaminado con bromuro de etidio.

El soporte para “chorrear” el gel debe estar limpio y seco. Se ajusta en el molde portagel o
tabla niveladora y se colocan los peines que generaran los pozos para aplicar las muestras.

Posteriormente se vierte en el centro de la bandeja para gel evitando la formacién de burbuijas.
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Se deja reposar ya que el gel tarda de 20—40 minutos en solidificar a temperatura ambiente.
Una vez solidificado el gel se quitan los peines.

Posteriormente se traslada el soporte para el gel hasta la camara de electroforesis, colocando
los pozos mas cercanos al borde hacia el polo negativo (de color negro) debido a que las
muestras migraran hacia el anodo (de color rojo) durante la electroforesis. Se agrega TBE
hasta sumergir el gel unos 2 a 6 mm.

Se preparan las muestras que van a correr en el gel de agarosa. En un tubo de Eppendorf
afadimos 6 pl de la muestra y 1,5 ul de tampon carga (colorante azul) con una micropipeta se
aspira la muestra preparada previamente. Se coloca la micropipeta en forma perpendicular al
gel de agarosa, introduciéndola hasta el fondo del pozo, liberando su contenido mientras se va
sacando lentamente la punta del pozo. Se deja el primer pocillo para introducir nuestra muestra
control, 6 ul de marcador de peso molecular Ecoladder 4 (Ecogen).

Para iniciar la electroforesis, se coloca la tapa asegurandose que los electrodos estén en
contacto y conectados a la fuente de energia. La electroforesis se realiza a 180 V, durante 30
minutos aproximadamente.

Finalizada la electroforesis, se examina el gel bajo la lampara de luz ultravioleta para

determinar si la muestra ha amplificado.

3.4.- Precipitacién de las muestras

Una vez obtenida la PCR de las muestras en estudio, seguiremos los siguientes pasos:
- Ahadir a cada una de las muestras que estan congeladas 56,2 ul de etanol.

- Dejar 10 minutos en hielo para que precipiten.

- Centrifugar 10 minutos a 13.000 r.p.m.

- Aspirar el sobrenadante con cuidado de no tocar el precipitado.

- Poner en la campana de vacio 5 minutos.

- Anadir 8 ul de agua estéril congelada.

3.5.- Corte de las muestras
Una vez obtenidas las muestras precipitadas y con H,O, seguimos los siguientes pasos:
1.- Ahadimos a las muestras 1 ul de tampoén A.

2.- Damos un golpe de centrifuga durante 5 segundos.
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3.- Mezclamos bien en el vortex.

4.- Volvemos a centrifugar otros 5 segundos.

5.- Afadimos 1 ul de enzima “Avall”, ésta debe mantenerse en el termo todo el tiempo.

6.- Se vuelven a repetir los pasos 2,3 y 4.

7.- Poner las muestras en el bafio a 37°C , un minimo de 4 horas, tiempo maximo 24 horas.

8.- Pondremos 2 ul de tampdn carga (colorante).

9.- Repetir de nuevo los pasos 2,3, y 4.

10.- Poner a migrar las muestras. El gel sera el mismo que para la PCR. Lo dejamos migrar a

180 V, durante 20 minutos.

La amplificacion de fragmentos de 476 pares de bases contienen un lugar de restriccion
constitutivo para la endonucleasa Avall y un sitio de restriccion especifico variante-alélico. Tras
la digestién de la endonucleasa el gen de tipo salvaje es digerido en dos fragmentos de 369 y

107 pb mientras que el gen mutado es digerido a fragmentos de 252, 117 y 107 pb.

4.- ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cualitativas se presentan con su distribucion de frecuencias. Las variables
cuantitativas se resumen con su media y desviacion estandar (DE) y, las variables que no
siguen una distribuciéon normal se expresan como mediana y rango intercuartilico (RIQ).

Se evalué el equilibrio o ley de Hardy-Weinberg en la distribucion genética de los controles
mediante test de la Chi al cuadrado con un grado de libertad.

El principio de Hardy-Weinberg (PHW) es una expresion de la nocién de una poblaciéon que
esta en "equilibrio genético”, y es un principio basico de la genética de poblaciones.

En genética de poblaciones, el PHW establece que la composicion genética de una poblacion
permanece en equilibrio mientras no actue la seleccién natural ni ningun otro factor y no se
produzca ninguna mutacion. Afirma que tras una generacién de apareamiento al azar, las
frecuencias de los genotipos de un locus individual se fijaran en un valor de equilibrio particular.
Estas frecuencias de equilibrio se pueden representar como una funciéon sencilla de las

frecuencias alélicas en ese locus.
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En el caso mas sencillo, con un locus con dos alelos A y a, con frecuencias alélicas de p y g
respectivamente, el PHW predice que la frecuencia genotipica para el homocigoto AA es p2, la
del heterocigoto Aa es 2pq y la del otro homocigoto, aa, es q2.

Con la ley de Hardy-Weinberg se asentaron los cimientos de la genética de poblaciones, segun
la cual la alteracion genética de una poblacion sdélo puede darse por factores como mutaciones,
seleccion natural, influencias casuales, convergencias o divergencias individuales, de modo
que el cambio genético implica la perturbacion del equilibrio establecido por la ley de Hardy-
Weinberg.

