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1. COLITIS ULCEROSA

1.1. GENERALIDADES

La colitis ulcerosa (CU) es una enfermedad crénica que se caracteriza por la
inflamacién de la mucosa intestinal. Afecta fundamentalmente al recto en el 95% de los
casos, pudiendo alcanzar una extensidn variable de forma continua y circunferencial
hasta segmentos proximales del colon®. Generalmente se desarrolla con un curso clinico
fluctuante, con periodos de remisidon y brotes de actividad, no siendo previsible ni la
periodicidad ni la gravedad de los mismos. Su presentacion cominmente ocurre entre
la tercera y cuarta década de la vida?, con sintomas limitantes o complicaciones, que
condicionan un marcado deterioro en la calidad de vida de quienes la padecen y
sustanciales costes para el sistema sanitario.

Fue descrita por vez primera en el afo 1859 por el Dr. Samuel Wilks como una
diarrea no contagiosa que denomind colitis idiopatica. En 1909, la colitis ulcerosa se hizo
mas conocida, coincidiendo con el simposio britanico de la Royal Society of Medicine,
donde se presentaron unos 300 casos de CU recogidos en los distintos hospitales de
Londres durante los 30 afios previos, ayudando asi a definir sus caracteristicas>.

La CU pertenece al espectro de trastornos inflamatorios crénicos que afectan al
tracto gastrointestinal y conforman la Enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) junto con
la Enfemedad de Crohn (EC)**. Ambas patologias pueden tener en comun algunos
sintomas similares; pero difieren, principalmente, en el lugar donde se produce la
inflamacién. En la CU la lesidn inflamatoria afecta Unicamente a la mucosa del intestino
grueso; mientras que la EC puede afectar a cualquier parte de tracto digestivo,
provocando un dafo transmural de la pared intestinal. Por otra parte, colitis
indeterminada (Cl) es el término que emplean los anatomopatdlogos para describir los
hallazgos histolégicos que solapan caracteristicas de ambas entidades. También se
emplea el término Ell no clasificada, que encajaria en esa minoria de casos en los que
hacer una distincién definitiva entre CU, EC u otras causas de colitis no puede realizarse
tras considerar la historia clinica, apariencia endoscépica, radioldgica e histoldgica tras
la toma de multiples biopsias.

1.2. EPIDEMIOLOGIA

1.2.1. Incidencia y prevalencia

La CU es la enfermedad inflamatoria intestinal mas comun en el mundo. En los
ultimos afios se ha observado un incremento de su incidencia a nivel mundial, lo cual
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sugiere que sera necesario reevaluar el impacto de esta enfermedad en los sistemas
sanitarios>®. Europa Occidental y Norte América son las zonas con mayores tasas de
prevalenciay en los que la incidencia se ha ralentizado, mientras que en Latino América,
Asia y Europa Oriental la incidencia se ha incrementado’. A pesar de ello hay aun
diferencias en la incidencia y prevalencia de la CU en las distintas regiones del mundo®.
La incidencia de CU varia desde 0,5 a 31,5 por 100.000 habitantes/afio, segun la
poblacién estudiada. Se estima una incidencia anual de CU entre 0,5 a 19.2 por 100.000
habitantes/afio en Norte Américay de 0,6 a 24,3 por 100.000 habitantes/afio en Europa,
y una prevalencia entre 37,5 y 248,6 por 100.000 habitantes/afio y entre 4,9 y 505 por
100.000 habitantes/afio, respectivamente®. Ademds parece existir un gradiente norte-
sur, identificando mayores tasas de incidencia en regiones del norte respecto a las
regiones del sur®,

En Espaia, las tasas de prevalencia e incidencia también han aumentado en los
ultimos afos, aunque siguen siendo inferiores a las recogidas en Estados Unidos o en el
norte de Europa. Algunos estudios mas recientes arrojan que no hay diferencias entre
la prevalencia de la enfermedad de Crohn, con un 0,39%, y la de la colitis ulcerosa,
también 0,39%, pero estas cantidades son casi el doble de las publicadas
anteriormente!l. Respecto a la incidencia, en el estudio EpidemIBD, se incluyeron mas
de 3.600 pacientes recién diagnosticados de Ell a lo largo del afio 2017, permitiendo
estimar una incidencia de 7,5 por 100.000 habitantes/afio para la EC y 8 por 100.000
habitantes/afio para la CU. Estas cifras nuevamente son superiores a lo descrito
previamente en nuestro pais y similares a lo observado en paises del norte de Europa®?.

1.2.2. Mortalidad

Estudios clasicos demuestran que la mortalidad en CU era mayor que en la
poblacién general'3. El advenimiento del uso de corticoides, mesalacina en sus
diferentes presentaciones, la optimizacién de las técnicas quirurgicas y el incremento
del empleo de terapias con farmacos bioldgicos, ha cambiado este hecho. En la
actualidad, los pacientes con CU tienen tasas de mortalidad muy similares a la poblacién
general, aunque a este respecto haya que considerar algunos subgrupos con mayor
riesgo, concretamente aquellos de reciente diagndstico y con afectacién extensa®®.

En un metaanalisis en el que se recogio la mortalidad relacionada con CU en 5 de
los 10 estudios, los autores concluyen que entre los pacientes con CU, el porcentaje
medio de fallecimientos atribuidos a la propia enfermedad era del 17%'°. En este
subgrupo, las causas mas frecuentes de muerte fueron el cancer colorectal (CCR), con
una mediana del 37% (intervalo del 24% al 44%) y complicaciones perioperatorias con
mediana del 44% (intervalo del 17% al 100%). Las causas restantes se relacionaron con
enfermedad grave que cursa con megacolon toxico, perforacion intestinal, isquemia
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intestinal o infarto de miocardio secundario a anemia o enfermedad hepatica crénica
avanzada debida a colangitis esclerosante primaria. De forma complementaria, se
recoge el incremento del riesgo de muerte en los pacientes con CU asociado a otras
enfermedades gastrointestinales (OR = 2.5; 1C95%:1.9-3.2; p<0.001), enfermedad
hepatica metabdlica (OR =4.0; IC95%: 2.5-6.5; p < 0.001) o tromboembolismo pulmonar
(OR =4.0;1C95%: 1.5-8.7). Sobre la tasa de mortalidad global debida a cancer no estaba
incrementada en CU, sin embargo se describié una mayor frecuencia de CCR (Tasa de
mortalidad estandarizada = 1.9; 1C95%: 1.0-3.8; p = 0.07)*>6, Estos hallazgos fueron
similares a los descritos posteriomente en una cohorte danesa en la que se recogieron
36.080 pacientes con CU, en la que el riesgo de muerte, comparado con el riesgo en la
poblacidn general, fue discretamente mayor en el primer afio después del diagndstico
de CU, con un HR = 2.43 (IC95%: 2.31-2.57), pero que descendia a niveles similares
después de 2 afios del diagndstico. Nuevamente se confirmé que el riesgo de muerte
por CCR permanecia incrementado, con HR = 1.47 (IC95%: 1.23-1.76)".

1.2.3. Caracteristicas demograficas.

Los factores demograficos que incluyen la edad, género, etnicidad y raza, se han
descrito en estudios poblacionales!®. Respecto a la edad, se ha descrito un incremento
de incidencia entre los 30-40 anos, aunque la CU puede presentarse a cualquier edad.
Algunos estudios sugieren un perfil bimodal en la distribucion por edad con un segundo
pico entre los 50-70 afios!®, aunque no parece claro si este segundo pico se debe a una
mayor susceptibilidad a la enfermedad en aquellos individuos de edad mas avanzada, la
expresion tardia de una exposicion ambiental precoz o a la mayor frecuentacion a los
servicios sanitarios de las personas con edad avanzada.

Si revisamos la influencia del género, se han comunicado algunas diferencias en
incidencia’. Los estudios poblacionales mas amplios y recientes describen unaincidencia
de CU predominantemente mayor en mujeres con un RR=1.35; (IC 95%: 1.32-1.39)20.21,

Respecto a la influencia de la etnicidad y raza, se ha descrito una menor
incidencia en la poblacidn hispanica y africana comparada con la caucasica. No obstante,
estas diferencias podrian estar relacionadas con factores ambientales o de estilo de vida
asi como con causas genéticas subyacentes?>?3. De manera particular, un estudio
poblacional amplio ha mostrado que el riesgo de Ell en la primera generacién de
inmigrantes es menor comparado con los no inmigrantes. Estas diferencias en el riesgo
para Ell desaparecen en la segunda generacidon de la poblaciéon inmigrante, lo que pone
de manifiesto la importancia de los factores ambientales?*.
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1.3. ETIOPATOGENIA

Son multiples las hipdtesis propuestas para tratar de explicar el origen de la CU
y, aunque existen algunas controversias, se postula como el resultado de la interaccion
entre factores ambientales y aspectos relacionados con el estilo de vida, determinados
factores genéticos, asi como el propio sistema inmune de los pacientes. Todas estas
hipdtesis comparten mecanismos y tienen un fondo comun en la disregulacién de la
homeostasis entre elementos ambientales, como la microflora intestinal, y la capacidad
de respuesta inmune innata, siendo probable que describan fendmenos que pueden
coexistir en el desarrollo de la EII?°.

Clasicamente, la Ell se ha considerado una enfermedad idiopatica de la que no
son bien conocidas las causas, cuyo mecanismo fundamental era inmunidad adquirida
mediada por linfocitos T y es hacia donde se dirigian los esfuerzos terapéuticos. Sin
embargo, mas recientemente, se ha evidenciado que la inmunidad innata estd alterada
desde el inicio en los pacientes y parece ser la responsable de que la inmunidad
adquirida perpetue el proceso inflamatorio?®?’,

Este cambio conceptual ha llevado a concluir que la enfermedad se origina como
consecuencia de una respuesta inmune innata aberrante a nivel de la mucosa intestinal
en un huésped genéticamente susceptible, dando lugar a un desequilibrio hacia la
activacién crénica y exacerbada de dicho proceso inflamatorio?®. Estos distintos
elementos patogénicos son los que se desarrollan a continuacién.

1.3.1. Factores Ambientales

Aunque la evidencia es limitada por el largo periodo de latencia de los factores
de riesgo y la propia historia natural de la enfermedad, se consideran de relevancia el
tabaco, la dieta, determinados farmacos, el nivel socioecondmico, antecedentes de
apendicectomia, el estado psicolégico o la microbiota. Es destacable el hecho de que su
influencia, en ocasiones, puede llegar a tener un efecto totalmente diferente para el
caso de la CU y de la EC?°. Otra observacidn se obtuvo al evaluar las tasas de incidencia
en la segunda generacion de inmigrantes provenientes de paises de baja prevalencia,
que precisamente aumentan cuando llegan estos a paises occidentales, siendo
probablemente los factores ambientales en relacidn con la industralizacién la principal
causa para ello®C. Si bien, estos factores ambientales no pueden considerarse de forma
aislada causantes de la Ell, parecen guardar una estrecha relacion, ya que inciden en la
aparicion de la Ell asi como en su evolucidn posterior3?,
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Microbiome:Immune NOD2, IL-23R, Dysbiosis Microbe:Microbe
interactions ATG16L1 interactions

Gut Microbiota

Genetic predisposition Environmental
Lifestyle: smoking, exercise, diet
Medications
Aberrant immune response and Geography
impaired intestinal barrier function Socioeconomic factors

Figura 1. La microbiota intestinal, el huésped y los factores ambientales se modulan y afectan entre si
para formar un equilibrio fisiolégico. Modificado de Hold et al.3233,

- Dieta

Si consideramos los macronutrientes de la dieta, algunos estudios han
demostrado que las fibras vegetales son protectoras para la Ell, sobre todo las frutas. En
cuanto a las verduras, hubo asociacién para CU, pero no en EC. En el estudio EpiCom
sobre factores ambientales, los pacientes de Europa del este consumian mads azlcares 'y
productos con carbohidratos refinados, y menos fibra que los del Oeste, determinando
que existe una asociacion inversa entre la ingesta de fibra y la EII34. Varios mecanismos
podrian explicar esta asociacidn. La fibra soluble presente en las frutas y verduras, es
metabolizada por las bacterias coldnicas a acidos grasos de cadena corta (AGCC), que
inhiben la transcripcion de mediadores proinflamatorios. Ademas, la fibra ayuda a
mantener la integridad de la barrera epitelial®>3®.

Por otra parte, la dieta grasa, particularmente la grasa saturada podria tener un
papel perjudicial en la Ell. La ingesta dietética de acidos grasos poliinsaturados omega 3
(PUFA-3), que se encuentra en las grasas de los pescados, ha sido inversamente asociada
al riesgo de CU, mientras que el alto consumo de acidos grasos poliinsaturados omega-
6 (PUFA-6), por ejemplo, la grasa de origen vacuno y la yema de huevo, se asocia con un
mayor riesgo de CU%. Sin embargo, el consumo moderado de aceite de oliva virgen
extra provee beneficios protectores contra la CU ya que sus compuestos fendlicos que
ayudan a prevenir el dafio oxidativo en las células del colon. Un ensayo demostré una
reduccion de los niveles de citoquinas proinflamatorias en ratones con colitis inducida,
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expuestos a ingestas moderadas de aceite de oliva virgen extra en comparacion con el
aceite de girasol, o el aceite de canola, que son los que mas abundan en la industria
alimentaria3®.

Respecto a los micronutrientes, algunos de ellos, como el zinc, desempefian
papeles importantes como coenzimas de metaloproteasas implicadas en el
mantenimiento de la barrera epitelial intestinal. La vitamina D podria tener un papel en
la patogénesis y el curso de Ell. Se ha identificado que un deficit de 1,25-dihidroxi
vitamina D3 o déficit del receptor de la vitamina D se asocia con un mayor riesgo de
colitis. La administracidn de 1,25-dihidroxi vitamina D3 para alcanzar niveles normales,
aminora esta inflamacién al suprimir la expresion y transcripcion de mediadores
proinflamatorios®°.

- Tabaco

Aunque no estan claros los mecanismos de acciéon que median estos efectos del
tabaco en la Ell, se ha propuesto que podria afectar desde la microbiota a la modulacion
del sistema inmunoldgico y causar un deterioro de la capacidad de vasodilatacion de la
microvasculatura y la integridad del epitelio intestinal. Ademas, el tabaco podria alterar
el tono del musculo liso e influir sobre la funcién endotelial a través de la produccion de
6xido nitrico o afectar la integridad de la barrera mucosa. También desencadenaria una
respuesta inmune, innata y adquirida alterada, lo que podria explicar el efecto del
abandono del tabaquismo en la CU*°, El abandono del habito tabédquico ejerce un efecto
en la microbiota intestinal que se asocia con un aumento en los géneros de Firmicutes y
Actinobacteria y con una disminucidn de Bacteroidetes.

Un metanalisis cuantificd que el tabaco constituye un factor de riesgo para la EC
(OR 1.76,1C95% 1.40-2.22) y por el contrario, sobre la CU, el tabaquismo activo tendria
un efecto protector (OR 0.58,1C95%, 0.45-0.75). Esta influencia es paraddjicamente
beneficiosa en el curso de la CU ya establecida, disminuyendo su gravedad, ademas se
asocia a un inicio tardio, curso leve, menor necesidad de inmunosupresién y cirugia,
pero no parece tener impacto sobre la respuesta a inmunomoduladores o en la
progresion de la enfermedad en pacientes corticodependientes®!. El efecto del
tabaquismo sobre la recaida en la colitis ulcerosa se ilustra mejor en un estudio
prospectivo basado en la poblacidn de pacientes de siete paises europeos e Israel,
concluyendo que el abandono del tabaco aumenta el riesgo de desarrollar CU y este
incremento puede ser observado tras el primer afio hasta los 10 afios posteriores®.

Con todo, cabe mencionar que el tabaco, duplica la probabilidad de contraer EC,
mientras que sus efectos son relativamente menos negativos en el caso de la CU. Para
aclarar cdmo el tabaquismo juega este papel importante en la determinacién de la
susceptibilidad y el curso de la enfermedad inflamatoria intestinal, deberdn abordarse
en estudios prospectivos junto a otros puntos clave no resueltos*44,
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- Farmacos

Todos los antibidticos, excepto las penicilinas de espectro reducido, aumentaron
el riesgo de Ell; siendo la exposicién a metronidazol (OR 5,01; IC 95 %: 1,65-15,25) o
fluoroquinolonas (OR 1,79 IC 95 %: 1,03-3,12) las mas fuertemente asociadas con el
desarrollo de EC, no asi para CU*. El momento de la introduccién del antibidtico puede
ser importante, especialmente en el primer afio de vida, cuando el microbioma
intestinal y el sistema inmunitario entérico de los bebés estan madurando hacia un
estado mas permanente. Por otra parte, el uso de anticonceptivos orales esta
moderadamente asociado con mayor riesgo del comienzo de la CU (OR 1,35; IC 95%:
1,12-1,64) con una asociacion modesta, pero no aumenta el riesgo de desarrollar EC
(OR 1,09; IC 95%: 0,84—1,40)%. Estos hallazgos son consistentes con la hipdtesis de que
los estréogenos tienen propiedades inmunomediadoras®’.

- Apendicectomia

Al igual que el tabaquismo, la apendicectomia tiene un claro efecto divergente
sobre la EC y la CU. La apendicectomia puede estar asociada significativamente con un
mayor riesgo de EC (OR1,61; 1C95% 1,28-2,2), principalmente durante el primer afio
posterior a la cirugia (OR 6,69; 1C95% 5,42-8,25). Por el contrario, la presencia del
apéndice favoreceria el desarrollo de CU, atribuido a una presencia de mayor cantidad
de linfocitos T. La apendicectomia temprana, antes de los 20 afios, podria considerarse
un factor protector de CU, ya que se asocia a una reduccion hasta en el 69% el riesgo de
desarrollo de la misma (OR 0.31; 1C95% 0.261-0.373)*84°, Otros estudios también han
sugerido que la apendicectomia podria influir en el curso clinico de la CU al reducir la
tasa de recurrencia de la enfermedad y la necesidad de inmunosupresion y colectomia®°.
Sin embargo, los datos aun son contradictorios y la influencia de la apendicectomia en
el curso clinico de la CU debe investigarse mas a fondo en estudios prospectivos.

- Lactancia materna

Los antigenos microbianos e inmunoglobulinas que aporta la leche materna se
considera que favorece la tolerancia inmune, transferencia de anticuerpos maternos y
mayor diversidad de la microbiota, Un metaanalisis demostré que la lactancia materna,
de cualquier duracidn, es un factor protector tanto en pacientes con EC (OR 0,45 IC95%
0,26-0,79), como en CU (OR 0,56; 1C95% 0,38-0,8) apoyando dicha hipd6tesis®l>2.

- Factores Psicoldgicos

En la misma linea, también se ha analizado si influyen en el riesgo de aparicién
de una Ell, los factores neuroconductuales, como el estrés y la depresiéon3. Un estudio
prospectivo europeos encontrd que el estrés relacionado con el trabajo no es un factor
de riesgo importante para el desarrollo de EC (HR 0,83 IC 95%: 0,48-1,43) o CU (HR 1,06
IC 95%: 0,76-1,48)°*. Posteriomente, diferentes estudios informaron que los trastornos
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psiquidtricos aumentaron significativamente en personas con Ell durante al menos 5
afios antes del diagndstico de EII*°. Estos datos sugieren factores de riesgo compartidos
para los trastornos del estado de animo y la Ell o que la presencia de los trastornos del
estado de animo altera la respuesta inmunitaria sistémica.

- Actividad fisica

La actividad fisica parece ser otro factor protector al reducir la inflamacion
sistémica. Si bien el ejercicio fisico de muy alta intensidad desencadena la inflamacién
sistémica, en ejercicio moderado tiene acciones antiinflamatorias. El estilo de vida
sedentario conduce a la expresién reducida de PGC-1a (coactivador del receptor gamma
activado del proliferador de peroxisomas) que da como resultado un aumento de la
respuesta inflamatoria sistémica. El PGC-1a reduce la actividad del factor nuclear-kB
(NF-kB), que conduce a la produccién de citoquinas proinflamatorias. Varios estudios
han demostrado este efecto protector del ejercicio®®. En un estudio prospectivo, el
riesgo de desarrollar CU y EC en mujeres que realizaban actividad fisica fue de 8 y 6
eventos por 100.000personas/afio en comparacién con 11 y 16 eventos por 100.000
personas/persona entre las mujeres sedentarias, respectivamente®’.

Se desconoce el mecanismo exacto por el cual se desarrolla la Ell; sin embargo,
existe una interaccién entre los factores ambientales que pueden incrementar el riesgo
0 actuar como protectores en su desarrollo. Parece ser que la apendicetomia, la
lactancia materna y la vitamina D son factores protectores contra la enfermedad y, en
el caso particular del tabaco, sus efectos son relativamente menos negativos en el caso
de la CU de lo que cabria esperar. Nuevos estudios serdn necesarios para identificar los
desencadenantes ambientales de la Ell, pero también deben definir el momento en el
ciclo de vida en que estos factores de riesgo pueden estar presentes.

1.3.2. Microbiota intestinal

La microbiota intestinal es un ecosistema complejo conformado principalmente
por bacterias, virus y organismos eucariéticos, que habitan en todo el intestino. Se
estima que alberga alrededor de 10 unidades formadoras colonias, con mas de 3.000
especies diferentes de bacterias, algunas de ellas todavia desconocidas, conformando
en su conjunto mayor numero de células procariotas que el de las células somaticas y
germinales que constituyen el cuerpo humano, superando el nimero de células
humanas en diez veces®.

Entre sus funciones mas destacadas estd la sintesis de numerosos compuestos
gue el organismo humano no es capaz de producir por si mismo y que se generan en la
fermentaciéon microbiana. Asi, transforma los polisacdridos no asimilables de la dieta,
como el almiddn resistente o la fibra, en monosacaridos y acidos grasos de cadena corta
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(principalmente, acetato, propionato y butirato), pero también vitamina K, B12 y acido
folico o algunos aminodacidos, ademas de propiciar la recirculacion de acidos biliares o
la transformacién de compuestos con potencial carcinogénico como las aminas
heterociclicas. Ademas, la microbiota es esencial para el mantenimiento de la estructura
intestinal y el recambio celular, la proteccién frente a microorganismos externos
patdgenos y el correcto desarrollo del sistema inmunitario de la mucosa intestinal.

La poblacion sana presenta una microbiota de gran diversidad, rica en especies
comensales y con baja concentracién de patdgenos intestinales, que coexisten en un
equilibrio entre la tolerancia a la flora comensal y una adecuada sensibilidad a los
enteropatdgenos. Sin embargo, cuando se rompe ese balance en el epitelio intestinal en
respuesta a factores ambientales, la misma flora comensal puede actuar como un
patdgeno, afectando al equilibrio de las especies dentro de estas comunidades y dando
lugar a un estado de disbiosis microbiana, lo que provoca una respuesta inmune
aberrante contral las bacterias comensales no patogénicas®®.

Hay multiples evidencias que vinculan la implicacion de la microbiota intestinal
con la patogenia de la Ell, presentando perfiles menos complejos de bacterias
comensales y mayor nimero de bacterias asociadas a la mucosa que los sujetos sanos®..
Se ha observado que la Ell ocurre, sobre todo, en el ileon terminal y en el colon, donde
la concentracion de flora bacteriana alcanza su maximo®?. Igualmente, los antibidticos
han mostrado capacidad moduladora de la inflamacién intestinal, sugiriendo que la
modificacion del contenido microbiano puede modificar el curso de la inflamacidn.
Otros estudios sugieren que los pacientes con Ell presentan una respuesta inmune
exacerbada a los antigenos bacterianos, junto con una pérdida de tolerancia que
desencadena el proceso patogénico®?.

Su composicion en la etapa adulta de sujetos sanos es relativamente estable. Los
filos microbianos intestinales dominantes son Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia, siendo Firmicutes y Bacteroidetes el
90% de la microbiota intestinal®3. El filo Firmicutes esta esencialmente representado por
especies pertenecientes a los Clostridia (Ruminococcus y Faecalibacterium prausnitzii),
mientras que el filo Bacteroidetes estd constituido principalmente por Bacteroides
fragilis, B. ovatus o B. caccae®*.

En la fase activa de la CU, estos pacientes presentan hasta un 25% menos de
diversidad en la microbiota que controles sanos. El género Bacteroides y algunos
pertenecientes al filo Firmicutes, como son Lactobacillus, Roseburia, Clostridium,
Faecalibacerium o Enterococcus estan reducidos®>®®. En concreto varios productores de
butirato, principal fuente de energia de las células epiteliales del colon, como Roseburia
hominis y F. prausnitzii estan disminuidos de forma significativa, aumentando de forma
significativa el nimero de F. prausnitzii en los periodos de remision®’. Por contra, los
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géneros Campylobacter, Enterobacter, Ruminococcus, Fusobacterium, Bacteroides y
Veillonela, entre otros del filo Proteobacteria, parecen aumentar, lo cual apoya, de
nuevo, el concepto de disbiosis en la enfermedad activa®®.

Bacterial phyla Virus
Firmicutes Bacterial diversity. Proteobacteria
Roseburia Enterobacteriaceae Adherent-invas
Faecalibacterium Fusobacterium
Dorea Enterococcus
Blautia Megasphaera
Christensenellaceae Campylobacter
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andida albicans Caudovirales bacteriophages
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Figura 2. Alteraciones en la microbiota y mecanismos en Ell (Adaptado de Lee et al y Zheng et al 57°).
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Sin embargo aln no se ha identificado un solo potencial patégeno responsable,
ya que la evidencia existente de patégenos asociados a la actividad de la Ell sigue sin
resolver si son los causantes o son oportunistas que anidan en una pared intestinal
inflamada y mas permeable que en condiciones de normalidad. Algunas infecciones
bacterianas presentan mayor incidencia de Ell, siendo mds comun la infeccion por
Clostridium difficile y otros patégenos como el Campylobacter spp., Yersinia
enterocolitica o Salmonella no-typhi. Con frecuencia son causantes de los brotes en
pacientes con Ell ya establecida, o bien inician el proceso inflamatorio en la CU con un
episodio de gastroenteritis aguda, tras debilitar la funcidn de la barrera intestina. Otros
estudios han implicado a Escherichia coli, asi como las hemaglutininas que producen, ya
gue son mucho mas prevalentes en la EC (98% de las bacterias intramucosas eran
Escherichia coli), y en la CU (45%) que en la poblacién general (2%)’*. Esta Escherichia
coli adherente invasiva parece estimular la producciéon de IL-8 y TNF-a, asi como
aumentar la permeabilidad intestinal de las uniones estrechas, invadir el epitelio y
persistir dentro de los macréfagos®.

El aumento de incidencia de enfermedades autoinmunes en paises desarrollados
se ha atribuido durante mucho tiempo a la “teoria de la higiene”, o también conocida
actualmente como la “hipdtesis de la microflora”. Estas hipdtesis asocian de forma
inversa al riesgo de padecer Ell con el niUmero de miembros de la familia, toma de leche
no pasteurizada, vivir en granjas o la exposicién a mascota; manejando la idea de que
un ambiente excesivamente higiénico, ha disminuido la exposicion de nuestro intestino
a los antigenos bacterianos, de modo que nuestro sistema inmune sobreactia cuando
se le expone a una disbiosis bacteriana’?’3. Por contra las medidas de higiene adoptadas
en los paises en desarrollo, no han demostrado asociacidn inversa como en Occidente,
y de hecho han sido asociados con un mayor riesgo de CU. Un estudio realizado en el
norte de India no proporciona evidencia definitiva para apoyar la hipotesis de la higiene
y mas bien concluye que la creciente incidencia de CU en India puede ser atribuible a las
medidas sanitarias inadecuadas u otros factores aun no identificados’*.

Estas informaciones, en algunos casos contradictorias, y la falta de conocimiento
en algunos aspectos llevan a la necesidad de identificar el papel de la microbiota
intestinal en el inicio de la enfermedad, determinar si la composicién microbiana puede
predecir el riesgo subsecuente de brotes de actividad, o examinar si la flora luminal
puede predecir la respuesta al tratamiento. En resumen, conocer en profundidad la
relacion causal de la microbiota intestinal en el huésped afecto de Ell. El empleo de
herramientas mds precisas como técnicas de metagenémica, y de analisis de la
funcionalidad de la microbiota, permitiran aplicar enfoques personalizados para
prevenir y tratar esta enfermedad de forma mas especifica’.
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1.3.3. Factores Genéticos

Varias observaciones, tanto en modelos animales como en humanos, sugieren
que factores genéticamente determinados contribuyen a la susceptibilidad a la Ell. Se
estima que el riesgo de padecer una Ell cuando un familiar de primer grado esta afectado
de EC es del 9,2% y del 6,2% cuando lo esta de CU. La historia familiar apoya que el
paciente tenga un debut mas temprano y agresivo. Esta demostrada la agregacion
familiar en estos pacientes, observando en los estudios de concordancia en gemelos han
mostrado reiteradamente que la concordancia para CU en gemelos monocigotos llega a
ser del 16% y del 3,6% en dicigotos’®.

Los datos sugieren que el sustrato genético es responsable de, al menos, el 20%
de la susceptibilidad para desarrollar CU, porcentaje que ha justificado la busqueda de
alteraciones genéticas. Sin embargo, los estudios también han demostrado que la
alteracion genética no se centra en un solo gen, sino en alteraciones poligénicas
complejas y de penetrancia variable.

Tabla 1. Principales mecanismos genéticos alterados (extraido de Abraham et al 77).

Genes asociados al
reconocimiento de NOD2/CARD15,
patrones moleculares CARD9
de patogenos

Activacién de citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias y regulacién de la
inflamacién y apoptosis celular.

Papel clave en la regulaciéon de la interaccidn
Genes asociados con la ATG16L1 entre la microbiota intestinal y la inmunidad
autofagia IRGM, LRR,KZ innata y adquirida, y en la defensa del huésped
frente a patdgenos intestinales.

Activacién y desarrollo del linaje Th17 y sus

Genes asociados con la . o
efectos sobre las células dendriticas y

diferenciacion de IL23R . L
. . macrdéfagos que conducen a la produccién de
linfocitos . . . .
diversas moléculas proinflamatorias.
Genes que codifican Una citocina antiinflamatoria que inhibe la
interleucinas IL-10 produccidn de citocinas proinflamatorias.
El producto del gen TNFSF15 (TL1A) es un
Genes que codifican la factor similar al TNF que se expresa en células
a ‘ TNFSF15 endoteliales, macréfagos y linfocitos de |
proteina \ gos y linfocitos de la

[dmina propia intestinal.

TNFSF15 Ligando 1A similar a TNF y miembro 15 de la superfamilia Factor de Necrosis Tumoral.

Entre la variedad de enfoques propuestos para su deteccidn, tienen particular
interés los estudios de asociacion de genoma completo (genome-wide association
studies o GWAS). Se han implicado a mds de 200 loci distintos relacionados con la Ell,
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pero estos solo explicarian el 20-25% de los casos. Es probable que el efecto agregado
en varios loci contribuya al fenotipo de la Ell. Estudios similares en cohortes pediatricas
han identificado muchos de los mismos genes asociados con el riesgo de Ell en adultos.
La resecuenciacién profunda de genes identificados por GWAS en cohortes de pacientes
ha identificado variantes raras dentro de estos loci que se suman a la variacién genética
general asociada con el riesgo de EIl’®. Tales estrategias de identificaciéon de genes han
definido varias vias de sefializacion criticas que se han asociado consistentemente con
la susceptibilidad a la Ell. El analisis de las propiedades funcionales de las proteinas
codificadas por estos diversos genes ha ayudado aun mas a identificar vias moleculares
especificas que son importantes en la patogenia de esta enfermedad’®8°,

Los mecanismos genéticos alterados en la respuesta inmune innata y adquirida
frente a la microbiota se pueden agrupar de la siguiente forma®!:

- Vias intracelulares de reconocimiento de antigenos bacterianos en el
citoplasma: el primer locus de susceptibilidad significativa en una regién del
cromosoma 16 (conocido como IBD1), codifica la proteina NOD2 (CARD15). Las
mutaciones en NOD2 confieren susceptibilidad a la EC ileal. En una cohorte
prospectiva en edad pediatrica, la prevalencia de mutaciones en NOD2 fue del
42%, lo que sugiere que la EC de aparicion temprana tiene un fuerte componente
genético®?. NOD2/CARD15 forma parte de los biosensores encargados de
detectar microorganismos patégenos o sus productos en los diversos
compartimentos celulares para inducir finalmente inflamacidn. Existen otros
tipos de detectores de bacterias y/o virus que son conocidos como toll-like
receptors (TLR), los cuales no tienen relacién con el NOD2. Sin embargo,
debemos conocer que los TLR sondean el exterior de la célula y el interior de las
vesiculas celulares, incluidos los fagosomas, mientras que los NOD sondean el
citoplasma. Todos ellos estan altamente implicados en la regulacion de la
inmunidad innata®?® desembocando en la activacién de factores nucleares como
el factor nuclear kappa beta (NF-kB), que inducen citocinas inflamatorias como
el TNF-a que ayudan a resolver la causa infecciosa que las produjo. Es facil
imaginar que este sistema puede dar lugar a una excesiva inflamacion asociada
a la deteccion del microbioma en la Ell.

La prueba de la implicacién genética se consiguid cuando se descubrio
que el gen NOD2/CARD15 es el gen de susceptibilidad mds importante detectado
en los caucdsicos, ya que en los asiadticos el papel del gen NOD2 parece
irrelevante. Entre el 20 y el 40% de los pacientes presenta variantes de este gen
(44% de los gemelos monocigotos)®*. En concreto, el NOD2/CARD15 reconoce el
muramil dipéptido (MDP), un fragmento de peptidoglicano de la pared de las
bacterias gram-positivas. La activacion de NOD2/CARD15 por MDP induce la

-33-



activacion del NF-kB como sefial de transduccién que conllevard una
determinada expresion de defensinas y citoquinas. Las formas mutantes para
NOD2 parecen ser deficientes en el reconocimiento del MDP y por ello, estan
también asociados a un defecto en la activacion del NF-kp.

Ante tal hallazgo, se disefaron estudios para determinar en qué células
se expresaba un gen tan determinante para el desarrollo de la EC, asumiendo
que dichas células serian trascendentes para la patogenia de la EC. Los resultados
sorprendieron porque no se encontrd la expresién del NOD2-CARD15 en las
células que son objeto de los mejores tratamientos de los que disponemos, los
linfocitos T. Por el contrario, son los macrofagos del intestino normal los que
presentan la mayor expresidon de proteina NOD2/CARD15. Del mismo modo, en
la mucosa inflamada tampoco se detectan linfocitos que expresen
NOD2/CARD15, pero se detecta en las células epiteliales intestinales
(fundamentalmente las células de Paneth de las criptas) y en los macréfagos de
las lesiones de EC . Estos hallazgos han contribuido a cambiar el concepto de la
Ell como una enfermedad de las células T, y evidencian que los cambios
inmunitarios contra los que se dirigen las terapias que utilizamosen este
momento son, probablemente, secundarios. Del mismo modo, no se ha
encontrado asociacion entre NOD2 y el comportamiento de la enfermedad o la
respuesta al tratamiento por lo que no se puede recomendar, en estos
momentos, el cribado sistematico de los pacientes con EC, aunque puede ayudar
a individualizar el tratamiento en aquellos casos con EC de patrdn estenosante®®.
Concretamente, son tres variantes del NOD2 (Arg-702Trp [rs2066844];
Gly908Arg [rs2066845] y Leu1007fsinsC [rs41450053]), las que explican un tercio
de la susceptibilidad genética para la EC®. Estas variantes se asocian con
enfermedad especificamente localizada en el ileon terminal, mayor riesgo de un
patrén estenosante y una edad mas temprana de diagndstico.

Via de la autofagia, el proceso de reciclado de organelas o bacterias
intracelulares. Varios genes asociados a la EC (ATG16L1, IRGM y LRRK) regulan la
via de la autofagia, un proceso homeostatico innato que permite el reciclaje de
los organulos intracelulares y contribuye a la eliminacién de los microorganismos
intracelulares. NOD2 también puede regular la autofagia, lo que sugiere que
estas vias estan integradas y son defectuosas en algunos pacientes con EC.
Estudios GWAS mostraron una clara asociacion de un polimorfismo (rs2241880)
del gen de la autofagia ATG16L1 con la EC. Incluso se detectd una asociacion
estadisticamente significativa entre las variantes del ATG16L1 y las del
NOD2/CARD15 para la EC?’.

La autofagia, que se describira en detalle mas adelante, es un proceso
intracelular para la eliminacién de organelas dafiadas, microorganismos (proceso
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selectivo) o inanicidn celular (proceso no selectivo). Para la autofagia, la célula
desarrolla un autofagosoma (con una doble membrana celular) que se fusionara
con los lisosomas para conseguir una degradacion lisosomal. Este proceso
catabdlico permite a la célula reciclar las proteinas y componentes
macromoleculares para reutilizarlos en procesos anabdlicos. La autofagia se
desarrolla por un conjunto de proteinas (Atg) que trabaja en una cascada
modular. El gen ATG16L1 codifica la proteina Atgl6 implicada en el aislamiento
de la membrana celular para la formacidn del autofagosoma y en otros procesos
celulares inmunolégicos, como la regulacion del inflamosoma y la funcién de las
células de Paneth, células con gran formacidn de granulos para procesos
secretores reguladores 88, Adicionalmente, se ha demostrado que la autofagia se
regula mediante la funcidn sensora de bacterias intracelulares desarrollada por
el NOD287:89,

Vias que regulan la inmunidad adquirida: los genes de la inmunidad
adaptativa que regulan la via del receptor de IL-17 e IL-23 se han implicado en el
riesgo de EII°®°! incluidos los genes asociados con el riesgo de CU y EC (p. ej.,
IL23R, IL12B, STAT3, JAK2, TNFSF15). Algunos de estos genes (IL-10, STAT3, JAK2)
también desempefian un papel en la via inmunorreguladora de IL-10 que
también se ha relacionado de forma independiente con la CU*2.

Se han detectado diversas variaciones en el gen del receptor de
interleucina-23 (IL23R) del cromosoma 1p31 que presentan una asociacion con
la EC. De todas ellas, el polimorfismo rs11209026 tiene la asociacién mas potente
que, ademas, es protectora frente a la enfermedad. El receptor de IL-23 se
expresa en la membrana celular de las células T y otras células de la inmunidad
(monocitos, células natural killer y células dendriticas) y estd muy implicado en
la regulacion de actividades proinflamatorias mediadas por IL-17, al producir la
activacion de los linfocitos Th17 y, por tanto, coordinando fundamentalmente la
inmunidad adquirida. El gen MDR1 (multi-drug resistanse 1) sintetiza una
glicoproteina-P que esta muy expresada en las células epiteliales intestinales y
constituye una importante defensa contra los xenobidticos. Un polimorfismo de
este gen, el cual causa poca expresion de la glicoproteina-P, se ha identificado
como altamente asociado al riesgo de desarrollar CU%.

