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RESUMEN

RESUMEN

“IMPLICACION DE LOS FACTORES ANGIOGENICOS Y
LINFANGIOGENICOS EN LA ENFERMEDAD

INFLAMATORIA INTESTINAL”

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es un trastorno inflamatorio
cronico que engloba dos entidades clinicas distintas: Enfermedad de Crohn (EC) y
colitis ulcerosa (CU). Aunque la etiologia de ambas enfermedades se desconoce,
se sabe que estan relacionadas con una alteracién de la respuesta inmune y que

estan implicados tanto factores hereditarios como ambientales.

En los dltimos afios se ha intentado profundizar en el conocimiento de las
posibles causas de estas enfermedades y de los factores que podrian influir en su
evolucion. Entre ellos, el estudio del desarrollo vascular y, muy especialmente, de
la angiogénesis, ha adquirido gran importancia. Los vasos linfaticos y su relacion
con la Ell no han recibido tanta atencibn como los sanguineos y los mecanismos

gue regulan su desarrollo y crecimiento no se conocen con detalle.
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Si una angiogénesis y linfangiogénesis patoldgica estan implicadas en esta
enfermedad, los farmacos mas potentes utilizados actualmente para el control de la
misma, como son los farmacos bioldgicos, infliximab (IFX) y adalimumab (ADA)
también podrian mediar su eficacia mediante un efecto en las concentraciones de

los factores angiogénicos y linfangiogénicos (FAL).

Por tanto, la finalidad del presente proyecto de investigacion es el estudio
conjunto y exhaustivo de los principales mecanismos implicados en los procesos
de angiogénesis y linfangiogénesis en la mucosa intestinal y en sangre de
pacientes con Ell y el posible efecto de los farmacos anti-factor de necrosis tumoral

alfa (anti-TNF-a) sobre los FAL en estos pacientes.

Métodos

Estudio prospectivo tipo casos y controles que fue desarrollado en dos
fases. En la primera fase del estudio se incluyeron pacientes con Ell (72) y
controles sanos (28) que acudieron a la realizacion de una colonoscopia por criterio
médico. De cada paciente se obtuvieron tres tipos de muestra: sangre para
determinacion de FAL y marcadores de inflamacién en suero, muestras de tejido
para su cultivo y determinaciéon en sobrenadante de los mismos FAL, y biopsias
para estudio histoldgico. En los pacientes con Ell, ademas, se determiné el grado

de actividad de la enfermedad mediante el calculo de los indices clinicos,
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endoscoépicos e histoldgicos apropiados y su correlacion con los niveles de FAL y
se determind el valor de estas proteinas como predictores de actividad de la Ell

mediante el analisis de las curvas ROC (receiver operating characteristics).

En una segunda fase del estudio se incluyeron 37 pacientes con Ell que
iniciaban tratamiento con los farmacos biolégicos IFX o ADA y 40 voluntarios sin
Ell. De cada paciente se obtuvo una muestra de sangre antes de cada una de las
tres primeras dosis del tratamiento para la determinacién de factores angiogénicos
y se determind la eficacia y repuesta al tratamiento pautado y valor predictivo de
estas proteinas como indicadores de eficacia del tratamiento. En el caso de los
controles se obtuvo una Unica muestra sérica para la determinaciéon de los mismos

factores angiogénicos.

Las concentraciones de los FAL en suero y sobrenadante de cultivo (SMI) se

determinaron mediante la técnica enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

Resultados

Las concentraciones en SMI de todas las proteinas analizadas, excepto
VEGFR-3 estuvieron elevadas en pacientes con enfermedad activa respecto a los

sujetos controles y variaron de forma significativa en funcién de la actividad clinica,
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endoscépica e histolégica de la EIl (p<0,05). Los pacientes con enfermedad

guiescente por el contrario tuvieron niveles similares a los controles.