Es una exposiciéon en términos matematicos del principio de que las frecuencias genotipicas
permanecen constantes en una poblacion grande en condiciones de apareamiento aleatorio,
siempre que no haya mutacioén, seleccién, ni migracion. En genética humana se utiliza para
calcular las frecuencias alélicas a partir de la prevalencia de una enfermedad

La comprobacion de la desviacion del PHW se suele llevar a cabo utilizando la prueba del Chi
al cuadrado de Pearson, utilizando las frecuencias genotipicas observadas que se han
obtenido de los datos y las frecuencias genotipicas esperadas obtenidas mediante el PHW.

Se calcularon las odds ratio junto a sus intervalos de confianza al 95% en la comparacion de
casos y controles.

Las comparaciones de medias se realizaron con el test de la t de Student, previa realizacion del
test de homogeneidad de varianzas de Levene, si las variables siguieran una distribucion
normal en los grupos a comparar y, con la prueba de la mediana cuando las variables no
siguen una distribucién normal. Se evalud la asociacion entre variables cualitativas con el test
de la Chi al cuadrado, o la prueba exacta de Fisher en el caso de que mas de un 25% de los
esperados fueran menores de 5. Se presentan los riesgos relativos junto a sus intervalos de
confianza al 95%.

Para todas las pruebas se acept6é un valor de significacion del 5%. Para las comparaciones
multiples en el analisis de subgrupos se utilizé el método de ajuste para contrastes multiples de
Bonferroni, de tal manera que si se efectuan k contrastes, para mantener la probabilidad global
(p<0,05) de rechazar incorrectamente en nuestro estudio la hipétesis nula, el nivel de corte a
utilizar en cada contraste debe ser 0,05/K.

El procesamiento y andlisis de los datos se realizdé mediante el paquete estadistico SPSS 12.0.
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1.- DESCRIPTIVO GENERAL DE LOS PACIENTES CON EC

Del total de 212 pacientes con EC, 117 son mujeres (55,2%) y 95 hombres (44,8%), con una
edad media de 31,76 + 14,09 afios y una mediana de duracion de la enfermedad de 8,7 (RIC
4,07-14,52) afios. De ellos 34 sujetos (16%) tienen familiares afectos con EIl. Segun sus
antecedentes personales, 81 pacientes (38,8%) son fumadores, 45 exfumadores (21,5%) y 83
no fumadores (39,7%). Treinta y cinco sujetos (16,5%) han sido apendicectomizados y 37
sujetos (17,5%) amigdalectomizados (ver grafico 1).

Grafico 1.- Caracteristicas demograficas de los pacientes con EC

Amigdalectomia | Si 17.5% | No 825% |

Apendicectomia | Si 16,5%

No 835% |

Habito tabaquico Fumador 38,8% Exfumador 21,5%_

Historia familiar | si 16% | No 84% |
Sexo Hombres 44,8% | Mujeres 55,2 % |
) 40 80 120 160 200
N° pacientes

En relaciéon con la Clasificaciéon de Montreal (ver grafico 2) segun las diferentes categorias
encontramos:

- Segun la edad al diagnéstico: el grupo comprendido entre los 17 y 40 afnos (A2) es el mas
numeroso con 157 sujetos (74,1%), le sigue el grupo de mayores de 40 afios (A3) con 41
sujetos (19,3%) y por ultimo, los menores de 17 afios (A1) con 14 sujetos (6,6%).

- Segun la localizacién (de mayor a menor frecuencia). En primer lugar, los sujetos con
afectacion exclusiva de ileon terminal (L1) con un total de 85 pacientes (40,1%); en segundo
lugar aquellos con localizacién en ileon y colon (L3) que son 71 pacientes (33,5%); en tercer
lugar, 40 pacientes (18,9%) con sélo el colon afecto (L2); y por ultimo, en menor proporcion los
sujetos con afectacion del tracto gastrointestinal superior, un total de 16 pacientes, de ellos 2
(0,9%) tienen exclusivamente lesiones en tracto gastrointestinal superior mientras que en el
resto estan asociadas a otras localizaciones (7 sujetos (3,3%) a L1, en 3 sujetos (1,4%) alL2y

en 4 sujetos (1,9%) a L3).
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- Segun su comportamiento clinico (de mayor a menor frecuencia): En primer lugar, el tipo
inflamatorio (B1) con un total de 118 sujetos (55,7%), seguidamente del tipo penetrante (B3)
con 64 sujetos (30,2%) y por ultimo, el tipo estenosante (B2) con 30 sujetos (14,2%).

Cincuenta y nueve pacientes (27,8%) tienen afectacion perianal asociada. De ellos, 32
pacientes (15,1%), 10 pacientes (4,7%) y 17 pacientes (8,0%) tienen un comportamiento

inflamatorio, estenosante y penetrante, respectivamente.