Los estudios de asociacion GWAS confirmaron once asociaciones
previamente descritas, como el NOD2, IL23R, ATG16L1, IRGM, TNFSF15y PTPN2.
En el momento actual, las variaciones genéticas identificadas explican solo una
fraccion del riesgo de la poblacion a desarrollar Ell, lo cual sugiere que otros
factores, como los ambientales, deben ser también contribuidores mayores para
conformar la susceptibilidad a la enfermedad®.
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La interleucina 10 (IL-10)interactua con los receptores de citocinas de tipo
Il'y es una citocina con efectos antiinflamatorios. Se ha demostrado que modula
tanto la inmunidad innata como la adquirida. Las mutaciones en IL-10 y su
receptor IL10R se han identificado como variantes de susceptibilidad a la Ell. IL10
inhibe la produccion de citoquinas proinflamatorias como interferén-y, IL-2, IL-3
y TNF-a. La pérdida de IL-10 promueve el desarrollo de Ell debido a una respuesta
inmune excesiva a la microbiota®. Un factor asociado con IL-10 es el transductor
de seial y activador del polimorfismo de transcripcion 3 (STAT3) (en loci
rs744166). Este es un factor responsable de la regulacién de la transcripcion de
genes que regulan la angiogénesis y la proliferacidon celular. En la EC activa se
observa un aumento de la activacion de STAT3 en las células epiteliales
intestinales. Los polimorfismos de IL-10 pueden estar asociados con la aparicion
temprana de colitis. Se ha demostrado que los cambios en la secuencia de IL-10
aumentan la susceptibilidad a la EII°®.

TNFSF15/TL1A (miembro 15 de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral) que también codifica una citocina conocida como citocina 1A (TL1A)
similar al factor de necrosis tumoral (TNF), esta asociado con ECy CU. La proteina
codificada por este gen es una citocina que pertenece a la familia de ligandos del
TNF y se expresa en las células endoteliales. Su expresién es inducible por TNF e
IL-1 a y esta relacionada con los niveles de inflamacion en la EII*’.

° Vias que regulan la funcidn epitelial: Varios genes de la barrera epitelial
se han asociado con la Ell (mas comunmente asociados con la CU en comparacién
con la EC (p. ej., OCTN2, ECM1, CDH1, HNF4A, LAMB1 y GNA12). Los genes que
controlan la biologia de las células de Paneth y el estrés del RE/respuesta de
proteinas desplegadas también se han identificado en la EC (p. ej., XBP-1; NOD2,
ATG16L1), y cuya alteracién conduce a la formacién excesiva de proteinas con
plegamiento erréneo y a la apoptosis celular. ATG16L1 y NOD2 se han asociado
con cambios en la morfologia de las células de Paneth. Los pacientes con EC con
una mayor proporcion de células de Paneth anormales (>20 por ciento) tuvieron
una recurrencia mas temprana de la enfermedad después de la reseccion
quirurgica en comparaciéon con los pacientes con una proporcidn mas baja de
células de Paneth anormales®®.

Varios factores genéticos primarios, que determinan un riesgo para el
desarrollo de la Ell, afectan a un proceso celular denominado “respuesta a las
proteinas desplegadas” (unfolded protein response: UPR). Se trata de un proceso
que se desencadena por el estrés del reticulo endoplasmatico (RE), inducido por
el acumulo de proteinas mal plegadas dentro del mismo. Estas proteinas mal
plegadas pueden generarse por un defecto primario genético o ambiental y
conforman el UPR, proceso genéticamente relacionado con el desarrollo de

-36 -



ambas formas de Ell. El UPR y la autofagia son procesos con mecanismos muy
relacionados, y ambos estan muy implicados en la patogenia de la EC, sin
embargo, es interesante conocer que solo los genes relacionados con el UPR se
han asociado con la CU y no los de la autofagia®®.

El primer gen descrito como implicado directamente en la regulacién del
UPR vy la Ell fue el XBP1, un locus genético localizado en el cromosoma 22. La
disfuncién hipomorfica de este gen conlleva dos consecuencias: una disfuncién
de la funcién de las células de Paneth y una hiperrespuesta al medio
proinflamatorio y microbiano, probablemente desencadenando una inflamacion
espontanea. Asi, los estudios con XBP1 también revelaron la posibilidad de que
la Ell podria provenir, primariamente, de anormalidades determinadas
genéticamente en el epitelio intestinal. En el RE, las proteinas pueden
acumularse por un defecto primario en su metabolizacion, como el que suponen
las variantes del XBP1, o bien por defectos secundarios que generen un exceso
de proteinas mal plegadas que superen las capacidades de un UPR que funcione
correctamente. En este sentido, puede que contribuya la alteracién de algunos
factores secundarios, como la glicosilacién de proteinas, la deprivacidn de calcio,
la alteracion redox o la hipoxia. Asi pues, las alteraciones genéticas que afecten
a este tipo de procesos pueden, también, contribuir al estrés del RE*,

1.3.4. Factores inmunoldgicos.

El sistema inmunitario intestinal constituye la parte mas extensa y compleja del
sistema inmune y parece ser el mediador principal de la patogenia de la Ell. Recibe
diariamente una enorme carga antigénica y es capaz de distinguir entre patdgenos
invasivos y antigenos inocuos procedentes de los alimentos y de bacterias comensales.
Esta encargado de la defensa a través de las respuestas secuenciales y coordinadas que
se inicia de forma rdpida y eficaz con la inmunidad innata en las primeras horas o dias
siguientes a la exposicidn, para que después se desarrolle la respuesta especializada y
compleja de la inmunidad adaptativa.

Clasicamente, se ha considerado que la Ell estaba mediada por una respuesta
alterada de la inmunidad adquirida, fundamentalmente por una alteracién de los
linfocitos T, de modo que prevalecia una respuesta inmune de linfocitos Thelper (Th1)
(mas tipica de autoinmunidad), en la ECy una respuesta tipo Th2 (mas tipica de procesos
alérgicos) en la CU. Con las nuevas evidencias, actualmente se ha producido un cambio
conceptual en la patogenia de la Ell, observandose alteraciones relevantes en la
inmunidad innata (macréfagos, neutrdfilos, células natural killer y células epiteliales,
células de Paneth y células dendriticas) que, probablemente, sean primarias y
condicionen la respuesta de la inmunidad adquirida.
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1.3.4.1. Respuesta inmune innata

Contituye la primera linea de defensa contra agentes patdgeos, proporcionando
una respuesta rapida y eficaz mientras mantiene la tolerancia hacia antigenos de los
alimentos y de bacterias comensales, mediante una eficiente barrera intestinal.
Actualmente, se considera que la alteracién de la permeabilidad de esta barrera
intestinal es secundaria a elementos patogénicos primarios, como la predisposicién
genética, la interaccion con la microbiota y una respuesta inflamatoria aberrante
mantenida, que conduce a la inflamacidn intestinal crénica, como ocurre en la Ell.

Durante la homeostasis, la barrera intestinal tiene la caracteristica de ser
semipermeable, por lo que permite el paso de sustancias beneficiosas, como nutrientes,
ala sangre, y a su vez, impide que otras sustancias no deseadas. La microbiota intestinal
en la capa mucosa modula la produccién y secrecién de mucina y la estratificacion del
moco para mantener la integridad de la barrera mucosa. A su vez, propicia la formacion
de acidos grasos de cadena corta, en particular el butirato, uno de los AGCC mas
estudiados en relacion a la regulacién de la barrera intestinal, ya que posee un efecto
antiinflamatorio, contribuye a la proteccion de la integridad del epitelio intestinal y
promueve la respuesta inmune, reduciendo la inflamacidn intestinal®2,

Sin embargo, esta permeabilidad selectiva, puede verse alterada debido a la
disminucion de la diversidad de microbiota intestinal o disbiosis, que acarrea un cambio
en el perfil metabdlico, con una disminucion del butirato, que induce el deterioro de la
barrera mucosa y, de forma conjunta, tiene lugar la disminucidn de sintesis de mucina
gue forma el moco que cubre la capa epitelial, provocando una mayor permeabilidad
del epitelio intestinal y dando como resultado una absorcion aumentada de antigenos

luminales?2,

En esta monocapa epitelial las células intestinales columnares polarizadas estan
conectadas por uniones intercelulares que se conocen como uniones estrechas. Estas
uniones estan formadas por un conjunto de proteinas, ocludinas, claudinas y
tricelulinas, de entre las cuales las claudinas parecen tener un papel regulador
fundamental. En la Ell, tanto en la EC como en la CU, se ha evidenciado que hay una
disminucion de las uniones estrechas que, ademas, presentan una disminucién de las
claudinas que se encargan del sellado de las uniones, asi como un aumento de las
claudinas formadoras de poros o canales de paso. Se han detectado varios
polimorfismos asociados al riesgo de desarrollar Ell, como los genes PAR3 y MAG12,
implicados en el ensamblaje de las uniones, y que se asocian al riesgo de desarrollar CU.
El mismo polimorfismo del gen NOD2 resulta en una expresién alterada de defensinas,
lo cual, a su vez, condiciona el aumento de permeabilidad, entre otros mecanismos, a
través de una disrupcidn de las uniones. En definitiva, la compresién de todo el proceso
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patogénico de la Ell, incluyendo la permeabilidad y regulacidn de las uniones, ofrece un
drea mas para explorar intervenciones terapéuticas especificas'®.

Adicionalmente, los pacientes con Ell muestran una reduccién de las bacterias
comensales, incluidas las bacterias productoras de AGCC® 7’0, Esto conduce a una
disminucion de AGCC y sus efectos beneficiosos, incluida la capacidad de modular la
diferenciacién de linfocitos Treg y T efectoras (Figura 3). El desequilibrio de las células
Treg y efectoras conduce a una mayor produccion de citocinas proinflamatorias. Debido
a las perturbaciones, la capa de la mucosa se dafia, dando lugar a una barrera
disfuncional. Esto permite la penetracién bacteriana, desencadenando una cascada
inflamatoria contra las bacterias invasoras. Ademas, las bacterias comensales que
pueden mostrar propiedades patdgenas si se les da la oportunidad adecuada, emergen
y se expanden en las condiciones inflamatorias, y el desequilibrio de la regulacién
inmunitaria conduce a un estado inflamatorio crénico.

() o 0 Commensal microbiota
Colonic lumen o Q b (non-pathogenic) o O
4 TLR Impaired mucinous layer
Mucinous layer W u Mucin
Epithelial Tight Defective regulation
Epithelium junctions of tight junctions
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Figura 3. Fisiopatologia de la Colitis Ulcerosa (Adaptado de Ordas et af).

En la regidn subepitelial que contiene la lamina propria, los monocitos maduran
a macrofagos y las células presentadoras de antigenos especializadas, como las células
dendriticas, reconocen bacterias no patégenas de la microbiota comensal, a través de
moléculas de reconocimiento de patrones, como los receptores de tipo Toll (TLR). El
papel principal de la sefializacion TLR es proporcionar defensa contra distintos
patégenos, lo que contribuye a la homeostasis intestinal y al mantenimiento de la
barrera epitelial. Las células epiteliales intestinales normales expresan principalmente
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TLR3 y TLR5, mientras que en pacientes con CU la expresion de TLR4 se incrementa
sustancialmente en las células del epitelio y de la lamina propia intestinal, cambiando
su estado funcional de tolerancia a un fenotipo activado. La activacién de TLRs
desencadena respuestas inmunitarias innatas y adaptativas que conducen a la
activacion de las vias NF-kP estimula la transcripcidon de los genes proinflamatorios,
dando como resultado un aumento de la produccién de citoquinas proinflamatorias
(factor de necrosis tumoral TNF-q, interleucinas 12, 23, 6 y 1B). Tras el procesamiento
de antigenos, los macréfagos y las células dendriticas migran para presentar los
antigenos a los linfocitos T virgenes, consiguiendo la respuesta mas duradera, especifica
y dirigida contra los patdgenos que va a constituir la respuesta adaptatival®.

1.3.4.2. Respuesta inmune adaptativa

La inmunidad adquirida incluye la activacién de células inmunes especificas,
como los linfocitos B y T, asi como la produccién de anticuerpos especificos que
reconocen y se unen a los patégenos.

Los linfocitos T se subdividen en dos tipos: CD4+ y CD8+. Clasicamente, la Ell se
ha considerado una enfermedad relacionada con un aumento de linfocitos CD4+ que
son reclutados intraepitelialmente en el intestino. Ademas, en la EC estos linfocitos
parecen ser resistentes a la apoptosis, o muerte celular programada, lo que no sucede
en la CU. El campo de lainmunologia ha evolucionado ampliamente en la ultima década,
habiéndose descubierto, recientemente, diversos subtipos de linfocitos T con
produccién de citoquinas especificas y funciones reguladores implicadas en patologias
autoinmunes. Entre los distintos subgrupos descritos, adquieren importancia los
linfocitos Th17 y las células T reguladoras (Treg) por su implicacion en la patogenia de la
Ell y por la interaccidn reguladora que se produce entre ellas'®.

Los linfocitos CD4+ naive pueden diferenciarse en Thl, Th2 o Th17, en funcién
de las citoquinas que se secreten. Los linfocitos T CD4+ se activan al entrar en contacto
con un antigeno a través de las células presentadoras, lo que promueve la diferenciacién
en linfocitos Th2, caracterizados por la produccion de IL-4. Los linfocitos natural killer
(NK) son la principal fuente secretora de interleucina 13, que se asocia con la disrupcion
de la barrera de las células epiteliales. En pacientes con CU se han encontrado grandes
cantidades de IL-13 en la lamina propia, siendo esta citoquina uno de los principales
mediadores en la CU. Esto se acompafia de un aumento en la expresion de la molécula
de uniodn claudin-2, que conduce al desarrollo de la funcién de barrera deteriorada para
los pequeiios cationes que podria ser la responsable de la diarrea en la CU. Por tanto, el
bloqueo de laIL-13 y el agotamiento de estos linfocitos NK podrian prevenir el desarrollo
de CU%08,
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Las citoquinas IL-6 y TGF-B parecen ser las responsables iniciales de un viraje
hacia Th17, al activar la via de transcripcién mediada por STAT3. Esto hara que aumente
la expresion del receptor de la IL-23, entre otros factores. Ademas, la IL-1 y la IL-3
producidas, fundamentalmente, por la células dendriticas determinan el desarrollo y
expansidn de las células Th17. A su vez, las células Th17 secretan las citoquinas IL-17A,
IL-17F, IL-22, IL-21 e IFN-y. Las IL-17A e IL-17B parecen activar elementos de la
inmunidad innata. La IL-22 parece regular la permeabilidad intestinal y la IL-21 parece
tener funciones reguladoras tanto sobre la inmunidad innata como sobre la adquirida.
Estudios recientes demuestran que las células Th17 no son muy estables en su
diferenciacidén y pueden, facilmente, virar hacia otro tipo de subtipos Th, lo que se
conoce como plasticidad, elemento clave en la homeostasis de la inmunidad. La mucosa
inflamada de la Ell tiene una infiltracién masiva de células Th17 que se ubican en la
mucosa y la submucosa en la CU y la EC, respectivamente. La interaccién entre las vias
del Th17 y Th1 esta todavia en estudio. Datos recientes parecen indicar que la IL-17 esta
elevada, fundamentalmente, en la CUY’.

Las células Treg representan otro tipo de células Th que desarrollan una labor
inmunosupresora. Las células Treg secretan citoquinas antiinflamatorias, como la IL-10
y el factor de crecimiento transformante B (TGF-B). El bloqueo de la IL-10, en modelos
experimentales animales, conlleva el desarrollo de inflamacidon intestinal,
probablemente por desaparecer el efecto inhibidor de la IL-10 sobre las células Th17.
Por tanto, se requiere un fino balance entre las Th17 y las Treg, para asi evitar una
inflamacidn excesiva, por la pérdida de la regulacion inmunitaria.

La caracterizacién de la funcidn e interrelacién entre las células Th17 y las Treg
ayudard a entender el complejo balance entre la tolerancia y la autoinmunidad. Las
Th17, dada su localizacién y su plasticidad, parecen tener una posicion privilegiada para
entender la inmunopatogénesis de la Ell y, por tanto, para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas, algunas de las cuales ya se estan desarrollando. Cdmo cambiar
el balance inmunitario de la autoinmunidad hacia la tolerancia sera la piedra angular de

las nuevas estrategias terapéuticas de los préximos afios%,

El transporte de células efectoras desde la circulacion a la mucosa intestinal se
lleva a cabo por un mecanismo altamente selectivo que involucra la interaccién con el
endotelio vascular, la diapédesis a través de la pared vascular y la migracién a la [dmina
propia. La regulacidn de citoquinas inflamatorias, tales como CXCL1, CXCL3 y CXCLS,
conduce al reclutamiento de leucocitos circulantes a la mucosa inflamada, importante
para la amplificacion de la respuesta inflamatorial®. Los linfocitos T circulantes que
llevan en su membrana la integrina-a4f7 se unen a las moléculas de adhesidon celular
presentes en el endotelio vascular de los vasos sanguineos de la mucosa (MadCAM-1),
dando lugar a la extravasacion en el tejido y a una entrada aumentada de linfocitos T en

la ldmina propia, perpetuando asi el ciclo de la inflamacion!®©.
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1.4. DIAGNOSTICO

La EICI agrupa dos entidades clinicas, tanto a la CU como a la EC. Ambas asocian
una respuesta inmune desmesurada que produce lesiones intestinales de profundidad
y extensidn variables, siendo necesario destacar las principales diferencias diagndsticas
entre la CU y la EC que se resumen en la tabla 2. Cuando los aspectos son mixtos se
denomina como colitis indeterminada.

Tabla 2. Diferencias diagnodsticas entre CU y EC.

Colitis Ulcerosa Enfermedad de Crohn
Afectacion de recto Afectacidn recto con menos frecuencia
EXTENSION Mayor o menor extensién de colon Cualquier segmento de boca a ano
Afectacion continua y simétrica Afectacion segmentaria y asimétrica
Mucosa Transmural (todo el espesor de la pared)
Engrosamiento capa muscular “Envoltura grasa”
AFECTACION - o : .
No habitual estenosis, fistulas Desarrollo de fistulas, estenosis
DE LA PARED
Rara enfermedad perianal Enfermedad perianal
Raros abscesos Abscesos intraabdominales
ENDOSCOPIA Pérdida patrén vascular, edema, Ulceras | Ulceras serpiginosas, “empedrado”

La CU es de curso crénico, no tiene tendencia a la curacién y se caracteriza por
presentar una evolucion dificil de predecir, en la que alternan periodos de mayor y
menor intensidad sintomatica. Es importante unificar la terminologia para lo que es
preciso conocer algunas definiciones de uso comun:

- Remision: disminucién (denominada remision parcial o respuesta, en ensayos
clinicos) o desaparicion (remisién completa) de los sintomas y signos de la
enfermedad.

- Respuesta: mejoria significativa de la situacion clinica o endoscépica sin alcanzar la
remision.

- Curacidon mucosa: situacion en la que, ademds de no existir actividad clinica, se
constata desaparicion de las lesiones intestinales mediante endoscopia.

- Curacion histologica: desaparicion de las lesiones histoldgicas que indican actividad
de la enfermedad, pudiendo persistir ciertas lesiones crénicas.

- Enfermedad quiescente: aplicado a la remision prolongada de la CU.
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- Recidiva: reaparicién de sintomatologia después de un periodo de quiescencia o
inactividad de la enfermedad, bien espontdneamente o tras el tratamiento médico.

- Recurrencia: reaparicién de la enfermedad después de una reseccidn quirdrgica
tedricamente curativa en la EC. Se suele referir a la recidiva endoscdépica (reaparicion
de las lesiones endoscdpicas) o a la recidiva clinica (reaparicidn de los sintomas).

- Corticodependencia: son dependientes de corticoides los pacientes en los que el
tratamiento esteroideo no puede reducirse por debajo de los 10 mg/dia de
prednisona o los 3 mg/dia de budesonida en los tres primeros meses de inicio de
corticoterapia, o aquellos en los que la actividad de la enfermedad reaparece antes
de los tres meses de haber suspendido los corticoides.

- Corticorrefractariedad/corticorresistencia: enfermedad que se mantiene en
actividad pese al tratamiento con dosis plenas de corticoides.

Para el diagndstico de CU no existe ninguna prueba ni sintoma que de forma
especifica nos pueda garantizar que estamos frente a un caso. Ante la sospecha, se
valorara la historia clinica y se procedera a la exploracién fisica, que permitiran orientar
el diagndstico y establecer las exploraciones complementarias necesarias. Existen unos
criterios, denominados de Lennard-Jones (Tabla 3), que son los mds comunmente
utilizados para definir en un paciente concreto la presencia de CU en base una
combinacion de parametros clinicos, de laboratorio, pruebas endoscépicas o
radioldgicas y de anatomia patoldgica.

Ademas, previo a establecer el diagndstico de CU hay que descartar otras causas
de inflamacién aguda o croénica, como la colitis microscopica, colitis isquémica,
malabsorcion de sales biliares, sobrecrecimiento bacteriano, diarrea inducida por
farmacos, por agentes fisicos, causas metabdlicas y hormonales, enfermedades
sistémicas, diverticulosis o de origen neoplasico; pero también causas infecciosas
producidas por parasitos como la amebiasis o la giardiasis, hongos, virus como el CMV
o bacterias como Yersinia spp., Shigella spp., Campylobacter spp., 0 mas raramente
tuberculosis o colitis por Aeromonas. Por otra parte, algunos gérmenes responsables de
enfermedades de transmisidn sexual (herpes simple, Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae, Treponema pallidum) pueden remedar la sintomatologia de un brote.

1.4.1. Criterios clinicos.

La CU debe sospecharse en general ante la presencia crénica o recurrente de
algunos signos o sintomas. La manifestacion clinica mas sugerente es la diarrea, que
puede ir acompanada o no de rectorragia, normalmente aparece como deposiciones
frecuentes y de poca cuantia, y suele ser diurna y nocturna. La diarrea es comun, pero
no siempre esta presente en la CU, pues las formas distales de CU, como la proctitis o la
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proctosigmoiditis, pueden presentarse paraddjicamente con estrefiimiento. A veces, al
tener la necesidad de realizar la deposicion, solo se consigue expulsar moco y sangre
(esputos rectales). Son caracteristicos el tenesmo rectal y la urgencia defecatoria. Puede
acompafiarse de dolor abdominal o distensidn, aunque es menos caracteristico que en
la EC.

Tabla 3. Criterios diagndsticos de Lennard-Jones
Fuente: Lennard-Jones, J.E., Classification of inflammatory bowel disease*!.

- Rectorragia

- Diarrea crénica (aunque en un 10% de los casos puede haber

c“’t?r'os estrefiimiento)
clinicos
- Dolor abdominal
- Manifestaciones extraintestinales
- Cambios mucosos: mucosa granular, Ulceras espiculares o en
N botdén de camisa, pseudopdlipos.
Criterios P polip
radioldgicos - Cambios del calibre: Estrechamiento de la luz (aumento del
espacio recto-sacro), acortamiento del colon, pérdida de
haustracion.
- Mucosa eritematosa, granular, edematosa y/o friable
- Exudado o ulceraciones.
Criterios
endoscépicos - Hemorragia al roce o espontanea.

- Pseudopdlipos o pdlipos

- Lesiones continuas y afectacion constante del recto.

- Mayores: inflamacién exclusiva de la mucosa, Ulceras
superficiales, distorsion de las criptas, microabscesos, deplecidon
Criterios de células caliciformes.

anatomopatoldgicos o ) ) - i
- Menores: infiltrado inflamatorio crénico difuso, aumento de la

vascularizacién mucosa, metaplasia de células de Paneth, atrofia
mucosa, hiperplasia linfoide.

Al tratarse de una enfermedad crdénica con alternancia entre peridodos de
ausencia de sintomas o remision, y periodos de actividad o brotes, en los que aparecen
los sintomas, su gravedad dependera de la intensidad del grado de inflamaciéon. Por
tanto en la practica clinica los brotes se clasificasifican segun su gravedad en tres
categorias: leves, moderados y graves, con una distribucidn de aproximadamente 50%,
35% vy 15% de los casos, respectivamente. La enfermedad de actividad moderada o grave
puede asociarse a sintomas sistémicos como pérdida de peso, febricula o fiebre,
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malestar general e hiporexia. Hasta un 15% de los pacientes con CU pueden debutar de
forma grave, presentando taquicardia, fiebre, postracion y pérdida de peso, asociando
distensidon abdominal, ausencia de ruidos intestinales con datos de irritacién peritoneal
y complicaciones como hemorragia digestiva baja, perforacién colénica o megacolon
toxico.

Los sintomas también varian en funciéon de la extensidon de la afectacion, asi en
la proctitis predomina el tenesmo y urgencia defecatoria, mientras que en la pancolitis
se asocia diarrea sanguinolenta, dolor abdominal, fatiga, sindrome constitucional,
taquicardia y fiebre. Asimismo, la extension de la enfermedad puede variar a lo largo de
la evolucion, aproximadamente el 30-50% de los pacientes presentan una proctitis al
diagnodstico, 20-30% afectacion hasta colon izquierdo y un 20% pancolitis. En los
pacientes con afectacidén distal aproximadamente entre 20-50% progresan a una
afectacién mas extensa, especialmente aquellos con diagndstico de la enfermedad en

edad precoz y aquellos con colangitis esclerosante!2,

La presencia o el antecedente de manifestaciones extraintestinales (MEI) tipicas
de la Ell aportan un dato mds de sospecha diagndstica, con una prevalencia que oscila
entre el 21-36%. Fundamentalmente, afectacién ocular (uveitis, epiescleritis),
cutaneomucosa (pioderma gangrenoso, eritema nodoso, aftas orales recurrentes),
articular (artropatia periférica o axial, con frecuencia espondilitis o sacroileitis) o
hepatica (colangitis esclerosante primaria, pericolangitis) entre otras. La actividad de
algunas MEI sobre los organos afectados es paralela al curso de la enfermedad intestinal
en algunas formas de artritis periférica, el eritema nodoso, la estomatitis aftosa y la
epiescleritis. Por contra, otras manifestaciones aparecen con independencia del curso
de la enfermedad, como son el pioderma gangrenoso, la uveitis, la espondiloartropatia
y la colangitis esclerosante primaria. También se debe tener en cuenta la posible
asociacion de la Ell con otras enfermedades de origen inmune como la vasculitis o la
enfermedad celiaca.

En los parametros analiticos los pacientes pueden presentar rasgos que indiquen
cronicidad, como la elevacién de marcadores seroldgicos de inflamacion que serian la
velocidad de sedimentacion (VSG) y la proteina C reactiva (PCR). La anemia, leucocitosis,
trombocitosis, ferropenia y la hipoalbuminemia también son mds comunes en casos de
enfermedad extensa y actividad grave. La calprotectina es un marcador biolégico fecal,
concretamente es una proteina procedente de los neutréfilos que traduciria la
migracion de estos a través de la pared intestinal inflamada, constituyendo un marcador
de inflamacion coldnica, util en el diagndstico y tiene buena correlacién con la gravedad
endoscdpica como se describird mas adelante.
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Sin embargo ninguno de estos parametros es especifico de CU y sélo nos pueden
ayudar a probar la existencia de inflamacion colénica mas o menos grave. Como
alternativa se ha estudiado la presencia de autoanticuerpos y anticuerpos
antimicrobianos asociados a la Ell. La positividad aislada de anticuerpos anticitoplasma
de neutrdéfilos con tincidén perinuclear atipicos (pPANCA) es mas especifica en la CU
(88,5%), aunque su baja sensibilidad (50-60%) no los hacen utiles en el diagndstico ni
para la toma de decisiones terapéuticas!3. La combinacion de pANCA positivos con
anticuerpos anti-Saccharomyces cerevisiae (ASCA) negativos puede ayudar en algunos
casos a diferenciar la CU de la EC con alta especificidad (94,3%)4.

1.4.2. Criterios radiologicos

En general el estudio del intestino delgado en CU no esta recomendado de forma
rutinaria. Sélo en casos de duda diagndstica con la EC, seria util el estudio mediante una
prueba de imagen radioldgica seccional como la tomografia computarizada (entero-TC)
o la entero-resonancia magnética (entero-RM), y mas recientemente la ecografia
intestinal, que evallan adecuadamente la enfermedad localizada en el intestino
delgado. Estas técnicas de imagen han desplazado a los clasicos estudios baritados de
transito intestinal, por su mayor sensibilidad y capacidad de valoracién global de la
pared intestinal. Puede resultar de utilidad en la valoracion incial de un brote grave la
realizacion de una radiografia simple de abdomen. Seria de utilidad para detectar signos
indirectos como tubulizacién, acortamiento de la luz coldnica, pérdida de haustracién o
en sospecha de perforacién por dilatacién coldnica mayor de 6 cm o de asas de intestino
delgado.

Se conoce que una dosis acumulada mayor o igual a 50 milisieverts (mSv) se
relaciona con el desarrollo de tumores del tracto urogenital'>. Aproximadamente hasta
un 20% de las pacientes con EC reciben dosis iguales o superiores a 50mSv de
radiaciones ionizantes!®.Por todo ello, la ecografia intestinal y la entero-RM, dadas su
precision diagndstica e inocuidad, se han propuesto como las técnicas de eleccidn para
la evaluacion y el seguimiento de la EC.

La ecografia intestinal es una prueba con gran fiabilidad diagndstica en la
evaluacién de pacientes con Ell, tanto en el diagndstico inicial como en el seguimiento,
lo que permite demostrar la presencia de complicaciones. Por sus ventajas como la
accesibilidad ya que esta disponible en todos los hospitales, ser mas barata en
comparacion con otras técnicas y no suponer irradiar a estos pacientes deberia
convertirse en una técnica de primera linea. Ademas, proporciona informacién en
tiempo real dificil de obtener con otras pruebas de imagen. El uso de contrastes
ecograficos y la elastografia podrian ayudar a diferenciar entre estenosis fibrosas e
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inflamatorias, lo que ayudaria a la toma de decisiones médicas o quirurgicas, que a su
vez supondria un mejor manejo del paciente y un importante ahorro en el gasto
farmacéutico.

La utilidad de la ecografia en la colitis ulcerosa puede tener interés en tres
situaciones clinicas: valorar la extension de la enfermedad en casos de colonoscopia
incompleta, como en un debut grave de la enfermedad, ayudar en el diagndstico
diferencial en casos de colitis indeterminada con el fin de descartar afectacion de
intestino delgado, y finalmente puede ser una alternativa a la colonoscopia en los brotes
de la enfermedad para valorar actividad o extension de la enfermedad. En cambio, la
ecografia no es util para evaluar el colon cuando hay sospecha de megacolon téxico o
sus complicaciones. Tlene una serie de limitaciones, como son la obesidad, la dificultad
de valorar la afectacion proximal y la anorrectal, es una técnica explorador dependiente
gue precisa cierta curva de aprendizaje y requiere conocimientos no solo de la técnica
ecografica, sino también de la ElI*Y7,

1.4.3. Criterios endoscépicos

La colonoscopia con toma de biopsias es la técnica basica para el diagndstico de
esta enfermedad en ausencia de complicaciones que la contraindiquen. Las lesiones se
inician por norma en recto y la afectacion suele ser continua hasta tramos proximales.
En ocasiones se pueden encontrar areas libres de inflamacion por afectaciéon discontinua
de la mucosa, especialmente en pacientes tratados, como ocurre en pacientes que han
recibido tratamiento tdpico en los que el recto puede estar preservado. Hasta el 20% de
los pacientes con pancolitis presentan también ileitis por reflujo, que se describe
endoscépicamente como inflamacién leve con eritema y edema mucoso en la regién
ileal. Existe ademas el término de parche cecal, drea de mucosa afectada que suele
aparecer hasta el 75% de colitis izquierda.

Durante la fase de actividad de la CU unicamente presenta afectacién en la capa
mucosa y en la imagen endoscopica aparece una mucosa con pérdida de patron
vascular, granularidad, edema, eritema, friabilidad, que se evidencia simplemente con
insuflar aire, erosiones o Ulceras de diferentes tamafios que pueden confluir entre ellas
dependiendo de la gravedad. Existen varias escalas y diferentes indices de puntuacién
endoscdpica para valorar la actividad inflamatoria que, clasicamente, se describe como
de actividad leve, moderada o grave, aunque ninguno de ellos ha sido validado, que se
utilizan mds en ensayos clinicos que en practica diaria.
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Enla CU de larga evolucidn, en periodos de inactividad inflamatoria o quiescencia
la mucosa muestra un aspecto atréfico, con secuelas cicatriciales, es frecuente la
presencia de formaciones pseudopolipoideas, puentes mucosos, de estirpe
inflamatoria, mas frecuentemente localizados en sigma y colon descendente vy
raramente en recto. Ademas, en casos avanzados se observa sangrado espontaneo y
alteraciones tan severas que pueden generar estenosis de la luz intestinal,
generalmente cuando la enfermedad lleva afios de evolucién. Las estenosis en la CU
representan un riesgo cinco veces mayor de desarrollar cancer colorrectal, por lo que se
aconseja el seguimiento estrecho!?8,

Para un correcto diagndstico se deberian tomar al menos dos biopsias de cinco
de los segmentos coldnicos incluyendo recto y preferiblemente también mucosa de
ileon terminal si es accesible. Es importante que la toma de biopsias se dirija a las zonas
ulceradas y a las zonas de mucosa sana para demostrar el patrén parcheado de la
enfermedad. Ademas, se ha comprobado que, para maximizar el rendimiento, es
necesario coger muestras de las Ulceras, bordes y aftas para identificar la lesion mas
especifica, los granulomas, aunque estos son dificiles de encontrar!®.

1.4.4. Criterios histoldgicos

El diagndstico anatomopatoldgico de la CU activa se basa en una inflamacién
continua de la mucosa coldnica asociada a distorsidon arquitectural, plasmocitosis basal
y en ocasiones acompafiado de un componente inflamatorio agudo causante de criptitis
0 abscesos cripticos.

No se ha determinado el niumero de alteraciones necesarias para el diagnostico
de CU, aunque se establece con: la existencia de plasmocitosis basal, aumento celular
intenso, difuso y transmucoso de la [dmina propia y ensanchamiento de la mucosa o
alteraciones de la arquitectura criptal. En las dos primeras semanas tras el inicio de los
sintomas, pueden no presentarse los hallazgos tipicos de CU. La biopsia en la
enfermedad quiescente o ya tratada puede ser normal o persistir alguna de las
alteraciones descritas?.

Caracteristicas de cronicidad e inactividad o quiescencia son la atrofia criptica, la

metaplasia de células de Paneth, mas frecuente en colon izquierdo, la deplecién de
mucina, los pseudopdlipos inflamatorios y la hipertrofia de la muscular.
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células plasmaticas en la base de las
criptas y en la muscular de la mucosa, y
ayuda en el diagndstico diferencial entre
CU vy colitis infecciosa. Esta caracteristica
es uno de los criterios diagndsticos mas
temprano y con alto valor predictivo para
el diagndstico de CU.

e El infiltrado inflamatorio de la lamina -
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definidos como la presencia de

neutrdfilos en la luz de la cripta, muy
L. .. Figura 4. Hallazgos histolégicos
caracteristicos, pero no patognomaonicos.

en el diagndstico de CU.

e Las criptas presentan distorsion estructural, con cambios regenerativos basales,
disminucion de sus ramificaciones y del nimero de células caliciformes. Durante las
fases de remisidn, disminuye o desaparece el infiltrado inflamatorio y los abscesos
cripticos, y se recupera el nimero de células caliciformes; sin embargo, las criptas
suelen continuar mostrando distorsion arquitectural.

1.4.5. Calprotectina fecal

La calprotectina es una proteina citoplasmatica liberada por los granulocitos
activados, los monocitos y los macrdéfagos. La barrera mucosa se ve alterada durante la
inflamacién intestinal, permitiendo que los leucocitos crucen la pared intestinal. A
diferencia de muchos marcadores seroldgicos, la calprotectina permanece estable en
heces 7 dias, lo que facilita su determinacién y sus niveles se correlacionan bien con la
actividad inflamatoria endoscépica e histoldgica en la Ell**2. La determinacion de
calprotectina fecal ofrece una alta sensibilidad diagndstica, aunque es poco especifica.

Ante un paciente con clinica de diarrea o dolor abdominal crénico, deberia
considerarse la posibilidad de una Ell. Sin embargo, debido a que una elevada
proporcién de individuos con estos sintomas sufre una patologia funcional, la realizacion
sistematica de colonoscopia a todos estos casos parece inapropiada, en términos de
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coste-beneficio, lo que limita su aplicabilidad en los casos de baja sospecha diagndstica
o como método de monitorizacién. Por este motivo, se han buscado pruebas
alternativas no invasivas, sencillas y baratas, tanto para el cribado diagndstico como
para la monitorizacidn de la respuesta terapéutica. En este contexto, la determinacion
de calprotectina fecal ha demostrado un alto valor predictivo negativo, cuando la
probabilidad de patologia organica previa al test es baja'?°. Por esta razdn, una sola
determinacién de calprotectina fecal podria evitar casi dos terceras partes de las
endoscopias innecesarias. La determinacién de la calprotectina fecal ha demostrado
distinguir de forma adecuada los trastornos organicos de los trastornos funcionales, con
una sensibilidad del 83% y especificidad del 84%, como seria el sindrome de intestino

irritable!?!

El seguimiento de la Ell es fundamentalmente clinico, y los controles
endoscépicos no se realizan de manera rutinaria por las razones expuestas. Mediante la
determinacién de la calprotectina fecal en pacientes asintomaticos puede identificarse
a aquellos pacientes con inflamacién subclinica con un mayor riesgo de recidiva y, por
el contrario, definir a aquellos con alta probabilidad de haber conseguido la curacién
mucosa. La calprotectina fecal es ademas una herramienta atil en la monitorizacion
individual del tratamiento en la Ell. Por ejemplo, ante la respuesta clinica a esteroides
sistémicos, la reduccion de un valor inicial alto de calprotectina fecal indica respuesta
adecuada, permitiendo iniciar la pauta descendente con mayor tranquilidad.

En la interpretacidn de los valores de calprotectina fecal debe tenerse en cuenta
el objetivo de conocer el valor de la calprotectina fecal, ya que este dependera de la
indicacidn de este marcador. Por ejemplo, en aquellos pacientes con Ell conocida seria
importante valorar niveles altos cuando se quiere detectar a individuos con alto riesgo
de recidiva o niveles bajos, para evitar una colonoscopia, en la monitorizacién de
recurrencia. En cifras concretas, se ha descrito que niveles mayores de 250 ug/g se
relacionan con actividad endoscépica y valores menores de 68 pg/g (rango
intercuartilico 30-172 pg/g) con ausencia de actividad endoscépica e incluso
histolégical?2123,

1.5. CLASIFICACION DE LA COLITIS ULCEROSA

Las caracteristicas clinicas de la CU y su curso evolutivo y pronéstico, dependen
de la extensidn de las lesiones y de la actividad o gravedad de las mismas. En la la guia
de la European Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO) se definen los criterios
establecidos por consenso para la tipificacion de la enfermedad dependen de la
extension de las lesiones y de la actividad o gravedad de las mismas!?4.
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La CU se clasifica de acuerdo al grado de extensidon y gravedad segln la
clasificacion de Montreal*?>,

Extensidn: La extensidén de la enfermedad tiene importantes implicaciones
prondsticas y terapéuticas. Debe evaluarse en el momento del diagndstico, pues de ello
depende la eleccion apropiada del tratamiento o la via de administracidon, ademas de
tener implicaciones prondsticas a corto y largo plazo de seguimiento. Dependiendo de
los segmentos coldnicos afectados, la enfermedad puede ser clasificada en (Figura 5):

- E1 o proctitis (afectacidn rectal exclusivamente. Su limite proximal seria distal a la
unién rectosigmoidea).
- E2 o colitis izquierda (desde recto hasta angulo esplénico)

- E3 o colitis extensa o pancolitis (afectacién mas proximal al angulo esplénico).

Proctitis Left-sided colitis Extensive colitis

30-60% of patients 16-45% of patients 15-35% of patients
Symptoms Symptoms Symptoms
Rectal bleeding, tenesmus, urgency Proctitis plus diarrhoea, abdominal cramping Left-sided colitis plus constitutional symptoms,

fatigue, and fever

Figura 5. Fenotipos de Colitis Ulcerosa segun la clasificacién de Montreal. ilustracion de Jill Gregory®.