Respecto a las determinaciones en suero, sélo VEGF-A, VEGF-C y Ang-1
fueron mayores en pacientes con actividad clinica que en aquellos sin ella (VEGF-
A: 592+447 vs. 395+274 pg/ml, p=0,02; VEGF-C: 13,9+4,8 vs. 11,8+3,5 pg/ml,
p=0,03 and Angl: 58,7 £17,6 vs. 50,8 +14,5ng/ml, p=0,04) y los niveles de VEGF-
Ay Ang-1 fueron mas altos en pacientes con actividad histolégica que en pacientes
sin ella (577+426 vs. 346239 pg/ml, p<0,01 y 57,8+16,4 vs. 47,2+14,6 ng/ml,
p<0,05). Los niveles séricos de Ang-1 y VEGF-A también correlacionaron
significativamente con los indices endoscopicos de la Ell (r=0,362; p=0,049 y
r=0.397, p=0,01; respectivamente) y con la proteina C-reactiva, el recuento de

leucocitos y el recuento de plaquetas (p<0,05).

Hubo una correlacién positiva entre los niveles en suero de VEGF-D
(r=0,25), VEGFR-3 (r=0,48) y Tie2 (r=0,36) y sus correspondientes concentraciones
en SMI (p<0,05). Esta correlaciéon fue negativa para PIGF (r=-0,45; p<0,05). No se

encontraron mas asociaciones entre suero y SMI para el resto de FAL estudiados.

Los niveles de Ang-2 en SMI fueron los mejores predictores de actividad
endoscopica, histolégica y clinica de la Ell. Respecto a los niveles de FAL en
suero, los resultados del area bajo la curva ROC (ABC) para las proteinas

estudiadas fueron inferiores respecto a los obtenidos en SMI. Los mejores
6
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resultados fueron encontrados para Ang-1 como predictor de actividad histolégica
(ABC: 0,68; punto de corte: 52,0 ng/ml: 64% sensibilidad y 68% especificidad) y
para VEGF-A como predictor de actividad endoscopica (ABC: 72; punto de corte:

341 ng/ml: 85% sensibilidad y 64% especificidad).

Respecto a los resultados obtenidos en la segunda fase del estudio, los
niveles de Ang-1 fueron significativamente mas bajos antes de la segunda, tercera
y cuarta dosis del tratamiento comparado con los niveles iniciales (49,5+18,6 vs.
43,4+21,8; 48,7+18,7 vs. 42,4+18,7; 44,9+19,9 vs. 16,7+38,0; respectivamente) en

los pacientes que alcanzaron la remision tras tres dosis del tratamiento (p<0,05).

Los pacientes en remision en la tercera dosis tuvieron niveles
significativamente mas bajos de VEGF-A en el momento basal (453,5+250 vs.
667,5+153,9; p=0,04); en la segunda dosis (409,7+217 vs. 681,3+£350,6; p=0,01) y
en al tercera (400,5+222,8 vs. 630,4+243,1; p=0,03) respecto a aquellos pacientes

gue no alcanzaron la remision con el tratamiento.

Esta misma compararacion también se hizo en pacientes que estaban en
remision en la cuarta dosis y pacientes en los que persistia la actividad. Los niveles
de Ang-1 basales y antes de la segunda dosis de anti-TNF-a fueron mayores en
pacientes en remision en la semana 14 comparados con aquellos sin remision
(basal: 48,3+20,4 vs. 28,8+11,6 ng/mL, p=0,04; semana 14: 46,4+22,4 vs.

30,8+7,3 ng/mL, p=0,01). No se hallaron mas diferencias a este respecto.
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Se encontr6 que valores elevados basales de VEGF-A fueron predictores de
una mala respuesta al tratamiento con farmacos biolégicos. EI ABC fue de 0,8 con
un punto de corte de 658,36 pg/ml (con una sensibilidad de 85,7% y una
especificidad de 78,6%). Por el contrario, niveles basales elevados de Ang-1
estuvieron asociados con la remisiébn de la enfermedad tras el tratamiento de
induccioén con los farmacos anti-TNF-a (ABC: 0,7; punto de corte: 36,6 ng/ml; 72%

sensibilidad y 71,4% especificidad)

Conclusiones

. Los pacientes con Ell activa presentaron un pérfil angiogénico caracterizado por
unas concentraciones elevadas a nivel local de todas las proteinas estudiadas, a
excepcion de VEGFR-3, respecto a los pacientes controles y a los pacientes sin
actividad, apoyando la implicaciéon de una angiogénesis alterada en la patogenia de

la EII.