Grafico 2.- Clasificacion de Montreal de los pacientes con EC

Afectacion perianal

|

27.8%

B1
55.7%

Comportamiento

Localizacién 40.1% 7,5%

Edad al diagndstico 6.6%

N° pacientes 0 40 80 120 160 200

Un total de 155 manifestaciones extraintestinales han sido detectadas en 106 pacientes (50%)
con EC (ver grafico 3). De ellas, la manifestacion mas prevalente es la articular con 93
pacientes (43,9%), seguida de la cutanea con 40 pacientes (18,9%), y en menor proporcion la

ocular y hepatica con un total de 10 pacientes (4,7%) y 8 pacientes (3,8%), respectivamente.

Grafico 3.- Distribucidn de las manifestaciones extraintestinales en los pacientes con EC.

Hepatica
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De entre las complicaciones intra-abdominales que pueden presentarse en la EC, como la

presencia de fistulas, perforaciones, abscesos abdominales y anales junto con las cirugias

requeridas, observamos que:

- Fistulas:

En un total de 90 pacientes (42,45%) se ha diagnosticado la presencia de 115 fistulas, con una

mediana de 1 (RIC: 1 - 2). El tipo de fistula mas prevalente es la fistula perianal hallada en 51

pacientes (24,06%), seguida de las fistulas entero-entéricas en 26 pacientes (12,3%), las

fistulas entero-cutaneas en 17 pacientes (8%), las fistulas ciegas en 11 pacientes (5,2%), las

fistulas entero-vaginales en 7 pacientes (3,3%) y por ultimo, las fistulas entero-uretero-

vesicales en 5 pacientes (2,4%) (ver grafico 4).

Grafico 4.- Distribucién de las fistulas en los pacientes con EC.
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- Perforaciones y abscesos (ver grafico 5):

120 160 200

29 pacientes (13,68%) han presentado alguna perforacion intestinal a lo largo de la evolucién

de la EC con una mediana de 1 (RIQ 1-1). Cuarenta y cuatro pacientes (20,75%) tienen historia

de abscesos intraabdominales con una mediana de 1 (RIQ 1-2) y 45 pacientes (21,2%)

abscesos anales con una mediana de 1 (RIQ 1-3).

103




Abscesos abdominales

Resultados

Grafico 5.- Distribucién de las complicaciones intraabdominales en pacientes con EC.

Abscesos anales Si 21,2%

Si 20,8%

Perforaciones| Si 13,7%
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- Requerimientos quirargicos (ver grafico 6):

Un total de 98 pacientes (46,23%) han sido sometidos alguna vez a intervencién quirurgica por
EC, de ellos 60 pacientes (28,30%) han precisado reintervencion con una media de
intervenciones de 2,29 + 1,57. Sesenta y seis pacientes (31,1%) han precisado reseccién

intestinal con una media de 1,35+ 0,54.

Grafico 6.- Requerimientos quirtrgicos en los pacientes con EC.

Cirugia resectiva Si 31,1% |
Reinterv enciones - Si 28,3%
Cirugias - Si 46,2%
N° pacientes 0 4IO 8IO 1I20 1;30 2(I)0

Por la gravedad clinica de la EC, 151 pacientes (71,23%) han precisado de terapia
inmunosupresora o bioldgica, de ellos 150 pacientes (70,8%) reciben o han recibido tratamiento
con IS [86 sujetos solo terapia IS (57,34%) y 64 sujetos (42,66%) reciben ademas terapia
bioldgica] y 65 pacientes (30,7%) reciben o han recibido alguna vez terapia bioldgica, de ellos

64 asociada terapia IS y solo 1 paciente terapia bioldgica sin IS (ver grafico 7).

Grafico 7.- Distribucién de los pacientes de EC a recibir terapia inmunosupresora o biolégica

por la gravedad clinica.
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2.- EQUILIBRIO GENETICO DE POBLACIONES

Antes de la valoracion de la distribucion del SNP no sinénimo (refSNP ID: rs1049793) de la
DAO entre sujetos con EC y controles sanos es preciso confirmar el PHW en el grupo control.
Del total de controles (n=261). Ciento treinta y siete son no portadores, 108 portadores
heterocigotos y 16 portadores homocigotos. Teniendo en cuenta la funcion: p2 + 2pqg + q2 =1,
los resultados obtenidos fueron: p= 0,7318, g= 0,2681, n= 261, con un valor de p=0,77, lo que
indica que no hay diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de los genes en
la poblacion control y la distribucion esperada segun la Ley de Hardy-Weinberg. Segun los

resultados obtenidos, nuestro grupo control sigue el equilibrio genético de poblaciones.
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3.- DIFERENCIAS DEL POLIMORFISMO SNP NO SINONIMO (refSNP ID: rs1049793) DE LA
DAO ENTRE SUJETOS CON EC Y CONTROLES SANOS

La distribuciéon del SNP del gen de la DAO humano (refSNP ID: rs1049793) que codifica para
una proteina alterada con la sustitucién de un aminoacido His645Asp en el grupo de EC es de
99 (46,7%) no portadores y 113 (53,3%) portadores, de ellos 100 (47,17%) son heterocigotos y
13 (6,13%) homocigotos. En el grupo de controles sanos 137 (52,49%) son no portadores y
124 (47,51%) portadores, de ellos 108 (41,38%) son heterocigotos y 16 (6,13%) son

homocigotos (ver tabla 13).