Gravedad: se basa en hallazgos clinicos, como el nimero de deposiciones diarias
y la presencia o ausencia de signos sistémicos de inflamacién, como fiebre y taquicardia.
Segln la clasificacion de Montreal, se define la actividad de la enfermedad en cuatro
grupos: inactiva, enfermedad leve, moderada y grave. El conocimiento de la actividad
clinica servird para determinar la decisién de tratamiento. Asi podemos diferenciar
atendiendo a la gravedad (S, del inglés severity) entre:

- SO: Colitis inactiva o en remision: no hay sintomas de la enfermedad.
- S1: Colitis leve: cuatro o menos deposiciones al dia con sangre, sin fiebre,

leucocitosis, taquicardia, anemia ni aumento de VSG.
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- S2: Colitis moderada: criterios intermedios entre leve y grave. Sin signos o con
signos minimos de afectacién sistémica.
- S3: Colitis grave: seis o mds deposiciones al dia con sangre, fiebre, leucocitosis,

taquicardia, anemia, aumento de VSG y signos de afectacién sistémica grave.

Tanto la extension como la gravedad de la enfermedad tiene importantes implicaciones
prondsticas y terapéuticas®.

1.6. VALORACION DE LA GRAVEDAD CLINICA Y DE LA ACTIVIDAD INFLAMATORIA

La evaluacion de la actividad de la enfermedad a corto plazo es importante para
la toma de decisiones respecto a realizar el tratamiento mas adecuado del paciente que
tiene un brote. Sin embargo, valorar también la actividad de la enfermedad durante los
primeros afos del diagndstico condicionara su curso evolutivo los afios posteriores.

Se han ideado varios instrumentos mediante sistemas de puntuacién que en la
mayoria de ellos incluyen condicionantes clinicos, analiticos y endoscdpicos para la
evaluacién estandarizada de la actividad y gravedad de la enfermedad. Estos indices de
actividad sirven de herramienta para cuantificar el grado de actividad en un momento
concreto de la evolucidon de un paciente y permitirdn conocer la efectividad de las
medidas terapéuticas adoptadas si se hace seguimiento en el tiempo. Existen indices de
actividad clinicos, endoscépicos e histolégicos y, también indices mixtos.

1.6.1. indices de actividad:

En la CU existe un paralelismo entre la gravedad clinica y la actividad
inflamatoria, sobre todo en las formas extensas de la enfermedad. La primera valoracién
de la actividad inflamatoria puede puede realizarse mediante parametros clinicos y
analiticos basicos. En la actualidad no se dispone de ningun indice clinico de actividad
de referencia, por lo que es preciso conocer varios para interpretar los resultados de los
estudios. Entre los mas importantes:

- Indice de Truelove-Witts'?®: es el indice de actividad clinica mas utilizado en el que

se incluyen variables cualitativas clinicas y de laboratorio. Distingue entre enfermedad
inactiva o en remision y con actividad, diferenciando entre actividad leve, moderado o
grave. No es un indice vdlido en las proctitis, ni da un valor cuantitativo a la actividad,
pero se recomienda su uso a la hora de plantearse el ingreso de los pacientes, y se basan
las clasificaciones de actividad de la CU de Montreal, de la European Crohn’s and Colitis
Organization (ECCO) y del American College of Gastroenerology (ACG).
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El indice de Truelove-Wits se ha modificado de forma semicuantitativa (tabla 1)
de manera que resulte Gtil también para identificar la necesidad de ingreso. En
general cualquier paciente con seis 0 mas deposiciones con sangre al dia asociado a
cualquier signo de toxicidad sistémica (pulso > 90lpm, temperatura > 37.82C,
hemoglobina < 10.5g/I, VSG > 30mm/h, o PCR > 30mg/I) deberia ser considerado de
brote grave e ingresar para tratamiento intravenosol?’.

Tabla 4. Indice de Truelove-Witts modificado.

PUNTUACION 3 PUNTOS 2 PUNTOS 1 PUNTO

N2 DEPOSICIONES >6 4-6 <4
SANGRE +/+++ + -

HEMOGLOBINA <10 10-14 >14
ALBUMINA (g/1) <30 30-32 >33
FIEBRE (2C) > 38 37-38 <37
TAQUICARDIA > 100 80-100 <80
VSG > 30 15-30 <15

LEUCOCITOS >13.000 10.000-13.000 < 10.000

Inactivo < 11; Brote leve 11-15; Brote moderado 16-20; Brote grave > 20.

- Indice de Seo: Se basa en sintomas y datos de laboratorio: nimero de deposiciones,
sangre en las heces, albumina, hemoglobina y VSG con cdlculo mas complejo.

- Indice de Lichtiger: Son Utiles en pacientes graves, disefiado para valorar la respuesta

al tratamiento con ciclosporina en el brote grave refractario a corticoides. Entre sus
variables incluyen el dolor abdominal, los datos de peritonismo y dilatacién colénical?®.

- indice de la clinica Mayo o UCDAI (Ulcerative Colitis Disease Activity Index): es un

indice mixto, elaborado por un conjunto de datos clinicos y endoscdpicos, que incluyen
el niumero de deposiciones, la cantidad de sangre en las heces y la actividad
endoscopica, asi como la valoracion global del médico y su relevancia reside en que ha
sido utilizado en multiples ensayos clinicos. El indice de Mayo predice la
corticorrefractariedad de un brote grave de CU en caso de no existir mejoriaalos3y5
dias del inicio del tratamiento. Este indice se utiliza en numerosos trabajos en los que se
valora la respuesta a tratamientos, pero empleando puntuaciones distintas y mas o
menos estrictas para definir la respuesta clinica, la remision clinica o endoscépica.
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La respuesta completa se considera cuando se obtiene una puntuacion de 0 en
todos los items, aunque el indice ha sido adaptado para distintos estudios. La remisién
clinica se definié en varios ensayos como una puntuacion total < de 2 puntos sin ninguna
puntuacion de cada item > 1, la respuesta parcial se considerd en caso de un descenso
> 3 puntos en la puntuacidn total y un descenso mayor al 30% inicial, con un descenso
de al menos 1 punto en el sangrado rectal o una puntuacién de 0o 1.

Tabla 5. Indice de Mayo!?’.

Si se utiliza el indice de Mayo parcial (sin la puntuacion endoscdpica) se asume:

Parametro Puntos Subtotal

1. FRECUENCIA DE DEPOSICIONES s
normal para el paciente
1-2 mas que lo habitual
3-4 mas que lo habitual
> 5 mas de lo habitual

2. HEMORRAGIA RECTAL bt
Ninguna
Algunas trazas de sangre
Sangre evidente en la mayoria de las deposiciones
Solo sangre

3. HALLAZGOS SIGMOIDOSCOPICOS S HEEOBGETa0
Normal o enfermedad inactiva
Eritema, leve friabilidad
Eritema marcado, friabilidad evidente
Hemorragia espontanea

4. EVALUACION GLOBAL DEL MEDICO STI—
Normal
Enfermedad leve
Enfermedad moderada
Enfermedad grave

W N = O w N = O w N = O

w N = O

Valoracion Global indice De Mayo Sintomas Endoscopia Médico Suma total

Leve 1-3 1 1 3ab
Moderado 3-6 1-2 7) 6a10
Grave > 6 £ 72 3 > 10

Remision: 0-1; Leve: 2-4; Moderada: 5-6; Severa: 7-9.

En ensayos clinicos también se ha empleado este indice sin incluir la puntuacion
endoscdpica, denominado indice de Mayo parcial, con una buena correlacién con el

indice completo y con la percepcidn de los pacientes sobre la respuesta al tratamiento.
Asi se utiliza para definir respuesta con una reduccién del Mayo parcial 2 3 puntos o
remisidn clinica para un Mayo parcial < 2 puntos. Ni el indice ni las deficiones de
respuesta o remision han sido totalmente validadas, por lo que un mayor refinamiento
y validacién de estos indices deberan garantizarse para lograr una eficiencia 6ptima en
la investigacion de CU?°,

También existen indices exclusivamente endoscdpicos, que permiten valorar

y cuantificar la mejoria o la curacién mucosa y son utiles para unificar criterios de
interpretacion en la endoscopia. No se utilizan en la practica clinica habitual, su mayor
utilidad se adquiere en el contexto de ensayos clinicos. Entre ellos los mas utilizados en
los ensayos o en la practica son:
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- Subindice endoscépico de Mayo (MES): introducido por primera vez como un

componente del Indice de Actividad Clinica de Mayo. El MES proporciona una
puntuaciéon de 0 a 3 basada en cuatro descriptores de la mucosa, que incluyen
eritema, friabilidad, patrén vascular y erosiones o ulceracidn. Asi se establece (0):
enfermedad inactiva (mucosa normal), (1): enfermedad leve (eritema y friabilidad),
(2): enfermedad moderada (eritema marcada, ausencia de patréon vascular,
friabilidad, erosiones), (3): enfermedad grave (sangrado espontdneo, presencia de
Ulceras) (Tabla 6). Aunque aun no ha sido validado, el MES se ha utilizado
ampliamente en ensayos clinicos y en la practica habitual debido a su facilidad de
uso. Con una puntuacién de 0 se logra el objetivo de curacién mucosa3°,

Tabla 6: Subindice endoscépico de Mayo.

Mayo 0 Mucosa normal
Mayo 1 Eritema y granularidad leve, leve disminucién de patrén vascular submucoso
Mayo 2 Eritema franco, friabilidad, sangramiento al contacto, patrén vascular ausente

Mayo 3 Ulceras y sangrado espontaneo

Normal Ulcerative colitis
- N7 Mild

Moderate Severe

Crypt distortion Basal plasmacytosis Epithelial metaplasia

Figura 6: Subindice endoscdpico de Mayo. Extraido de Kobayashi et al 13,

(a) Puntuacion 0 = normal; remision endoscépica. (b) Puntuacion 1=leve; eritema, patron vascular disminuido,
friabilidad leve. (c) Puntuacion 2=moderada; eritema marcado, ausencia de patrdn vascular, friabilidad,
erosiones. (d) Puntuacion 3=grave; ulceracion, hemorragia espontdnea. (e-h) hallazgos histoldgicos.

- Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity (UCEIS), es un sistema de puntuacién

validado mas recientemente, que emplea la suma de las puntuaciones de tres
descriptores de la mucosa, incluido el patrén vascular (puntuacion de 0 a 2), sangrado
(puntuacién de 0 a 3), y erosidn/ulceras (puntuacién de 0 a 3) (Figura7). Cada
puntuacion refleja la lesién mas grave; por lo tanto, no se puede determinar la
participacién microscépica. Este sistema se puede aplicar facilmente en la practica y
los ensayos clinicos de rutina, aunque se ha informado una concordancia
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interobservador moderada. En comparacién con MES, el sistema de puntuacién
UCEIS es mas objetivo, tiene mads especificidad , y tiene mejor sensibilidad para la
actividad de la enfermedad de la CU. Aunque cada estudio utiliza sus propias
definiciones, no existe una definicion validada de remisidon endoscdpica o criterios

para categorizar la CU leve, moderada y grave en el sistema UCEIS'32133,

Descriptor Puntaje Definicion
Patron vascular  Normal Patron vascular normal con arborizacion de capilares cuyos bordes
0 puntos estan claramente definidos o levemente borrosos

Pérdida del patron en parches

1 punto

Pérdida completa del patron
2 puntos

Pérdida irregular o en parches de la visualizacion del patron vascular

Pérdida completa de la visualizacion del patrén vascular

Sangrado Sin sangrado No hay sangre visible
0 puntos
Mucoso Algunos puntos o lineas de sangre coagulada sobre la mucosa, la que
1 puntos puede ser lavada
Luminal leve Escasa sangre liquida libre en el lumen
2 puntos
Luminal moderado o grave Sangre liquida franca en el lumen o sangrado espontéaneo desde una
3 puntos mucosa hemorragica después de lavar el lumen

Erosiones y Sin lesiones Mucosa normal

Ulceras 0 puntos
Erosiones Pequerios defectos de continuidad de la mucosa (< 5 mm), de color
1 punto blanco o amarillo, de bordes planos

Ulcera superficial
2 puntos

Ulcera profunda
3 puntos

Defectos de continuidad de la mucosa > 5 mm, correspondientes a
pequenias Ulceras cubiertas por fibrina

Defectos excavados de continuidad de la mucosa, correspondientes a
Ulceras mas profundas y de bordes levemente elevados

Patrén
Vascular

Sangrado

Erosiones
y Ulceras

No visible erosion

" - ? N /
No visible blood

Erosions

L T 0N o
inal moderate

- (% -
[l mid | Luminal modersie

¥

Deep ulcer

Superficial ulcer

Figura 7. Ulcerative Colitis Endoscopic Index of Severity (UCEIS):

Puntuacion entre 0 y 8 puntos. Remision de 0 a 1 punto. Extraido de KO Kim=+
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- Indices histolégicos: La correlacién de los indices histolégicos con los clinicos y

endoscopicos es discreta, de hecho, la ausencia de lesiones mucosa en la endoscopia
(curacién mucosa), no refleja una ausencia histolégica de inflamacidn. La inflamacién
histoldgica persistente, aguda o crdnica, se ha asociado con mayores tasas de
reagudizacion, hospitalizacidn, colectomia y riesgo de neoplasia colorrectal. Los dos
mas empleados son el indice de Ryely y el indice de Geboes.

Los indices cuantitativos mixtos como el UCDAI, o endoscépicos como el MES o
el UCEIS, son especialmente utiles en el contexto de ensayos clinicos controlados, para
definir la inclusién de pacientes y para establecer el concepto de recidiva, remisién y
éxito terapéutico La correlacién entre los indices clinicos y endoscdpicos en la colitis
ulcerosa es buena. La remisidn clinica se acompafia de remisidon endoscopica en mas del
70% de los casos y el riesgo de recidiva clinica disminuye cuando existe curacién
endoscdpica. Para considerar la curacidn endoscépica como objetivo terapéutico,
actualmente se recomienda una puntuacién de 0 empleando UCEIS. No obstante, el
indice endoscépico de Mayo es el mas utilizado en los ensayos clinicos, generalmente
se considera curacién de las lesiones una puntuaciéon endoscépica de 0 o 1, si bien una
puntuacién de 0 ofrece mas beneficios clinicos a largo plazo, como seria la remision!®.

UCEIS Mayo Endoscopic
Score Score Features
0 0 Normal
Erythema,
1-3 1 decreased vas.cular
pattern, mild
friability

Marked erythema,
absent vascular

44 - pattern, friability,
erosions
Spontaneous
7-8 3

bleeding, ulceration

Figura 8. Imagenes endoscépicas que comparan el subindice endoscépico de Mayo vy el UCEIS 136

Por tanto, cuando se indique una colonoscopia en la colitis ulcerosa, se considera
adecuada la utilizacién de al menos uno de estos indices endoscépicos o mixtos. Son
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sencillos de aplicar y resultan especialmente Utiles porque permiten unificar criterios de
interpretacion, y nos aportan una informacion integrada para la ayuda en la toma de
decisiones terapéuticas.

1.7. OPCIONES TERAPEUTICAS

Se considera que no existe en la actualidad un tratamiento curativo para la CU.
Por ello, el principal objetivo de los tratamientos para la CU es inducir la remisién y, una
vez conseguida, mantener la remisién clinica en un escenario libre de corticoides,
evitando recidivas y consiguiendo la curacidon de la mucosa. Adicionalmente son
objetivos igualmente importantes proporcionar un alivio sintomatico, mantener un
estado de nutricidon apropiado y conseguir una calidad de vida lo mas cercana posible a
la de una persona sanay, procurando evitar cirugias innecesarias.

La eleccidn del tratamiento va a depender, en gran medida, de factores como el
grado de actividad inflamatoria, la extension y localizacion, el patrén evolutivo, las
complicaciones locales o extraintestinales, la aparicion de efectos adversos y la relacién
coste-efectividad. Asi, a la estrategia clasica de ir incrementando el nivel de farmacos
antiinflamatorios o inmunomoduladores segun la gravedad clinica e histolégica de la
enfermedad (“step-up”), se ha anadido la estrategia denominada “top-down”, con
cambios y adaptaciones segln la respuesta del paciente en un intento de modificar la
historia natural de la enfermedad. Dicha estrategia se basa en el uso precoz de fdrmacos
inmunomoduladores y bioldgicos con el fin de prevenir consecuencias irreversibles,
reducir la necesidad de cirugia y mantener una calidad de vida aceptable desde el primer
brote de la enfermedad.

Estrategia
“Top-down”
Anti-TNF-a: infliximab, adali b, goli b, certoli b
Anti-integrin antibody: vedolizumab
. : ; Anti-IL 12/23: ustekinumab
Estrategia Biologic Agents JAK inhibitor: tofacitinib
llste p_u pll

Immunomodulators azathioprine, 6-mercaptopurine, methotrexate

C orticosteroids prednisone, budesonide

5- Aminosalicylate Acid

Figura 9. Estrategias terapéuticas en Ell. Adapatado de Aoli et al**’
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Los farmacos mas utilizados incluyen los salicilatos, corticoides,
inmunomoduladores y las terapias biolégicas, de manera que el abordaje quirdrgico se
reserva para casos de dificil control o con recurrencias frecuentes. Sin embargo,
continua habiendo muchas incégnitas en cuanto al mecanismo de accién de los
farmacos con los que contamos en el momento actual. En los ultimos afios se ha
avanzado hacia la caracterizacion de sus efectos, con la modulacion de vias de
sefializacion inmunorreguladora que a menudo estan vinculados directa o
indirectamente a la autofagia3®.

En funcion del objetivo, distinguimos entre una terapia de induccién de la
remisiéon o bien de mantenimiento. Los tratamientos convencionales utilizados en
induccion de la remisidn clinica son aminosalicilatos y esteroides; mientras que se
recurre a los inmunomoduladores para el mantenimiento, con el propdsito a conseguir
de la desaparicidon de las lesiones mucosas. Es lo que se ha llamado “cicatrizacién
mucosa”, siendo ahora uno de los objetivos primarios de los estudios terapéuticos y
comienza a serlo también en la practica clinica. El mantenimiento de la remisién clinica
se ha asociado a la reduccion de tasas de hospitalizacién y de reseccién quirurgica, asi
como a la consecuente disminucion en el consumo de recursos sanitarios.

1.7.1. Salicilatos

Los aminosalicilatos son el tratamiento de primera linea en la induccion vy el
mantenimiento de la colitis ulcerosa, habiendo también demostrado ser eficaces en la
profilaxis del desarrollo de carcinoma colorrectal en los pacientes con Ell y afectacion
coldnica. ElI primer aminosalicilato empleado en el tratamiento de la CU fue la
sulfasalazina, un medicamento que contine en su estructura molecular dos principios
activos que son la sulfapiridina y el acido 5-aminosalicilico (5-ASA o mesalazina), donde
el componente activo y responsable de la actividad antiinflamatoria es la mesalazina.
La sulfapirina actia como un transportador y es el responsable de los efectos adversos.

Los 5-ASA presentan efectos antinflamatorios a través de la regulacién de
sistemas antioxidantes; la inhibicion de la motilidad leucocitaria, la activacion de
leucotrienos y plaquetas; ademas de ejercer un potente efecto inhibidor sobre la
activacion de NFkB , TNFa , IL- 1 y TGFp ; la formacion de dxido nitrico y la prevencién
de dafio mitocondrial. Muchas de estas actividades podrian afectar directa o
indirectamente a la autofagia. El 5-ASA por si solo, administrado por via oral, es inactivo,
ya que se ve afectado por el pH acido del estdmago y no llega al intestino, que es el sitio
de accidn. Es por ello que se han desarrollado diversos preparados y sistemas de
liberacion controlada. Podemos distinguir dos tipos de moléculas: por un lado los
profdrmacos, que consisten en distintos dimeros entre el acido 5-ASA y diferentes
portadores inertes que impiden la absorcidn en tramos proximales del tubo digestivo;
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y, por otro lado, las formulaciones de liberacidon controlada, en las que el 5-ASA esta
protegido por una resina acrilica en combinacién con un buffer de bicarbonato que se
desintegra solamnete a pH superior a 6 o 7, permitiendo liberar el farmaco bien desde
ileon distal o en el colon, respectivamente. La eficacia del tratamiento parece ser
directamente proporcional a la dosis empleada. También se ha observado que el 5-ASA
administrado por via oral presenta concentraciones rectales inferiores a las del colon
derecho, a excepcion de las formulaciones con matrix de resina, por lo que la opcién de
aplicar tratamiento tépico en forma de supositorios, espumas o enemas rectales
permite alcanzar concentraciones elevadas de 5-ASA en la mucosa coldnica distal*®.

Tabla 7. Formulaciones y presentaciones de 5-ASA orales y tdpicas.

Formulacién Presentacion Liberacion a pH Lugar de liberacion
Eudragit-L Claversal® comp >6 Yeyuno-lleon y colon
Eudragit-S Asacol® comp 57 lleon terminal-colon

Lixacol® comp
Microgrdnulos Pentasa® Todo el tubo

. No depende
etilcelulosa granulado
Eudragit-L con Salofalk® 6 Yeyuno distal-colon

>
matriz granular granulado
Eudragit-S con Mezavant® comp 57 lleon terminal-colon
multimatricial
Supositorio Claversal® Salofalk® Recto

p f No depende
Espuma Rectal Claversal® Salofalk® No depende Recto-sigma
Suspension Salofalk® Recto-sigma-colon

No depende
Rectal Pentasa® descendente

Via oral: 5-ASA para la induccion de la remisién del paciente con brote leve-

moderado de CU a dosis minima de 2,4 g/dia y probablemente éptima superior a 3 g/dia
en dosis Unica diaria para favorecer el cumplimiento terapéutico. Para el mantenimiento
de la remisidn la dosis minima efectiva es 1 g/dia, aunque es preferible usar 2 g/dia. La
mayoria de pacientes responden a dosis de 2-3 g y dosis mayores se utilizan en pacientes
con sintomatologia mas grave o si no responden inicialmente a una dosis menor.

- Via rectal: 5-ASA (en todos los pacientes con brotes, sea cual sea su extensién):
supositorios en proctitis, espuma en rectosigmoiditis y enemas en colitis izquierda o
extensa; dosis minima de 1 g/dia para induccion de remisiony de 1 g, 2 6 3 veces por
semana para el mantenimiento de la misma.

La mesalazina tiene un perfil de seguridad favorable. Sus efectos secundarios son
raros, pudiendo producir cuadros por hipersensibilidad (neumonitis, miocarditis), y
nefritis intersticial. En pacientes con insuficiencia renal previa, comorbilidad relevante o
cotratamiento con farmacos nefrotéxicos, se recomienda control periédico analitico de
funcién renal.
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1.7.2. Corticoides

Son farmacos de primera linea para el control de los brotes moderados-graves
de los pacientes con Ell. Son, probablemente, los medicamentos que mads remisiones
han inducido en las fases agudas de la Ell y que, al mismo tiempo, mas efectos
secundarios han producido por prolongar indevidamente su uso, ya que nunca se deben
usar como terapia de mantenimiento. El mecanismo de accidén de los corticoides es
multifactorial: bloquea la via del acido araquidénico mediante la inhibicion de la
fosfolipasa A2, actua inhibiendo la funcidn leucocitaria y de citoquinas proinflamatorias
y se ha descrito ademas que la via mTORC1 de la autofagia tendria un papel importante
en la respuesta al tratamiento con corticosteroides.

En los pacientes con brote grave de CU se ha demostrado que reducen la
mortalidad, por lo que sera de vital importancia evaluar la respuesta al tratamiento a
los 3-5 dias desde el inicio, ya que el grado de respuesta precoz predice el riesgo de
colectomia. Podemos utilizar corticoides orales (prednisona 1 mg/kg/dia o equivalente)
en el brote moderado de ambas entidades y en el brote leve de CU que no responde
adecuadamente a aminosalicilatos. En el brote grave se empleara la via intravenosa (6-
metilprednisolona en dosis equivalente a 1mg/kg/dia de prednisona).

Como alternativa a los corticoides tradicionales, se desarrollaron nuevas
moléculas que proporcionan la accién esteroidea en localizaciones intestinales
concretas y que presentan un efecto de primer paso hepatico muy importante, con lo
que disminuye su paso a circulacion sistémica: budesonida y dipropionato de
beclometasona. Este tltimo puede emplearse a dosis 5-10 mg/dia en CU distal de leve
a moderada como terapia afadida a 5-ASA en pacientes que no responden
adecuadamente. Los corticoides tdpicos se utilizan en la actualidad como segunda linea
terapéutica en la proctitis y en la CU izquierda, siendo la mesalazina tdpica de eleccion.

El comportamiento de la enfermedad ante el tratamiento con corticoides
muestra dos perfiles de pacientes definidos. Se estima que entre 10-30% de los
pacientes son corticorrefractarios y entre 20-30% de los pacientes desarrollardn
corticodependencia. Estas situaciones de corticorrefractariedad y corticodependencia
durante la induccién de la remisién son indicaciéon de tratamiento inmunosupresor,

bioldgico o quirurgico®.

1.7.3. Inmunomoduladores

Existen tres familias diferentes de farmacos inmunomoduladores: tiopurinas
(azatioprina y mercaptopurina); metotrexato y calcineurinicos (ciclosporina (CsA) y
tacrolimus). De los diversos inmunomoduladores, los mas usados en CU son azatioprina
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y 6-mercaptopurina, analogos de las purinas que interfieren con el metabolismo de los
acidos nucleicos y ejercen efectos tdxicos sobre las células linfoides.

Las indicaciones principales de las tiopurinas en CU son el mantenimiento de la
remision en la enfermedad corticodependiente o corticorrefractaria, el mantenimiento
de la remision tras el control de un brote grave de CU con ciclosporina o en terapia
combinada con farmacos bioldgicos en pacientes graves, como recoge el consenso
elaborado por la Organizacién Europea de Crohn y Colitis (ECCO)*.

La dosis adecuada es de 2,5 mg/kg/dia para azatioprina y de 1,5 mg/kg/dia para
mercaptopurina. Algunos autores recomiendan utilizar dosis inferiores en pacientes con
actividad intermedia de la Tiopurina Metiltransferasa (TPMT). Esta es la principal
responsable de la formacidon de nucledtidos de 6-tioguanina (6-TGN), metabolitos
responsables de la mielotoxicidad de las tiopurinas pero también de su efecto
inmunomodulador terapéutico.Tienen un inicio de accién lento, por lo que no seran de
utilidad para inducir la remisién durante un brote. Por ello, se recomienda esperar hasta
6 meses para asumir que el tratamiento no es efectivo. Se calcula que un 30-40% de los
pacientes no responden a tiopurinas y un 10-20% no toleran el tratamiento.

Aproximadamente, el 17% de los pacientes tienen que retirar el tratamiento
debido a efectos adversos. Algunos son idiosincrasicos, independientes de la dosis como
intolerancia digestiva, pancreatitis, fiebre, artralgias, mialgias, exantema y algunos casos
de hepatotoxicidad; y otros efectos adversos son dosis-dependientes como la
mielotoxicidad o hepatotoxicidad, que puede ser mixta.

Es posible la monitorizacion de metabolitos en el seguimiento mediante
determinaciones de la concentracién de 6-TGN y 6-metilmercaptopurina (6-MMP) en
sangre, lo que permite identificar a los sujetos hipermetiladores, asi como detectar la
infradosificacion y la falta de cumplimiento. Algunas sociedades cientificas como la
European Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO) se contempla su utilizacién durante
el tratamiento con tiopurinas. Se podria decir que los niveles de 6-TGN pueden ayudar
a predecir la respuesta al tratamiento y la toxicidad ya que se han identificado valores a
partir de los cuales un mayor porcentaje de pacientes alcanza el objetivo terapéutico o
padece mielotoxicidad. La monitorizacion podria ser util en las situaciones que se
muestran en la siguiente tabla 8.

Los inhibidores de la calcineurina (CsA y tacrolimus) se incluirian junto con los
bioldgicos y cirugia entre las opciones terapéuticas en los brotes de CU grave
corticorefractaria. La estrategia terapéutica mas adecuada en dicho contexto debe
proponerse dependiendo de la edad, comorbilidades, tratamiento previo con AZA o 6-
MP, o curso previo de la enfermedad. Aunque no existe indicacion de la CsA para el
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tratamiento de la Ell, sin embargo, constituyd el Unico tratamiento alternativo a la
colectomia en la CU corticorrefractaria en la década de los afios 90, antes de la
aprobacion de infliximab. Actualmente, su principal indicacion sigue siendo la CU
corticorrefractaria, particularmente en pacientes naive a tiopurinas o en aquellos con

infeccidn tuberculosa latente!*!

. Se dispone de menor evidencia para el uso del
tacrolimus, aunque existen algunos datos que le atribuyen cierta eficacia en la
enfermedad de Crohn perianal. La CsA se emplea normalmente a dosis de 2mg/kg/dia,
ajustandose para alcanzar niveles entre 200-400ng/ml. El tacrolimus también se emplea
a dosis entre 0,1-0,2mg/kg via oral con tasas de respuesta de entre 60-80%, similares a
CsA#2,

Tabla 8. Monitorizacion de tiopurinas. Extraido de Bermejo et al43.

PACIENTE EN TRATAMIENTO CON TIOPURINAS Y RESPUESTA INSUFICIENTE O TOXICIDAD
INTERPRETACION DE LA DETERMINACION DE NIVELES DE METABOLITOS DE TIOPURINAS.
FALTADE ||NFRADOSIFICACION| HIPERMETILADOR | REFRACTARIEDAD | ACTIVIDAD TMPT
CAUSA CUMPLIMIENTO (POR LO GENERAL, AUTENTICA BAJA O NULA
TPMT ALTA)
BAJO O TERAPEUTICO
NIVEL DE 6TGN | iNDETECTABLE |  BAYO (<230) BAJO (<230) (230-400) O ALTO |  ALTO (>400)
(>400)
BAJO O ALTO (>5700 NORMAL O ALTO
NIVEL DE 6MMP INDETECTABLE BAJO O NORMAL (>5700) (>5700) BAJO (<5700)
AIESGOS MAL SSEIIROL MAL CONTROL DE |HEPATOTOXICIDAD Hﬁ;ﬁ%ﬂf&%ﬂ? ELOTOXICIOAD
ENFERMEDAD LA ENFERMEDAD mtﬁgggsgéA%E MAL CONTROL DE
LA ENFERMEDAD
COTRATAMIENTO REDUCIA DOSIS
AUMENTO DE DOSIS CAMBIO DE AL 50% O
RECOMENDACION| EDUCACION CONALOPURINOL TRATAMIENTO CAMBIO DE
TRATAMIENTO

Unidades: pmol/8 x 10° GR

1.7.4. Bioldgicos

Desde finales de los afios 90 los farmacos bioldgicos han revolucionado el
tratamiento de los pacientes con Ell, ya que han permitido cambiar el objetivo
terapéutico, pasando del mero control de los sintomas a la cicatrizacion de las lesiones
endoscoépicas. Estos farmacos no solo inducen la remision clinica, sino que mantienen
esta a largo plazo, disminuyendo la aparicién de complicaciones y la necesidad de
hospitalizaciones y cirugias, lo que en definitiva mejora el prondstico y la calidad de vida
de los pacientes.

Son anticuerpos monoclonales dirigidos contra proteinas especificas implicados
en la patogénesis de la enfermedad inflamatoria crénica. En la Ell se emplean
principalmente anticuerpos frente al factor de necrosis tumoral (TNFa) (infliximab,
adalimumab, golimumab), ademas de otros mas recientes dirigidos contra otras dianas,
como las integrinas (vedolizumab) o interleucina IL-12/23 (ustekinumab).
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Para la seleccion del farmaco biolégico no se dispone de datos de ensayos
clinicos comparativos directos entre ellos y las comparaciones indirectas son complejas
por las diferencias en el disefio de los trabajos. Algunas revisiones sistematicas o
metaanalisis informaron de diferencias de eficacia inconsistentes en la enfermedad de
Crohn y de una posible superioridad de infliximab en comparacidon con otros agentes
anti-TNF en la fase de induccion del tratamiento de la CU. No se han informado
diferencias significativas en el perfil de seguridad, aunque el aumento de la
inmunogenicidad de infliximab aumenta potencialmente la necesidad de la prescripcién
conjunta de un inmunomodulador, con las consecuencias que de ello se derivan. La
terapia combinada que usa azatioprina con infliximab tiene un efecto sinérgico, con
evidencia de beneficio en el aumento de los niveles de infliximab y la reduccién de la
formaciéon de anticuerpos contra infliximab, incluso en pacientes que han fallado
previamente a la monoterapia con tiopurinas.

Los anti-TNF son anticuerpos dirigidos frente al factor de necrosis tumoral, TNFa,
una citoquina proinflamatoria e inmunoreguladora producida por macréfagos, linfocitos
T activados, monocitos y mastocitos de la mucosa intestinal. Han probado su utilidad
en CU activa, de moderada a grave, en pacientes adultos que han presentado una
respuesta inadecuada al tratamiento convencional, que incluye corticoides y azatioprina
(AZA) o 6-mercaptopurina (6-MP), que sean intolerantes o presenten contraindicaciones
médicas a dichos tratamientos, para inducir remisién, respuesta clinica, fomentar la
cicatrizacion mucosa y reducir la necesidad de colectomia a corto plazo“°.

Infliximab se administra via perfusidn intravenosa, con una dosis de inducciéon de
5mg/kg, repetida a las 2 y 6 semanas, y cada 8 semanas para mantenimiento, en ambas
formas de Ell. Los efectos adversas como reacciones agudas a la perfusidén ocurren en
aproximadamente el 10% de los pacientes tratados con infliximab y pueden incluir fiebre
o escalofrios (3%), reacciones cardiopulmonares como dolor toracico o disnea (1%) y
prurito o urticaria sola o combinada con reacciones cardiopulmonares (1% ). En menos
del 1% de los pacientes se producen reacciones graves a la perfusion, como anafilaxia,
convulsiones, erupcién eritematosa e hipotensidon. Con los inhibidores del TNF
administrados por via subcutdanea (adalimumab y golimumab) se han informado
reacciones en el lugar de la inyeccién y también reacciones anafilacticas!3®.

Vedolizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une de forma
especifica a la integrina a4B7, que se expresa mayoritariamente en linfocitos T
colaboradores que migran al intestino. Mediante la unién a a4p7 de ciertos linfocitos,
vedolizumab inhibe la adhesién de estas células a la molécula de adhesién celular
adresina de la mucosa 1 (MadCAM-1). MAdCAM-1 se expresa de manera principal en
las células endoteliales del intestino y juega un papel critico en la migracién de los
linfocitos T a los tejidos del tubo gastrointestinal.
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Vedolizumab ha demostrado eficacia tanto en la induccién a la remisién como
en el mantenimiento de la misma en pacientes con o sin experiencia previa a farmacos
anti-TNFs. En CU, el estudio Varsity mostro la superioridad de vedolizumab frente a

adalimumab en la remisién clinical®

. En EC carecemos de estudios comparativos
publicados. Cuenta con la ventaja de la inmunosupresidn intestinal especifica que puede
resultar especialmente atractiva en pacientes mayores donde la infeccién y el cancer
preocupan de un modo especial. Ademads, no altera la respuesta inmune a los antigenos
administrados por via parenteral, aunque si afecta la respuesta a las vacunas
administradas por via oral. Las reacciones adversas notificadas de forma mas comun son
infecciones (como nasofaringitis, infeccidn del tracto respiratorio superior, bronquitis,

gripe y sinusitis), dolor de cabeza, nduseas, pirexia, fatiga, tos y artralgias.

Ustekinumab es un anticuerpo monoclonal IgG1lk totalmente humano que se
une con especificidad a la subunidad proteica p40 que comparten las citocinas
interleukinas humanas (IL)-12 e IL-23. Ustekinumab inhibe la bioactividad de la IL-12 y
la IL-23 humanas al impedir la unién de p40 a la proteina receptora IL-12RB1, expresada
en la superficie de las células inmunitarias. La IL-12 y la IL-23 son citocinas heterodimeras
secretadas por las células presentadoras de antigenos activadas, como los macrofagos
y las células dendriticas, y ambas citoquinas participan en funciones inmunitarias; la IL-
12 estimula las células natural Killer y conduce a la diferenciacion de células T CD4+ a las
células con fenotipo Th1l, la IL-23 induce la via Th17. Debido a la unidn de ustekinumab
a la subunidad p40 que comparten la IL-12 y la IL-23, se interrumpen las vias de las
citoquinas Thly Th17, que son centrales en la patologia de la Ell.

En CU, el ensayo UNIFI investigd el uso de ustekinumab como terapia de
induccidon y mantenimiento en la CU moderada a severamente activa en adultos que no
respondieron o no toleraron los corticosteroides, inmunomoduladores, terapia anti-TNF
(uno 0o mas) o vedolizumab*®, aportando un inicio de accién méas rapido que
vedolizumab, la remisidn clinica en la semana 8 se logré en 15.5% y las tasas de remision
de la semana 44 del 38.4% - 43.8%. Las reacciones adversas mas frecuentes (> 5%) en
los estudios clinicos con ustekinumab fueron nasofaringitis y cefaleal®*.

1.7.5. Nuevas moléculas pequeiias

Tofacitinib, a diferencia de los otros nuevos tratamientos, es una molécula
pequefia de sintesis quimica que se administra via oral, lo cual supone un agran ventaja.
Tofacitinib es un inhibidor potente y selectivo de la familia de las JAK que inhibe JAK1,
JAK2, JAK3 y, en menor medida, TyK2. La inhibicion de JAK1 y JAK3 por tofacitinib atenua
las sefiales de transduccidn activadas por las interleucinas (IL-2, -4, -6, -7, -9, -15 y -21)
y los interferones de tipo | y I, lo que da lugar a la modulacién de la respuesta inmune
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e inflamatoria. Por lo tanto, su mecanismo de accién en la CU consiste en la inhibicidn
de varias citocinas que estan relacionadas con la patogenia de la enfermedad?*.

Tofacitinib se utiliza en la induccién y en el mantenimiento de pacientes con CU
activa de moderada a grave que han tenido una respuesta insuficiente, una pérdida de
respuesta o han sido intolerantes al tratamiento convencional o a un medicamento
biolégico. El perfil de efectos adversos de tofacitinib es similar al de los
inmunosupresores y bioldgicos utilizados para el tratamiento de la CU, a excepcidn de
la incidencia de herpes zdster, con una incidencia ligeramente superior. El protocolo
prebioldgico debe de hacerse de rutina también en su caso y precisa monitorizacion
periddica ya que las reacciones adversas notificadas con mas frecuencia en pacientes
gue estaban tomando tofacitinib en los estudios fueron dolor de cabeza, nduseas,
anemia, hipertensién arterial, hipercolesterolemia, mialgias y artralgias. Tofacitinib
debe utilizarse con precaucién en pacientes con factores de riesgo de tromboembolismo
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Figura 10. Dianas terapéuticas probadas o prometedoras en la Colitis Ulcerosa. Extraido de Ungaro et al 2.

1.7.6. Cirugia

Aunque la base del tratamiento de la CU es farmacoldgico, en el transcurso de la
enfermedad alrededor de un 25% de los pacientes van a precisar cirugia, y de estos, el
50% seran intervenidos en los primeros 10 ainos desde el comienzo de su enfermedad.
La cirugia urgente estd indicada en los pacientes con brote CU grave que no responden
al tratamiento médico intensivo o en situaciones que suponen un riesgo vital como el
megacolon téxico, hemorragia masiva o perforacion. Las indicaciones mas frecuentes de
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cirugia electiva son la refractariedad al tratamiento con corticoides intravenosos y a
terapias de rescate como anti-TNF o CsA, la intolerancia al tratamiento de
mantenimiento a largo plazo y la aparicidén de displasia o cancer colorrectal. Aunque la
mortalidad esta asociada a los brotes graves, ésta ha disminuido a menos del 1% en las
ultimas décadas. Hay que tener en cuenta que un retraso en la cirugia puede aumentar
el riesgo postoperatorio de complicaciones y las tasas de mortalidad .