. La sobreexpresion de VEGFR-2, VEGF-C y -D y la estabilidad de los niveles de
VEGFR-3 sugieren que la funcion pro-linfangiogénica de VEGF-C y -D podria ser
llevada a cabo via VEGFR-2 en vez de VEGFR-3 en los periodos de actividad de la
Ell y que la via de sefalizacion de VEGFR-3 y por tanto, la linfangiogénesis por la

via habitual podria estar blogueada en estos pacientes.
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3. Los niveles de FAL en SMI en los pacientes en remision clinica y endoscopica
fueron iguales que en los sujetos controles lo que sugiere que las alteraciones
angio/linfangiogénicas observadas en los pacientes con EIll en actividad podrian
ser reversibles. Ademas, las diferencias encontradas en dichos pacientes con
actividad fueron similares para los pacientes con EC y CU, sugiriendo un
comportamiento similar de ambas entidades respecto a la angiogénesis y

linfangiogénesis local.

4. Los niveles locales de FAL correlacionan bien con la actividad clinica, endoscépica
e histolégica de la Ell y tienen buen valor prondstico de actividad de la enfermedad,
especialmente Ang-2 y podrian constituir una nueva diana terapéutica en futuras

lineas de investigacion.

5. Por el contrario, aunque las concentraciones en suero de VEGF-A y el sistema
angiopoyetinas estuvieron alteradas en los pacientes con Ell activa respecto a los
controles y correlacionaron con distintos marcadores de inflamacién como la
proteina C-reactiva, el recuento de leucocitos y el recuento de plaquetas, la
correlacion en general de estas proteinas con los niveles en SMI y la actividad
clinica, endoscépica e histolégica de la enfermedad es baja y por el momento,

podemos afirmar que no poseen utilidad como predictores de actividad.

6. En pacientes que alcanzaron la remision con el tratamiento anti-TNF-a, los niveles

séricos de Ang-1 disminuyeron significativamente con el tratamiento administrado,
9
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mientras que, los niveles de VEGF-A disminuyeron respecto a la determinacion
basal en pacientes tratados con IFX y fueron marcadamente menores en pacientes
gue alcanzaron la remision comparados con los pacientes no respondedores,
sugiriendo un papel de estas proteinas en los complejos mecanismos en los que se

produce la actuacion de los farmacos anti-TNF-a.

Los cambios en los niveles de VEGF-A y Ang-1 en pacientes que responden al
tratamiento podrian predecir la respuesta a esta terapia, pero por el momento no es
posible conocer si tales cambios son un efecto directo de los inhibidores de TNF-a

0 son una sefial secundaria a la remisién de la actividad de la Ell.

Palabras clave:

Enfermedad inflamatoria intestinal, factores angiogenénicos y linfangiogénicos,

farmacos bioldgicos
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1. LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

1.1. Concepto

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) es un trastorno inflamatorio
cronico que engloba dos entidades clinicas distintas: Enfermedad de Crohn (EC) y

colitis ulcerosa (CU) (1, 2).

La EC puede afectar a cualquier parte del tracto digestivo desde la boca
hasta el ano, aunque se localiza con mas frecuencia en ileon terminal y colon. Se
caracteriza por una naturaleza focal de la afectacion macroscépica. La CU afecta a
la mucosa del colon en extension variable, desde el recto hasta el ciego pero, a
diferencia de la EC, se distribuye generalmente de forma continua. Ambas
entidades clinicas pueden asociarse a manifestaciones sistémicas vy
extraintestinales. Tanto la EC como la CU cursan alternando brotes de actividad,
caracterizados por un aumento y agudizacion de la respuesta inflamatoria, con
periodos de remisién. El nimero, la periodicidad y la gravedad de estos brotes son

impredecibles.
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Enfermedad inflamatoria intestinal

Colitis
ulcerosa|

Enfermedad
de Crohn

Figura 1. Distribucidén mas comun de las lesiones en la enfermedad de Crohn y la

colitis ulcerosa.