Tabla 13.- El andlisis de frecuencia para SNP del gen de la DAO entre casos y controles

Enfermedad Crohn Controles sanos
Genotipo N % N % OR (IC 95%) p
C/C 99 46,70 137 52,49
C/G o G/G 113 53,3 124 47,51 1,26 (0,86-1,84) | 0,21
CIG (heterocigoto) 100 47 17 108 41,38 1,28 (0,88-1,87) | 0,19
G/G (homocigoto) 13 6,13 16 6,13 1,12 (0,52-2,45) | 0,76
Total sujetos 212 261
Alelos C 298 70,28 382 73,18 .
Alelos G 126 29,72 140 26,82 1.15(0,86-1,55) 10,32
Total de alelos 424 522

La tabla muestra que no existe una distribucién distinta de los diferentes genotipos entre los
pacientes con EC y controles sanos (OR =1,26; 95 % Cl=0.86-1.84; P=0.21) ni en las

frecuencias del alelo mutado (OR = 1,15; 95% CI =0,86-1,55; p 0,32).
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4.- EVALUACION DE POSIBLES DIFERENCIAS EN LA FRECUENCIA DEL
POLIMORFISMO GENETICO DE UN SOLO NUCLEOTIDO NO SINONIMO (refSNP ID:

rs1049793) DE LA DAO SEGUN EL FENOTIPO DE EC

Con vistas a obtener una mayor informacion del efecto del SNP (refSNP ID: rs1049793) del gen
de la DAO en las caracteristicas fenotipicas de los pacientes con EC, estos fueron agrupados
en portadores y no portadores (heterocigoto u homocigoto) de la correspondiente mutacion.

No se hallaron diferencias significativas entre portadores y no portadores de la mutacién en
relacién con las caracteristicas demograficas (edad, sexo) e historial clinico de los pacientes
con EC como edad al diagnéstico, duracion media de la enfermedad, historia familiar de Ell,

habito tabaquico, apendicectomia y amigdalectomia (ver tabla 14 y grafico 8 ).

Grafico 8.- Riesgo relativo (RR) entre portadores y no portadores de la mutacion con respecto a

las caracteristicas demograficas e historial médico.

RR (IC 95%) p
Fumadores Jﬂ 0,88 (0,83-1,25) 0,5
Amigdalectomia HE-H 0,668 (0,369-1,206) 0,177
Apendicectomia Hm . 1,679 (0,882-3,196) 0,11
He Familiar de EIl H-— 1428 (0,755-2.699)  0.27
Mujeres HIH 1.058 (0,829-1,351) 0,65
Hombres HE 0,93 (0,69-1,26) 0,65
-1 0 1 2 3 4
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Tabla 14.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutacion en relacién a las

caracteristicas demograficas e historial médico.

Portador n=113 No portador n=99
Variables cualitativas N (%) N (%) RR (IC 95%) p
Hombre 49 (43,4) 46 (46,5) 0,93 (0,69-1,26) 0,65
Mujer 64 (56,6) 53 (53,5) 1.058 (0,829-1,351) | 0,65
Historia familiar de ElI 21 (18,8) 13(13,1) 1,428 (0,755-2,699) | 0,268
Apendicectomia 23 (20,4) 12 (12,1) 1,679 (0,882-3,196) | 0,11
Amigdalectomia 16 (14,2) 21 (21,2) 0,668 (0,369-1,206) | 0,177
Fumador 41 (36,6) 40 (41,2) 0,88 (0,83-1,25) 0,5
Variables cuantitativas P
Edad, media (DE) 31, 87 (14,66) 31,64 (13,49) 0,91
Duracién de la enfermedad, mediana (RIQ) | 8,34 (3,30-15,03) 8,96 (4,43-14,21) 0,49

Posteriormente pasamos a comparar si existen diferencias significativas entre portadores y no
portadores en cuanto a la clasificacién de Montreal (ver tabla 13 y gréafico 9), que tiene en
cuenta la edad al diagnéstico, la localizacion, el comportamiento clinico de la EC y la afectacion
perianal. Con respecto a la localizaciéon se agruparon en afectacion de ileon y colon, dandose
como perdidos el resto, un total de 77 pacientes, debido a que aquéllos con afectacién de ileon
y colon pertenecian ambos grupos (n= 75) y por su inferioridad numérica (n=2) aquéllos con
s6lo afectacién del tracto gastrointestinal superior. No se hallaron diferencias significativas
entre portadores y no portadores en cada uno de los apartados de la clasificaciéon de Montreal
tal como se indica en el grafico 9 y en la tabla 15, teniendo en cuenta que al realizar
comparaciones multiples, como ocurre en el caso de la edad al diagnéstico y el
comportamiento de la enfermedad, el valor de p para ser significativo debe ser < 0,017, tal
como se explica en el apartado de estadistica.

Sélo cabe destacar que en el subgrupo estenosante se evidencia un mayor numero de
pacientes en el subgrupo no portador (n=20) que en el portador (n=10) (RR 0,474; IC 95%

0,238-0,942; p 0,058), aunque sin diferencias estadisticamente significativas.
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Gréfico 9.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutacién en relacion a la

clasificacion de Montreal.