La intervencion de eleccidn es la proctocolectomia restauradora con reservorio
ileoanal. Una alternativa es la proctocolectomia con ileostomia definitiva (menos de un
5% de las intervenciones por CU) a los pacientes que no quieren realizarse un reservorio
y a aquellos con riesgo de fallo del reservorio (mala funcién esfinteriana, enfermedad
anoperineal previa y comorbilidades importantes). La anastomosis ileorrectal en los
casos en los que el recto esté lo suficientemente conservado es una opcidn que,
individualmente, puede contemplarse. Su mayor ventaja es que se evitan los problemas
de la proctectomia, como son la disfuncién urinaria y sexual, que pueden llegar a afectar
hasta a un 10% de pacientes, episodios de incontinencia, aumento del nimero de
deposiciones, etc. Es obligatorio el seguimiento endoscopico a largo plazo por el riesgo
de displasia y neoplasia a nivel rectal*’.

1.8. PRONOSTICO

En la historia natural de la enfermedad hay que considerar la extension
anatdmica, ya que la CU comienza afectando el recto y se extiende de forma continua a
tramos proximales del colon. De acuerdo con un estudio prospectivo en el momento de
la presentacion, la inflamacién que se limita al recto o proctitis ocurre en un tercio de
los pacientes; a colon distal a la flexura esplénica y al recto en otro tercio, y es proximal
al angulo esplénico en el tercio restante. La afectacion mas extensa o pancolitis se
observa en el 25% de los pacientes. Los pacientes con proctitis ulcerosa localizada tienen
el mejor prondstico. Las manifestaciones sistémicas graves, complicaciones toxicas y la
degeneracion maligna son improbables y la extension tardia de la enfermedad se
produce sélo en alrededor del 20-30% 8.

El curso clinico de la CU se caracteriza por brotes que se alternan con periodos
de remisidn; una minoria de pacientes puede tener una actividad continua. La gravedad
de los brotes y su respuesta al tratamiento varia, siendo dificil de predecir y, ademads, se
ha observado que cambia con el tiempo; asi la actividad de la enfermedad tiende a
disminuir. En una cohorte danesa que no recibié tratamiento inmunosupresor, el 45%
de los pacientes estaban en remision clinica después de unos afios, y la proporcidén con
la enfermedad activa cada afo disminuyd gradualmente a aproximadamente el 30%,
cerca de un tercio de los pacientes no tenian recurrencia en los 10 afos tras el primer
brote y en los pacientes con una presentacidn grave en los que se evitd la colectomia,
tendian a tener un curso mas benigno de la enfermedad durante el siguiente afo. Las
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tendencias de tratamiento de la enfermedad también cambian asi las tiopurinas y los
anti-TNF se utilizan cada vez con mayor frecuencia y precocidad, mientras que la tasa de
colectomias ha disminuido en los Ultimos 30 afios#°.

La progresion de la enfermedad, su extension y la gravedad de los sintomas en
el momento del diagndstico son los mejores predictores de colectomia. La necesidad de
colectomia estd alrededor del 20%-30% después de 25 afios, y la probabilidad de
colectomia es mayor durante el primer afio después del diagndstico, llegando al 10% en

el primer ingreso!*®

. Infliximab y CsA son tratamientos eficaces en aquellos cuadros
graves que no responden a corticoides y pueden retrasar o prevenir la colectomia en la
mayoria de los pacientes. La cirugia no puede ser considerada como un tratamiento
definitivo en pacientes a los que se realiza un reservorio ileoanal, pues hasta un 10% de
éstos presenta reservoritis refractaria a los antibidticos considerada como una
recurrencia de la enfermedad inflamatoria y pudiendo incluso requerir terapias

inmunosupresoras, bioldgicas e incluso la exéresis del reservorio 1,

El riesgo de cancer de colon en CU estd incrementado respecto a la poblacion
general, debido al efecto carcinogénico inducido por la inflamacidn mucosa crénicay es
proporcional al tiempo de evolucidn de la enfermedad y la cantidad de colon afectada,
pero no necesariamente a la gravedad clinica de los episodios. Algunos estudios
sugieren que la inflamacidon microscépica sostenida es un factor de riesgo y que el uso
de 5-ASA para controlar la inflamacion confiere proteccidn. El CCR comienza a aparecer
a los 7 anos del comienzo de la enfermedad en pacientes con pancolitis y luego se
desarrolla en 0,5-1% de los pacientes cada afio a partir de ese momento. Por lo tanto,
después de 20 afos de enfermedad, aproximadamente entre 7-10% de los pacientes
han desarrollado CCR. Pero en los pacientes que ademas de padecer Ell tienen colangitis
esclerosante primaria estan expuestos a un riesgo aun mas alto de paceder CCR a lo
largo de su vida. Se recomienda la vigilancia colonoscopica, preferiblemente durante los
periodos de remision y mediante pancromoendoscopia, en pacientes cuya enfermedad
tiene un tiempo de evolucién de mas de 8 afios desde el inicio de los sintomas (excepto
en aquellos con proctitis) o cuando existe colangitis esclerosante primaria, en cuyo caso
la colonoscopia de control debe comenzar en el momento del diagndstico®>™.
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2. AUTOFAGIA

El término autofagia proviene de las raices etimoldgicas griegas “auto” (uno
mismo) y “phagos” (comer). Se refiere a un proceso celular catabdlico caracterizado por
el secuestro selectivo de material citoplasmatico, ya sean macromoléculas u orgdnulos,
en exceso o deteriorados, que implique su traslado al lisosoma para su degradacién
enzimatica, reciclando de esta manera los principios inmediatos de las
macromoléculas’>?. La autofagia es uno de los tres mecanismos principales utilizados
por las células para aislar, eliminar y reciclar residuos, siendo los otros la degradacion
proteosdmica y la fagocitosis.

Se han identificado tres formas diferentes de autofagia'®: autofagia mediada
por chaperonas (AMP), microautofagia, y macroautofagia. La autofagia mediada por
chaperonas se reserva para un subgrupo de proteinas solubles sin plegar que contienen
la secuencia pentapeptidica KFERQ que son reconocidas selectivamente por la proteina
chaperona citosélica HSC70; y traslocadas al lisosoma a través de LAMP-2A (lysosome-
associated membrane protein 2), desencadenando su degradacién sin la necesidad de
formacidén de una vesicula. En la microautofagia el material citoplasmatico a degradar
es directamente engullido por la invaginacién de la propia membrana lisosomal,
secuestrando areas del citosol donde se encuentra la carga, sin vesiculas intermedias.

Macroautofagia

| Lisosoma
Nucleacién Eypansion Hidrolasa
| Proteinas citosélicas o= ~] () 2
Iniciacién Ly orgénulos /4 X LC3-PE / o
(N vOO e\ ‘ > %) Reciclado de
> || @, L_‘ > < (‘ —| O » ) nutrientes
) —o \C / .
Fagoforo Autofagosoma Autofagolisosoma " V\%&\\ LAMP2A
NN KFERQ
Proteinas citosélicas ¥ & J"\%"& HSC70

Microautofagia Autofagia mediada
por chaperonas

Figura 11. Esquema de los distintos tipos de autofagia segliin su mecanismo. Adaptado de Kaur J. et al.

Finalmente en el caso de la macroautofagia, forma a la que habitualmente se
hace referencia cuando se mencione simplemente autofagia, se forma una vesicula de
doble membrana llamada autofagosoma para engullir el material citoplasmatico,
proteinas, organulos dafiados o incluso patégenos, y los traslada a los lisosomas.
Después, la membrana exterior del autofagosoma se fusiona con la de lisosoma y su
membrana interior y el contenido que transporta se degrada. Los principios inmediatos
resultantes se reutilizan siendo de nuevo vehiculizados al citosol (Figura 11)*>4.
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2.1.Bases moleculares de la Autofagia

La autofagia es una ruta de degradacién lisosomal altamente controlada por
distintos complejos de proteinas codificadas por los genes ATG que entran en accion a
lo largo del proceso. Supone la mayor via celular regulada para la degradacion de
macromoléculas (proteinas, lipidos, glucégeno y nucleédtidos) y también la Unica via
conocida para la degradacién de organulos por hidrolasas lisosomales!>®. Este proceso
se activa como mecanismo protector a corto plazo ante diferentes situaciones de estrés
metabdlico como privacidon de nutrientes y factores de crecimiento, estrés del reticulo
endoplasmatico, presencia de citocinas o hipoxia. Sin embargo, en ausencia de estrés,
funciona basalmente para regular constantemente la homeostasis celular mediante la
degradacion de organulos dafiados, agregados proteicos anormales, proteinas mal
plegadas y la eliminacién de patdgenos, para obtener energia de los componentes y
organulos disfuncionales. Numerosos estudios han demostrado que la autofagia juega
un papel esencial en el desarrollo y la diferenciacion, y puede actuar también como
mecanismo protector del DNA, limitando su dafio y la inestabilidad genémica®®®. Se ha
visto que la desregulacion de esta via estd implicada en el desarrollo de patologias tales
como enfermedades inflamatorias y autoinmunes como la Ell, la obesidad, el cdncer y
desérdenes neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer o el Parkinson'*’,88,

Tabla 9. Genes relacionados con la autofagia (Atg) en levaduras y sus productos ortélogos
en mamiferos con su funcion. Modificada de Pyo et al58.

Genes Afg en Proteina en Funcion
levaduras mamiferos
Atgl ULK1/2 Ser/Thr quinasa. Forma parte del complejo ULK1/2
Atg2 ATG2A,B Proteina de membrana. Se une a WIPI4 y recluta a ATG9
Atg3 ATG3 Importante en la conjugacién de LC3 con PE
Atg4 ATG4A,B,C, D Cistein proteasa que procesa Pro-LC3
Atg5 ATG5 Forma parte del complejo ATG12-ATG5
Atg6 Beclin1 Componente del complejo Vps34 PI3P quinasa
Atg7 ATG7 Importante en la conjugacién de ATG12-5 y ATG8-PE
Atg8 LC3A,B,C Marcador del autofagosoma por conjugacién con PE
Atg8 GABARAP, Marcador del autofagosoma por conjugacién con PE
GABARAPL1,
GATE-16
Atg9 ATG9 Proteina de membrana importante en la expansion del autofagosoma
Atgl0 ATG10 Importante en la conjugaciéon de ATG12-5
Atg12 ATG12 Forma parte del complejo ATG12-ATG5
Atgl3 ATG13 Componente del complejo ULK1/2 quinasa
Atgl4 ATG14L Subunidad del complejo Vps34 PI3P quinasa
Atglé ATG16L1 Forma complejo ATG12-5 y participa en la conjugacién ATG8-PE
Atgl7 FIP200 Componente del complejo ULK1/2 quinasa
Atgl8, Atg21 WIPI1/2/3/4 Proteinas de unién a ATGs
ATG101 Componente del complejo ULK1/2 quinasa
AMBRA1 Regulador del complejo Vps34 PI3P quinasa
VPS15 P150 Subunidad reguladora del complejo Vps34 PI3P quinasa
RUBICON Regulador negativo del complejo Vps34 PI3P quinasa
UVRAG Regulador del complejo Vps34 PI3P quinasa
Vps34 VPS34 PI3 quinasa

Este mecanismo comun a todas las células eucariotas fue estudiado en mamiferos y
descrito por primera vez en 1963. Aunque no ha sido hasta hace algo mds de una década
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cuando estudios moleculares en levaduras, han permitido la caracterizacion de todos
los genes Atg (Autophagy-related genes) relacionados con este proceso.
Posteriormente, han sido identificados sus ortélogos en eucariotas superiores (ATG en
Tabla 9), sugiriendo que la autofagia es un proceso crucial, evolutivamente conservado.

2.2. El proceso de Autofagia: Etapas y proteinas que intervienen

El proceso de autofagia se divide en distintas etapas. Se inicia con la formacion
de la doble membrana de aislamiento o fagéforo, no estando claro aun el origen de
dicha membrana ni el lugar donde sucede su nucleacidn. Se ha propuesto tanto que se
sintetiza de novo como que se forma a partir de la fusion de diferentes partes de
membranas existentes, procedentes del RE y otros compartimentos como mitocondrias
o aparato de Golgi. Seguidamente el fagdforo experimenta una elongacidn,
expandiéndose y curvandose alrededor de los compuestos citosolicos que se van a
degradar. Al juntarse los extremos y cerrarse, se forma la vesicula que conocemos como
autofagosoma, la cual, una vez madura, se fusionara con el lisosoma para conformar el
autofagolisosomay proceder a la degradacidn de la carga. Los productos resultantes son
liberados al citoplasma y finalmente el autofagolisosoma es degradado.

Alo largo de todo el proceso toman accion diferentes macrocomplejos proteicos
(core autophagy machinery) codificados por los genes ATG, que participan en las
diferentes etapas de la ruta, resultando ser el eje de la maquinaria autofagical®.

2.2.1. Iniciacion del fagoforo

La induccidon de la autofagia comienza con la formacion de la membrana de
aislamiento o fagoforo. En esta primera etapa interviene principalmente el complejo
protéico ULK1-ATG13-ATG101-FIP200. La iniciadora del proceso es la proteina quinasa
ULK1 (Unc-51-like kinase 1) que forma tal complejo tetramérico con ATG13, la proteina
de andamiaje FIP200 (focal adhesion kinase family-interacting protein 200kD) y la
proteina ATG101, que se une y estabiliza a ATG13 (Figura 12 )'®°. ULK1 es capaz de
fosforilar Atgl3 y FIP200, induciendo la autofagia. Este complejo, a diferencia de lo
observado en levaduras, se forma incluso en condiciones ricas en nutrientes®.

Se cree que estas dos proteinas ULK1 y ULK2 (Unc-51-like kinase 1y 2) podrian
tener una funcién redundante en la regulacién de la autofagia. El complejo ULK1 quinasa
estd regulado por la serina/treonina quinasa mTOR (mammalian Target of Rapamycin)
cuando constituye el complejo mTORC1. Este complejo esta formado por mTOR, Raptor
(Rapamycin-sensitive adapter protein of mTOR) y la proteina LST8. Bajo condiciones
ricas en nutrientes el complejo mTORC1 interactia con el complejo ULK1 quinasa y
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fosforila ULK1 y ATG13. La fosforilacion de estas moléculas inhibe el marcaje de
membrana del complejo kinasa ULK1 y se inhibe la autofagia. La proteina mTOR actua
como un regulador negativo de la autofagia reconociendo condiciones de riqueza de
nutrientes'®2. Sin embargo, en condiciones de privacién de nutrientes (Figura 12),
nitrégeno o ATP el complejo mTORC1 es inactivo y se disocia del complejo ULK1 quinasa,
permitiendo a ULK1 fosforilar los otros componentes del complejo y a si misma, dirigirse
al sitio de ensamblaje de fagoforo, llevando esto a inducir y activar la autofagia.
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Figura 12. Moléculas claves en la iniciacién del proceso de autofagia. Modificado de Pyo et al58,

La accion de este complejo no solo depende de la situacidn nutricional de la célula, si no
de la presencia de factores de crecimiento. Estos factores, mediante el complejo PI3k
de clase |, inducen la activacion de mTORcl. En cambio, un estado de inanicién lo
bloquea, induciendo la autofagia. mTORc1 también puede ser inhibido por farmacos
como la Rapamicina, aunque se ha visto que no siempre resulta sensible. Otro factor
gue inhibe su accién es AMPK, una quinasa que ademas activa al complejo de ULK1 en
situacion de disminucién del ratio ATP/AMP. Asi, AMPK regula el metabolismo celular
para mantener la homeostasis energética. La activacién del complejo ULK1 depende por
tanto de estimulos de supervivencia celular®,

2.2.2. Nucleacion del fagoforo. Complejo PI3K de clase Il

La nucleacién del autofagosoma esta controlada por la activacién del complejo
proteico PI3K de clase lll. Este complejo se forma con la interaccidon de las proteinas
Vps34, también conocido como complejo PI3KC3 (fosfatidilnositol-3-quinasa unidad
catalitica 3), p150, Beclin-1 y ATG14 (Figura 13). La interaccién de Vps34 con ATG14 a
través de su regién especifica dirige el complejo hacia la membrana emergente del
autofagosoma. Se cree ademas que ATG14 es la proteina responsable del
mantenimiento de la curvatura de la membrana del autofagosoma en formacion.
Beclinl interactia con Vps34, lo cual es necesario para que Vps34 sea capaz de fosforilar
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el fosfatidilinositol (Pl) a fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P), que se encarga de reclutar
proteinas al fagoforo para guiar el crecimiento de la membrana, momento critico para
la elongacion del fagoforo. Beclinl se encuentra interactuando con la proteina Bcl-2 y
es importante también en la regulacion de la nucleacion del autofagosoma. En
condiciones normales Bcl-2 inhibe a Beclinl, mientras que, en condiciones de estrés,
Beclinl se disocia de Bcl-2, permitiendo la activacion de Vps34, desplazando al fagoforo
y estimulando consecuentemente la autofagial®.
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Figura 13. Moléculas claves en la nucleacién del fagoforo. Modificado de Pyo et al'58

El complejo PI3KC3 interacciona con otro complejo, UVRAG, que si se une a
SH3GLB1/Bif-1(Bax-interacting factor 1), induce la formacion del autofagosoma,
estimulando la autofagia. Por el contrario, cuando se da una situacién de abundancia de
nutrientes, se forma el complejo UVRAG y Rubicon (RUN domain-and cysteine-rich
domain-containing Beclinl-interacting protein), que va a regular de forma negativa la
maduracién del autofagosoma e inhibe el proceso. Es decir, el complejo PI3K de clase llI
controla la ruta eficazmente en esta fase, uniéndose a una u otra proteina de forma que
la regulacion pueda ser positiva o negatival®.

2.2.3. Elongacion del fagoforo y expansion de la membrana del autofagosoma

La elongacidén de la membrana comienza simultaneamente a la nucleacion de las
vesiculas, una vez incluida la carga a degradar en las inmediaciones de la membrana. En
esta etapa interviene la proteina ATG14L, miembro del complejo PI3K de clase lll, inicia
el reclutamiento de la maquinaria de ATG que participa en la elongacion del fagéforo, y
su subsecuente transformacién en autofagosoma. Son dos sistemas de conjugacién tipo
ubiquitina (Ubiquitin-like, Ubl) los que principalmente se llevan a cabo de manera casi
simultanea:

- Sistema de conjugacidn ATG12: ATG12 se activa mediante la unidén por un enlace
tioéster de alta energia con el residuo Cys572 de ATG7 (enzima E1-like). Después, ATG12
es transferida a ATG10 (enzima E2-like) y, finalmente, se une a un residuo de lisina de
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ATG5 mediante un enlace isopeptidico. ATG10 media la formacidn de este complejo.
Mas tarde, la unidn de ATG16L formard el complejo completo multimérico, que es
esencial en la formacién del pre-autofagosoma. Una vez que éste esté formado, las
proteinas ATG se envian de nuevo al citoplasma por un mecanismo desconocido®6167

[ Sistema de Sistema de conjugacion [
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(Atg12 proAtgs8)
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Figura 14. Sistemas de conjugacidn tipo ubiquitina en la expansidn de la membrana.
Modificado de Pyo et al158

- Sistema de conjugacidn de ATGS8: Este segundo sistema de conjugacion, se basa
en el procesamiento o modificacion de LC3 (homdlogo de Atg8) mediante la lipidacion
con fosfatidiletanolamina (PE), siendo esencial en el proceso de formacién de los
autofagosomas. LC3 se sintetiza inicialmente como pro-LC3, que se procesa por la cistein
proteasa ATG4B para obtener su forma citosélica, LC3-I. A través de las proteinas ATG7
y ATG3, LC3-I se conjuga con fosfatidiletanolamina (PE) para transformarse en la forma
lipidica LC3-Il, que se ancla a las membranas interna y externa del autofagosoma para
dirigir especificamente la elongacion de las mismas (Figura 14). LC3-Il permanece en los
autofagosomas maduros hasta la fusidn con el lisosoma. La conversién de LC3-1 a LC3-lI
se considera un marcador de la induccién de la autofagia®®®.

Existen evidencias de que podria haber un acoplamiento de los dos sistemas de
conjugacién tipo ubiquitina puesto que la sobreexpresion de ATG3 (complejo de Atg8)
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facilita la conjugacién ATG12-ATG5. El complejo ATGY también participa en la expansion
de la membrana del autofagosoma al funcionar como transportador, en un proceso que
implica la proteina ATG16L1 y el complejo ATG2-WIPI4, promoviendo el reclutamiento
de lipidos, para abastecer la membrana emergente!®®.

‘ ATGS5-ATG12 conjugation syster

ATG7-ATG10 ATG16L
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Figura 15. Sistemas de conjugacién en la elongacién y maduracién de la membrana del autofagosoma.
Adaptada de Choi M.D. et al'®?

2.2.4. Maduracion del autofagosoma, fusion y degradacion lisosomal

En una ultima etapa del proceso es esencial para que, una vez completada la
elongacion y el cierre de la membrana del autofagosoma alrededor del material celular
a degradar, éste se fusione con un lisosoma para formar el autofagolisosoma.

Los mecanismos moleculares que conducen al cierre del autofagosoma son poco
conocidos. No obstante, se sabe que se requiere de las proteinas de la membrana
lisosomal como la Rab7 (GTPasa), el andlogo mamifero de SNARE (N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptor), a la proteina ATG14 (beclin-1-associated
autophagy-related key regulator (ATG14L) promueve la fusion mediante la proteina
SNARE STX17.170

Numerosos estudios han identificado varias moléculas reguladoras de la
maduracién del autofagosoma y su degradacién. Estas incluyen a LAMP2 (proteina
lisosomal de membrana), CLN3, el complejo PI3K de clase Ill, o el sistema ESCRT
(endosomal sorting complex required for transport) como un regulador que desempeia
un importante papel en la fusiéon!’l. La maquinaria de este complejo ha sido identificada
por ser necesaria para el cierre del fagoporo, la fusién del autofagosoma y la biogénesis
lisosomal. El citoesqueleto también juega un papel fundamental en esta etapa, ya que
se asocia con el autofagosoma y lo mueve hasta alcanzar el lisosoma?'’2.
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Una vez formado el autofagolisosoma, se lleva a cabo la degradacidn de la carga
celular por enzimas hidroliticas, tales como cistein proteasas, o las catepsinas,
encargadas de la digestidon de la carga autofdgica por las hidrolasas lisosomales. Cuando
el autofagosoma estad maduro, en su membrana LC3-Il se separa de la PE mediante la
accién de ATG4 y vuelve al citoplasma como LC3-l. Las moléculas resultantes de la
degradacidon, mayoritariamente aminodacidos, son transportados de vuelta al citosol

para sintetizar nuevas proteinas y mantener las funciones celulares'’3.

2.3.Regulacion de la Autofagia y el origen de la membrana

La autofagia esta controlada por vias que interpretan el estado de energia
celular, siendo la quinasa dependiente de AMP (AMPK) la que dirige el metabolismo
celular a partir de ATP. AMPK se activa por una disminucién de ATP/AMP, tal como
ocurre durante la falta de nutrientes. La activacién de AMPK es dependiente de la
fosforilacion por la quinasa LKB1*74. Cuando AMPK se activa da lugar a la inhibicion de
la actividad de mTOR y la subsiguiente activacidn de la autofagia. Asimismo, la activacion
de AMPK puede contribuir a activar la autofagia en respuesta a una mayor
concentracion de citocinas y durante la hipoxia.
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Figura 16. Principales mecanismos moleculares de la autofagia, modificada de Santana-Codina et al7s.
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El sensor nutricional mMTORC1 es el principal complejo que controla la presencia
de factores de crecimiento y nutrientes produce la activacién de mTORC1, que inhibe la
autofagia al bloquear la accién del complejo Ulk1 (Figura 16). A la inversa, la escasez de
nutrientes conduce a la induccion de la autofagia a través de la supresion mTORC1. Los
inhibidores mTORC1 como rapamicina pueden inducir autofagia incluso en condiciones
donde hay abundancia de nutrientes. Ademas, Ulk1 puede ser fosforilado por mTOR y
AMPK. La disociacidon rapida entre Ulkl y AMPK prepara las células para una rapida
induccion de autofagia tras la retirada de nutrientes. Estas observaciones muestran que
tanto mTOR como AMPK regulan directamente Ulk1 y coordinar el inicio de la autofagia
de los mamiferos?’®,

A pesar del considerable progreso que se esta realizando en la identificacion de
proteinas implicadas en el proceso de autofagia, el origen de la membrana en la
formacidn de los autofagosomas es muy discutido y existen varias hipotesis. La primera
apuesta porque se forma de novo a partir de depdsitos de ATG9 que llegan hasta los
endosomas tardios marcados con LC3 desde el aparato de Golgi en un proceso
dependiente de ULK1 y ATG13. La segunda opcion sugiere que la membrana del
autofagosoma se formaria fundamentalmente a partir de la de un organulo citoplasmico
como el reticulo endoplasmatico, el aparato de Golgi, la mitocondria o la propia
membrana citoplasmatica. La activacién de este proceso se alcanza por la sintesis de
PIP3 por parte de estas membranas que atrae a otras proteinas responsables de la
evaginacion y desprendimiento de esa porcion de la membrana, formando asi los
fagoforost”’.

2.4. Autofagia selectiva.

La autofagia se ha considerado generalmente como un proceso de degradacion
no selectivo, pero se han ido encontrando evidencias de que la autofagia puede aislary
eliminar amenazas especificas de una forma selectiva. La carga a degradar primero debe
entrar en contacto con la ubiquitina de forma especifica, lo que es fundamental para el
mantenimiento de la homeostasis celular. La alteracién o defecto en la autofagia
selectiva conlleva la interrupcion de la homeostasis y resulta en diversas enfermedades,
indicando la gran importancia fisioldgica de este sistemal’2.

Una de las funciones de la autofagia es la eliminacion de sustratos citosdlicos
ubiquitinados, agregados proteicos, organulos dafados o patdégenos. En este tipo de
autofagia tiene lugar su reconocimiento por parte de un receptor autofagico selectivoy
su reclutamiento por la maquinaria molecular del autofagosoma para su degradacién
final en el lisosoma. Los tipos de autofagia selectiva que existen se denominan
habitualmente en funcién del cargo a degradar. Asi tendriamos agregafagia para
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proteinas agregadas, xenofagia para patégenos externos, REfagia, para el reticulo
endoplasmatico, mitofagia para mitocondrias, ferritinofagia para ferritina, lipofagia para
agregados lipidicos.

El reconocimiento selectivo del contenido a degradar se realiza mediante
interacciones con proteinas receptoras especificas que unen fisicamente la carga a
degradar con la membrana del autofagosoma en formacién!’®. La maquinaria del
autofagosoma que reconoce estas proteinas receptoras son las proteinas ATGS8. En
mamiferos existen seis: LC3A, LC3B, LC3B GABARAP, GABARAP-L1 and GABARAP-
L2/GATE-16, que se encuentran ancladas a la membrana del autofagosoma e
interactian con los receptores a través de la region de Interaccion con LC3 (LIR), también
conocida como el motivo de Interaccion con Atg8, para obtener resultados selectivos de
degradacién autofagica®®,

Las senales de carga se pueden clasificar como reconocimiento dependiente e
independiente de ubiquitina. Los receptores dependientes de ubiquitina son aquellos
que, en vez de reconocer directamente al sustrato, reconocen cadenas de poliubiquitina
unidas a éste. Varias proteinas de unién a ubiquitina, como p62, NBR1, OPTN y
NDP52/CALCOCO2, han sido identificados como receptores de autofagia responsables

de la entrega de cargas ubiquitinadas al sistema de autofagia'®’.

El receptor mas estudiado de este tipo es la proteina p62/sequestosomal
(SQSTM1)'8%, En su estructura presenta varios dominios, entre los que se incluye un
dominio de oligomerizacién PB1, importante para la agregacién de agregados proteicos
y también se une e inhibe a ERK1, crucial para la regulacién negativa de la adipogénesis
o la inflamacidén y un motivo LIR para la interaccidon con las proteinas Atg8.

Ademads, p62/SQSTM1 presenta otros dominios (Figura 17), a través de los cuales
es capaz de interaccionar con otras proteinas, como el ZZ, que se une a RIP, lo que
conecta a p62 con la activacion de NF-kB en la ruta de TNF. El dominio TB se une a TRAF®6,
lo que es relevante tanto en la osteoclastogénesis inducida por RANK como en la
tumorigénesis inducida por Ras o la activacion de NF-kB. p62/SQSTM1 también
interacciona con Raptor, bloqueando la autofagia a través de la activacién de mTOR.
Esta inhibicion de la autofagia, mediante la capacidad de p62 de interaccionar con LC3,
sirve para autocontrolar los niveles de p62, lo que pone de manifiesto su papel como
regulador central en muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos*®2.

Una autofagia defectuosa, que impida la seleccion del contenido a degradar
conlleva acumulacién de agregados de p62, lo que apoya la idea de que p62 actiia como
una proteina clave en varias cascadas de sefalizacién como la apoptosis y la activacion
de NF-kB. Concretamente TRAF6 contribuye a la activacién mediada por CD40 de NF-kB
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y otras moléculas de sefializacién. La actividad de NF-kB se ha incrementado en las
células inmunitarias de la lamina propia y en el epitelio intestinal de la EI1'83,

Ademas, la proteina p62 participa en la carcinogénesis a través dominio KIR y Ia
interaccidon de Keapl siendo importante para la regulacién de Nrf2 y el control de
especies reactivas de oxigeno (ROS), la respuesta a proteinas mal plegadas (unfolded
protein response - UPR) y garantizar el paso de las células a través de la mitosis, todos
ellos, factores importantes en el cancer8418,

Activacion NF-kB Autofagia selectiva

Ub[Protei
C@PKC TRAF6 ac» gb@
Ub
I I Ub I

P =z
po2 —  PB1 | zz -— TB -- 1R R ==
= n

N \§

Ub
PB1domain  CERKT (Rapton (KeapD Caspase-8 >

Oligomerizacion Adipogénesis Activacion mTORC1  Sefializacion Neap-Nrf2  Apoptosis

Figura 17. Proteinas de interaccién con p62 y sus funciones. Modificado de Moscat et al 18

Por ultimo, el dominio de asociacién a ubiquitina (UBA), con el que se une
directamente a las moléculas de sustrato poli o monoubiquitinas marcadas para la
degradacion por el proteasoma o la autofagia. Parece que p62/SQSTM1 se une
preferencialmente a las cadenas de ubiquitina K63, mientras que las K48 son
reconocidas por los proteasomas y, por tanto, se degradan alli. Este fendmeno podria
suponer un nuevo nivel de regulacion de la autofagia selectiva y demuestra la funcién
cooperativa del sistema autofagia-lisosoma y el sistema ubiquitina-proteasoma’®’.

3. Autofagia y Respuesta inmune

La autofagia actua en varias etapas de la respuesta inmune: Frente a agentes
patdgenos, degraddndolos via autofagosoma; eliminando cuerpos apoptdticos durante
la respuesta inflamatoria; o mediante la presentaciéon de moléculas antigénicas por
proteinas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)*8,

En la inmunidad innata, tiene lugar la induccién de la autofagia por patdgenos,
como A. Streptococci, que son envueltos por el autofagosoma y luego liberados para la
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hidrolisis lisosomal. O bien mediante macroautofagia de bacterias que impiden la fusion
con el lisosoma, como Mycobacterium tuberculosis evitando la formacion del
fagolisosoma, y de Rickettsias, Listeria monocytogenes, y Salmonella tiphymurium,
microorganismos capaces de escapar al autofagosoma.

La autofagia ha sido ampliamente vinculada a las vias de sefalizacién de la
inmunidad innata y esta regulada por los receptores de reconocimiento de patrones
como receptores de tipo Toll (TLRs), receptores tipo nod (NLRs), receptores tipo RIG-I
(RLRs) sensores citosélicos de DNA (CDS) y genes estimulados por interferon (STING), asi
como inflamasomas. La autofagia regula la activacién del inflamasoma, plataforma
molecular activada ante infecciones o estrés, que conlleva a la liberacién de citocinas
proinflamatorias como la IL-1b e IL-18. En el mecanismo de inhibicién del inflamasoma
dependiente de la autofagia, se ha sugerido que el autofagosoma selecciona al
inflamasoma para su degradacién, en parte debido a que se activa la formacion del
autofagosoma por al incremento en ROS en las mitocondrias?®?.

En lainmunidad adaptativa, la induccion de la autofagia capacita a la célula para
digerir patégenos o residuos en su propio citosol, libera antigenos citosélicos en el
lumen de compartimientos endosomales que contienen moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) o bien en endosomas que contienen sensores
innatos de dafios como TLR7.

Las moléculas del MHC clase | presentan principalmente productos de la
degradacion proteosomal a las células T CD8+. En el proceso se encapsulan los antigenos
citoplasmaticos y nucleares, proteinas virales o autoantigenos, que escapan de los
autofagosomas y son degradados por el proteosoma. Este mecanismo inmunovigilancia
facilita la eliminacion de células infectadas con patdgenos, garantizando la apropiada
respuesta a patdgenos. En lo que respecta a la participacidon de la macroautofagia en la
presentacion-cruzada, basicamente dos estudios han demostrado que los antigenos
tumorales y virales son presentados con mejor eficiencia por las células T CD8+ cuando
es activada la ruta de autofagia.

Las moléculas de MHC clase Il presentan péptidos antigénicos derivados de
proteinas extracelulares, que son principalmente generados por degradacion lisosomal,
a las células T CD4+. Estas moléculas se expresan sobre la superficie de células
presentadoras de antigenos como células B, células dendriticas y macrofagos, asi como
células epiteliales timicas medulares y corticales. La macroautofagia y la autofagia
mediada por chaperonas estan involucradas en la presentacion de antigenos
intracelulares por MHC clase Il. Alteraciones genéticas relacionadas o bloqueo de la
macroautofagia con inhibidores de PI3K, dan lugar a que se inhiba la presentacion de
antigenos y ocasiona una mayor vulnerabilidad al patégeno.
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Ademas, los componentes del nlcleo autofadgico, como LC3, se han aislado de las
moléculas MHC clase Il humanas y de ratén. Los péptidos generados por degradacion
lisosomal se presentan mediante las moléculas MHC clase Il a los linfocitos T CD4 +, por
lo que la autofagia puede estimular las células T CD4 + configurando las respuestas de
linfocitos T contra patdgenos. Este hallazgo de presentacion cruzada de antigenos
endociticos en MHC clase | y epitopos derivados de la autofagia en la clase MHC I
también podria usarse para evaluar la regulacion de la autofagia®.
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Figura 18. Vias de presentacion de antigenos a través del complejo mayor de histocompatibilidad.
Extraido de Grubbs et al'9.

4. Implicacion de la Autofagia en la Colitis Ulcerosa

4.1. Modulacién de la Autofagia y fenotipo de la colitis ulcerosa.

Algunos estudios han demostrado la implicacién de varios receptores
autofagicos, incluidos p62, mTOR, LC3, TRAF6 o subunidades reguladoras como NRBF2
y AMPK, que participan en diversas sefales bioldgicas que afectan la inmunidad innata,
apoptosis, respuestas inflamatorias que se relacionan con el control de la homeostasis
intestinal, implicadas en la patogenia de la CU'2. Comprender como se activan p62, los
receptores autofdgicos adicionales o los reguladores de las vias de sefalizacion
autofagica para mejorar la inflamacion coldnica excesiva, permitira el desarrollo de
estrategias terapéuticas mas eficaces contra la Ell.
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En la CU en la que se ha observado autofagia defectuosa, con disminucion del
recambio de los niveles de p62. Esto tendria implicaciones relevantes ya que p62 es una
proteina estructural esencial que se une e interacciona con gran variedad de proteinas
asociadas. En un estudio realizado en una linea de células epiteliales, la supervivencia
intracelular de bacterias Escherichia coli invasora adherente LF82, que promueven la
respuesta inflamatoria gastrointestinal, fue mayor en las células silenciadas para p621%.
En estudios con animales y humanos, un flujo autofagico defectuoso con p62 elevado se
observd en modelos y tejidos con Ell. Ademas, en inmunohistoquimica la expresion de
p62 fue mayor en las células epiteliales de la mucosa inflamada que en las de la mucosa
no inflamadal®.

En pacientes con CU activa, el nivel de activacion del factor de transcripcién 4
(ATF4), importante proteina relacionada con Ila autofagia, se encontrd
significativamente disminuido en la mucosa intestinal inflamada en comparacién con
gue en la mucosa normal. Los hallazgos revelados por ese estudio indicar la reduccién
del proceso de autofagia en la CU®>. Pruebas recientes han mostrado que la activacion
del receptor nuclear intestinal, receptor de vitamina D (VDR), podria regular a la baja la
inflamacidén intestinal mediante la induccion supresion del inflamasoma mediada por
autofagia’®®. Ademads, se ha descrito la deficiencia de flujo de autofagia dependiente de
mTOR en células epiteliales intestinales de pacientes con CU activa'®’. Esos hallazgos
sugieren la correlacidn entre el inicio de la autofagia defectiva y el inicio de la CU.

En los estudios actuales sobre CU, el sulfato de dextrano sédico (DSS) se aplica
ampliamente para la creacion del modelo animal de CU, que facilita significativamente
el estudio de la CU. En los modelos de CU inducida por DSS, Wu et al**® mostraron que
el factor de unién al receptor nuclear 2 (NRBF2), un subunidad reguladora de la Beclin-
1-ATG14- relacionada con la autofagia complejo VPS15-VSP34, es necesario para la
eliminacion de células mediante apoptosis y la supresion de la inflamacion en la colitis.
Los estudios demostraron que la autofagia contribuyé a mantener y restaurar la
homeostasis de la microbiota intestinal en modelos de CU inducida por DSS, por tanto,
mejorar el nivel de la autofagia probablemente puede servir como un regulador
potencial. La sefalizacion AMPK-mTOR-p70S6K, una via autofagica clasica, demostrd
que estd involucrada en este proceso®. De acuerdo con esos hallazgos, inducir AMPK-
mTOR-p70S6K- autofagia mediada por la activacion de ciertos receptores contribuyé a
la atenuacion de los sintomas de la CU y a la supresion de inflamacidn intestinal en
modelos de ratones CU inducidos por DSS.

En otro estudio de Macias-Ceja et al analizaron el papel que juega la estimulacion
de la autofagia de la mucosa en colitis inducida por acido 2,4,6-trinitrobencenosulfénico
(TNBS), sugiriendo que los estimuladores de la autofagia serian de interés en el manejo
clinico de la EII2%,
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4.2.Opciones terapéuticas relacionadas con la ruta de Autofagia.

A pesar de los avances en el conocimiento de los mecanismos y actores
involucrados en la autofagia, todavia carecemos de una comprension completa de sus
funciones. Los trabajos recientes van dilucidando el papel de la autofagia en la patogenia
y progresion de la Ell. Ademads, podemos considerar varias terapias relacionadas con la
autofagia, que han demostrado ser eficaz en la mejora de la Ell. Por ello es importante
continuar investigando en los mecanismos por los cuales los receptores autofagicos
interfieren con los tratamientos que se disponen y en que medida afectan a los
resultados clinicos.

El mecanismo de accion de los farmacos actuales para la Ell adn no se conoce
por completo. Sin embargo, se ha avanzado en los Ultimos afios hacia la caracterizacion
de sus efectos, con la modulacién de las vias de sefializacién inmunorreguladoras a
menudo vinculadas directa o indirectamente a la respuesta de autofagia. Es importante
destacar que estos estudios heterogéneos se han realizado en una amplia variedad de
tipos y entornos de células; destacando la necesidad de explorar el efecto de estos
farmacos sobre la actividad de la via de autofagia en el contexto de la Ell (Tabla10).

Tabla 10. Farmacos y mecanismos de modulacién relacionados con Autofagia. Adaptado de Hooper et al'38

Farmaco Mecanismo descrito de modulacion en Autofagia.

e Induccion de la autofagia en el musculo esquelético in vivo, y linfocitos humanos
primarios mediante aumento de los inhibidores de mTORC1.

Corticosteroides « |nduccion de la autofagia mediada por dexametasona en linfocitos T
e Inhibicién de la autofagia en monocitos humanos infectados con Aspergillus fumigatus

e La sulfasalazina disminuyd la autofagia a través de la inhibicion de NFkB en un modelo
murino in vivo de cancer.

Aminosalicilatos o | syifasalazina indujo la muerte celular autofagica a través de la inhibicion de la via Akt y
la activacion de la via ERK en una linea celular de carcinoma de células escamosas orales

e La autofagia se activa en los hepatocitos tratados con tiopurinas
Tiopurinas e Aumento de la autofagia en células epiteliales del modelo de colitis animal debido a la
rapida conversion bacteriana local del profarmaco tioguanina en metabolito activo

¢ Autofagia inducida por citotoxicidad de ciclosporina como proceso de supervivencia en
células de glioma maligno83y en células epiteliales del tibulo proximal renal.

CyAy Tacrolimus .« autofagia inducida por tacrolimus en neuroblastoma de raton y lineas celulares
microgliales y en cerebros de ratones tratados con tacrolimus

e Los agentes anti-TNF pueden inducir |a reactivacion de la TB, al menos parcialmente
L. debido a la disminucion de la autofagia
Bioldgicos e TNF estimula la autofagia en fibroblastos sinoviales de pacientes con artritis reumatoide,
[anti-TNF] en musculo esquelético, en células lisas vasculares ateroscleréticas,en células
trofoblasticas y en macréfagos de ratdn.
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Salicilatos
Las actividades antiinflamatorias de 5-ASA incluyen la eliminacion de ROS

dafinos, la regulacidn positiva de los sistemas antioxidantes enddgenos, la inhibicién de
la motilidad de los leucocitos, la activacion de leucotrienos y plaquetas, la interferencia
con NFkB, TNFa, IL-1 y TGF-B, la inhibicidon del éxido nitrico formacion, prevencién del
dafio mitocondrial y detencidn del ciclo celular del epitelio colénico en fase S.69 En
teoria, muchas de estas actividades podrian afectar directa o indirectamente la
autofagia debido a una reduccidon del estrés celular. Un estudio, que investigd la
sulfasalazina como inhibidor de NFkB en un modelo murino in vivo de caquexia por
cancer, informd una disminucién en la autofagia (Figura 19). Esto podria deberse a un
efecto directo de la inhibicion de NFkB, ya que la sefializacion de NFkB regula la

201

autofagia de manera dependiente del contexto”, o a través de una o mas de las otras

vias reguladas por la sulfasalazina.

Corticoides

El tratamiento con corticosteroides regula a la baja las citocinas
proinflamatorias, incluidas IL-1, IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), al inhibir
la transcripcién de genes involucrados en su produccidn y afectar la estabilidad del ARN
mensajero (ARNm) para inhibir la expresidon de proteinas. Ademas, la sefializacién
inflamatoria inducida por NFkB disminuye debido a la interaccion con los receptores de
corticosteroides?%2.

La respuesta clinica a los corticosteroides en pacientes con CU se ha
relacionado con mTORC1 (Figura 19). En un estudio de transcriptdmica, se observé que
los perfiles de miARN y ARNm en la mucosa rectal de pacientes con CU diferian entre
respondedores y no respondedores al tratamiento con corticosteroides. El ARNm con la
expresion diferencial mas significativa entre los grupos fue el transcrito inducido por
dafio en el ADN 4, un inhibidor de la actividad de mTORC1, que aumentd en los
respondedores después de 3 dias de tratamiento con corticosteroides.

La estimulacion de la autofagia por glucocorticoides es relevante para el
tratamiento de neoplasias linfoides malignas, ya que esta intimamente relacionada con
la induccidn de la apoptosis en poblaciones de células T inmaduras, al carecer estas
células del inhibidor de la proteina apoptdsica Bcl-2. Cuando se sobreexpresaba Bcl-2 en
linfocitos T inmaduros, se demostré que se inhibia la apoptosis inducida por
dexametasona. Los linfocitos T pueden aumentar los niveles de autofagia,
presumiblemente debido a la inhibicion de la apoptosis. Ademas, la induccién de la
autofagia prolongéd la supervivencia de las células malignas tratadas con

dexametasona?®?
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Tiopurinas

Las tiopurinas, incluidas la azatioprina, la 6-mercaptopurina y la 6-tioguanina,
son farmacos inmunosupresores que se utilizan para tratar la Ell. Tienen un inicio de
accion relativamente lento, pero pueden mantener la remision en casos de EC de
moderados a graves y también han demostrado cierta eficacia para la induccién de la
remision. El profarmaco de uso comun azatioprina se convierte en 6-mercaptopurina [6-
MP] por el glutatidn en la pared intestinal. A través de una via enzimatica de varios
pasos, el farmaco se descompone en metabolitos de tiopurina, nucledtidos de
tioguanina [TGN] y nucledtidos de metilmercaptopurina [MMPN].

A pesar de la falta de comprension del mecanismo de accidn de las tiopurinas, se
ha demostrado que la autofagia tiene un papel protector en los hepatocitos durante la
terapia con tiopurinas, sugiriendo que un tratamiento combinado de tiopurinas con
farmacos que inducen la autofagia puede reducir sus efectos adversos, mejorando su
eficacia y seguridad?®*. En otro estudio, se demostrd que la conversion bacteriana local
rapida del profarmaco de tioguanina en metabolito activo aumenta la autofagia en las
células epiteliales, lo que da como resultado una mayor eliminacion de bacterias
intracelulares y una disminucion de la inflamacidn intestinal y la activacién inmunitaria
en modelos de colitis inducida?®.

La azatioprina induce la autofagia a través de mecanismos que involucran la
modulacion de la sefializacién del objetivo de rapamicina (mTORC1) y la estimulacién
del sensor PERK de respuesta de proteina desplegada (UPR). La induccién de la autofagia
por azatioprina se correlacioné con mejor eliminacién de AIEC e indujo un aumento
significativo de LC3-Il unido al autofagosoma en poblaciones de células mononucleares
de sangre periférica ex vivo, lo que respalda los hallazgos in vitro. En pacientes, el
polimorfismo de un solo nucledtido ATG16L1 T300A asociado a EC no atenud la
induccién de autofagia por azatioprina2°®.

Anticalcineurinicos

La ciclosporina y el tacrolimus modulan la autofagia como parte de su
mecanismo de accién, pero no se ha identificado ningln vinculo con el metotrexato.
La ciclosporina, utilizada originalmente para prevenir el rechazo del trasplante de
6rganos, actua bloqueando la activacién de los linfocitos y otras células inmunitarias.
Como este farmaco tiene efectos muy citotdxicos, varios estudios han demostrado que
el tratamiento con ciclosporina puede inducir la autofagia en respuesta a la toxicidad,
ya sea como un proceso de supervivencia o como parte de un mecanismo de muerte
celular.Esto se acompaid de la inhibicion de mTORC1 y una respuesta al estrés del ER,
con bloqueo de la sefializacion del ER y disminucion de la acumulacion del marcador de
autofagia LC3-1l (Figura 19). Ademas, cuando se inhibe la autofagia mediante el bloqueo
de ULK1, ATG5 o ATG7, se demostrd que aumenta la muerte celular inducida por la
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ciclosporina. Estos resultados sugieren que la autofagia se induce como una respuesta
protectora a los efectos citotdxicos de la ciclosporina??”-2%8,

Agentes biolégicos

La sobreproduccion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias es una
caracteristica comun asociada con enfermedades inflamatorias. Para el tratamiento se
utilizan anticuerpos monoclonales que atacan y neutralizan citoquinas como TNFa, IL-
12,1L-23,1L-21, IL-22, IL-32 e IFN-y, con miras a disminuir la sefializacion proinflamatoria.
de Ell. Estos agentes bioldgicos generalmente se reservan para el tratamiento de
pacientes con EC refractaria o CU dependientes de esteroides para inducir y mantener
la remision.
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Figura 19. Farmacos actuales que modulan la via de la autofagia®32.

EI TNFa juega un papel importante en la modulacion de la respuesta inflamatoria
y, aunque los efectos del TNFa se han estudiado ampliamente en una variedad de tipos
de células, su mecanismo de accion en el intestino aun se desconoce. Un efecto
confirmado del TNFa es la modulacidn de la autofagia, que se ha observado en
fibroblastos sinoviales de pacientes con artritis reumatoide, en misculo esquelético, en
células lisas vasculares aterosclerdticas y en células trofoblasticas?®. El efecto del TNFa
sobre la mitofagia, un tipo especifico de autofagia que implica la degradacién de las
proteinas y organulos mitocondriales, también se ha demostrado en macrdéfagos de
ratén?10,
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La modulacidn de la autofagia representa una opcion terapéutica emocionante
para el tratamiento de la Ell. Sin embargo, hasta la fecha hay poca evidencia de que el
control de la autofagia pueda estar directamente relacionada con la mejora de la
enfermedad, con solo un estudio de casos publicado, donde el inhibidor de mTORC1
sirolimus (rapamicina) mejord los sintomas y la curacién en un paciente con EC grave
refractaria®!’.

La necesidad de explorar nuevas opciones con tratamientos combinados
destinados a modular tanto la UPR como la autofagia justifican una mayor investigacion.
A la luz de los resultados obtenidos hasta la fecha, parece que la autofagia es especifica
del tipo de célula que afecte, lo que dificulta vincular mecdanicamente la autofagia
inducida por farmacos con la modulacion de la enfermedad. Independientemente de
esto, existe una necesidad apremiante de determinar cémo estos medicamentos
modulan la via de la autofagia, especificamente en pacientes con mutaciones conocidas
en los genes que regulan la via de autofagia, y esto debe comenzar con la consolidacién
de estudios en un entorno in vitro. Sin duda, una comprensién mas completa de sus
mecanismos de accidon permitira tomar mejores decisiones mejor informadas con
respecto a la idoneidad del tratamiento farmacoldgico para la Ell de forma
individualizada 212,
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Hipotesis de trabajoy
Objetivos



HIPOTESIS:

La via de la autofagia parece tener un claro efecto modulador de la respuesta

inflamatoria en la colitis ulcerosa. Por lo tanto, podria existir una asociacidén entre los

perfiles de expresidon de proteinas relacionadas con esta via y el fenotipo, de manera

gue los cambios en la autofagia podrian ser un biomarcador de la enfermedad

OBJETIVOS

e El objetivo general es caracterizar perfiles de expresiéon de proteinas

relacionadas con autofagia y correlacionarlos con la evolucién de Ia

enfermedad.

e |Los

1.

objetivos especificos consisten en:

Determinar los perfiles de expresion de 6 proteinas relacionadas con la
autofagia p62, LC3, TRAF6, mTOR, Beclinl y PIK3CA en la mucosa intestinal
de pacientes con Colitis Ulcerosa.

Conocer si los patrones de expresidn de las proteinas caracteristicas de
autofagia tienen relacidn con las variables clinicas, analiticas y endoscdpicas
que incluyen el nivel de actividad, extensidn de la enfermedad y/o respuesta
adecuada al tratamiento.

Analizar el grado de asociacién entre cada patrén especifico de expresion
de proteinas y las variables fenotipicas que determinan la actividad
inflamatoria, extensidn y respuesta al tratamiento.

Evaluar cudles de los diferentes patrones de expresién de las proteinas
caracteristicas de autofagia demuestran valor prondstico de forma

independiente, representando utilidad para la practica clinica.
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Materiales y métodos
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1. Diseiio del Estudio

Estudio observacional prospectivo, cuyo objetivo es evaluar el perfil de expresion
de las proteinas relacionadas con la via de Autofagia y su impacto en el seguimiento.
Para ello, se incluyd una cohorte de pacientes con colitis ulcerosa en seguimiento en la
unidad de Ell del Hospital Universitario de Salamanca, los cuales se sometieron a
colonoscopia entre de junio de 2015 a septiembre de 2019.

Para la cohorte del grupo control se invité a participar a pacientes asintomaticos,
sin otras enfermedades autoinmunes o inflamatorias, incluidos en el programa de
cribado de CCR de nuestro centro con resultado de colonoscopia normal sin alteraciones
de la mucosa de colon. Se incluyeron finalmente en el estudio un total de 58 pacientes.
De la cohorte de pacientes con colitis ulcerosa se incluyeron 48 pacientes y de la cohorte
del grupo control se incluyeron 10 pacientes.

Criterios de seleccion
Los pacientes fueron seleccionados de forma consecutiva realizandose una
busqueda dirigida en las agendas de endoscopias destinadas a pacientes con Ell.

o Criterios de inclusion:

- Pacientes mayores de 18 afos.

- Firma del consentimiento informado del estudio.

- Pacientes con diagndstico compatible con CU segun criterios clasicos
clinicos, radioldgicos, histoldgicos, y endoscdpicos (criterios de Lennard-
Jones) a los que se les realizaba una colonoscopia.

- Seguimiento clinico de al menos tres afios posteriores a la
colonoscopia con o sin colonoscopia de control durante el seguimiento.

o Criterios de exclusion:

- Pacientes con seguimiento clinico posterior a la colonoscopia que

finalmente no cumplieran criterios diagndsticos de Lennard-Jones.

Variables clinicas:
e Caracteristicas basales:
o Edad: se recogid la edad de cada paciente en el momento del diagndstico y
la edad al diagnéstico de la enfermedad

o Género: Hombre o mujer.
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o Antecedentes familiares de Ell: Se tuvo en cuenta si los pacientes tenian
familiares de primer o de segundo grado con antecedentes de Ell.

o Habito tabaquico: Se definieron 2 categorias, fumador y no fumador. Entre
los primeros se incluyeron a todos aquellos que en algin momento habian
fumado, aunque no fuesen fumadores activos cuando se diagnosticd la
enfermedad, sin entrar en otras consideraciones dado el tamafio de la
muestra.

Caracteristicas de la enfermedad: Se agruparon los pacientes siguiendo la
clasificacién de Montreal para extensidn y gravedad, descrita previamente.
Manifestaciones extraintestinales: Se diferenciaron entre los que las habian
desarrollado y los que no. Se tuvieron en cuenta la artropatia periférica, eritema
nodoso, pioderma gangrenoso, uveitis o colangitis esclerosante primaria.
Ingresos por brote de la enfermedad o por problemas asociados a la misma: Se
analizo si el paciente habia requerido ingreso hospitalario en el transcurso de su
enfermedad, asi como el nimero de ingresos. Asimismo, se tuvo en cuenta si
alguno de esos ingresos fue debido a la aparicidn de alguna de las complicaciones
siguientes: megacolon, hemorragia digestiva, perforacién o absceso
intraabdominal.

Uso de corticoides en el primer brote y durante la evolucion de la enfermedad:

Utilizacidn de tratamiento esteroideo en el primer brote de la enfermedad y en

la evolucién de la enfermedad, previamente a la colonoscopia, asi como cudntos

meses antes.

Desarrollo de corticodependencia o corticorresistencia: Aparicion de

corticodependencia, definida como la reaparicion de la sintomatologia al reducir

la dosis por debajo de 10mg al dia de prednisona al dia o la necesidad de dos
ciclos de corticoides en un periodo de seis meses o de tres ciclos en un afo.

Corticorresistencia: se definié como la ausencia de respuesta a tratamiento con

corticoides a dosis adecuadas durante un periodo de tiempo preestablecido

antes de iniciar el tratamiento, entre una y dos semanas en funcion de la

gravedad del cuadro.
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Desarrollo de complicaciones asociada a la enfermedad: se analizo la presencia
de complicaciones como megacolon, hemorragia digestiva perforacion y el
desarrollo de displasia de alto grado o CCR.
Utilizacion de inmunosupresores o de farmacos bioldgicos: Se analizé si el
paciente, durante el curso de la enfermedad, habia recibido tratamiento con
farmacos inmunomoduladores: azatioprina, 6-mercaptopurina o metotrexato, o
con farmacos bioldgicos: infliximab o adalimumab, en cada uno de ellos se tuvo
en cuenta:
o Indicacién: induccidon de la remisidn; mantenimiento; manifestaciones
extra-intestinales.
o Respuesta clinica: mejoria de la sintomatologia sin/con otro tratamiento
concomitante.
o Remision clinica: desaparicion de la sintomatologia en ausencia de otro
tratamiento concomitante.
o Aparicién de efectos adversos y si su aparicién obligd a la retirada del
farmaco.
Reservoritis: se analizaron la presencia de reservoritis y la necesidad de cirugia
en esta situacion.
Cirugias: se evaluo si el paciente habia requerido cirugia o no en relacion con la
Ell. Si se habia procedido a reseccién intestinal o también si el paciente habia
recibido mas de una intervencidn quirdrgica en el caso de complicaciones y/o
drenaje de abscesos.
Fecha de la colonoscopia.
Actividad endoscépica en la colonoscopia de inclusién y la colonoscopia de
seguimiento, cuando hubo lugar, segln el subindice endoscépico de Mayo.
Actividad clinica en el momento de la inclusidon y durante el seguimiento,
combinada con la actividad endoscépica, medida por el indice UCDAI

Determinaciones seriadas de calprotectina fecal, cuando estuvo disponible.
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2. Métodos

El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién médica
(CEIm) del Hospital Universitario de Salamanca. Todos los pacientes y controles firmaron
un consentimiento informado al inicio del estudio, tras ser invitados a participar y previo
a la recogida de la muestra (ver ANEXO-I).

Recogida de datos clinicos

Se reviso la historia clinica de todos los pacientes y se recogieron los datos de la
evolucién clinica, extension y comportamiento de la enfermedad mediante estudio
endoscdpico y técnicas radioldgicas, se clasificaron segln los criterios de Montreal, y
fueron recogidos de forma prospectiva de la historia clinica de los pacientes. Se
completaron mediante entrevista presencial o telefénica en aquellos casos en los que la
informacién era incompleta. Los datos se incluyeron en una tabla de EXCEL para
posterior tratamiento estadistico.

Obtencion y procesado de las muestras

Las colonoscopias se realizaron con endoscopios de la marca comercial Olympus,
modelo GIF H180. Las biopsias recogidas con pinza de forma pareada se evaluaron por
parte de patdlogos pertenecientes al servicio de Anatomia Patolégica como
procedimiento habitual. Se obtuvieron portaobjetos de todas las muestras tefiidas con
eosina y hematoxilina descartandose displasia. La muestra pareada se procesaba al
momento y se confirmaba la presencia de las mismas alteraciones, descartandose
igualmente displasia, mediante el estudio morfoldgico de las biopsias en fresco, antes
de proceder a la extraccion de proteinas. El estudio morfoldgico de una biopsia en fresco
es un procedimiento que requiere que el tejido esté carente de fijacidén y que ha de ser
remitido inmediatamente de su toma al departamento de Anatomia patoldgica. En el
laboratorio se procesaron las muestras para su congelacion con nitrégeno liquido a -
1909C y posteriormente se cotejaron al microscopio, antes de ser remitidas al
laboratorio de la Unidad de Medicina Molecular del Departamento de Medicina,
Universidad de Salamanca, donde se procedid a la extraccidn y purificacion de proteinas.

Extraccién de proteinas
La extraccion de proteinas se llevé a cabo a partir de las muestras de tejido de
mucosa de colon recogidas mediante pinza de biopsia. De las biopsias recibidas de

mucosa de colon, se tomaron muestras de 100-200mg y se homogeneizaron en tampon
de lisis RIPA (1% lgepal, 0.5% deoxicolato sddico, 0.1% SDS en PBS 1X) suplementado
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con inhibidor de proteasas Api (pepstatina A, aprotinina y leucopeptina) con ayuda del
homogeneizador Polytron® System PT 1200 E, (Thermo Fisher Scientific). La mezcla se
incubd durante 30 minutos a 42C en agitacion y se centrifugé a 12000g durante 15
minutos a 42C, trasladando el sobrenadante, que es el que contiene el extracto proteico
total, a un nuevo tubo Eppendorf® y almacenandolo a -802C para evitar la
desnaturalizacion y degradacion de la muestra, hasta el momento de su uso.

Anticuerpos
Para este trabajo se han utilizado ocho anticuerpos primarios diferentes, dos

anticuerpos secundarios conjugados con la peroxidasa de rabano (HRP). Se muestran a
continuacion (Tablall):

Tabla 11. Anticuerpos usados en este trabajo en los experimentos de Western Blot.

Anticuerpo Tipo Origen Concentracion Casa comercial Tamano
WB proteina
(KDa)

Anti-LC3B Primario Conejo 1:1000 Novus 17 (LC3-
Biologicals I y 19
(NB600-1384) (LC3-1)

Anti-p62 Primario Conejo 1:2000 Abcam® 62
(ab109012)

Anti-mTOR Primario Conejo 1:2000 Cell signaling 289
(#2972)

Anti- Primario Ratén - Sigma-Aldrich

aTubulina (T6199)

Anti-Beclinl Primario Ratén 1:2000 Abcam® 70
(ab114071)

Anti-PI3KCA Primario Conejo 1:1000 Abcam?® 110
(ab40776)

Anti-TRAF6 Primario Conejo 1:8000 Abcam® 58
(ab3915)

Anti-B-actina Primario Raton 1:10000 Sigma-Aldrich 42

Anti-Rabbit Secundario Cabra 1:10000 Millipore

(HRP) (AP307P)

Anti-Mouse Secundario Cabra 1:10000 GE Healthcare

(HRP) (NXA931)
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Analisis de proteinas por electrotransferencia e inmunodetecciéon (Western-Blot)

Mediante esta técnica analizamos la expresion de las proteinas LC3B,
p62/SQSTM1, TRAF6, mTOR, Beclinl y PI3KCA. Las proteinas extraidas de la mucosa de
colon de nuestros pacientes se cuantificaron mediante el método de la Seroalbimina
bovina (BSA) o en un Nanodrop® ND2000 (Thermo Fisher Scientific, Johannesburgo,
Sudafrica). Para realizar la electroforesis, las muestras de proteina total se prepararon
mezclando 200ug de cada extracto proteico con tampdn de carga (Tris 100mM pH 6.8,
20% glicerol, 4% SDS, 0.05% azul de bromofenol y 2% B- mercaptoetanol) y se
desnaturalizaron durante 5-10 minutos a 1002C en un bafio seco. Tras esto, se procedid
a la carga de las muestras en geles SDS-PAGE para su separacién en funciéon del tamafio
mediante electroforesis vertical con minigeles discontinuos (Sodium-Dodecylsulfate-
Polyacrilamide Gel Electrophoresis) siguiendo el protocolo de Laemmli?13,

El gel separador se prepard a un porcentaje de acrilamida adecuado al tamafo
de las proteinas a separar (8-12% acrilamida/bis-acrilamida 30%) (BioRad) en tampdn
Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 y SDS al 10%. Encima del gel separador, se prepardé un gel
concentrador al 4% acrilamida/bis acrilamida 30% en tampdn Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 y
SDS al 10%. Para la polimerizacién de los geles se utilizé AMPS (persulfato de amonio) y
TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina). La electroforesis se realizd a 150 voltios en
condiciones desnaturalizantes en tampén de electroforesis (Tris 20mM, Glicina 192mM
y SDS al 1%) y como marcador de peso molecular se utilizé el marcador PageRuler™
Prestained Protein Ladder Plus (Thermo Fisher Scientific), en el que los tamafos que
muestra en kDa son: 170, 130, 100, 70, 55, 35, 25, 15y 10.

Una vez separadas por tamafio, las proteinas fueron transferidas a una
membrana de PVDF Immobilon-P (Millipore Corporation) utilizando el sistema de
transferencia semiseca TRANS BLOT® SD (BioRad) durante 45 minutos a 15 voltios en
tampdén 25mM Tris-HCl pH 8.5, 192mM Glicina y 20% metanol. Posteriormente, la
membrana fue bloqueada durante 1 hora en una solucion de leche desnatada en polvo
al 5% en TBS-T (0.1 % Tween-20 en TBS) para saturar todos los sitios inespecificos de
unién a proteinas. A continuacién, la membrana se incubd con el anticuerpo primario
especifico para la proteina de interés a la dilucién adecuada (Tabla 11) en TBS-T con BSA
(Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich) al 3% toda la noche a 4°C.

Tras varios lavados con TBS-T en agitacion, la membrana se incubd con el
anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa de rabano (HRP)
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Tras nuevos lavados de la membrana con
TBS-T, se utilizo el sistema de quimioluminiscencia basado en la oxidacion del luminol
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en presencia de perdxido de hidrogeno Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Fisher Scientific), segun las especificaciones del fabricante y se expuso la membrana a
peliculas fotosensibles de autorradiografia (FUJIFILM) para la deteccion de
proteinas?'421>,

Los fragmentos correspondientes a las proteinas de interés se cuantificaron
usando el programa de analisis de imagen ImagelJ Features (Microsoft Java 1.1.4 public
domain in https://imagej.nih.gov/ij/).

Amplificaciénde la seial o |
quimica lluminiscente ] e -H2D N2
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Figura 20. Fundamento tedrico de la deteccion de proteinas mediante la técnica Western Blot
por reaccion quimioluminiscente. (HRP: peroxidasa de rdbano).

3. Analisis Estadistico

La descripcion de los datos cuantitativos se ha realizado mediante la media y
desviacidn tipica en el caso que la variable siguiera una distribucion Normal. Se ha
calculado la mediana y su rango intercuartilico si la distribucién no fuera Normal. Las
variables cualitativas se han descrito con frecuencias y sus respectivos porcentajes.

La representacion de los datos se ha llevado a cabo mediante diagramas de
sectores y barras para variables cualitativas y mediante box-plot para variables
cuantitativas. El diagrama de puntos o dispersidon se ha representado para ilustrar la
asociacion entre variables cuantitativas.
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Para contrastar la normalidad de las variables se ha aplicado el test de
Kolmogorov-Smirnov con la correccidn de Lilliefors. La comparaciéon de dos medias
poblacionales cuando la variable sigue una distribucién Normal se ha llevado a cabo
mediante el test t en el caso de varianzas poblacionales iguales o con el test t mediante
la aproximacién de Welch cuando las varianzas poblacionales son diferentes. Si el
numero de poblaciones a comparar es mayor de dos se ha aplicado el Analisis de la
Varianza para un factor (ANOVA) en el caso de variables normales y homoceddsticas o
el test no paramétrico Kruskall-Wallis cuando no se cumplieron alguno de los supuestos
de normalidad y homocedasticidad. En el caso de detectar diferencias estadisticamente
significativas mediante la ANOVA o Kruskall-Wallis se utilizan los tests a posteriori de
Bonferroni o Dunn respectivamente. Cuando las medidas son apareadas porque se
repiten en el tiempo o porque son sometidas a situaciones diferentes se ha aplicado el
test t para datos apareados o test no paramétrico de Wilcoxon dependiendo de la
normalidad de los datos.

La asociacion entre variables cualitativas se ha analizado aplicando el test Chi-
cuadrado para tablas de contingencia siempre que el nimero de frecuencias superiores
a 5 fueran mayor de un 20%, en caso contrario se utilizé el test exacto de Fisher. Para el
analisis de asociacion de variables cuantitativas se ha calculado el coeficiente de
correlaciéon de Pearson en el caso de que las variables fueran cuantitativas o el
coeficiente de correlacidn de Spearman si una de las variables o ambas estan medidas
en escala ordinal.

El nivel de significacion se ha fijado en 0,05. Los andlisis estadisticos se han
realizado mediante el programa estadistico SAS-JMP version 12.

Los datos ampliados y las tablas complementarias resultantes del andlisis estan
disponibles en el ANEXO-II.
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1. Caracteristicas clinicas

Lla muestra estd compuesta mayoritariamente por pacientes menores de
40 afios (62,5%), con predominio de los diagnosticados entre 16 y 40 afios
(54,1%), si bien hay mayor concentracién de pacientes con edades comprendidas
entre 30 y 40 aiios. La edad media al diagndstico fue de 37,68 + 14,32 aios. Los
porcentajes de los distintos grupos de edad se muestran en la siguiente figura:

Figura 21. Distribucion de grupos de edad al dignéstico (n (%)).

<40 aios 30 (62,5%)

< 16 afios 4 (8,3 %)
> 16 afios 26 (54,1 %)

> 40 afos 18 (37,5%)

H <16 m>16y<40 W>40

Respecto al género, la serie muestra un ligero predominio del sexo
masculino (60,4%). El 35,4% de los pacientes eran fumadores o habian fumado.
La duracién media de la enfermedad desde la edad del diagndstico fue de 11,43
afios con un seguimiento maximo desde el diagndstico de 18 afios. Solo 4
pacientes (8%) refirieron antecedentes familiares de primer grado con
diagnéstico previo de CU.

En relacidn a la extension de la enfermedad aplicando la Clasificacion de
Montreal de la enfermedad inflamatoria intestinal, cerca de la mitad de los
pacientes presentaban una pancolitis (E3) (47,9%), con menor predominio de la
afectacién izquierda (E2) (35,4%) y la proctitis (E1) (16,6%).

Evaluando las frecuencias de la gravedad, hubo un predominio de

enfermedad moderada (S2)(35,4%) y grave (S3) (2,1%) y hasta un 33,3 % de
enfermedad leve (S1). El resto de los casos (29,1%) se encontraban al momento
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de la inclusién en forma inactiva o en remisién (S0), con lo que la mayoria de los
grupos de gravedad eran uniformes.

En el 16,6% se asocid la presencia de manifestaciones extraintestinales,
con predominio de la afectacion oligoarticular asimétrica (8,3%), uveitis anterior
con inyeccion ciliar (6,2%) y hepatitis autoinmune tipo | asociada (2,1%).

Respecto a las complicaciones durante el seguimiento, el 29,1% de los
pacientes habian tenido al menos un ingreso hospitalario y en el 2,1% presentd
alguna complicacién asociada a la enfermedad (CCR y/o displasia de alto grado).
No se describié ninguna complicacion en forma de presentacion de megacolon
toxico ni perforacion. En la tabla 12 se describen (en nimero y porcentaje) las
caracteristicas de las variables analizadas.

Tabla 12. Variables clinicas de pacientes y controles [n (%), (X =DT)].

Sexo (Mujer/Varon) 19 (39.6) / 29 (60.4) 5/5
Edad (afios) 48,52 + 18,46 58,90 £ 5,36
Tabaco, n (nunca/si) 31(64.6) /17 (35.4) 8(80)/2(20)
Duracién enfermedad (afios) 11.43 £18,01
Extension, n (%)
E1-Proctitis 8(16.6)
E2-Colitis Izquierda 17 (35.4)
E3-Pancolitis 23 (47.9)
Gravedad, n (%)
SO - Remision 14 (29.1)
S1- Leve 16 (33.3)
S$2- Moderada 17 (35.4)
$3- Grave 1(2.1)
M. Extraintestinales (si/no) 8 (16.6) / 40 (83.3)
Complicaciones (si/no) 14 (29.2) / 34 (70.8)
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2. Opciones farmacoldgicas y terapéuticas.

En cuanto a las opciones terapéuticas, se emplearon aminosalicilatos en
todos los pacientes y en el transcurso de la enfermedad se utilizaron corticoides
en el 87,5%; mientras que solo en el primer brote los recibieron el 64,5%. De los

paciente que recibieron corticoides, el 56,2% desarrollé corticodependencia y
solo el 2,1 % corticorresistencia.

Tabla 13. Tipos y modalidades de tratamientos [n (%)].

5-ASA 48 (100)
Glucocorticoides 42 (87.5)
ler brote 31 (64.6)
Corticodependencia/Corticorresistencia (CD/CR) 27/1
Azatioprina 27 (56.2)
Monoterapia 21
Combinado 5
Otras causas 1
Remision libre de CE o respuesta 23
Anti-TNFa 20 (41,6)
IFX 14 (29,1)
Respuesta 13 (92,8) *
Remision clinica 8(57,1) *
ADA 6 (12,5)
Respuesta 4 (66,6) *
Remision clinica 1(16,6) *
Antiintegrina-VEDO 3 (6,25)
Respuesta 3(100) *
Remision clinica 1(33)*
Cirugia 2(4,2)

*
Representan los porcentajes respecto a los que recibieron dicho tratamiento
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Figura 22. Respuesta a corticoides.
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Azatioprina se utilizd en el 56,3% de los casos; en monoterapia en 21
casos (43,8%) y en combinacion con biolégico en 5 casos (10,4%). A un caso se le
administraba previamente por coexistir diagndstico anterior de hepatitis
autoinmune (2,1%).

Su indicacién principal fue el mantenimiento de la remision en el 87,5%,
obteniéndose remision libre de corticosteroides en 23 casos (47,9%) de los casos
tratados con inmunomoduladores. Ningln paciente de la muestra recibid 6-
mercaptopurina.

Figura 23. Porcentaje de pacientes que recibieron tratamiento con AZA.

m Otro
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con bioldgico
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monoterapia
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Los farmacos bioldgicos anti-TNF se emplearon en el 41,6% y anti-
integrina en el 6,25%. Se administré infliximab al 29,1% y presentando respuesta
clinica el 92,8%, definida por un descenso de la actividad mayor a tres puntos
segun UCDAI; y alcanzando remisién clinica el 57,1% de los tratados. A 6
pacientes de esta muestra se les pautd adalimumab con respuesta en el 66,6 %
y remision del 16,6% de los tratados; y a 3 pacientes con vedolizumab con 100%
de respuesta y 33% de remisidén clinica, pero por su escaso numero se ha
desestimado mayor analisis estadistico de estos aspectos.

En ninguno de los casos moderados o graves se optd por el uso de
ciclosporina. El 6,25% de los pacientes de nuestra muestra presentaron alguna
reaccion adversa leve asociada a azatioprina y el 2,1% a infliximab.

Figura 24. Porcentaje de pacientes con respuesta y remision clinica a cada
uno de los tratamientos anti-TNFa recibidos.

INFLIXIMAB
ADALIMUMAB

Remisién
clinica

57%
Respuesta _ Remision

parcial clinica
93% Respuesta 16,6%
parcial
67%

El 4,2% de los pacientes fueron sometidos a cirugia, los cuales necesitaron
reseccion intestinal por falta de respuesta al tratamiento médico. El tipo de
cirugia empleada fue panproctocolectomia con ileostomia temporal, seguida de
una reconstruccion con reservorio ileoanal. Se logré remisidon clinica tras la
cirugia en todos los casos durante el periodo de seguimiento del estudio.
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3. Andlisis descriptivo de las asociaciones entre las variables a estudio

atendiendo a la extension de la enfermedad.

Para el andlisis de asociacidn de las variables clinicas con la extension se
ha empleado la clasificacion de Montreal que designa E1 para proctitis, E2 para
colitis izquierda y E3 para pancolitis. No se ha detectado relacion entre la
extension y el género, la presencia o no de habito tabaquico, la duracion de la

enfermedad ni con la presencia de manifestaciones extra-intestinales. Si bien se

apreciaron diferencias en cuanto a las complicaciones como mayor numero de

ingresos en aquellos casos con mayor extension de la enfermedad de colitis

izquierda a pancolitis.

Tabla 14. Distribucidn entre extensién y variables clinicas [n (%)].

Extension
Variables clinicas p-valor
E1l E2 E3
Si 5 (37,5%) 5 (29,4%) 7 (30,4%) 0,115
Tabaquismo
No 3(62,5%) 12 (70,6%) 16 (69,6%)
Si 2 (25%) 7 (41,2 %) 5(21,7%) 0,432
Complicaciones
No 6 (75%) 10 (58,8%) 18 (78,3%)
Uso de Si 4 (50%) 16 (94,1%) 22 (95,7%) 0,01
corticoides No 4 (50%) 1(5,9%) 1(4,3%)
Respuesta a CD/CR 1(12,5%) 13 (76,5%) 14 (60,8%) | 0,0026
corticoides Respuesta 7 (87,5%) 4 (23,5%) 9 (39,2%)
Si 1(12,5%) 12 (70,6%) 14 (60,8%) | 0,0067
AZA
No 7 (87,5%) 5 (29,4%) 9 (39,1%)
Si 2 (25%) 7 (41,2 %) 5(21,7%) 0,432
IFX
No 6 (75%) 10 (58,8%) 18 (78,2%)
Si 2 (25%) 3(17,7%) 1 (4,4%) 0,668
ADA
No 6 (75%) 14 (82,3%) 22 (95,6%)

Con respecto a la necesidad de distintos tratamientos o la presencia de
complicaciones segun extension de la enfermedad, existieron diferencias en
cuanto al uso de corticoides y azatioprina (Tabla 14), pero lo que resulta de mayor
interés destacar es la respuesta a los distintos tratamientos respecto a la
extension, y unicamente se encontraron diferencias en corticodependencia de
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aquellos con colitis izquierda respecto a los que tenian pancolitis (76,5 vs 60,8%),
asi como en el empleo de azatioprina en el grupo con colitis izquierda vs proctitis
(70,6 vs 12,5%).

14

12

2 10

.
()]

S 4

z 2

0

El E2 E3

m no complicaciones  m Si complicaciones

Figura 25. Presencia de complicaciones segun extension.

4. Analisis exploratorio de las asociaciones entre las variables a estudio

atendiendo a la gravedad de la enfermedad y respuesta al tratamiento.

El analisis de la asociacion entre las variables clinicas y la gravedad de la
enfermedad o la respuesta a farmacos, se realizd con la escala T-W, que define
SO para silente, S1 para leve, aglutinando S2 y S3 para moderado-grave.

No se ha detectado relacién entre la gravedad y las variables clinicas. Esta
ausencia de significacion estadistica puede ser debida al tamafio de la muestra del
estudio. No obstante, en algunas de estas asociaciones, cuando hemos
encontrado una diferencia absoluta entre los porcentajes de al menos un 15%,
hemos resaltado dicho resultado por haberlo considerado clinicamente relevante,
como reflejo de tendencia, aunque no hubiera significacion estadistica.

Con respecto a la necesidad de distintos tratamientos segun la actividad
de la enfermedad, y concretamente en la respuesta a los tratamientos en funcién
de los distintos niveles de gravedad, no hubo diferencias en la distribucién de los
diferentes farmacos empleados en el momento de inclusién en el estudio.
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Tabla 15. Asociacién entre gravedad y variables clinicas [n (%)].