RR (IC 95%) p
Perianal 0,97(0,628-1,497) 0,89
Penetrante 1,051 (0,704-1,568)
Estenosante 0,474 (0,238-0,942) 0,06
. 0,973 (0,785-1,207)
Inflamatorio
Colon 0,78 (0,478-1,286)
| 0,56
lleon 1,12 (0,887-1,417)
> 40 afos 0,949 (0,550-1,637)
17 a 40 arios 1,014 (0,879-1,169) 0,68
< 16 afios 1,546 (0,540-4,422)
-1 1 3 5

Tabla 15.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutacion en relacion a la

clasificacion de Montreal.

Portador n=113 No portador n=99
Variables cualitativas N (%) N (%) RR (IC 95%) p
Edad al diagnostico
A1 9(8) 5(5,1) 1,546 (0,540-4,422) 0679
A2 83 (73,5) 74 (74,7) 1,014 (0,879-1,169) ’
A3 21 (18,6) 20 (20,2) 0,949 (0,550-1,637)
Localizacion
lleon 51(71,8) 41 (64,1) 1,12 (0,887-1,417) 0,56
colon 20 (28,2) 23 (35,9) 0,78 (0,478-1,286)
Comportamiento de la enfermedad
B1 66 (58,4) 52 (52,5) 0,973 (0,785-1,207) 0.058
B2 10 (8,8) 20 (20,2) 0,474 (0,238-0,942) ’
B3 37 (32,7) 27 (27,3) 1,051 (0,704-1,568)
Afectacion perianal 31(27,4) 82 (72,6) 0,97(0,628-1,497) 0,89

Con respecto a las manifestaciones clinicas extraintestinales no se hallaron diferencias
significativas entre el grupo de portadores y no portadores (ver tabla 15 y grafico 10) aunque,
en el caso de las manifestaciones cutaneas el grupo de portadores (N=16; 14,2%) presentaba
una menor proporcion de éstas que los no portadores (N=24; 24,2%), con diferencias casi
significativas (OR 0,584; IC 95%0,330-1,035, p0,061). Por ello se estratificé al grupo de los
portadores en homocigotos (N=4) y heterocigotos (N=12), sin obtenerse diferencias

significativas (ver tabla 16) puesto que en el analisis multivariante la p deberia ser < 0,017.
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Grafico 10.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutacién en relacién a las

manifestaciones extraintestinales.

Hepaticas ] I—i
Articulares | Hil
Oculares [ L
Cutaneas _ HllH
\

RR (IC 95%)

0,876 (0,225-3,411)

0,976 (0,719-1,323)

1,301 (0,378-4,477)

0,584 (0,330-1,035)

p

0,874

0,754

0,061

Tabla 16.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutacion en relacion a las

manifestaciones extraintestinales.

Portador n=113 No portador n=99
Manifestaciones extraintestinales N (%) N (%) RR (IC 95%) p
Cutaneas 16 (14,2) 24 (24,2) 0,584 (0,330-1,035) 0,061
Oculares 6(5.3) 4(4,1) 1,301 (0,378-4,477) 0,754
Articulares 49 (43,4) 44 (44,4) 0,976 (0,719-1,323) 0,874
Hepaticas 4(3,5) 4(4,0) ,876 (0,225-3,411) 1,0

Tabla 17.- Riesgo Relativo entre portadores (homocigotos y heterocigotos) y no portadores de

la mutacion en relacion a las manifestaciones cutaneas.

Manifestaciones cutaneas N?‘:/o ) N":"OA,) Manifestaciones cutaneas OR (IC 95%) P

Homocigoto 4 (30,8) 9 (69,2) | Homocigoto-Heterocigoto 2,564 (0,969-6,784) 0,087
Heterocigoto 12 (12) 88 (88) | Homocigoto-No portador 1,269 (0,523-3,080) 0,734
No portador 24 (24,2) | 75(75,8) | Heterocigoto-No portador 0,495 (0,262-0,934) 0,025

Tampoco se hallaron diferencias significativas entre portadores y no portadores en relacién con

las complicaciones intra-abdominales, como la presencia de fistulas, perforaciones y abscesos

(ver tabla 17,18,19,20 y gréafico 11 y 12) salvo en el subgrupo de cirugias, donde resulté que los

no portadores (n=53;53,5%) necesitaron mas cirugias frente a los portadores (n=45;39,8%) con

un RR de 0,744 (IC 95% 0,556-0,996) p 0,046. Al analizar el nimero de pacientes sometidos a

reseccion intestinal no se hallaron diferencias entre portadores ( n= 31; 27,4%) y no portadores

(n=35; 35,4%) con un RR de 0,776 (0,520-1,159) p 0,214.
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Grafico 11.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutacién en relacién a las

fistulas.