Gravedad
Variables clinicas p-valor
SO S1 S2-3
Duracidn de la <11 7 (50%) 7 (43,7%) 12 66,7%
0,117
enfermedad (afos) >11 7 (50%) 9 (56,3%) 6 (33,3%)
Tabaquismo Si 3(21,4%) 5(31,3%) 9 (50%)
0,544
No 11 (78,6%) 11 (68,7%) 9 (50%)
Complicaciones Si 5(35,7%) 5(31,3%) 4(22,4%)
0,796
No 9 (64,3%) 11 (68,7%) 14 (77,6%)
Uso de corticoides No 1(7,1%) 3(18,7%) 2 (11,1%)
0,351
Si 13 (92,9%) 13 (81,3%) 16 (61,2%)
No 6 (42,8%) 7 (43,7%) 8 (44,4%)
AZA 0,961
Si 8 (57,2%) 9 (56,3%) 10 (55,6%)
No 9 (64,3%) 13 (81,3%) 12 (66,7%)
IFX 0,294
Si 5 (35,7%) 3 (18,7%) 6 (33,3%)
No 12 (85,7%) 13 (81,3%) 17 (94,4%)
ADA 0,743
Si 2 (14,3%) 3 (18,7%) 1(5,5%)
No 14 (100%) 15 (93,7%) 16 (88,9%) 0,341
VEDO
Si 0 (0%) 1(6,25%) 2 (11,1%)

De los pacientes con enfermedad grave mas del 60% eran
corticodependientes o corticorresistentes. No se encontraron diferencias
significativas respecto a la respuesta a corticoides en el grupo de actividad leve
respecto al moderado a grave (44 %vs 38,8%), ni tampoco al uso de azatioprina.
Mas del 50% de los pacientes en el momento de inclusién estaban recibiendo
azatioprina en cada uno de los grupos. El 33% de los pacientes con enfermedad
grave recibié infliximab, mientras el 18% y 35% con enfermedad moderada o leve
respectivamente, lo estaban recibiendo a la inclusion en el estudio. Se sometieron
a colectomia 2 casos graves por falta de respuesta al tratamiento con biolégicos.

Las categorias "respuesta" y "remision" se describen en base al total de los
que recibieron dicho tratamiento. Un mismo paciente puede tener respuesta y
remisidon como se recoge en la definicion de variables. La respuesta a farmacos
bioldgicos, en concreto Infliximab, fue mayor en aquellos casos con curso clinico
leve frente a los de actividad moderada a grave (100 vs 83%). La remision clinica a
cada uno de los tratamientos bioldgicos atendiendo a los grupos de gravedad se
logra en al menos el 50% en los que se empled infliximab y en el 100% en los que se
administré Vedolizumab (Tabla 16).
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Tabla 16. Asociacién entre tratamientos recibidos y respuesta [n (%)].

Gravedad
Variables clinicas p-valor
SO S1 S2-3
No 1(7,1%) 3 (18,7%) 2 (11,1%)
Uso de 0,351
Si 13 (92,9%) 13 (81,3%) 16 (61,2%)
Corticoides
Respuesta 6 (42,8%)* 7 (43,7%)* 7 (38,8%)*
0,431
CD/CR 8(57,2%)* 9 (56,3%) * 11 (61,2%)*
No 6 (42,8%) 7 (43,7%) 8 (44,4%)
AZA Si 8 (57,2%) 9 (56,3%) 10 (55,6%) 0,961
Respuesta 7 (87,5%)* 7(77,7%)* 9 (90%)*
No 9 (64,3%) 13 (81,3%) 12 (66,7%)
0,294
Si 5 (35,7%) 3 (18,7%) 6 (33,3%)
IFX
Respuesta 5 (100%)* 3 (100%)* 5(83,3%)*
Remision 3 (60%)* 2 (66,6%)* 3 (50%)*
No 12 (85,7%) 13 (81,3%) 17 (94,4%)
0,743
Si 2 (14,3%) 3 (18,7%) 1(5,5%)
ADA
Respuesta 2 (100%)* 1(33,3%)* 1 (100%)*
Remisién 1(50%)* 0 (0%)* 0 (0%)*
No 14 (100%) 15 (93,7%) 16 (88,9%) 0,341
Si 0 (0%) 1(6,25%) 2 (11,1%)
VEDO
Respuesta - 1 (100%)* 2 (100%)*
Remisién - 0 (0%)* 1(50%)*
*Representan los porcentajes respecto al total de los que recibieron tratamiento.
Infliximab Adalimumab Vedolizumab
100 100 100 100 100 100
83,3
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Figura 26. Porcentaje de respuesta a tratamientos bioldgicos recibidos [%].
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5. Estudio de la expresion de las proteinas relacionadas con la ruta de

autofagia en muestras tisulares de pacientes con Colitis Ulcerosa.

5.1.

El objetivo es analizar el proceso de la autofagia en la mucosa de colon
normal y en pacientes con colitis ulcerosa con y sin actividad inflamatoria. Para
ello se busca determinar que proteinas relacionadas con autofagia podrian ser
factores diagnodsticos o prondsticos de dicha condicion. Hemos estudiado
mediante western blot las proteinas p62/SQSTM1, LC3B y TRAF6 en 58 muestras
de mucosa de colon. En los casos analizados para mTOR los resultados se han
determinado tras el andlisis de 55 muestras, Beclinl se analizé en 35 muestras,
finalmente, PIK3CA se analizé en 25 muestras, obtenidas tras la realizacion de
los westerns blot que se obtuvieron para una evaluacion valida de dicha
expresion. Dichas diferencias en el tamafio muestral han sido consideradas
respectivamente en los sucesivos analisis sin desequilibrio de los grupos
establecidos en el disefio del estudio.

Para poder determinar si la expresidon de alguna de estas proteinas esta
relacionada con la extensién o la gravedad de la enfermedad, se analizaron
también 10 muestras de individuos sanos a los que se les realizaba colonoscopia
en el contexto del programa de cribado de otras enfermedades no inflamatorias
en poblacién asintomatica. En todos los casos estudiados, los resultados fueron
normalizados usando una muestra control presente en todas las réplicas y
membranas de estudio. Se empled B-actina como muestra de normalizacién
cumpliéndose las caracteristicas requeridas para ello segun las estrategias de
normalizacién mas extendidas?!®.

Analisis de la expresion de la proteina p62.
El estudio de la expresidn de la proteina p62 se llevé a cabo mediante

western-blot, observandose densidad nula o tenue de los fragmentos de 62KDa
gue se corresponden con la proteina (Figura27).

62KDa | . ‘ B 062
12KD7 . e D G w— {0

Figura 27. Imagenes representativas de western blot de la expresion de p62 y B-actina
(control de carga) en muestras de mucosa de colon.
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El andlisis de la expresién de la proteina p62 mostré que en
aproximadamente el 79,3% de las muestras los niveles de expresién eran
practicamente nulos o carecian de expresién. Mientras el 20,7% restante
mostraba una expresién muy marcadamente disminuida comparada con la del

cuantificacidon densitométrica (Figura 28).
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Figura 28. Representacion grafica de la expresion de la proteina p62 en muestras tisulares de mucosa de
colon. Se representa la cuantificacién densitométrica con la ratio de proteina de interés/B-actina de cada
muestra normalizado respecto al control seleccionado (T98G).

Al analizar las diferencias entre los grupos de extensién y la expresién de
p62 se han detectado diferencias significativas entre las medianas poblacionales
(p-valor=0,007). Las diferencias detectadas por el test a posteriori de Dunn son
entre grupo control y colitis izquierda (p-valor=0,018, diferencia de medianas de
0,033), y entre pancolitis y colitis izquierda (p-valor=0,046, diferencia entre
medianas de 0,027) (Figura 29), sugiriendo que, aun con niveles absolutos tan
bajos, p62 podria tener valor como marcador de extension.
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Figura 29. Representacién en Box-Plot de la distribucién de los valores de la expresion de la proteina p62
en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la extension de la enfermedad. Los segmentos
entre box-plot muestran entre que grupos hay diferencias estadisticamente significativas.
Prueba test de Dunn (* p<0,05; ** p<0,01).
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En el estudio de la expresién de la proteina p62 atendiendo a los grupos
de gravedad de la enfermedad, se observo que todos los grupos cumplian con la
normalidad y eran homocedasticos, por lo que se usaron las medias realizando
analisis del Anova. Se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre las medias de p62 (p-valor=0,04). Si analizamos las diferencias entre los
grupos se muestra que la Unica comparacion significativa es la del grupo control
con los pacientes con afectacién leve (S1) (p-valor=0,0264).
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Figura 30. Representacion de los intervalos de confianza para las medias de los valores de expresion de la
proteina p62 en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la gravedad de la enfermedad.
(Lineas verdes: IC al 95%, lineas azules: MediatError estandar). Los segmentos entre box-plot muestran
entre que grupos hay diferencias estadisticamente significativas. Test de Bonferroni (* p<0,05).

La comparacién entre el grupo con actividad, el grupo en remisién y el
grupo control puso de manifiesto que la ausencia de p62 esta relacionada con
los grupos con enfermedad, pero también con el grupo control (Test exacto de
Fisher: p-valor<0,001) (Tabla 17). Por tanto, la ausencia o baja expresién de la
proteina, no se asocid ni gravedad ni a ninguna de las variables clinicas analizadas
en las muestras de nuestro estudio. Ello sugiere que dicha ausencia de expresién
podria estar relacionada con activacidn de la via de autofagia tanto en mucosa
de colon normal como en la de los pacientes con CU.

Tabla 17. Porcentajes de pacientes segun la expresion de p62.

p62
. 4 . Lo Expresion
Sin expresion Baja expresion
normal

Actividad 31 3 0
91,2% 8,8% =
Remision 13 ! 0
92,8% 7,2% =
Control 2 8 0
20% 80% -
Total 46 12 0

79,3% 20,7%
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5.2. Analisis de la expresion de la proteina LC3B.

LC3B-Il / B-actina (U.A.D.)

El estudio de LC3B se llevé a cabo mediante western blot y permitid
detectar, tanto la forma LC3B-l, que se detecta a 19KDa; como la forma
conjugada con fosfatidiletanolamida, LC3B-Il. A pesar de que esta ultima tiene
mayor peso molecular, migra mds rapido en SDS-PAGE debido a su
hidrofobicidad, por lo que muestra un peso molecular aparentemente mas bajo
y se detecta a 17KDa. (Figura 31).

19KDa
17KDa

LC3B-I
LC3B-II

Figura 31. Western blot de la expresion de LC3B en algunas de las muestras de mucosa de
colon estudiadas y B-actina (control de carga).

El andlisis de la expresidn de las proteinas LC3B-1 y Il en mucosa de colon
mostré resultados homogéneos comparados entre si, tomandose como
referencia las medidas de LC3B-Il. Aproximadamente el 65% de las muestras con
actividad presentaban niveles de expresion normales frente al 7% de las
muestras en remisién, con expresién disminuida, y los controles sin enfermedad
en los que mas del 90% carecian de expresion o era practicamente nula (Figura
32 y tabla 18).
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Figura 32. Representacion grafica de la expresidn de LC3B-1l en muestras tisulares de mucosa de colon. Se
representa la cuantificacién densitométrica con la ratio de LC3B-Il/B-actina de cada una de las muestras
normalizadas respecto al control seleccionado (T98G).
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Al analizar estos resultados de expresion y las variables clinicas de los
pacientes, vimos que no existia una asociacion significativa. La asociacion entre
la expresion de LC3B-Il y la extension presenta resultados estadisticamente
significativos (p-valor<0.001). Las diferencias se han detectado entre el grupo
control y proctitis (p-valor=0,0005; diferencia entre medianas=0,911), asi como
entre control y colitis izquierda (p-valor=0,0013; diferencia de medianas=0,611)
y entre control y pancolitis (p-valor=0,009; diferencia de medianas=0,57) para la
proteina LC3B-II (Figura 33).
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Figura 33. Representacion en Box-Plot de la distribucidn de los valores absolutos de la expresion de la
proteina LC3B en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la extensién de la enfermedad. Los
segmentos entre box-plot muestran entre que grupos hay diferencias estadisticamente significativas.
Prueba test de Dunn (* p<0,05; ** p<0,01).

En el estudio de la expresion de la proteina LC3B, atendiendo a los grupos
de gravedad de la enfermedad, se hallaron diferencias estadisticamente
significativas (p-valor<0,0001). Las diferencias se detectaron entre el grupo
control y los grupos con actividad leve y moderada-grave (p-valor=0,0002;
diferencia de medianas=-0,75 y p-valor<0,0001; diferencia de medianas=-0,84,
respectivamente), e inactivo frente a los grupos de actividad leve y moderada-
grave (p-valor=0,0063; diferencia de medianas=-0,47 y 0,0006; diferencia de
medianas=-0.75, respectivamente).

Por tanto, parece clara la relacidon entre mayor grado de actividad y mayor
nivel de expresion de LC3B con diferencias mas patentes al establecer
comparaciones con el grupo control, aunque no parece ser un marcador éptimo
para discriminar entre el grupo con actividad leve y el grupo con actividad
moderada a grave.
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Figura 34. Representacion en Box-Plot de la distribucidn de los valores absolutos de la expresion de la
proteina LC3B-Il en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la gravedad de la enfermedad.
Los segmentos entre box-plot muestran entre que grupos hay diferencias estadisticamente significativas.
Prueba test de Dunn (* p<0,05; ** p<0,01).

La comparacion entre los grupos de pacientes y control, mostré que la
expresion de LC3B-Il esta asociada con la activacion de la via de autofagia en
mucosa de colon como en estudios previos (Test exacto de Fisher: p-valor<0,001)
(Tabla 18), sugiriendo que esta proteina podria estar relacionada con el grado de
actividad y extensidn de la enfermedad, sin poder obtener la potencia estadistica
suficiente para demostrar que es capaz de discriminar entre diferentes niveles
de actividad, probablemente por el tamafio muestral del estudio.

Tabla 18. Porcentajes de pacientes segun la expresion de LC3B-II.

LC3B-II
. L. . L. Expresion
Sin expresion Baja expresion
normal
Actividad 1 11 22
2,9% 32,3% 64,7%
Remision 6 7 1
42,8% 50% 7,2%
Control 9 ! 0
90% 10% 0%
Total 16 19 23
27,6% 32,7% 39,6%
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5.3. Analisis de la expresion de la proteina TRAF®6.

El estudio de la expresién de la proteina TRAF6 mediante western blot,
permitié observar un fragmento a 58KDa que se corresponde con el tamafio de
la proteina (Figura 35).

42KDa B-actina

Figura 35. Western blot de la expresidon de TRAF6 en algunas de las muestras estudiadas.
B-actina fue el control de carga.

El analisis de la expresion de la proteina TRAF6 en colitis ulcerosa y
controles sanos mostrd expresiones normales de la proteina en el 26% de los
casos con actividad, mientras que el 44% la tenia disminuida y el 29% restante
carecia de expresién como ocurrié en el 100% de las muestras del grupo en
remisién y el 100% de los controles sanos (Figura 36).
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TRAF6 / B-actina (U.A.D.)

Figura 36. Representacion grafica de la expresion de TRAF6en muestras tisulares de mucosa de colon. Se
representa la cuantificacion densitométrica con la ratio de TRAF6/B-actina de cada una de las muestras
normalizadas respecto al control seleccionado (T98G).

El estudio de asociacién entre los resultados de expresidon de TRAF6 y las
variables clinicas y demogréficas de los pacientes no mostré diferencias
significativas entre ellos. No obstante, se ha detectado que hay diferencias en la
expresion de TRAF6 y la extensidon (p-valor<0,001). Las diferencias se detectan
entre el grupo control y el resto de los grupos de extensidn. La diferencia entre
las medianas del grupo control y colitis izquierda fue de 0,13 (p-valor<0,001),
entre el control y pancolitis fue de 0,161 (p-valor=0,004) y con proctitis fue 0,257
(p-valor<0,03) para la proteina TRAF6 (Figura 37).
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Figura 37. Representacion en Box-Plot de la distribucidn de los valores absolutos de la expresion de la
proteina TRAF6 en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la extension de la enfermedad.
Los segmentos entre box-plot muestran entre que grupos hay diferencias estadisticamente significativas.
Prueba test de Dunn (* p<0,05; ** p<0,01).

En el estudio de la expresion de la proteina TRAF6, atendiendo a los
grupos de gravedad de la enfermedad, nuevamente se detectaron diferencias
significativas entre los grupos control frente a los grupos con actividad leve y
moderada-grave (p-valor<0,0001 y 0,0003, respectivamente), e inactivo frente a
los grupos con actividad leve y moderada-grave (p-valor=0,0016 y 0,0325,
respectivamente). Por tanto, se reconoce una relacién directa entre el grado de
actividad y el nivel de expresion de TRAF6, como también ocurre con LC3B-II.
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Figura 38 Representacidn en Box-Plot de la distribucién de los valores absolutos de la expresion de la
proteina TRAF6 en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la gravedad de la enfermedad. Los
segmentos entre box-plot muestran entre que grupos hay diferencias estadisticamente significativas.

Prueba Test de Dunn (* p<0,05, ** p<0,01)
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Al comparar la expresion de TRAF6 en los distintos grupos a estudio
observamos que la ausencia de expresiéon de TRAF6 esta asociada a los pacientes
con enfermedad en remisién y a los controles sanos (Test exacto de Fisher: p <
0.001) (Tabla 19), sugiriendo que la expresién normal de la misma podria estar
relacionada con mayor actividad de la enfermedad, de manera analoga a como
ocurria con LC3B-II.

Tabla 19. Porcentajes de pacientes segun la expresion de TRAF6.

TRAF6
. L. . L. Expresion
Sin expresion Baja expresion
normal
Actividad 10 15 °
29,4% 44,1% 26,5%
Remision 14 0 0
100% 0% 0%
Control 10 0 0
100% 0% 0%
Total 34 15 9
58,6% 25,8% 15,5%
5.4. Analisis de la expresion de la proteina mTOR.

La proteina mTOR se estudié mediante western blot, viéndose fragmentos
de 289KDa que se corresponden con esta proteina (Figura 39).

289KD3 SIS m— - S . s TTOR
P
42KDa m R-actina

Figura 39. Western blot de la expresidn de mTOR en algunas de las muestras estudiadas.
B-actina fue el control de carga.

Al estudiar la expresion proteica de mTOR ninguna de las muestras
analizadas del grupo con actividad expresé mTOR y en el grupo en remisién su
expresividad representada era practicamente nula, mientras que en el grupo de
controles sanos en aproximadamente el 44% presentaron una expresion baja
(Figura 40 y tabla 20).
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Figura 40. Representacion grafica de la expresion de mTOR en muestras tisulares de mucosa de colon. Se
representa la cuantificacién densitométrica con la ratio de mTOR/B-actina de cada una de las muestras
normalizadas respecto al control seleccionado (T98G).

Analizando los resultados de expresién de mTOR comparativamente con
las caracteristicas clinicas de los pacientes, no se objetivd asociacion entre ellas.
El andlisis de global de las diferencias en medianas entre los diferentes grupos
de extensidon en la expresion ha sido significativo (p-valor=0,03). Se han
detectado diferencias significativas entre el grupo control y colitis izquierda (p-
valor=0,0027; diferencia entre medianas=0,135), asi como entre el grupo control
y pancolitis (p-valor=0,0407; diferencia de medianas=0,097).

Si bien en la comparativa del grupo proctitis estda préxima a la
significacidn estadistica (Figura 41). Todo ello sugiere que, como ocurria con p62,
también con niveles absolutos bajos, pero algo mas determinantes, mTOR indica
una tendencia en sus valores como posible marcador de extension.
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Figura 41. Representacion en Box-Plot de la distribucidn de los valores de la expresidn de la
proteina mTOR en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la extension de la enfermedad. Los
segmentos entre box-plot muestran entre que grupos hay diferencias estadisticamente significativas.
Prueba Test de Dunn (* p<0,05, ** p<0,01)
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Se han detectado diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos de gravedad y la expresiéon de esta proteina (p-valor=0,005). Si
analizamos las diferencias entre los distintos grupos se observaron diferencias
significativas entre el grupo control frente al grupo con actividad moderada-
grave y al grupo inactivo (p-valor=0,0008 y 0,0162, respectivamente) y se
identifica una tendencia no significativa entre el grupo control y el grupo con
afectacidn leve.

Con todo, marginalmente se podria establecer una relacion indirecta
entre el grado de actividad y el nivel de expresion de mTOR, como también
ocurre con p62.
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Figura 42. Representacién en Box-Plot de la distribucién de los valores de la expresion de la proteina
mTOR en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la gravedad de la enfermedad.
Prueba Test de Dunn (* p<0,05, ** p<0,01)

La comparacién entre los distintos grupos a estudio sobre la expresién de
mMTOR permite sugerir que la ausencia de expresion de mTOR estd asociada
principalmente a los pacientes con enfermedad activa y en remisién (Test exacto
de Fisher: p-valor<0,001) (Tabla 20), sugiriendo que la expresion nula o baja
podria estar relacionada con mayor actividad de la enfermedad y por tanto una
activacion de la autofagia.

Tabla 20. Porcentajes de pacientes segun la expresion de mTOR.

mTOR (n=55)
. 4 . Lo Expresion
Sin expresion Baja expresion
normal
Actividad 33 0 0
100% 0% -
Remision 12 ! 0
92,3% 7,7% =
Control > 4 0
55,5% 44,5% -
Total >0 > 0
90,9% 9,1%
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5.5. Analisis de la expresion de la proteina Beclinl.

Beclinl / B-actina (U.A.D.)

Mediante western blot, se representd un fragmento a 70KDa que se
corresponde con el tamafio de la proteina Beclinl (Figura 43).

70KDa h. . e Beclin’

42KDa N S . - 3Ctin2

Figura 43. Western blot de la expresidn de Beclinl en algunas de las muestras estudiadas.
B-actina fue el control de carga.

El analisis de la expresidn de la proteina Beclinl en colitis ulcerosa solo
mostré niveles de expresion normales en el 16% de los casos, mientras que el
82% la tenia disminuida o carecia de expresién como ocurria en la extensa
mayoria del control y del grupo en remision (Figura 44).

1 3 5 7 91113151719 2123252729 31333537394143454749 51535557
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Figura 44. Representacion grafica de la expresion de Beclinl en muestras tisulares de mucosa de colon. Se
representa la cuantificacion densitométrica con la ratio de Beclin1/B-actina de cada una de las muestras
normalizadas respecto al control seleccionado (T98G).

El estudio de asociacién entre los resultados de expresién de Beclinl y las
variables clinicas y demograficas de los pacientes no mostré diferencias
significativas entre ellos. No se han detectado diferencias significativas entre
todos los grupos de extensiéon (p-valor=0,121), pero estos resultados hay que
tomarlos con cautela ya que los tamafios muestrales son mas pequefos. De
hecho, la diferencia comparable entre las medianas del grupo control y colitis
izquierda es de 0,2, aunque no supongan significacién estadistica puede
considerarse una diferencia experimental relevante.

-120-



09

@
[
= 07
(&)
‘P L]
o 06
S~
—
= 05 o .
O 04
2 H
03
+ ¢
02 i
01 — -
PROCTITIS COLITIS 1ZQ. PANCOLITIS CONTROL

Figura 45. Representacion en Box-Plot de la distribucién de los valores de la expresion de la proteina
Beclinl en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la extensidn de la enfermedad.
Prueba Test de Dunn (* p<0,05, ** p<0,01)

En el estudio de la expresion de la proteina Beclinl, atendiendo a los
grupos de gravedad de la enfermedad. No se han detectado diferencias
estadisticamente significativas entre las medianas poblacionales (p-valor=0,07),
aunque estan préximas a la significacion. El grupo control presenta valores
medios menores que el resto de los grupos con la mayor diferencia entre el grupo
control y el grupo con actividad moderada a grave (Figura 46). Podria describirse
cierta tendencia entre el grado de actividad y el nivel de expresion de Beclinl,
como también ocurre con LC3B-Il.
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Figura 46. Representacién en Box-Plot de la distribucién de los valores de la expresion de la proteina
Beclinl en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la gravedad de la enfermedad.
Prueba Test de Dunn (* p<0,05, ** p<0,01)
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Al comparar la expresion de Beclinl en los distintos grupos a estudio
observamos que la ausencia de expresién de Beclinl estd asociada a los
pacientes con enfermedad en remision y a los controles sanos (88% y 100%,
respectivamente) (Tabla 21), sugiriendo que la expresiéon normal de la misma
podria estar relacionada con mayor actividad de la enfermedad (Test exacto de
Fisher: p-valor=0,415).

Tabla 21. Porcentajes de pacientes segun la expresion de Beclinl.

Beclinl (n=35)
i . i . Expresion
Sin expresion Baja expresion
normal
. 12 3 3
Actividad 66,6% 16,6% 16,6%
., 8 1 0
Remision
88,8% 11,2% 0%
8 0 0
Control
100% 0% 0%
Total 28 4 3
80% 11,4% 8,6%
5.6. Analisis de la expresion de la proteina PIK3CA.

El estudio de la expresion de la proteina PIK3CA se llevd a cabo mediante
western blot, obteniendo el fragmento correspondiente a esta proteina a 110KDa
(Figura 47).

TI0KD2 S oD e - P13KCA

42KDa R-actina

Figura 47. Western blot de la expresidn de PIK3CA en algunos de las muestras estudiadas.
B-actina fue el control de carga.

Al analizar la expresion de PIK3CA en muestras de mucosa de colon se
observd que aproximadamente el 84% analizado carecia de la expresién de la
misma y el otro 16% de muestras restantes mostré expresidén baja, que
correspondia a aquellos casos con colitis ulcerosa activa o en remisién (Figura
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PIK3CA / B-actina (U.A.D.)
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Figura 48. Representacion grafica de la expresion de PIK3CA en muestras tisulares de mucosa de colon. Se
representa la cuantificacion densitométrica con la ratio de PIK3CA/B-actina de cada una de las muestras
normalizadas respecto al control seleccionado (T98G).

El analisis de la asociacion entre los resultados de expresion de PIK3CA'y
las variables clinicas y demograficas de los pacientes no mostrd diferencias
significativas entre los grupos. Si bien, ello puede deberse a que los tamafios
muestrales de cada grupo son muy pequeiios, las mayores diferencias entre los
grupos son las que aparecen entre los tres grupos de extensién de la enfermedad
y el grupo control, como ocurre con significacidon en el resto de las proteinas

estudiadas.
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Figura 49. Representacién en Box-Plot de la distribucién de los valores absolutos de la expresién de la
proteina PIK3CA en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la extensién de la
enfermedad. Test no paramétrico de Kruskall-Wallis.

Respecto al estudio de la expresion de la proteina PIK3CA, cabe sefalar
que al tener pocas observaciones las potencias de los contrastes son bajas. Tras
aplicar contraste no paramétrico de Kruskall-Wallis no se han detectado
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diferencias significativas (p-valor=0,1793), y ademas los estimadores de medias
y mediana no se corresponden al patron de otras proteinas donde el grupo
control y el grupo en remisidn o inactivo presentaban valores mas bajos.
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Figura 50. Representacién en Box-Plot de la distribucién de los valores absolutos de la expresién de la
proteina PIK3CA en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la actividad de la
enfermedad. Test no paramétrico de Kruskall-Wallis.

En el analisis de cada uno de los grupos no se detecto asociacién entre la
expresion de PIK3CA y los grupos de gravedad de la enfermedad (Test exacto de
Fisher: p-valor=0.301). No obstante, la comparacién entre grupos mostré que la
ausencia de PIK3CA esta asociada al grupo control, mientras que su expresion baja
fue mas frecuente en el grupo inactivo (33,3 vs 21,5%), sin poder determinar
significativamente que esa ausencia de PIK3CA pudiera estar relacionada con
enfermedad activa.

Tabla 22. Porcentajes de pacientes segun la expresion de PIK3CA.

PIK3CA (n=25)

i . . ., Expresién
Sin expresion Baja expresion
normal

11

Actividad
78,5%

3
21,5%

2
66,6%
8
100%
21
84%

Remision

Control

Total

1
33,3%
0
0%
4
16%
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5.7. Correlacion de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta

de autofagia segun extension y gravedad.

Para determinar la posible relacién entre las diferentes proteinas incluidas
en este trabajo, de las muestras tisulares a estudio, se estimaron los coeficientes
de correlacién usando los valores cuantitativos obtenidos de la normalizacion de
la expresion de cada una de las proteinas en cada muestra de mucosa de colon.

Las figuras 51 a 54 representan las matrices de correlacion en los
diferentes grupos de extensién (Proctitis, colitis izquierda y pancolitis) asi como
en el grupo control. Destacan los casos de proctitis en los que se observd una
asociacion significativa, con el coeficiente de correlacién positivo, denotando una
correlacién positiva fuerte entre LC3 con Beclinl (r = 0,77) y moderada entre LC3
y TRAF6 (r = 0,48), asi como moderada entre p62 y mTOR (r = 0,62); mientras
denotan correlacion negativa débil entre p62 y TRAF6 (r = -0,49).

Atendiendo al grupo de colitis lzquierda las relaciones fueron
practicamente en su mayoria tenues, y si analizamos el grupo pancolitis, se
apreciaron asociaciones débiles positivas entre Beclinl y PIK3CA o mTOR y
moderadas negativas entre Beclinl y p62 (r = - 0,41). Si examinamos el mapa de
correlacién del grupo control se identifican correlacién positiva fuerte entre
Beclinl y TRAF6 (r = 0,83) junto con PIK3CA (r = 0,76). La correlacién negativa
moderadamente fuerte resulté entre p62 y LC3 (r = -0,74), siendo débil entre
TRAF6 y mTOR (r =-0,33).
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Figura 51.

Diagrama de correlaciones
entre la expresién de las
proteinas de la ruta de
autofagia en  muestras
tisulares de mucosa de colon
con extension proctitis (E1).
Diagramas a color* p<0,05.

Coeficiente de correlacidn
ver en ANEXO
(-Correlaciones positivas
marcados en verde,
-Correlaciones negativas
marcadas en azul

-Si la linea roja es proxima a
una elipse indica mayor
grado de correlacion,
mientras que si es un circulo
presenta ausencia de
correlacion).

COLITIS IZQUIERDA

Figura 52.

Diagrama de correlaciones
entre la expresién de las
proteinas de la ruta de
autofagia en muestras
tisulares de mucosa de
colon con extensidn colitis
izquierda(E2).

Diagramas a color* p<0,05

Coeficiente de correlacidn
ver en ANEXO
(-Correlaciones positivas
marcados en verde,
-Correlaciones negativas
marcadas en azul

-Si la linea roja es proxima
a una elipse indica mayor
grado de correlacion,
mientras que si es un
circulo presenta ausencia
de correlacion).
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PANCOLITIS

Figura 53.

Diagrama de correlaciones
entre la expresiéon de las
proteinas de la ruta de
autofagia en muestras
tisulares de mucosa de
colon con extension
pancolitis(E3). * p<0,05.

Coeficiente de correlacidn
ver en ANEXO
(-Correlaciones positivas
marcados en verde,
-Correlaciones negativas
marcadas en azul

-Si la linea roja es proxima
a una elipse indica mayor
grado de correlacion,
mientras que si es un
circulo presenta ausencia
de correlacion).

CONTROL

Figura 54.

Diagrama de correlaciones
entre la expresion de las
proteinas de la ruta de
autofagia en muestras
tisulares de mucosa de
colon de individuos sanos
(Grupo control). *p<0,05.

Coeficiente de correlacidn
ver en ANEXO
(-Correlaciones positivas
marcados en verde,
-Correlaciones negativas
marcadas en azul

-Si la linea roja es proxima
a una elipse indica mayor
grado de correlacion,
mientras que si es un
circulo presenta ausencia
de correlacion).

Las figuras 55 a 58 representan las matrices de correlacion en los grupos
de actividad segun escala de T-W (remisién, leve, moderado-grave) asi como en el
grupo control.
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Diagrama de correlaciones
entre la expresidon de las
proteinas de la ruta de

autofagia en muestras
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colon de pacientes en

remision. *p<0,05.
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Figura 56.
Diagrama de correlaciones
entre la expresion de las

proteinas de la ruta de
autofagia en  muestras
tisulares de mucosa de

colon con actividad leve(S1).
*p<0,05.

Coeficiente de correlacidn
ver en ANEXO
(-Correlaciones positivas
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-Correlaciones negativas
marcadas en azul
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En los casos con enfermedad silente o en remisidon en los que se observd
una asociacion significativa, el coeficiente de correlacién fue positivo, denotando
una correlacidn positiva moderada entre Beclinly p62 (r = 0,57), Beclinl y TRAF6
(r=0,43) y entre Beclinl y LC3 (r = 0,48), mientras que las correlaciones con mTOR
aparentemente moderadas, no se valoran por la presencia de valores extremos
"outlayer" que desvirtuan la matriz de correlacion y el valor de r.

En el grupo leve se observé una asociacion significativa, con el coeficiente
de correlacion positivo, denotando una correlacidon positiva moderadamente
fuerte entre TRAF6 y mTOR (r = 0,60), asi como entre Beclinl y mTOR (r = 0,57);
mientras denotan correlacion negativa moderada entre TRAF6y p62 (r =-0,45) y
entre Beclinl y PIK3CA (r = - 0,49).

Atendiendo al grupo con gravedad moderada-grave se identifico
asociacion significativa, con un coeficiente de correlacién positivo,
moderadamente fuerte entre Beclinl y TRAF6 (r = 0,65), y entre mTOR y PIK3CA
(r=0,71), con correlacion positiva débil entre p62 y mTOR (r = 0,27). Se apreciaron
asociaciones negativas débiles entre LC3 y Beclinl (r =- 0,24), y entre LC3 y TRAF6
(r = - 0,29), asi como entre mTOR y Beclinl (r = - 0,28). También se detectd
asociacion negativa fuerte entre PIK3CA y Beclinl (r = -0,79), y moderada entre
mTOR y TRAF6 (r = -0,54). La asociacion mas fuertemente negativa de toda la
matriz en este grupo se identificé entre PIK3CA y Beclinl (r =-0,79).

Recordar que una correlacidn alta no implica causalidad entre variables,
para intentar demostrar una asociacion causa-efecto se tendria que llevar a cabo
un disefio experimental controlado. Ademas, al tener tamafo muestral pequefio
los valores atipicos pueden influir mucho en el valor de la correlacién.

-130 -



5.8. Correlacion de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta

de autofagia segun actividad inflamatoria.

Con el objetivo de describir la posible relacién entre las diferentes
proteinas incluidas en este trabajo y la actividad inflamatoria de los grupos a
estudio medida mediante el sistema de puntuacion UCDAI, se calculd el
coeficiente de correlacion de Spearman dada la naturaleza ordinal de la
puntuacion UCDAI. Se utilizaron los valores cuantitativos normalizados
correspondientes a la expresién de las proteinas en cada una de las muestras.

Se han representado a continuacidn las rectas de regresion para ilustrar
la asociacion lineal entre cada una de las proteinas, pero sin intencién de hacer un
analisis de regresidn. También se han mostrado las bandas de confianza para
explorar la distribucién de los valores atipicos. En las figuras representadas, una
pendiente ascendente indica correlacion positiva con los valores de UCDAI
representados en el eje de las X.

Se observd una asociacion significativa con las proteinas LC3B, TRAF6,
Beclinl, denotando una correlacidn positiva entre dichas proteinas y la puntuacion
UCDAI, como indice de actividad. Por el contrario, el coeficiente de correlacién fue
negativo, denotando una asociacion significativa negativa entre mTOR y mayor
grado de actividad, medida por UCDAI. En los siguientes graficos vemos la nube de
puntos con la diferenciacidn entre los individuos con diferente puntuacién de
gravedad, medida por UCDAI. Los puntos rojos pertenecen al grupo silente, los
verdes al leve, los azules al moderada-grave y los amarillos al control. Los
resultados se recogen en las tablas del ANEXO-II.

Respecto a la proteina p62, se identificéd una relacién negativa moderada
con rs = -0.21 (p= 0,1214). La mayor asociacion significativa se observa en los
resultados de la proteina LC3 (rs = 0,6984, p<,0001), y de la proteina TRAF6 (rs
=0,6309, p<,0001), siendo la correlacién positiva. Los coeficientes muestran una
asociaciéon moderada entre cada uno de los pares comparados, porque a medida
gue una variable aumenta, la otra variable también aumenta. En el caso de la
proteina mTOR, la correlacién es negativa (rs = -0,4732, p=0,0003), mientras
Beclinl muestra correlacidn significativa positiva (rs = 0,4235, p=0,0112).
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Figura 59. Representacion en nube de puntos con la distribucién de los valores de expresion de las proteinas
en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la actividad de la enfermedad medida por UCDAI.
Se muestra la recta de regresidn y sus bandas de confianza (Léase puntos rojos = inactivo, puntos verdes =

leves, puntos azules = moderada a grave y puntos amarillos = control) rs = Coeficiente de Spearman.
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5.9. Caracterizacion del perfil de expresidon de proteinas relacionadas

con la ruta de autofagia segun la respuesta terapéutica.

Se analizaron las observaciones de los valores de expresidon para los
grupos con o sin respuesta terapéutica junto con el grupo control. La proteina p62 no
se expreso de forma normal en mds de tres cuartos de las muestras (79%) en ninguno
de los grupos a estudio. Por contra, la expresion normal de LC3B y TRAF6 fue mayor
en los dos grupos de tratamiento con una distribucion muy similar, mostrandose
marginalmente superior en el grupo sin respuesta. El grupo control mostré una
expresion disminuida de todas las proteinas. La expresién normal fue inferior al 7%
para Beclinl y nula para mTOR y PIK3CA en ambos grupos de respuesta terapéutica.

Tabla XX. Porcentajes de pacientes segun la respuesta y p62 (Test exacto de Fisher: p-valor<0,001).

p62
. L. . L. Expresion
Sin expresion Baja expresion
normal
25 6 0
No Respuesta Normal
P 80,6% 19,4% 0% ] "
Respuesta 14 3 0 Baja
82,3% 17,6% 0% =lree
8 2 0 m Nula
Control
80% 20% 0% e
Total 460 120 8
79,3% 20,7% 0% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Tabla XX. Porcentajes de pacientes segun la respuesta y LC3B (Test exacto de Fisher: p-valor<0,001).

LC3B
si L. Bai .. Expresion
in expresion aja expresion normal T = Normal
No Respuesta 3 1 17 — .
9,7% 35,5% 58,4% I Baja
4 7 6
Respuesta |
P 23,5% 41,2% 35,3% m Nula
Control 10 0 0
100% 0% 0% |
17 18 23
Total o o 0 0 0 0
29,3% 31% 39,6% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Tabla XX. Porcentajes de pacientes segun la respuesta y TRAF6 (Test exacto de Fisher: p-valor<0,001).

TRAF6 (n=57)

Sin expresion Baja expresion T I
normal I m Normal
No Respuesta / 8 15
] j
23,3% 26,6% 50% Baja
3 8 6 I
Respuesta m Nula
P 17,6 % 47% 35,3%
Control 10 0 0 I
100% 0% 0%
Total 20 16 21 0% 20% 40% 60% 80% 100%

35% 28% 37%
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6. Estado de la autofagia y su valor pronoéstico:

6.1. Relacion entre la evolucion en extensidn y la expresion de

proteinas de autofagia.

Con el fin de estudiar la influencia que tiene la via de la autofagia en la progresién
proximal de la enfermedad, se han realizado medidas de la expresidon de las proteinas
en segmentos distales y proximales de la mucosa de colon. Un diferente nivel de
expresion entre los segmentos proximales y distales podria determinar una relacién
prondstico con potencial de predecir aquellos casos que progresan proximalmente con
actividad inflamatoria hacia pancolitis.

No se ha detectado que la media resultante entre ambas determinaciones de la
extension anatdmica de cada uno de los casos evaluados sea diferente de forma
estadisticamente significativa con relacion al analisis de p62 (p=0,093), ni de Beclinl
(p=0,125) ni de mTOR (p<0,414). Sin embargo, para TRAF6 se ha detectado un cambio
estadisticamente significativo (p<0,001), observando que se produce un descenso en los
valores de la proteina en la extensidon proximal con respecto a la extension distal. Es
decir, la expresién de TRAF6 es mas elevada en los casos de proctitis o colitis izquierda
que progresan en el seguimiento. Si analizamos los valores descriptivos por grupo de
gravedad se observa cambios mayores seglin aumenta la puntuacion de Mayo. No
obstante, los cambios en los distintos grupos de gravedad no alcanzan la significacién
estadistica (p=0,10), considerando el tamafio muestral.

08 T Figura 60.
Representacion en Histograma
\ y Box-plot de las diferencias
06 entre la expresion de TRAF6 en
muestras tisulares (n=18) de
04 mucosa de colon y el patrén de

progresién a pancolitis.
(*p<0,05).

TRAF6/B-actina E1-E2 (U.A.D.)

Si observamos los resultados de LC3, también se encuentran resultados
estadisticamente significativos (p<0,0001), coincidiendo con que se produce un
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descenso en la diferencia de los valores de la proteina en la extensién proximal con
respecto a la extension distal, como ocurre con TRAF6. Pero si se analizan los cambios
en funcion de la gravedad los resultados descriptivos no se detectan diferencias
significativas (p=0,197) aunque en la grafica representada se observe una tendencia de
los valores resultantes proxima a la significacién (Ver ANEXOS).

Figura 61.

Representacion en Histograma
Y Box-plot de las diferencias
entre la expresion de LC3 en
muestras tisulares (n=18) de
mucosa de colon y el patrén de
progresién a pancolitis.
(*p<0,05).

N

LC3/B-actina E1-E2 (U.A.D.)

0.5 4

6.2. Relacion entre la evolucion de la actividad y la expresion de

proteinas de autofagia.

Para determinar la influencia que tiene la via de la autofagia en la evolucion de
la actividad de la enfermedad, se han analizado los datos de evolucién a los cuatro afios
desde el inicio del estudio y se ha cuantificado el cambio de actividad de nuestra cohorte
en ese periodo de tiempo mediante la escala T-W modificada. La expresion de las
diferentes proteinas en los grupos de actividad sigue una distribucién no normal en la
mayoria de los casos y ademas incumplen el supuesto de homocedasticidad.

No se ha detectado que los cambios de la actividad durante el periodo de
observacion de cada uno de los casos evaluados sean diferente de forma
estadisticamente significativa en relacion al analisis de p62 (p=0,79), ni de Beclinl
(p=0,219) ni de PIK3CA (p=0,79).

Sin embargo, para la expresion de la proteina TRAF6 se ha detectado diferencias
entre los cambios de actividad (p=0,01). Las diferencias se han detectado entre los que
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no modificaron su actividad y los que disminuyeron su actividad en el periodo de
seguimiento de cuatro afios, hasta actividad leve o silente (p-valor=0,0349).

08
I .
06
8 .
é 04 ¢ — e hd
- 52 o .
]
.
02 I s }E
0 <=-2 >=1 0 -1

Figura 62. Representacién en Box-Plot de la distribucién de los grupos de cambio de actividad en funcién
de la expresion de la proteina TRAF6 en muestras tisulares de mucosa de colon.
Test no paramétrico de Kruskall-Wallis; (* p<0,05).

Igualmente, para mTOR se han detectado diferencias estadisticamente
significativas entre los cambios de actividad (p-valor=0,04). Las diferencias fueron entre
los niveles de expresion de aquellos que no modificaron su actividad y los que
disminuyeron notablemente su actividad, hasta actividad leve o silente, en el periodo
de seguimiento de cuatro afios (p-valor=0,0273).

0,45
04 .

0,35

01
0,05
2 >=1

<=-

mTOR

OH.-... o o %

-1

Figura 63. Representacion en Box-Plot de la distribucidn de los grupos de cambio de actividad en funcién
de la expresion de la proteina mTOR en muestras tisulares de mucosa de colon.
Test no paramétrico de Kruskall-Wallis; (* p<0,05).
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Mas destacable son los resultados para LC3, en los que se han detectado
diferencias estadisticamente significativas entre los cambios de actividad (p-
valor=0,002). Las diferencias se deben entre los niveles de expresién de aquellos que no
modificaron su actividad respecto los que disminuyeron su actividad en el periodo de
seguimiento de cuatro afos, hasta actividad leve (p=0,0095), o silente (p=0,014).

3
* —e—
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Figura 64. Representacion en Box-Plot de la distribucidn de los grupos de cambio de actividad en funcién
de la expresion de la proteina LC3 en muestras tisulares de mucosa de colon.
Test no paramétrico de Kruskall-Wallis; (* p<0,05).

Para valorar la actividad, también se determiné la puntuacién UCDAI basal al
momento de la inclusion y al final del seguimiento se decidié por protocolo aplicar el
indice de Mayo parcial, que mide de modo no invasivo la actividad de la CU, excluyendo
la subpuntuacién de endoscopia por no disponer de nueva colonoscopia en todos los
casos. Se ha demostrado que esta version abreviada del indice de Mayo parcial y el
indice de Mayo completo o UCDAI (Ulcerative Colitis Disease Activity Index) se
correlacionan con la evaluacién del paciente sobre el cambio en la actividad de la CU.

Lewis et al informaron una reduccién de 2 3 puntos en el indice de Mayo y en el
indice de Mayo parcial para constituir un cambio clinicamente significativo que se
considere respuesta parcial (RP). También recomendd que la remision clinica (RC) de la
CU se definiera utilizando una puntuacién de Mayo de < 2 puntos, sin ninguna
puntuacién de cada item > 1.12°2'7 (Tabla 5). En nuestro estudio en el grupo con CU
activa el porcentaje de RP a final de seguimiento fue del 13% y la remisién clinica la
alcanzaron el 63% de los pacientes con enfermedad activa. En el grupo de CU inactiva,
el 77,7% mantuvieron remision clinica.
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Si analizamos la correlacion de estos resultados mediante la puntuacion UCDAI
tomada como referencia en el momento de la inclusidn con respecto a la obtenida al
final del periodo de seguimiento, se detectaron diferencias entre los cambios de
actividad y los valores de las proteinas, obteniendo una asociacién moderada e inversa
con LC3 y TRAF6; y mas débil y positiva con mTOR. Para la expresion de la proteina TRAF6
se ha detectado diferencias entre los cambios de actividad (p=0,0001), para LC3
(p=0,0002), y mTOR (p=0,0145).
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Figura 65. Representacion en diagrama de puntos de la distribucion de los valores de expresion de las
proteinas en muestras tisulares de mucosa de colon atendiendo a la evolucidn de la actividad de la
enfermedad medida por UCDAL. (rs = Coeficiente de Spearman).
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6.3. Relacion entre la evolucion de la actividad medida por

calprotectina fecal y la expresion de proteinas de autofagia.

Otra forma de determinar la influencia que tiene la via de la autofagia en la
evolucidon de la actividad de la enfermedad puede ser a través de un marcador
subrogado como las determinaciones de calprotectina fecal obtenidas durante el
periodo de inclusion. Resulta dificil establecer una equivalencia directa entre
determinados valores o puntos de corte de CF y la actividad de la CU, determinada con
una puntuacion concreta de UCDAI, al carecer de estudios previos disefiados
especificamente. No obstante, con la interpretacidon de los subandlisis realizados en los

218y precisamente gracias a ellos, por consenso se

diferentes ensayos clinicos
establecen unos rangos para segin que puntuacion UCDAI de forma aproximada. Asi se
estima que:

- puntuaciones UCDAI<2 deben corresponder a valores CF < 200ug/g.

- puntuaciones UCDAI>3 deben corresponder a valores CF > 200ug/g.

En nuestra muestra tras realizar en analisis de correlacién entre los
valores de CF basal y la puntuacion UCDAI, en la representacion de los datos se identifica
esa correlacién positiva (rs=0,73, p<0,0001). Sin que el objetivo sea la definicién de unos
puntos de corte para CF, se puede observar como la variabilidad en las determinaciones
de CF basal para valores superiores de 200ug/g, no permite una correlacion aproximada
con UCDAI, para asi poder establecer rangos intermedios por encima de una puntuacién
de 7 siguiendo el sistema UCDAI.

Calprotectina Basal (ug/g)

L

L

0 ] L | - [ ] [ ]

2 6 8 10 12
Puntuacién UCDAI

Figura 66. Diagrama de puntos con los valores CF basal respecto puntuacién UCDAI a la inclusion.
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Con respecto a nuestro objetivo de analizar la via de la autofagia, se buscé

determinar como era la correlacion de los valores de CF basal con los diferentes niveles

de expresién de cada una de las proteinas a estudio. Para ello se ha determinado el

coeficiente de correlacidn para variables continuas. Se hallé una asociacion significativa

entre la CF basal y las determinaciones de la proteina LC3 con correlacidn positiva
moderada (rs =0,43; p<0,0001) y por contra, se identificé una relacién negativa débil
para la proteina mTOR, relacion mas débil (rs = - 0,21; p<0,0001) para p62 y PIK3CA.

rS
p62 -0,2180
Beclin1 0,0474
TRAF6 0,1804
LC3 0,4338
mTOR -0,2904
PIK3CA -0,2477

Tabla XX. Correlacion de la expresion
de proteinas con los valores basales

de CF. (rs = Coeficiente de
correlacion de Spearman).

A continuacidn, se han analizado
los valores de CF como dato de
evolucién, recogiendo los valores
basales y a los cuatro afios del inicio del
estudio y se ha cuantificado el nuevo
valor de CF de nuestra cohorte en ese
periodo de tiempo (Figura 68). Como
era de esperar, en la mayoria de los
casos se observa una disminucién de los
valores basales respecto a las cifras de
CF tras el periodo de seguimiento.
Empleando el valor de CF como medida
objetiva de actividad y un marcador
validado de actividad inflamatoria, con
menos sesgos que otras medidas, se

buscan correlaciones.

LC3/B-actina (U.A.D.)

[ rs = 043

0 500 1000 1500 2000 2500

Figura XX. Diagrama de puntos de LC3 frente a los
valores basales de CF. (rs = Coeficiente de
correlacién de Spearman).
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Figura 68. Evolucion de las determinaciones de CF.
durante el periodo de seguimiento.
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Se observd una asociacidon significativa entre el cambio de CF y las
determinaciones de las proteinas, identificando para la proteina LC3 una correlacién
negativa moderada (rs =-0,40). Es decir que aquellos casos que expresaban la proteina
LC3, presentaron en su evolucién una caida mas pronunciada del marcador CF, pudiendo
representar dicha correlacién un factor pronéstico.

rs=0.19 e 3 . . ¢ rs=0.07
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Figura 69. Diagrama de puntos de la expresion de proteinas frente a los valores basales de CF.

(rs = Coeficiente de correlacidon de Spearman).

- 141 -



6.4. Relacidn entre la necesidad de cambio en la estrategia

terapéutica y la expresion de proteinas de autofagia.

Para determinar la influencia que tiene la via de la autofagia en la necesidad de
cambio en la estrategia terapéutica de la enfermedad, se han analizado los datos de
evolucién a los cuatro afos del inicio del estudio y se ha cuantificado el cambio de
tratamiento de nuestra cohorte en ese periodo de tiempo. La escalada o desescalada
terapéutica se ha establecido mediante la asignacién de una categoria con nimeros
enteros positivos o negativos, segun la magnitud de ese cambio de tratamiento
siguiendo la gradacion "step-up" o "top-down" que se describe en la introduccion. Se
realiza prueba de Kruskall-Wallis en la expresion de las diferentes proteinas porque en
la mayoria de los grupos de cambio de tratamiento no se cumple el supuesto de
normalidad.

No se ha detectado que la media resultante entre ambas determinaciones de la
extension de cada uno de los casos evaluados sea diferente de forma estadisticamente
significativa en relacion al analisis de p62 (p=0,357), ni de TRAF6 (p=0,25) ni de mTOR
(p=0,57) ni PIK3CA. Las observaciones de Beclinl fueron bajas para considerar valor
clinico de los resultados.
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Figura 70. Representacién en Box-Plot de la distribucién de los grupos de cambio de tratamiento en funcion de la
expresion de la proteina p62 en muestras tisulares de mucosa de colon.
Test no paramétrico de Kruskall-Wallis; (* p<0,05).
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Figura 71. Representacién en Box-Plot de la distribucién de los grupos de cambio de tratamiento en funcion de la
expresion de la proteina TRAF6 en muestras tisulares de mucosa de colon.
Test no paramétrico de Kruskall-Wallis; (* p<0,05).

Sin embargo, para LC3 aunque no se han detectado diferencias estadisticamente
significativas (p=0,304), se interpreta que a pesar de emplear correcciones para eliminar
la variabilidad es insuficiente debido a que las medias dan informacién sesgada. De tal
manera que si observamos Unicamente las medianas representadas para LC3 en la figura
72, entre los niveles de expresion de aquellos que no modificaron su tratamiento
respecto de los que realizaron una o dos escaladas en el tratamiento durante el periodo
de seguimiento de cuatro afios, se identifica una clara tendencia, a diferencia del resto
de proteinas analizadas, sin poder demostrar significacién estadistica.
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Figura 72. Representacién en Box-Plot de la distribucién de los grupos de cambio de tratamiento en funcion de la
expresion de la proteina LC3 en muestras tisulares de mucosa de colon.
Test no paramétrico de Kruskall-Wallis; (* p<0,05).
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6.5. Analisis exploratorio del perfil de alteraciones en la expresion de
proteinas relacionadas con la ruta de autofagia y su clasificacion por

grupos o categorias prondstico.

La conversion de LC3-l a LC3-ll y la degradacion de p62 se consideran
marcadores de la induccion y del flujo autofagico respectivamente. De acuerdo con los
patrones de expresion de estas proteinas, buscamos ordenar las muestras incluidas en
el estudio en cuatro grupos para determinar su estado de la autofagia (Tabla 27): el
grupo A poseeria expresiones bajas de LC3-1l y p62, indicando niveles basales de
autofagia; el grupo B tendria bajos niveles de LC3-Il, pero altos de p62, indicando una
autofagia basal aberrante en los ultimos estadios del proceso; el grupo C presentaria
sobreexpresidn de LC3-Il y bajos niveles de p62, indicando activacion de la autofagia; y
el grupo D mostraria altos niveles de LC3-1ly p62, lo que significaria una activacién de la

autofagia que se veria interrumpida en etapas tardias del proceso?*°.

Tabla 27. Porcentajes de pacientes considerando la expresion conjunta de LC3B-Il y p62 respecto a la actividad.

A B C D

Bajo LC3-II Bajo LC3-II Alto LC3-II Alto LC3-II

Bajo p62 Alto p62 Bajo p62 Alto p62

Activa 9 26,5% 3 8,8% 18 53% 4 11,7%
Remision 12 85,7% 1 7,1% 1 7,1% -
Control 8 80% - 2 20% -

Total 29 50% 4 6,9% 21 36,2% 4 6,9%

Segun esta agrupacion, se observa que todas las muestras incluidas en este
trabajo se pueden incluir en los grupos A y C. Tanto en respondedores como en no
respondedores parece que predomina tener la autofagia activada, aunque el porcentaje
es significativamente mayor en el grupo C de no respondedores frente al grupo A de
respondedores (55% vs 65% respectivamente)

Tabla 28. Porcentajes de pacientes de expresidn conjunta de LC3B-Il y p62 respecto a la respuesta terapéutica.

A B C D
Bajo LC3-II Bajo LC3-II Alto LC3-1I Alto LC3-1I
Bajo p62 Alto p62 Bajo p62 Alto p62
No respuesta 14 45% - 17 55% -
Respuesta 11 65% - 6 35% -
Control 8 80% o 2 20% -
Total 33 56,9% - 25 43,1% -
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La etiopatogenia de la CU es compleja y ampliamente desconocida, ya que se
asocia tanto a factores genéticos como ambientales derivados del estilo de vida,
promoviendo un estado de disbiosis que genera una respuesta inmune disonante. Uno
de los mecanismos involucrados en varias etapas de la respuesta inmunolégica es la via
de la autofagia.

La autofagia es un proceso precisamente regulado e indispensable para la
degradacion de proteinas de vida larga, siendo ademas la Unica via conocida para la
degradacion de organulos. En los ultimos afos, el estudio de la autofagia ha revelado su
implicacion en la patogénesis de multiples enfermedades, entre las que se incluyen
enfermedades inflamatorias, neurodegenerativas, obesidad, diabetes o cancer'>?. Uno
o varios defectos en esta via de la autofagia se han vinculado notablemente a la
patogénesis de la Ell.

En el momento actual no disponemos de tratamientos farmacolégicos ni
quirurgicos curativos para la CU. Los multiples farmacos empleados para su tratamiento
se centran en conseguir la remision de la fase activa y consiguen mantener la
enfermedad sin actividad. Pero uno de cada cinco pacientes con un brote grave de colitis
ulcerosa es sometido a colectomia por fracaso de los medicamentos disponibles, por lo
que resultan necesarias nuevas terapias que limiten y controlen el avance de dicho
proceso inflamatorio y estas novedades pueden formularse a partir de la caracterizacion
de esta via de la autofagia en la CU.

1.1 ANALISIS EXPLORATORIO ATENDIENDO A LA EXTENSION, LA GRAVEDAD DE
LA ENFERMEDAD Y A LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con CU incluidos en nuestro trabajo tienen
una distribucién en concordancia con otras poblaciones similares. Nuestra cohorte esta
compuesta por pacientes relativamente jévenes, con una edad media al diagndstico
paralela a estudios epidemioldgicos que describen un rango de edad entre 30-40 afios.
La distribucion en cuanto al género es bastante homogénea, con predominio del género
masculino (60,4% V; 39,6% M), similar a lo descrito en otros estudios'®. Respecto a los
antecedentes familiares, el 8 % de nuestra poblacidn tenia algun familiar de primer o
segundo grado con Ell, lo que concuerda con lo descrito previamente, donde se habla
de una frecuencia del 8-14%?%%, sin que ello influya en el fenotipo o curso de la
enfermedad. Las MEI se presentaron en el 16,6 %, y han sido las manifestaciones
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musculoesqueléticas las mds frecuentes, como se describe en otros estudios, donde la
artropatia aparece entre 20-30% de los pacientes con EII??°, El porcentaje de fumadores
en nuestra cohorte no estaba balanceado en los grupos, y apenas superaba el 25%, por
lo que el analisis de la influencia del tabaquismo no se realizé.

La extension de la enfermedad se ajusta a lo descrito en otras series, con
predominio y porcentaje ligeramente superior de pancolitis (47,9%) pero similar de
colitis izquierda (35,4%)?%. Estos hallazgos podrian estar en relacion con la duracién de
la enfermedad, con un tiempo transcurrido desde el diagndstico hasta el momento de
inclusién, que en la mayoria de los pacientes superaban los 15 afios. Esto es debido a
gue, durante el curso de la enfermedad, la extension proximal de la inflamacién
progresa, y con el paso del tiempo alrededor del 50% de los pacientes progresan a
pancolitis??2.

La gravedad de la enfermedad se distribuye en nuestra cohorte con un 29% de
los pacientes en remisién, un 33,3% con afectacién leve, presentando enfermedad
moderada un 35% y enfermedad grave apenas un 2% en el momento de la realizacion
de colonoscopia. Esta escasa proporcion de pacientes con enfermedad grave debe
entenderse en el contexto de que la inclusidn se establecid de forma consecutiva y
prospectiva a partir de los pacientes que acudian a realizarse la revisién. Este hecho
podria condicionar un sesgo de seleccion del grupo de pacientes con actividad grave.
Para contrarrestarlo y que el analisis fuera balanceado entre los distintos niveles de
gravedad se determind agrupar las afectaciones moderada y grave a lo largo de todo el
estudio. Mas del 30% de los casos de nuestra cohorte presentaron complicaciones,
requiriendo ingreso hospitalario en algin momento de la enfermedad. La prevalencia
de displasia y/o CCR fue baja, del 2,1%, respecto a lo recogido en series mas amplias??3.

Sobre la respuesta al tratamiento, en nuestra cohorte, el nimero de pacientes
gue precisaron corticoides o azatioprina, ha sido similar a otros estudios que incluyeron
un mayor nimero de pacientes. Respecto a los que desarrollaron corticodependencia o
corticorresistencia, asi como los que precisaron del uso de corticoides en el primer brote
también ha sido similar el nimero de pacientes a lo descrito en otras series??*. Con
respecto al uso de los tratamientos bioldgicos un 41,6% recibieron anti-TNFa y un 6,25%
se trataron con un anti-integrina de forma balanceada lo que permitié su analisis. Se
administré infliximab al 29,1% presentando respuesta clinica el 92,8%, definida por un
descenso de la actividad mayor a tres puntos segun UCDAI; y alcanzando remision clinica
el 57,1% de los tratados. El porcentaje de pacientes que precisaron colectomia fue del
4,2%, bien por falta de respuesta al tratamiento médico o bien por la aparicién de
complicaciones, porcentaje que se asemeja con series mas extensas que describen un
porcentaje de colectomia en 10 afos de seguimiento que oscila entre un 6% y un 16%;
y entre un 2% y un 9% en 5 afios desde el diagndstico??.
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Del anadlisis de las asociaciones entre las variables a estudio atendiendo a la
extension de la CU se objetiva que tiene influencia en el curso clinico y el prondstico de
la enfermedad. Como en las series revisadas, en nuestra muestra, los pacientes con
colitis extensa han sido los mas necesitados de terapias intensivas o incluso

colectomia??®

, con diferencias significativas en cuanto al uso de corticoides (p=0,01) e
inmunomoduladores (p<0,001), pero no significativo con los biolégicos o la necesidad
de cirugia. Sianalizamos la gravedad de la CU, los diferentes grupos estan correctamente
balanceados respecto a las variables clinicas establecidas como pronésticas, y también
encontramos una distribucién homogénea entre la gravedad de la enfermedad y el uso
de tratamiento corticoideo, inmunomodulador, bioldgico o la necesidad de cirugia. La
homogeneidad de estos datos es imprescindible para evitar sesgos de seleccion y poder
establecer comparaciones de la expresion de las proteinas en los diferentes grupos de

actividad (Tablas 12 y 13).

Respecto a las asociaciones entre tratamientos recibidos y la respuesta entre
cada uno de los grupos de gravedad, a diferencia de otros estudios, no encontramos
asociacion con la respuesta o remisidon con los diferentes fdrmacos empleados, lo cual,
como hemos sefialado anteriormente, era lo deseable para que el andlisis de los valores
de expresidon de proteinas pudiera establecerse sin sesgos de seleccion. Resulta
llamativo que la tasa de respuesta clinica en todos los grupos de gravedad con los
corticoides es inferior al 60% descrito, lo cual va en consonancia con la mayor tasa de
corticorresistencia y corticodependencia??’. En el caso de los inmunomoduladores las
tasas de respuesta supera el 50% recogido en revisiones sistematicas amplias??. Para
los bioldgicos, las discretas diferencias pueden ser atribuibles al escaso numero de
observaciones analizadas y al tamafio muestral, en cualquier caso tasas favorables
respecto a lo descrito??® (Tabla 16).

1.2 ESTUDIO DE LA EXPRESION DE LAS PROTEINAS RELACIONADAS CON LA RUTA
DE AUTOFAGIA.

1.2.1 Analisis de la expresidn de las proteinas

La reciente asociacidon de alteraciones en la autofagia con la patogénesis de la
inflamacién ha generado un interés creciente en este proceso. De hecho, la autofagia
ha sido estudiada en multiples tipos de cancer y enfermedades inflamatorias entre las
que se encuentra la Colitis Ulcerosa?39231,
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En el presente estudio hemos analizado la expresion de seis proteinas diferentes
directamente implicadas con el proceso de la autofagia en pacientes con CU para
intentar esclarecer cual es el papel de la autofagia en la patogenia y desarrollo de la
enfermedad.

p62

La proteina SQSTM1/p62 desempeiia multiples funciones y actua en diferentes
rutas metabdlicas, por lo que alteraciones genéticas o expresidon aberrante de esta
proteina se han relacionado con diferentes enfermedades. Es un modulador implicado
en las rutas de sefalizacion de NFkB y en la autofagia. Su papel en este Ultimo proceso
tiene una importancia creciente, al ser la principal molécula receptora que interviene en
el reconocimiento del material que se degrada en la autofagia selectiva, y de
sefializacién para la activacion del complejo mTORC1 en los lisosomas?32.

La cantidad de SQSTM1/p62 aumenta cuando se inhibe la autofagia y disminuye
cuando se induce la autofagia, pero el impacto potencial de la regulacion transcripcional
y/o traduccional o la formacidn de agregados insolubles debe abordarse en sistemas
experimentales individuales?33. SQSTM1/p62 se encuentra habitualmente distribuido en
el citoplasma, el nucleo, los autofagosomas y los lisosomas. En respuesta al estrés se
trasloca a los sustratos autofdgicos ubiquitinados y migran hasta la maquinaria
enzimatica'®2. Se ha observado que un aumento del flujo autofégico es responsable de
la degradacion de p62 y que el bloqueo de este proceso conlleva a la formacién de
agregados de la proteina y su acumulacién, lo que significa que en el tejido se esta
produciendo una autofagia defectiva o aberrante?34.

Sin embargo, la medicidn de la expresidn de p62 estrictamente como marcador
del flujo autofagico sigue siendo controvertida y puede malinterpretarse principalmente
porque esta proteina esta sujeta a una regulacién compleja tanto a nivel transcripcional
como postraduccional. Este método de medicidn presenta limitaciones en periodos
cortos de tiempo, puesto que una induccién de autofagia prolongada disminuye los
niveles totales de proteinas degradadas en este proceso, especificamente p62, y no
permite discernir frente a otros procesos significativos a largo plazo, como una menor
sintesis proteica de p62.

En el presente trabajo el estudio de expresidon de la proteina p62 muestra que el
100% de los pacientes con CU en actividad o en remisidn tienen expresiones bajas de la
proteina o carecen por completo de ella (Tabla 17). De hecho, estos resultados también
aparecen en los controles sanos, que aunque la expresién nula solo tiene lugar en el 20%
de ellos frente al 90% de grupo CU, el 80% restante de los controles sanos que presentan
baja expresidon puede ser explicado por la hipdtesis observada de la diferenciacion
celular en las criptas del colon'®2, Los niveles de p62 pueden estar disminuidos en
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mucosa de colon normal como resultado de la propia degradacion autofdgica que se
encuentra fisioldgicamente activa en la mucosa de colon normal?3®. Existen indicios que
prueban que el nivel de expresion de p62 no siempre se correlaciona inversamente con
la actividad autofagica?3®. Este efecto se ha descrito también en céncer de colon, donde

su expresion se correlaciona inversamente con el prondstico del tumor?3’.

El analisis de las caracteristicas clinicas o de tratamiento en nuestros pacientes
no mostré ninguna asociacion con la expresion de p62. No obstante, respecto a
extensidn entre grupo control y colitis izquierda se determinaron diferencias muy
sutiles, igual que entre grupo control y los pacientes con afectacion leve respeto a la
gravedad, que no permiten extraer conclusiones sélidas. La ausencia o baja expresion
de p62 se asocid con peor pronodstico en pacientes con cancer o otras afecciones
inflamatorias?32. A la vista de estos resultados, necesitariamos ver si combinaciones de
perfiles de expresién que incluyan p62 podrian ser usados como biomarcador
prondstico que se describen en el siguiente apartado.

LC3B

La proteina LC3B forma parte de uno de los sistemas de ubiquitinacién y su
lipidacion es esencial en el proceso autofagico al ser fundamental en la expansion de la

239 Su forma citosdlica, LC3B-I, se conjuga con

membrana del autofagosoma
fosfatidiletanolamina para obtener la forma LC3B-Il, que se ancla en la membrana del
autofagosoma y reconoce receptores de proteinas ubiquitinadas, como p62, acercando
de esta manera el material a degradar a la maquinaria autofagica. La induccion de la
autofagia promueve la conversién de LC3-l a LC3-Il, considerandose esta ultima proteina

el marcador més especifico y preciso de la actividad autofagica?*°.

Nuestros resultados muestran que la proteina LC3B-Il se expresa en
aproximadamente el 97% de las muestras de CU activa a diferencia de las muestras
control que en su mayoria carecen de expresion (Tabla 18), por lo que podria estar
relacionada con el grado de actividad, hallandose diferencias mas patentes al establecer
comparaciones entre el grupo control y el de actividad moderada-grave (Figura 34). Al
analizar la asociacidon ente la expresion y las variables clinicas de los pacientes, se
comprobd que no existia una asociacion significativa, pero si hubo una tendencia entre
la expresidn de LC3B y la extension con resultados que posteriormente identificaremos
en la descripcidon de la correlacion. Por tanto, nuestros resultados revelan que la
expresion de LC3B-Il en CU se asocia a formas de mayor gravedad o mas extensas,
sugiriendo su posible papel como marcador de peor prondstico.

Sin embargo, de acuerdo con algunos estudios realizados, se ha demostrado que

son habituales niveles bajos de expresion de LC3B-Il en cancer o enfermedades
degenerativas, sugiriendo que la reduccidn de la actividad o incluso actividad normal de

- 150 -



la autofagia podria estar relacionada con un peor prondstico en estas patologias.
Algunos estudios proponen que esto puede ser debido al hecho de que la proteina

158 ‘en vez de formando parte de los autofagosomas y activando

podria estar acumulada
la ruta autofagica. Por otro lado, otros trabajos han descrito que en dichas
enfermedades puede expresarse LC3 fundamentandose en la hipdtesis de la activaciéon

de la via no candnica?*!

Aun considerando estos hallazgos contradictorios, nuestros resultados se
apoyan en que existe un claro aumento en la cantidad de LC3B-Il en presencia del

200

inhibidor y éste suele ser indicativo de flujo en la via de la autofagia””, permitiendo

establecer la relacion de la expresidon de LC3B-Il con el prondstico de la CU.

TRAF6

La proteina TRAF6 pertenece a la familia de los factores asociados al receptor del
factor de necrosis tumoral (TRAF) que median la transduccidon de sefales de rutas
celulares. Entre otras funciones de TRAF6 estan participar en la ruta de transduccion de
la familia ILIR/TLR, que desempefia un papel importante en la respuesta inmune
innata?*2. Pero ademds TRAF2, TRAF3, TRAF4 y TRAF6 también funcionan como
proteinas adaptadoras y ubiquitina ligasas E3, que a través de su interaccién con p62
regula la ruta de NF-kB mediante ubiquitinacién para reclutar el complejo TAK1 y la
activacién de kinasa Ikappa-B (IKKB)?*3. De este modo participan en la transduccién de
sefiales inmunes innatas y adaptativas, lo que conduce en dultima instancia, a la
activacidon de los factores de transcripciéon NF-kB, AP-1 y factores reguladores de
interferén, que promueven la transcripcion de diversas citocinas y quimiocinas
proinflamatorias?4424°,

Recientemente se ha demostrado que TRAF3 es un regulador negativo de la
inflamacién en el modelo de ratén con colitis inducida por TNBS al interferir con las vias
proinflamatorias mediadas por IL-17/IL-17R/Act1/TRAF6. Estos hallazgos sugieren que
TRAF6 funciona como regulador antiinflamatorio en la colitis experimental en ratones.
De manera similar, la eliminacion especifica de TRAF6 en células epiteliales intestinales
también conduce a colitis grave inducida por DSS en ratones, lo que sugiere que TRAF6
presenta un efecto antiinflamatorio protector en las células epiteliales intestinales, y
dicho efecto parece ser independiente de la ruta TLR?%¢. Todo en conjunto representan
nuevos indicios de la importancia de TRAF6 en el proceso de autofagia, no sélo por su
interaccion con p62, sino porque es necesario para la activacion del complejo
mTORC1%%’, regulando de esa manera la via de autofagia en la patogenia de la CU.

En nuestro trabajo hemos observado que la ausencia de expresiéon de TRAF6 esta
asociada a los pacientes con enfermedad en remisién y a los controles sanos. Mientras
que en los pacientes con actividad los niveles de expresion de TRAF6 son variables,
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viéndose expresion normal comparada con el control en un 26% de los casos, un 44%
presentaron disminucién de la expresion y el 29% restante con expresion nula (Tabla
19). Estos resultados muestran que la ausencia de expresién de TRAF6 o su expresion
baja se asocian con aquellos casos con actividad leve, sugiriendo que la expresidn de la
proteina es directamente proporcional al nivel de actividad de la enfermedad, o de otro
modo, su expresion en casos de CU activa podria ser explicada por su efecto regulador
para potenciar la inhibicidn de la inflamacion.

mTOR

mTOR es una serin/treonin quinasa clave en la regulacién de multitud de
funciones celulares, como el crecimiento, la proliferacion y la supervivencia. Esta
proteina puede estar formando parte de dos complejos: MTORC1 y mTORC224 mTORC1
inhibe el inicio de la autofagia mediante la fosforilacion directa del complejo ULK1
guinasa en abundancia de nutrientes. Por el contrario, en condiciones de deficiencia de
nutrientes, la actividad de mTORC1 se regula negativamente y el complejo es incapaz de
inhibir el inicio de la autofagia*®%>° (Figura 16).

Nuestro estudio de mTOR en mucosa de colon muestra que la expresion de esta
proteina estd ausente o baja en practicamente el 100% de pacientes con CU activa o en
remision, y el 44% de los controles sanos lo expresan de forma baja. Estos resultados se
asocian con las diferencias de gravedad del grupo control frente al grupo con actividad
moderada-grave de forma mas significativa. Si analizamos la extensién, como ocurria
con p62, también con niveles absolutos bajos, pero algo mas determinantes, mTOR
indica una tendencia en sus valores como posible marcador de extension. El analisis de
las caracteristicas clinicas o de tratamiento en nuestros pacientes no mostrd ninguna
asociacion con la expresion de mTOR.

En conclusion, nuestros resultados revelan la expresidn disminuida de mTOR en
CU y que la ausencia de expresion de esta proteina se asocia a formas mas extensas o
graves, sugiriendo su posible papel como marcador de peor prondstico, ya que en
ausencia de expresion de mTOR la autofagia deja de estar suprimida.

Beclinl

Beclinl, es el ortélogo en mamiferos de Atg6 en levaduras, y resulta una proteina
clave en el proceso de autofagia ya que forma, junto con las proteinas Vps34/PI3K,
ATG14 y p150, el complejo multimérico PI3K de clase lll, esencial en el inicio de la
formacién del autofagosoma. Precisamente por ser necesario para la formacién del
autofagosoma, muchos estudios han centrado sus analisis en Beclinl. Dependiendo de
las proteinas con las que va a formar complejos, Beclinl puede regular el proceso de
autofagia de forma positiva o negativa?>'.
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Muchos estudios han relacionado la expresion de Beclinl con la progresién y el
prondstico de diferentes enfermedades degenerativas o cancer. Asi, se ha visto que en
CCR la sobrexpresion de Beclinl puede generar mecanismos de resistencia a
guimioterapia, lo que indica que la autofagia al favorecer a las células de CCR tratadas
con 5-FU, se correlaciona con un peor prondstico de la enfermedad?®2. Durante la
muerte celular inducida por inflamaciéon en Ell, también se ha demostrado que la
induccion de la autofagia tiene un efecto protector limitando la apoptosis. Esto es
debido a la restriccion del cambio de la funcidn proautofagica a proapoptética, tanto de
Beclinl como de ATG5, que tiene lugar durante la inflamacién del tejido intestinal,
favoreciendo la funcién de barrera intestinal®®3,

Nuestros resultados muestran expresiones de Beclinl cercanas a la del control
en mas de la mitad de casos con CU activa y casi el 90% de los casos con CU en remision,
mientras que los casos restantes, 20% muestran expresién normal de la proteina o la
presentan muy baja (Tabla 21). A pesar de que el valor prondstico de esta proteina esta
demostrado en CCR o en Ell, en nuestro trabajo no hemos encontrado relacién entre sus
niveles de expresidn y las caracteristicas clinicas, extension o gravedad de los casos
incluidos en nuestro trabajo, por lo que un estudio en mayor profundidad, con una
muestra mayor, seria necesario para confirmar estos resultados.

PIK3CA

La proteina PI3K (fosfatidil-inositol 3 quinasa de clase Ill) es crucial en el
metabolismo celular, y ademas tiene un papel importante en la regulacion de la
carcinogénesis. Su interaccidon con p150, Beclin-1 y mATG14 genera el complejo proteico
PI3K de clase Ill, necesario para la nucleacion del fagoforo y el proceso de autofagia. La
activaciéon de miembros de la ruta PI3K/AKT/mTOR, como PIK3CA, producen una
activacidn constitutiva de efectores como mTOR, conocido inhibidor de la autofagia; sin
embargo, existen moléculas que antagonizan la accién de PIK3CA, como el gen supresor
PTEN, que puede ser considerado un activador de la autofagia en EII%>4,

En los resultados de nuestro trabajo, la expresion de PIK3CA esta disminuida en
la mayoria de los casos de CU incluidos en nuestra serie (84%), independientemente del
grado de actividad, extensidn o caracteristicas clinicas. No obstante, seria necesario un
estudio en mayor profundidad y con una muestra mayor para descartar por completo el
valor prondstico de la expresién de PIK3CA en CU.
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1.2.2 Correlacién de la expresion de proteinas relacionadas con la ruta de

autofagia.

En nuestro estudio hemos encontrado correlacion significativa en la expresion
de varias proteinas implicadas en la ruta de la autofagia de las muestras de mucosa de
colon.

En primer lugar, atendiendo a la extensién, si observamos el diagrama de

correlaciones (Figura 51), en proctitis se determinaron asociaciones moderadas de LC3B
con TRAF6 y Beclinl; y de p62 con mTOR; en colitis izquierda y en pancolitis estas mismas
asociaciones fueron débiles, y en el grupo control lamativamente negativas de p62 con
LC3B. Debemos admitir la limitacidn de la relevancia clinica de esta observacion, ya que
en situacidon de brote con actividad grave la extensidén de la enfermedad pasa a un
segundo plano!?®,

En segundo lugar, atendiendo a la gravedad (Figura 55), en el grupo en remision
encontramos asociaciones moderadas o débiles de Beclinl con p62, LC3By TRAF6; en el
grupo leve, de mTOR con Beclinl y TRAF6; en el grupo moderada-grave se identifico
asociacion significativa Beclinl con TRAF6; mTOR con PIK3CA vy, ademas, asociacién
negativa de mTOR con TRAF6; y PIK3CA con Beclinl. En el analisis de la puntuacion
UCDAI, de forma paralela como cabia esperar comparando con la gravedad, y a como se
observo en la extensidn, igualmente existe una asociacion significativa con las proteinas
LC3B, TRAF6, Beclinl, con coeficiente de correlacién positivo, denotando una
correlacidn entre dichas proteinas y la puntuaciéon UCDAI.

Considerando estas asociaciones, deben ser interpretadas con mayor detalle:

- Lainteraccién que mas se repite en nuestro estudio es la existente entre LC3B,
TRAF6 y Beclinl, que resulta légica teniendo en cuenta que las tres proteinas
interactuan entre ellas. De hecho, TRAF6 se une a LC3B a través de p62 y ubiquitina
a Beclin12%, La presencia de dos dominios de unién a TRAF6 en Beclinl facilitaria la
unién entre las proteinas y su ubiquitinizacion?*®; de esta manera, TRAF6 ejerceria su
funcidn reguladora con la formacién del autofagosoma y activar la autofagia, lo que
podria explicar la correlacion entre las proteinas TRAF6, LC3B y Beclinl.