Fistulas entero-uretero-vesicales

Fistulas entero-vaginales

Fistulas entero-cutaneas

Fistulas entero-entéricas

Fistulas ciegas

Fistulas anales

Fistulas

-1

RR (IC 95%)

0,584 (0,100-3,425)

0,350 (0,070-1,766)

0,986 (0,395-2,457)

1,051 (0,331-3,339)

1,195 (0,576-2,478)

1,155 (0,712-1,874)

1,095 (0,798-1,503)

p
0,666

0,256

0,975

0,932

0,632

0,559

0,572

Tabla 18.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutacién en relacién a las

fistulas.
Portador n=113 No portador n=99

Fistulas N (%) N (%) RR (IC 95%) p

Fistulas 50 (44,2) 40 (40,4) 1,095 (0,798-1,503) | 0,572
Fistulas ciegas 6 (5,3) 5(5,1) 1,051 (0,331-3,339) | 0,932
Fistulas entero-entéricas 15 (13,3) 11.(11,1) 1,195 (0,576-2,478) | 0,632
Fistulas entero-cutaneas 9(8,0) 8 (8,1) 0,986 (0,395-2,457) | 0,975
Fistulas entero-vaginales 2(1,8) 5(,1) 0,350 (0,070-1,766) | 0,256
Fistulas entero-uretero-vesicales 2(1,8) 3(3,0) 0,584 (0,100-3,425) | 0,666
Fistulas anales 29 (25,7) 22 (22,2) 1,155 (0,712-1,874) | 0,559

Tabla 19.- Evaluacion de las variables cuantitativas de las fistulas

portadores de la mutacion.

entre portadores y no

Portador n=133 No portador n =99
Mediana (RIQ) Mediana (RIQ) P
Ne fistulas 1(1-2) 1(1-2) 0,740
N fistulas anales 1(1-2) 1(1-2) 0,840
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Tabla 20.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutacion en relacién al resto

de complicaciones intraabdominales.

Portador n=113 No portador n=99
Complicaciones abdominales N (%) N (%) RR (IC 95%) p
Perforaciones 15 (13,3) 14 (14,1) 0,939 (0,477-1,846) | 0,855
Abscesos abdominales 25 (22,1) 19 (19,2) 1,153 (0,677-1,962) | 0,599
Abscesos en ano 22 (19,5) 23 (23,2) 0,838 (0,499-1,407) | 0,504
Cirugias 45 (39,8) 53 (53,5) 0,744 (0,556-0,996) | 0,046
Reseccidn intestinal 31(27,4) 35(35,4) 0,776 (0,520-1,159) | 0,214

Tabla 21.- Evaluacién de

las variables cuantitativas del

resto

intraabdominales entre portadores y no portadores de la mutacion.

de las complicaciones

Portador n=133 No portador n =99
Complicaciones intraabdominales Mediana (RIQ) Mediana (RIQ) P
N° cirugias 2 (1-3) 2 (1-2,25) 0,243
N° Abscesos abdominales 1(1-2) 1(1-2) 0,954
N° perforaciones 1(1-2) 1(1-1) 0,330
N° abscesos anales 1(1-2,25) 1(1-3) 0,894

Grafico 12.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutacion en relacion al

resto de complicaciones intraabdominales.

RR (IC 95%) D
Resecciones intestinales - 0,776 (0,520-1,159) 0,21
Cirugias Hl 0,744 (0,556-0,996) 0,046
Abscesos anales —l{— 0,838 (0,499-1,407) 0,5
Abscesos abdominales —— 1,153 (0,677-1,962) 0,6
Perforaciones i [ i 0,939 (0,477-1,846) 0,86
T T 1
-1 0 1 2 3

En relacién con la severidad de la enfermedad como es la utilizacién de inmunosupresores y

terapia bioldgica no se hallaron diferencias significativas (ver tabla 22 y grafico13).
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Grafico 13.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutacion en relacion al

tratamiento requerido por la gravedad de la enfermedad.

Terapia bioldgica

Inmunosupresores

RR (IC 95%) p

0,850 (0,567-1,273) 0,23

0,900 (0,757-1,069) 0,43

Tabla 22.- Riesgo Relativo entre portadores y no portadores de la mutaciéon en relacion al

tratamiento requerido por la gravedad de la enfermedad.

Portador n=113

No portador n=99

Tratamientos que indican gravedad en EC N (%) N (%) RR (IC 95%) p
Inmunosupresores 76 (67,3) 74 (74,7) 0,900 (0,757-1,069) | 0,232
Terapia bioldgica 32 (28,3) 33(33,3) 0,850 (0,567-1,273) | 0,429
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Los mastocitos y sus mediadores desempenan un papel importante en la activacion de los
mecanismos proinflamatorios en la pared del tubo digestivo. Se ha objetivado que los
mastocitos y también sus diferentes mediadores estan incrementados en la mucosa del ileon y
del colon de pacientes con EC [170, 171]. Las diferentes acciones de los mediadores
mastocitarios sugieren que debe de existir un equilibrio entre mediadores pro-inflamatorios y
anti-inflamatorios y su alteracion puede desencadenar la Ell.

La histamina esta involucrada en la patogenia de la EC. La secrecién de histamina esta
incrementada en los pacientes con EC comparado con controles sanos y dicha secrecion se
relaciona con la actividad de la enfermedad [191]. Una de las hipotesis propuestas para
explicar el aumento de la histamina en la Ell es la menor actividad de la enzima degradadora
de la histamina, la DAO. La estudios al respecto demuestran una disminucion del 50% de su
actividad en los pacientes con EII, comparado con los controles. La razén por la que existe un
descenso de la actividad enzimatica de la DAO es desconocida, pero parece que podria
explicarse en parte por el polimorfismo genético de la misma.

Son pocos los estudios sobre el polimorfismo de la DAO en relacion con la Ell, la mayoria de
ellos realizados sobre muestras pequefas y muy heterogéneas, incluyendo controles,
pacientes con alergia a alimentos, con Ell y con neoplasias de colon. Por esta razén, aunque
los estudios tienden a implicar a los diferentes polimorfismos en la Ell, los resultados no llegan
a ser concluyentes. El estudio que valora la muestra mas amplia (229 pacientes con CU y 261
controles) demostr6 que en pacientes con CU la gravedad de la enfermedad estaba
relacionada con el SNP no sinénimo (refSNP ID: rs1049793) de la DAO. Este trabajo, realizado
por nuestro grupo, incluyd una casuistica amplia, homogénea y bien tipificada, y ha sido la
base y la justificacion para llevar a cabo el estudio que constituye esta tesis doctoral [191].

El presente trabajo estudia el mismo polimorfismo pero en pacientes con EC, y evala si se
relaciona con una mayor susceptibilidad a padecer la enfermedad, y si su presencia induce
cambios en el fenotipo de esta.

En el estudio se han incluido 212 pacientes con EC y 261 controles (946 alelos) y se objetiva
una frecuencia del alelo mutado de 29,72% en EC frente al 26,82% en el control siendo las
diferencias no significativas. El estudio previo de nuestro grupo usa el mismo grupo control, con

frecuencia del alelo mutado 26,8% frente a 30,8% en los pacientes con CU [201]. Nuestros
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resultados muestran una incidencia ligeramente inferior del alelo mutado a la observada en los
estudios preliminares realizados, con frecuencias en todos ellos superiores al 30% (ver tabla
23). La muestra de estos estudios (59, 60 y 44 personas, respectivamente) es sensiblemente
inferior a la del presente trabajo.

Tabla 23.- Frecuencias del alelo mutado del SNP no sinénimo de la enzima DAO (refSNP

ID:rs1049793)

Poblacion N° individuos Alelo G Alelo C
HapMap-CEU 59 0,305 0,695
HapMap-CEU 60 0,300 0,700
EGP CEPH-PANEL 22 0,318 0,682
Tesis 261 0,268 0,732

Términos: Hap-Map, mapa de haplotipos del genoma humano; CEPH, Centro de Estudios del Polimorfismo Humano.

En el andlisis interno del grupo de pacientes con EC no se hallaron diferencias en el
polimorfismo genético de SNP de la DAO en ninguna de las caracteristicas evaluadas, salvo en
el subgrupo de pacientes con comportamiento estenosante en el que hay un exceso de
pacientes no portadores de la mutacion (n=20) en relacion con los portadores (n=10) (RR 2,11;
IC 95% 4,2-1,06; p 0,058), proxima al limite de la significacion. La formacion de fibrosis y
estenosis en el intestino es una complicacién comun de EC que conduce a una obstruccion
parcial o completa de la luz intestinal, y que a menudo requiere resecciéon quirurgica. Los
depdsitos de colageno y la proliferacion de las células de musculo liso son la respuesta a una
inflamacion cronica y al dafio de la submucosa, y pueden producir fibrosis y engrosamiento de
la submucosa y la capa de musculo liso de la pared intestinal. Estudios realizados al respecto
demuestran una relaciéon entre los mastocitos y una mayor tendencia a la fibrosis. Gelbmann y
colaboradores demostraron una mayor densidad de mastocitos en la submucosa y
particularmente en la muscularis propia, que se encontraba engrosada, en las estenosis
fibréticas en pacientes con EC comparado con un colon normal [171]. Sellge y colaboradores
evidenciaron que los fibroblastos humanos promueven la supervivencia de los mastocitos. Tal
interaccion entre los mastocitos y los fibroblastos puede explicar por qué los mastocitos se
acumulan en la submucosa y la capa muscular en la EC y por qué pueden producir fibrosis

intestinal [216]. En muestras de biopsias de pacientes con EC se aprecia que mastocitos y
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eosindfilos podrian estar involucrados en la modulacién de la fibrosis por influencia directa
sobre las propiedades del fibroblasto intestinal [182]. La quimasa, una serinoproteasa
secretada por los mastocitos, puede actuar como un estimulo para el proceso de fibrosis tisular
y remodelacién del tejido en la EC. Dicha serinoproteasa se encuentra en submucosa,
muscularis propia y grasa subcutéanea en pacientes con EC activa y en menor proporcién en
pacientes con CU y controles [217]. A pesar de los datos resefiados en relaciéon con los
mastocitos y su capacidad de fibrosis en la EC estenosante, no hay datos relativos a la
histamina y la fibrosis en la EC. El hecho de objetivar en nuestro estudio un menor nimero de
portadores del polimorfismo genético en los pacientes con estenosis va en contra de la
existencia de una relacién entre la histamina y la formacién de fibrosis intestinal. De todos
modos hay que sefalar que esta diferencia esta en el limite de la significacion estadistica y se
ha obtenido en un analisis de subgrupos no previsto inicialmente de forma expresa, por lo que
un significado real, si es que tiene alguno, es muy dificil de precisar.