- La asociacion entre p62 y mTOR encontrada en el grupo proctitis, estaria
apoyada al considerar que ambas proteinas interactian de forma dependiente, a
través del dominio NLS1, donde Raptor promueve la activacion de la via
PI13K/Akt/mTORCL1. Por lo tanto, p62 es una parte integral del complejo mTORC1 y es
necesario para mediar la sefalizacién de aminodcidos y la activacidn de sus efectores
S6K1y 4EBP1%%7,

- La asociacién inversa entre las proteinas p62 y LC3B hallada en el grupo control
de extensidn, se justificaria al ser ambas moduladores del proceso de autofagia ya
que pueden interaccionar de manera directa entre ellas a través de su dominio LIR?®8,

-154 -



- La correlacion positiva entre las proteinas mTOR y PIK3CA se observa en el grupo
con mayor actividad. Pero estas proteinas no intervienen de manera conjunta en otra
ruta que no sea la autofagica y, en ella, sus roles son contrarios al ser mTOR un
inhibidor de la ruta y PIK3CA un regulador positivo. No obstante, se han descrito
recientemente en CCR mecanismos que conducen a una doble inhibicion de mTOR y
PIK3CA de forma conjunta, favoreciendo la regresién tumoral®>°. Para confirmar la
relacion de este hallazgo en la fisiopatologia de la Ell serian necesarios estudios mas
amplios.

- La correlacion positiva entre Beclinl y p62 en el grupo en remisidn. Estas
moléculas no intervienen conjuntamente en ninguna ruta diferente a la autofagia y
en el proceso autofagico poseen papeles contrarios. Beclinl es un regulador positivo,
y la ausencia de expresidn de p62 es indicativo de una activacion de la via. Por tanto,
no cabria esperar una correlacion positiva entre estas proteinas. Estos resultados
podrian ser debidos a alteraciones en otras proteinas implicadas en la autofagia no
analizados en nuestro trabajo, y que hipotéticamente sélo se manifiestan una vez se
ha controlado la actividad inflamatoria.

- La correlacién negativa moderada de mTOR con TRAF6, resulta antagdnica, ya
gue de forma general sus roles son paralelos, al ser mTOR un inhibidor de la ruta y
TRAF6 un activador de mTOR. Tampoco hemos encontrado la base bioldgica de la
correlacidn entre las expresiones de la proteina PIK3CA con LC3 y mTOR en sentido
positivo, ni con Beclinl y con TRAF6 en sentido negativo. No obstante, aunque las
funciones versatiles de la familia TRAF podrian explicar esta observacion, resulta mas
evidente que el menor tamafio muestral para determinaciones de PIK3CA y mTOR,
segun el grupo estudiado, seria la causa de estos hallazgos.

En tercer lugar, atendiendo_a la respuesta (Tablas 27 y 28), el analisis de los

valores de expresidn de p62 para los grupos con o sin respuesta terapéutica y controles
no arrojo diferencias. Sin embargo, el estudio de la expresion de LC3B y TRAF6 en el
grupo sin respuesta al tratamiento, mostrd porcentajes de expresion normal en el 58%
y 50%, respectivamente, siendo estos porcentajes de expresién normal mayores que
aquellos que respondieron al tratamiento y resultando inexistentes en el grupo control.
Estos hallazgos sugieren nuevamente un papel distintivo de LC3B y, en menor medida,
TRAF6 como marcadores prondsticos en relacidn con la respuesta al tratamiento.

1.3 NUEVAS APROXIMACIONES CON VALOR PRONOSTICO BASADAS EN LA
AUTOFAGIA

Desde que en los afios noventa Yoshinori Ohsumi descubriera los mecanismos

260

de la autofagia®®, se ha reflejado un creciente reconocimiento por el papel primordial

gue posee este proceso celular en funciones fisioldgicas y en la enfermedad. Sin
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embargo, los ultimos avances en este campo sugieren que solo estamos empezando a
dilucidar la interaccién entre la autofagia y las vias de sefalizacién de la inmunidad
innata en algunas enfermedades.

Nuestro trabajo aporta evidencias de la influencia que tiene la via de la autofagia
en la evolucién de la CU. A continuacion, se describen varias aproximaciones a este
analisis segun los resultados obtenidos:

- La relacion del patrén de progresién proximal y la expresidon de determinadas

proteinas de autofagia. Es decir, la extension de la enfermedad distal a pancolitis en los
cuatro afos de seguimiento se relaciona con la magnitud de las diferencias en los
resultados de LC3B. Se produce un descenso en la diferencia de los valores de la proteina
LC3B en la extensidn proximal con respecto a la extensién distal, de la misma manera
que ocurre con TRAF6. Estos resultados sugieren la utilidad de ambas proteinas como
marcador de progresidn proximal en el seguimiento. Adicionalmente, en el analisis del
patron de progresion, también se determind si en el tiempo de seguimiento los cambios
en la extensidn también se correspondian con cambios en la clasificacion de la gravedad
medida por T-W. En este subgrupo de pacientes no se detectaron diferencias
significativas.

- La relacién entre la evolucién de la actividad y la expresion de proteinas, se

analizo, en primer lugar, por los cambios en la clasificacion de gravedad de la CU durante
el seguimiento. De tal manera que se han detectado diferencias en la expresion de la
proteina TRAF6 entre los que no modificaron su actividad y los que disminuyeron su
actividad en el periodo de seguimiento de cuatro afos, hasta actividad silente.

Mas significativas son las observaciones con LC3B, en la que las diferencias también
aparecen entre los niveles de expresidon de aquellos que no modificaron su actividad
respecto a los que disminuyeron su actividad en el periodo de seguimiento de cuatro
afios, hasta considerar respuesta parcial o remisidn clinica.

Analizar estos cambios de actividad con el indice de T-W modificado tiene como
desventaja que no valora la extensién de las lesiones, por lo que en algunos casos de
formas distales (especialmente en proctitis) no es aplicable. Otras limitaciones son que
no esta validado y que no es suficientemente discriminativo para medir cambios mas
sutiles en la actividad de la enfermedad.

Para evaluar mejor la actividad medida por una escala de puntuacidn hubiera
sido deseable considerar el indice de UCEIS; pero por su facilidad de uso y ser el mas
utilizado en los ensayos clinicos mas clasicos el indice mas empleado en nuestro centro
al momento de la recogida de variables fue el indice de Mayo completo o UCDAI.
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Se determind la puntuacién UCDAI basal al momento de la inclusion y al final del
seguimiento se aplicd su version abreviada, el indice de Mayo parcial, que mide de modo
no invasivo la actividad de la CU, excluyendo la subpuntuacidon de endoscopia por no
disponer de nueva colonoscopia en todos los casos. Se ha demostrado que esta versién
abreviada y el UCDAI se correlacionan con la evaluacién del paciente sobre el cambio en
la actividad de la CU2%:217,

En la figura 65 se muestra la distribucion de los valores de expresidn respecto a
los cambios en la puntuacion de UCDAI muestra que la asociacion moderada e inversa
se obtuvo con LC3B y TRAF6; y mas débil y positiva con mTOR. Lo que apoya los
resultados anteriores obtenidos mediante la puntuacion T-W y permite establecer que
la expresidon de LC3B y TRAF6 se asocia con mejoria en la actividad medida de forma
objetiva, con una disminucién en el indice de Mayo parcial £ 2 puntos. Es decir, que una
expresion normal basal de LC3B y TRAF6 se asocia a mayor probabilidad de alcanzar
remision clinica.

- La relacidn entre la evolucidn de la actividad medida por calprotectina fecal y la

expresion de proteinas de autofagia es otra forma de determinar su valor prondstico en
el seguimiento.

Nuestras determinaciones de CF basal y los datos de actividad son congruentes con los

218 de tal forma que valores de CF basal superiores a 200upg/g se

observados
correlacionan con puntuaciones UCDAI >7; o lo que es lo mismo, actividad moderada o
grave. Comprobado este punto, nos permitié determinar la correlacién de los valores de
CF basal con los diferentes niveles de expresion de cada una de las proteinas. Se hallé
una asociacion significativa entre la CF basal y las determinaciones de la proteina LC3B

con correlacion positiva moderada (Tabla 26 y figura 67).

Adicionalmente, comprobamos cdmo los cambios de los valores de CF durante el
seguimiento (Figura 69) se relacionan con una determinada expresién de proteinas. Se
identificd una correlacién negativa moderada para LC3B. Es decir que aquellos casos que
tenian mayores niveles de expresion de LC3B en el momento basal, presentaron en su
evolucién una caida mas pronunciada del marcador CF hasta valores inferiores a
152ug/g, concordantes con remision bioquimica, o valores menores de 68 pg/g con
ausencia de actividad endoscopica e incluso histoldgica'?®. Acorde a lo descrito?®?,
nuestros resultados establecen con dicha correlacion un factor que nos permite

identificar pacientes con menor probabilidad de recaida.

- La relacidn entre la necesidad de cambio en la estrategia terapéutica durante el

seguimiento y la expresion de proteinas de autofagia también se analizé y, Unicamente
observamos que, entre los niveles de expresidon de aquellos que no modificaron su
tratamiento respecto de los que realizaron una o dos escaladas en el tratamiento
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durante el periodo de seguimiento de cuatro afos, las medianas representadas para
LC3B, a diferencia del resto de proteinas analizadas (Figura 72), presentan una clara
tendencia ascendente para mayores valores de LC3B, sin poder demostrar significacion
estadistica. Si esta tendencia demostrara significacion en una muestra mas amplia,
podria plantearse como una herramienta util para valorar cambios en el manejo
terapéutico, como ha ocurrido en otras enfermedades con mecanismos paralelos?®2.

Estado de la autofagia

Un andlisis conjunto de la expresion de p62 y LC3B es la forma mas fiable de
establecer el estado de la autofagia. Ambas se consideran marcadores del flujo
autofagico y de la induccion, respectivamente. LC3B es un marcador de autofagosomas,
ya que tras conversion de LC3-1a LC3-1l (forma lipidada) se encuentra en sus membranas.
La proteina p62 es un marcador del flujo autofagico que sirve de puente entre LC3B y
sustratos ubiquitinados y es degradada por el fagosoma disminuyendo su cantidad?33.

Nuestro andlisis conjunto atendiendo a la actividad, mostré que mas de la mitad
de todos los casos de CU con actividad inflamatoria presentan activacién de la ruta, una
cuarta parte muestran autofagia basal, y un 11% que presentan autofagia inhibida. Por
contra, el grupo de CU en remision el 85% mostraba un estado de autofagia basal, y de
forma llamativa hasta el 20% de las muestras de casos controles con mucosa normal
presentaron activacion de la ruta, circunstancia también descrita en estudios previos?%.

Por otro lado, atendiendo a la respuesta terapéutica, nuestros datos mostraron
gue mas de la mitad de los pacientes no respondedores presentan activacion de la ruta
frente a la mayoria de los pacientes respondedores que presentan una autofagia basal.

De este analisis conjunto de la expresion de p62 y LC3B podemos concluir que
nuestros resultados no permiten demostrar significacidon estadistica para la asociacion
entre el estado de la autofagia y el prondstico de los pacientes, a pesar de que el estudio
de la expresién de LC3B y p62, de manera independiente, si mostrd relacidon con el
prondstico de los pacientes. Este hecho se debe al reducido tamafio muestral, pero el
andlisis descriptivo de las diferencias observadas entre los distintos grupos (Tablas 27 y
28) si permite especular con la posibilidad de clasificar en categorias prondstico al
momento del diagndstico. La identificacion de un perfil de alteraciones concreto, por
tanto, podria ser clave en la prediccidn de la evolucidn de la enfermedad y su respuesta
al tratamiento 2%3. La ampliacién de este estudio para obtener un tamafio muestral
mayor seria necesaria antes de descartar la expresidén conjunta de estas proteinas como
un marcador asociado al prondstico que modifique su manejo.
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1.4 LIMITACIONES

En nuestro estudio las principales limitaciones han sido:

- Sesgo de seleccion al ser de tipo observacional, de casos y controles,
direccionalidad retrégrada (del efecto al factor de exposicion) en los que el muestreo se
hace en relacidon con la enfermedad de forma consecutiva, por lo que el sesgo de
seleccion no se puede evitar y los sujetos pueden no ser representativos de la poblacién
a la que se pretende extrapolar las conclusiones.

- El pequeiio tamafo muestral debido a la metodologia elegida. Dichas técnicas
de protedmica obligan a la obtencién de muestras tisulares, cuando cada vez es mas
frecuente que en pacientes en remisidon el método de cribado sea la cromoendoscopia,
en lugar de las biopsias parcheadas de todos los segmentos del colon. Esto tal vez se
relacione con la falta de significacidn estadistica en algunos analisis de correlacién que
aun asi han resultado utiles para marcar unas tendencias mostradas en el analisis
exploratorio.

- Es necesario mencionar que la expresion de proteinas en muestras tisulares
también se estudia de forma paralela mediante técnicas de inmunohistoquimica o
inmunofluorescencia, por lo que estos resultados aportarian informacién adicional y
permitirian contrastar los encontrados en nuestro estudio mediante western-blot.
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Conclusiones
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1. Nuestros resultados muestran una activacion de la via de la autofagia en la mucosa
de colon de pacientes con Colitis Ulcerosa.

2. La expresion de LC3B se asocia a formas de mayor gravedad o mas extensas,
sugiriendo su posible utilizacion como marcador prondstico en Colitis Ulcerosa.

3. En el estudio preliminar la expresién de la proteina TRAF6 es marginalmente
proporcional al nivel de actividad de la enfermedad y la ausencia de mTOR se asocia a
formas mas extensas o graves.

4. La asociacion que mas se repite en los pacientes con actividad de nuestro estudio es
la existente entre LC3B, TRAF6 y Beclinl. TRAF6 y Beclinl ejercerian su funcion
reguladora con la formacién del autofagosoma, incrementando la expresion de LC3B,
siendo este marcador LC3B indicativo de flujo en la via de la autofagia.

5. La expresion normal de LC3B es mayor en los no respondedores, que presentan
activacion de la ruta, frente a la mayoria de los pacientes respondedores que presentan
una autofagia basal, y serviria de indicador en relacion a la respuesta al tratamiento.

6. Existe correlacidon con la actividad medida en UCDAI, de forma que una expresiéon
normal basal de LC3B y TRAF6 se asocia a mayor probabilidad de alcanzar remision
clinica en nuestra muestra.

7. En este trabajo mostramos una asociacion significativa entre los valores de
calprotectina basal y la expresidon de la proteina LC3B, que permitiria identificar
pacientes con menor probabilidad de recaida. Consideramos que se deben realizar
estudios de estas proteinas en series mas amplias de pacientes para confirmar su validez
como biomarcadores en esta enfermedad.

8. Nuestro trabajo pone de manifiesto el posible papel como biomarcadores de LC3By
TRAF6 en el seguimiento de los pacientes con Colitis Ulcerosa.
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ANEXOS



ANEXO: Hoja de Consentimiento informado para el paciente.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Ha recibido informacién verbal y escrita sobre el proyecto de investigacion "ALTERACION DE
LOS MECANISMOS DE AUTOFAGIA EN LA FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD
INFLAMATORIA INTESTINAL".

De acuerdo con esta informacién he entendido que:

1.

Se me va a extraer una muestra durante la colonoscopia que tuviera programada,
gue consiste en una biopsia con pinza de la mucosa de colon, cuyo remanente se va a
emplear para realizar un estudio de proteinas.

El objeto de dicho estudio es analizar proteinas que estén implicadas en la Colitis
Ulcerosa, que puedan tener relacion con un peor curso de la enfermedad y con la
respuesta a las diferentes opciones de tratamiento.

Debido a la complejidad del analisis, los estudios pueden demorarse mas de un afo.
Se me informara de los resultados del estudio a mi y/o a las personas por mi
autorizadas.

Se guardara la confidencialidad de los resultados del estudio, pudiéndose utilizar los
datos para estudios epidemioldgicos.

Si es mi decisidn, puedo ejercer el derecho de anular el consentimiento y/o decidir
no saber el resultado, asi como solicitar que se destruyan las muestras extraidas.

Leido el documento consiento que se me extraiga dicha muestra y se emplee su remanente
para realizar el estudio titulado "ALTERACION DE LOS MECANISMOS DE AUTOFAGIA EN LA
FISIOPATOLOGIA DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL".

En Salamanca, a........ccecceeeenerecnnnenes o [T de

Firma del paciente Firma del médico
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ANEXO: Analisis de la expresidn de proteinas relacionadas con la ruta de autofagia en
muestras tisulares de mucosa de colon.

Tablas de valores descriptivos (media y mediana) de extensién y P62
Desviacion Extremo inferior del Extremo superior del

Nivel Numero Media
PROCTITIS 8 0,044515
C.IZQUIERDO 17 0,033649
PANCU 22 0,051073
CONTROL 10 0,059743
Nivel Mediana RI
PROCTITIS 0,049199 0,018555
C.IZQUIERDO 0,028624 0,028239
PANCU 0,055612 0,043279
CONTROL 0,061941 0,032141

estandar
0,014562
0,019385
0,019462
0,021479

IC al 95%
0,03234
0,02368
0,04244
0,04438

ICal 95%
0,05669
0,04362
0,05970
0,07511

Tablas de valores descriptivos (media + error estandar) de gravedad y P62

Nivel Numero Media
estandar
SILENTE 13 0,049429 0,022511
LEVE 16 0,036335 0,017182
MODERADA-ALTA 18 0,045990 0,019511
CONTROL 10 0,059743 0,021479
Nivel - Nivel Diferencia  Error estandar
de la diferencia
CONTROL LEVE 0,0234081 0,0080496
CONTROL MODERADA-ALTA 0,0137529 0,0078757
SILENTE LEVE 0,0130938 0,0074561
CONTROL SILENTE 0,0103143 0,0083992
MODERADA- LEVE 0,0096552 0,0068610
ALTA
SILENTE MODERADA-ALTA 0,0034386 0,0072681

IC al 95%
0,03583
0,02718
0,03629
0,04438

Desviacion Extremo inferior del Extremo superior del

ICal 95%
0,06303
0,04549
0,05569
0,07511

Limite de Limite de control

control inferior
0,002058
-0,007136
-0,006683
-0,011964
-0,008543

-0,015839

superior
0,0447587
0,0346423
0,0328703
0,0325923
0,0278533

0,0227163

Tablas de valores descriptivos (media y mediana) de extensiéon y LC3B
Extremo inferior del IC al

Nivel Numero Maedia
PROCTITIS 8 1,47287
C.IZQUIERDO 17 1,24405
PANCU 23 1,00320
CONTROL 10 0,40289
Nivel Mediana
PROCTITIS 1,299243
C.IZQUIERDO 0,99787
PANCU 0,957619
CONTROL 0,387249
Nivel - Nivel
PANCU C.IZQUIERDO
C.IZQUIERDO  PROCTITIS
PANCU PROCTITIS
CONTROL PANCU
CONTROL C.IZQUIERDO
CONTROL PROCTITIS

Desviacion

estandar
0,630799
0,727758
0,554035
0,184600

RI

1,10113
0,794821
0,789466
0,311041

Z

Valor p

-0,84571
-0,92571

-1,63444
-3,17604
-3,70391
-3,95598

1
1
0,613
0,0090*
0,0013*
0,0005*
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95%
0,94551
0,86988
0,76362
0,27083

Diferencias
de medianas
-0,040251
-0,301373
-0,341624
-0,57037
-0,610621
-0,911994

Extremo superior

Valor p

0,0264*
0,3106
0,3057
0,6121
0,5005

0,9647

del IC al
95%
2,0002
1,6182
1,2428
0,5349



Tablas de valores descriptivos (media y mediana) de gravedad y LC3B

Nivel Numero
SILENTE 14
LEVE 16
MODERADA-ALTA 18
CONTROL 10
Mediana RI
0,663073 0,520382
1,136361 0,608472
1,223671 1,050466
0,387249 0,311041

Tabla con analisis de contrastes por parejas de gravedad en LC3B.

Media

0,62833
1,27056
1,49332
0,40289

Nivel - Nivel
MODERADA-ALTA SILENTE
LEVE SILENTE
MODERADA-ALTA LEVE
CONTROL SILENTE
CONTROL LEVE
CONTROL MODERADA-ALTA

Desviacion Extremo inferior del Extremo superior del

estandar
0,303733
0,531091
0,681615
0,184600

IC al 95%
0,4530
0,9876
1,1544
0,2708

IC al 95%
0,8037
1,5536
1,8323
0,5349

Diferencia de medianas

Z Valorp
3,88284 0,0006*
3,27460 0,0063*
0,52842 1,0000

-1,18507 1,0000
-4,20051 0,0002*
-4,76297  <,0001*

0,560598
0,473288
0,08731
-0,275824
-0,749112
-0,836422

Tablas de valores descriptivos (media + error estandar) de gravedad y TRAF6

Nivel

PROCTITIS
C.IZQUIERDO
PANCU
CONTROL
Nivel
PROCTITIS
C.IZQUIERDO
PANCU
CONTROL
Nivel

C.IZQUIERDO
PANCU
PANCU
CONTROL
CONTROL
CONTROL

Numero
8 0,337270
17 0,359713
23 0,254043
10 0,048111
Mediana RI
0,202557 0,638015
0,299245 0,504895
0,171803 0,292043
0,041666 0,042994
- Nivel z
PROCTITIS 0,66471
PROCTITIS -0,05920
C.IZQUIERDO -0,99015
PANCU -3,41739
PROCTITIS -2,78561
C.IZQUIERDO -4,04924

IC al 95%
0,03146
0,21501
0,16064
0,03262

Valor p
1,0000
1,0000
1,0000

0,0321*

Media Extremo inferior del Extremo superior del
IC al 95%
0,64308
0,50442
0,34745
0,06361

Diferencia de
medianas
0,096688
-0,030754
-0,127442
-0,160891
-0,257579
-0,130137

Tablas de valores descriptivos (media + error estandar) de gravedad y TRAF6
Desviacion Extremo inferior del Extremo superior del

Nivel Numero
SILENTE 14
LEVE 16
MODERADA-ALTA 18
CONTROL 10
Mediana RI
0,08377 0,10719
0,344652 0,43854
0,273443 0,545425
0,041666 0,042994

Media

0,103629
0,428196
0,353018
0,048111

estandar
0,067661
0,282310
0,270330
0,021660
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IC al 95%
0,06456
0,27776
0,21859
0,03262

IC al 95%
0,14270
0,57863
0,48745
0,06361



Nivel

LEVE
MODERADA-ALTA
MODERADA-ALTA
CONTROL
CONTROL
CONTROL

- Nivel

SILENTE

SILENTE

LEVE

SILENTE
MODERADA-ALTA
LEVE

z Valor p
3,64958
2,78094 0,0325%*
-0,99343 1,0000
-1,43028 0,9158
-4,02482
-4,79278

Diferencias entre

medianas
0,260882
0,189673
-0,071209
-0,042104
-0,231777
-0,302986

Tablas de valores descriptivos (media y mediana) de extensién y mTOR

Nivel Numero  Media
PROCTITIS 7 0,056506
C.IZQUIERDO 15 0,053021
PANCU 23 0,076567
CONTROL 10 0,207188
Mediana RI

0,034106 0,107445
0,045241 0,066891
0,083334 0,094921
0,180239 0,204895

Desviacion Extremo inferior del IC al Extremo superior
estandar 95%
0,050298 0,00999
0,043192 0,02910
0,054778 0,05288
0,131212 0,11333

Tablas de valores descriptivos (media + error estandar) de gravedad y mTOR

Nivel Numero Media

estandar
SILENTE 13 0,065664 0,060686
LEVE 15 0,086468 0,040016
MODERADA-ALTA 17 0,047131 0,046156
CONTROL 10 0,207188 0,131212
Mediana RI
0,045241 0,10076
0,09878 0,054405
0,031138 0,061912
0,180239 0,204895
Nivel - Nivel Z Valorp
CONTROL MODERADA-ALTA 3,82226
CONTROL SILENTE 3,00018 0,0162*
CONTROL LEVE 1,91428 0,3335
LEVE SILENTE 1,25690 1,0000
MODERADA-ALTA SILENTE -0,69626 1,0000
MODERADA-ALTA LEVE -2,08220 0,2239

Desviacion Extremo inferior del Extremo superior del

IC al 95% ICal 95%
0,02899 0,10234
0,06431 0,10863
0,02340 0,07086
0,11333 0,30105

Diferencia de medianas
0,134998
0,081459
0,149101
0,053539
-0,014103
-0,067642

Tablas de valores descriptivos (media y mediana) de extensién y Beclinl
Desviacion Extremo inferior del Extremo superior del

Nivel

PROCTITIS
C.IZQUIERDO
PANCU
CONTROL

Nivel
PROCTITIS
C.IZQUIERDO
PANCU
CONTROL

Numero Media
5 0,521567

8 0,598778

14  0,450813

8 0,359555
Mediana RI
0,479167 0,54656
0,587679 0,35415
0,511563 0,283011
0,382243 0,125137

estandar
0,274382
0,202660
0,181777
0,065711
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IC al 95%
0,18088
0,42935
0,34586
0,30462

IC al 95%
0,86226
0,76821
0,55577
0,41449

delIC al

95%
0,10302
0,07694
0,10025
0,30105



Tablas de valores descriptivos (media * error estandar) de gravedad y Beclinl
Desviacion Extremo inferior del Extremo superior del

Nivel

SILENTE

LEVE
MODERADA-ALTA
CONTROL

Mediana
0,464628
0,558499
0,616858
0,382243

Numero

0 LW LW

RI
0,299612
0,412113
0,386612
0,125137

Media

0,408584
0,504287
0,610400
0,359555

estandar
0,161137
0,219940
0,209962
0,065711

IC al 95%
0,28472
0,33523
0,44901
0,30462

IC al 95%
0,53245
0,67335
0,77179
0,41449

Tablas de valores descriptivos (media y mediana) de extensidn y PIK3CA
Extremo inferior del IC al

Desviacion
estandar
0,045211
0,036603
0,033184
0,018517

Nivel Numero  Maedia
PROCTITIS 4 0,063718
C.IZQUIERDO 9 0,069358
PANCU 4 0,069130
CONTROL 8 0,061908
Mediana RI

0,043239 0,072313
0,047271 0,059944
0,06449 0,060598
0,059485 0,028772

95%
-0,0082
0,0412
0,0163
0,0464

Extremo superior

Tablas de valores descriptivos (media * error estandar) de gravedad y PIK3CA
Desviacion Extremo inferior del Extremo superior del

Nivel

SILENTE

LEVE
MODERADA-ALTA
CONTROL

Mediana
0,087831

0,04115
0,046649
0,059485

Numero

o O U w

RI
0,032633
0,049285

0,05942
0,028772

Media

0,089324
0,059254
0,065708
0,061908

estandar
0,016368
0,039802
0,038051
0,018517

IC al 95%
0,04867
0,00983
0,03646
0,04643

IC al 95%
0,12998
0,10867
0,09496
0,07739

ANEXO: Correlacion de la expresidn de proteinas de la ruta de autofagia segun
extension y gravedad.

delIC al

95%
0,13566
0,09749
0,12193
0,07739

Tabla con coeficientes de correlacion (CC) entre proteinas en el grupo Proctitis

p62
p62 1,0000
BECLIN1 -0,3654
TRAF6 -0,4999
LC3 -0,1797
mTOR 0,6243
PIK3CA 0,3106

BECLIN1
-0,3654
1,0000
0,6040
0,7734
-0,1378
-0,2589

TRAF6
-0,4999
0,6040
1,0000
0,4823
0,0619
-0,2180
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LC3
-0,1797
0,7734
0,4823
1,0000
-0,0351
0,3188

mTOR

0,6243
-0,1378
0,0619
-0,0351
1,0000
0,4659

PIK3CA
0,3106
-0,2589
-0,2180
0,3188
0,4659
1,0000



Tabla con coeficientes de correlacion (CC) entre proteinas en el grupo Colitis Izquierda

p62

BECLIN1

TRAF6
LC3
mTOR
PIK3CA

Tabla con coeficientes de correlacion (CC) entre proteinas en el grupo Pancolitis.

p62

BECLIN1

TRAF6
LC3
mTOR
PIK3CA

p62
1,0000
0,1315

-0,3453

0,2499
0,2404

-0,5961

p62
1,0000

-0,4088
-0,0677

0,0505

-0,0447

-0,3997

BECLIN1
0,1315
1,0000
0,2564
-0,0870
0,1237
-0,5201

BECLIN1
-0,4088
1,0000
-0,1605
0,2912
0,4378
0,6875

TRAF6
-0,3453
0,2564
1,0000
0,0408
0,1429
0,5745

TRAF6
-0,0677
-0,1605

1,0000
0,2919
-0,0539
-0,4704

Tabla con coeficientes de correlacion (CC

p62
BECLIN1
TRAF6
LC3
mTOR
PIK3CA

Tabla con coeficientes de correlacion (CC) entre proteinas en el grupo en remision

p62
BECLIN1
TRAF6
LC3
mTOR
PIK3CA

Tabla con coeficientes de correlacion (CC) entre proteinas en el grupo Leve

p62
BECLIN1
TRAF6
LC3
mTOR
PIK3CA

Tabla con coeficientes de correlacion (CC) entre proteinas del grupo Moderado-grave.

p62
BECLIN1
TRAF6
LC3
mTOR
PIK3CA

p62

1,0000
-0,0792
-0,1475
-0,7472
-0,0668
0,2126

p62
1,0000
0,5754
0,0306
-0,0757
0,5245
0,5120

p62
1,0000
-0,1031
-0,4546
0,3080
-0,0204
-0,0973

p62
1,0000
0,0729
-0,1854
0,2034
0,2726
-0,1036

BECLIN1
-0,0792
1,0000
0,8341
-0,1125
-0,2953
0,7686

BECLIN1
0,5754
1,0000
0,4322
0,4778
0,7259
0,0704

BECLIN1
-0,1031
1,0000
0,3651
0,2963
0,5725
-0,4954

BECLIN1
0,0729
1,0000
0,6498
-0,2377
-0,2815
-0,7913

TRAF6
-0,1475
0,8341
1,0000
0,0463
-0,3348
0,7563

TRAF6
0,0306
0,4322
1,0000
0,2812
0,3672
0,2610

TRAF6
-0,4546
0,3651
1,0000
0,0526
0,6018
0,5404

TRAF6
-0,1854
0,6498
1,0000
-0,2960
-0,2393
-0,5747

-178 -

LC3
0,2499
-0,0870
0,0408
1,0000
-0,1383
0,2815

LC3
0,0505
0,2912
0,2919
1,0000
0,1326
-0,4820

LC3
-0,7472
-0,1125
0,0463
1,0000
-0,0584
-0,2336

LC3
-0,0757
0,4778
0,2812
1,0000
0,6108
0,1344

LC3
0,3080
0,2963
0,0526
1,0000
-0,1433
0,1332

LC3
0,2034
-0,2377
-0,2960
1,0000
-0,0568
0,2964

mTOR
0,2404
0,1237
0,1429
-0,1383
1,0000
-0,3105

mTOR
-0,0447
0,4378
-0,0539
0,1326
1,0000
0,3532

mTOR
-0,0668
-0,2953
-0,3348
-0,0584
1,0000
-0,2806

mTOR
0,5245
0,7259
0,3672
0,6108
1,0000
0,1281

mTOR
-0,0204
0,5725

0,6018
-0,1433
1,0000
-0,0991

mTOR

0,2726
-0,2815
-0,2393
-0,0568
1,0000
0,7117

PIK3CA
-0,5961
-0,5201
0,5745
0,2815
-0,3105
1,0000

PIK3CA
-0,3997
0,6875
-0,4704
-0,4820
0,3532
1,0000

) entre proteinas en el grupo Control.

PIK3CA
0,2126
0,7686
0,7563
-0,2336
-0,2806
1,0000

PIK3CA
0,5120
0,0704
0,2610
0,1344
0,1281
1,0000

PIK3CA
-0,0973
-0,4954
0,5404
0,1332
-0,0991
1,0000

PIK3CA
-0,1036
-0,7913
-0,5747
0,2964
0,7117
1,0000



ANEXO: Correlacidon de la expresion de proteinas de la ruta de autofagia

segun actividad inflamatoria medida por UCDAI
Variable por variable p de Prob > |p|,!Prob>|p|
Spearman,!Spearman p

p62 UCDAI15 -0,2075 0,1214

BECLIN1 UCDAI15 0,4235 0,0112*
T6/actina UCDAI15 0,6309
LC3 UCDAI15 0,6984
mTOR UCDAI15 -0,4732

PIK3CA UCDAI15 -0,1640 0,4335

ANEXO: Relacidn entre la evolucidn en cambios de actividad y la expresién de
proteinas de autofagia.

LC3 y cambio de actividad. Se han detectado diferencias estadisticamente significativas
(p-valor=0,002). Las diferencias se han detectado entre los siguientes grupos:

Level - Level Score Mean Std Err Dif Z p-Value
Difference

-1 0 16,9495 5,365629 3,15891

-1 >=1 2,3854 8,083853 0,29508 1,0000
-1 <=-2 -2,1187 6,807214 -0,31125 1,0000
>=1 <=-2 -4,5667 8,720212 -0,52369 1,0000
0 >=1 -14,3974 7,648132 -1,88248 0,3586
0 <=-2 -19,1308 6,283582 -3,04456 0,0140%*

TRAF6 y cambio actividad. Se han detectado diferencias estadisticamente significativas
(p-valor=0,01). Las diferencias se han detectado entre los siguientes grupos:

Level - Level Score Mean Std Err Dif Z p-Value
Difference
-1 >=1 13,2500 8,083729 1,63910 0,6072
-1 0 13,0769 5,365547 2,43720 0,0888
0 >=1 0,1346 7,648015 0,01760 1,0000
-1 <=-2 -4,1875 6,807109 -0,61517 1,0000
0 <=-2 -17,3269 6,283485 -2,75753 0,0349*
>=1 <=-2 -17,5000 8,720078 -2,00686 0,2686

-179 -



ANEXO: Valores obtenidos de la cuantificacién de la expresion de proteinas de la ruta
de autofagia en muestras tisulares de pacientes con CU y controles sanos.

Tabla 29. Expresion cuantificada de la proteina p62

Grupo

N2 caso

Expresion
0,03037808
0,04653847
0,03037808
0,07437823
0,05608541
0,02006422
0,01826012
0,07249886
0,03065334
0,02250935
0,07381265
0,02284729
0,02016579
0,01570112
0,01443861
0,02900629
0,02862365
0,07363947
0,01996071
0,05501844
0,06251896
0,04943819
0,04943819
0,05589417
0,06152004
0,04943819
0,02835086
0,05797945
0,04943819

Grupo
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N2 caso
60
5
8
11
13
15
17
19
24
31
33
43
44
46
49
50
55
61
68
27
28
29
30
62
63
64
65
66
67

Expresion

0,04716519
0,05930048
0,0286164

0,03249573
0,02687104
0,02835086
0,02678567
0,03065334
0,07182868
0,07182868
0,0250013

0,07182868
0,07182868
0,05532926

0,07182868
0,04895904
0,0099652
0,05415063
0,03037808
0,03105828
0,07585674
0,04105828
0,05998034
0,06488569
0,06897982
0,10135233
0,06361576
0,06026663



Tabla 30. Expresion cuantificada de la proteina LC3B

Grupo

N2 caso

1

Expresion
1,07549072
1,52299519
1,31228265
0,97946097
1,36620465
2,13259146
1,08113725
1,4864399
0,89372068
0,87524441
1,07179712
2,14920111
1,15826182
1,04877079
0,64735501
0,73895348
0,81145518
1,31577787
0,99787013
1,44825612
0,98984701
2,12605899
2,93937894
1,95055803
1,91277675
1,96930286
0,85256059
1,82776747
2,44902297

Grupo

-181-

N2 caso

60
5
8

11

13

15

17

19

24

31

33

43

44

46

49

50

55

61

68

27

28

29

30

62

63

64

65

66

67

Expresion
2,69980944
0,15522272
0,34351588
1,11445985
0,95761907
0,45587339
0,83806884
0,57673926
0,82030499
0,77883438
0,62419265
0,24798708
0,47459782
0,85048909
0,24801874
1,19546802
0,70195277
0,84588749
0,94588749
0,63010309
0,63010309
0,3125338
0,41896573
0,3254013
0,5258241
0,35553297
0,14078669
0,12547626
0,56414932



Tabla 31. Expresion cuantificada de la proteina TRAF6

Grupo

N2 caso

54
56
57
58
59

Expresion

0,04664939
0,25860376
0,17340635
0,76012789
0,13270682
0,16487938
0,23806886
0,71974177
0,85062439
0,56497776
0,05976757
0,30964247
0,90519158
0,85489126
0,68137795
0,29924465
0,32983943
0,2055218

0,67150806
0,40695112
0,14003021
0,24764184
0,21539533
0,25968712
0,13126783
0,29924465
0,67657048
0,04291203
0,97079433

Grupo
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N2 caso

60
5
8

11

13

15

17

19

24

31

33

43

44

46

49

50

55

61

68

27

28

29

30

62

63

64

65

66

67

Expresion
0,47270768
0,06557957
0,08862744
0,41353331
0,20877297
0,39006019
0,26305933
0,03758903
0,02399427
0,09801709
0,07891333
0,15851753
0,14778181
0,10311095
0,05486279
0,17180344
0,03083658
0,0737549
0,15747316
0,02776722
0,07094595
0,07094595
0,08776722
0,03348024
0,03680335
0,05154754
0,0465292
0,02730788
0,0280133



Tabla 32. Expresion cuantificada de la proteina mTOR

Grupo

N2 caso

54
56
57
58
59

Expresion Grupo
0,00863044
0,01322162
0,04524089
0,02113092
0,01593391
0,00570026
0,00518772
0,02059698
0,00870864
0,12556183
0,14230793
0,04524089

0,09877967

0,00410202
0,07559966
0,06513239
0,09559966
0,06626168
0,10451291
0,08333412
0,03113837
0,03113837
0,12779577
0,13234076
0,03113837
0,12545524

0,12066716
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N2 caso
60
5
8
11
13
15
17
19
24
31
33
43
44
46
49
50
55
61
68
27
28
29
30
62
63
64
65
66
67

Expresion
0,02970673
0,01684732
0,00812994
0,10411363
0,12056964
0,12545524
0,11454401
0,00870864
0,11253246
0,11551781
0,00710289
0,04524089
0,04524089
0,06794781
0,07371226
0,21651553
0,05543917

0,03410647
0,26936867
0,11347518
0,26771305
0,15989101
0,08178812
0,05102116
0,20058712
0,10191812
0,39901731
0,42710276



Tabla 33. Expresion cuantificada de la proteina BECLIN1

Grupo

Expresion

0,35473717

0,3632983

0,61685824

0,61685824

0,51107186

0,3733019

0,94866187
0,24334369

0,22245175
0,3419938
0,80544747

0,80544747
0,47916667

0,61685824

0,80544747

Grupo
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N2 caso

60
5
8

11

13

15

17

19

24

31

33

43

44

46

49

50

55

61

68

27

28

29

30

62

63

64

65

66

67

Expresion
0,81023973

0,5584989

0,46462779

0,5584989
0,5584989

0,28620245
0,5584989
0,5584989
0,17465872
0,5584989
0,24978518

0,26798915

0,41956882
0,41956882

0,39319975
0,25721183
0,41956882
0,37128592
0,29084642
0,30518769



Tabla 34. Expresion cuantificada de la proteina PIK3CA

Grupo

N2 caso

Expresion
0,04664939

Grupo

0,04664939
0,0411499
0,0411499
0,0411499
0,0411499

0,13019445

0,13019445
0,03712408

0,0398293
0,07094595

0,13126783

0,04291203
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N2 caso
60
5
8
11
13
15
17
19
24
31
33
43
44
46
49
50
55
61
68
27
28
29
30
62
63
64
65
66
67

Expresion
0,04727077

0,08783083

0,10638757

0,0737549

0,07094595
0,07094595

0,04439293
0,0480235
0,09425312
0,07501336
0,0470836
0,04460483
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