Con respecto a las manifestaciones extraintestinales, el grupo portador del polimorfismo de la
DAO (N=16; 14,2%) presentaba una menor frecuencia de manifestaciones dermatoldgicas que
los no portadores (N=24; 24,2%), sin alcanzar diferencia significativa (OR 0,584; IC 95%0,330-
1,035; p 0,061), al estratificar entre homocigotos (N=4) y heterocigotos (N=12), tampoco se
obtuvieron diferencias significativas. Las manifestaciones cutaneas presentadas en nuestros
pacientes con EC fueron: eritema nodoso (n= 22), estomatitis aftosa (n=15) y pioderma
gangrenoso (n=2). No hay datos que relacionen estas manifestaciones clinicas con los
mastocitos ni la histamina, salvo un estudio publicado por Snyder que encuentra en 1 de 6
pacientes con pioderma gangrenoso mastocitos en la biopsia de la lesién [218].

Al estratificar a los pacientes que habian sido sometidos a cirugia debido a su EC se obtuvo
que los no portadores de la mutaciéon (n=53; 53,5%) necesitaron mas cirugias frente a los
portadores (n=45; 39,8%) con un RR de 1,34 (IC 95%1,0-1,8) p 0,046. Esto va en contra de lo
esperado de acuerdo con nuestra hipoétesis, pero hay que considerar que se incluyen tanto
cirugias asociadas a fibrosis y estenosis (resecciones y estricturoplastias) como otras cirugias
por enfermedad perianal, con base fisiopatologica diferenciada. Cuando se estratificaron en

relacién con pacientes sometidos a reseccion intestinal no se hallaron diferencias entre
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portadores (n= 31; 27,4%) y no portadores (n=35; 35,4%) con un RR de 0,776 (IC 95% 0,520-
1,159) p 0,214.

En nuestros datos a diferencia de los obtenidos para la CU tampoco se objetivan diferencias
entre los portadores en cuanto gravedad de la enfermedad, considerada como necesidad de
cirugia, terapia inmunosupresora o bioldgica.

Una posible explicacion de la escasa implicacion del SNP no sinénimo His645Asp del gen de la
DAO en la EC puede deberse a la interaccién de otros genes ligados al mismo. Sélo hay un
trabajo publicado al respecto y estudia tres diferentes SNP no sinénimos del gen de la DAO
(Thr16Met, con ref SNP ID: rs10156191; Ser332Phe, con ref SNP ID: rs1049742; y His645Asp,
con ref SNP ID: rs 1049793) en 134 pacientes sanos [183]. Los resultados obtenidos
demuestran que parece haber un desequilibrio de ligamiento parcial debido a que las
frecuencias de portadores asociados a mutacion eran mayores que las esperadas calculadas
de frecuencias de genotipos aislados. Sélo el SNP His645Asp con ref SNP ID: rs 1049793
causa cambios importantes en la cinética enzimatica con un descenso en la V,,,,/K.,, mientras
los otros dos polimorfismos, Thr16Met y Ser332Phe, inducen o cambios minimos o ningun
efecto, respectivamente. Si tenemos en cuenta que los tres SNP analizados son comunes en
los humanos con un rango de frecuencia de 6-30%, la variabilidad interindividual en la actividad
de la enzima DAO puede relacionarse con la expresion de las enfermedades relacionadas con
ella.

Presentamos pues un estudio basado en una hipétesis coherente y fundamentada, con una
casuistica extensa y homogénea, adecuadamente controlada y seguida, cuyos resultados son
negativos y no confirman la hipétesis de partida. Es significativo que un estudio previo de
nuestro grupo realizado en CU si confirmara parcialmente lo previsto en la hipétesis, lo que
apoya la existencia de diferencias en los mecanismos patogénicos entre ambas enfermedades.
Resulta muy dificil para la mayoria de los grupos reunir casuisticas del tamafio de la aqui
presentada. Por lo tanto, el resultado negativo de este estudio tiene la utilidad de dejar
practicamente zanjada la interrogante de una posible relaciéon de la EC con el polimorfismo
estudiado, evitando con ello que se invierta mas tiempo, medios y esfuerzo en una linea de

investigacion que tras este estudio parece ofrecer poco atractivo suplementario.
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Conclusiones

1.- No hallamos diferencias en la frecuencia de portadores del polimorfismo de un solo
nucleodtido no sinénimo (refSNP ID: rs1049793) de la diamino oxidasa en pacientes con EC con
respecto al grupo control.

2.- No se objetivan diferencias entre los portadores y no portadores del polimorfismo de un solo
nucleétido no sinénimo (refSNP ID: rs1049793) de la diamino oxidasa con respecto a las
caracteristicas demograficas, fenotipicas, complicaciones intestinales o extraintestinales y
tratamiento de la EC.

3.- El estudio del polimorfismo de un solo nucleétido no sinénimo (refSNP ID: rs1049793) de la
diamino oxidasa no es util para valorar la susceptibilidad a padecer la EC, ni como marcador de

actividad o comportamiento clinico en los pacientes afectos de EC.
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