Imagen tomada de www.taringa.net

1.2. Criterios diagnosticos

El diagnostico de la EIll se realiza por una serie de criterios clinicos,
radiolégicos, endoscopicos y anatomopatoldgicos. Estos criterios son los
denominados criterios de Lennard-Jones (3), se requiere, al menos la presencia de
dos criterios para el diagndstico, siendo el anatomépatologico el definitivo. Hasta
en un 10% de los casos de EIll con afectacion de colon es imposible hacer un
diagnodstico diferencial entre EC y CU, es lo que se conoce como colitis

indeterminada o colitis no clasificada.

14
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Tabla I. Criterios diagnosticos de Lennard-Jones para la enfermedad de Crohn.

Tipo criterios

Criterios clinicos

Caracteristicas de los criterios

Dolor abdominal recurrente
Diarrea

Pérdida de peso

Masa abdominal
Fiebre/febricula
Enfermedad perianal
Fistulas

Manifestaciones extraintestinales

Criterios radiolégicos

Cambios mucosos: Ulceras aftoides, lineales, Ulceras
longitudinales, pdlipos inflamatorios, edemas de valvulas
conniventes

Cambios del calibre: estenosis, dilatacién, fistulas,

asimetria de las lesiones

Criterios

endoscoépicos

En afectacion de colon: presencia de aftas, ulceraciones
lineales profundas o serpiginosas, aspecto en empedrado,
estenosis, orificios fistulosos, pseudopélipos y pdlipos,
lesiones caracteristicas segmentarias, de extension
variable y con recto frecuentemente indemne

En afectacion de ileon: aftas, Ulceras y/o estenosis

Criterios

anatomopatolégicos

Mayores: inflamacion transmural, granulomas no
caseificantes, agregados linfoides (sin centro germinal)

Menores: inflamacion de caracter discontinuo, inflamacion
de la submucosa con arquitectura epitelial conservada,

retencién de moco con inflamacién minima, fisuras
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Tabla Il. Criterios diagndsticos de Lennard-Jones para la colitis ulcerosa.

Tipo criterios

Criterios clinicos

Caracteristicas de los criterios

Rectorragias

Diarrea cronica (aunque en un 10% de los casos
puede haber estrefiimiento)

Dolor abdominal

Manifestaciones extraintestinales

Criterios radiolégicos

Cambios mucosos: mucosa granular, Ulceras
espiculares o en botdn de camisa, pseudopdlipos
Cambios del calibre: estrechamiento de la luz,

acortamiento del colon, pérdida de haustracion

Criterios endoscdpicos

Mucosa eritematosa, granular, edematosa y/o friable
Exudado o ulceraciones

Hemorragia al roce o espontanea

Pseudopélipos y pélipos

Lesiones caracteristicas continuas y con afectacion

practicamente constante de recto

Criterios

anatomopatoldgicos

Mayores: inflamacion exclusiva de la mucosa,
Ulceras superficiales, distorsion de las criptas,
microabscesos, deplecion de células caliciformes

Menores: infiltrado inflamatorio crénico difuso,
aumento de la vascularizacion mucosa, metaplasia
de las células de Paneth, atrofia mucosa, hiperplasia

linfoide

16
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OMMENT
acility

Figura 2. Algunos de los métodos utilizados para el diagnostico de la enfermedad

inflamatoria intestinal.

1.2.1. Criterios clinicos

Los sintomas mas frecuentes de presentacion de la EC son dolor abdominal
y diarrea, aunque también es comun la presencia de rectorragia, fiebre o pérdida
de peso, entre otros (4). Su caracter transmural y cicatricial explica el desarrollo

frecuente de fistulas, abscesos y estenosis (2).
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El sintoma mas caracteristico de la CU es la diarrea con sangre, aunque no
esta siempre presente y presenta gran variabilidad tanto en el aspecto como en la
cantidad de sangre emitida (5). Pueden afadirse otros sintomas, como fiebre
(especialmente en las formas extensas), dolor abdominal, sindrome rectal
(tenesmo, urgencia deposicional y esputo rectal de sangre y moco), pérdida de

peso o estrefiimiento en las formas mas distales.

1.2.2. Criterios endoscoépicos

La EC se caracteriza por una afectacion de predominio submucoso,
transmural, granulomatoso y cicatrizante, y una distribucién segmentaria a lo largo
del intestino (mucosa sana interpuesta entre lesiones). Es frecuente la afectacion
ileal con aftas, y la presencia de Ulceras profundas o serpiginosas produciendo la
clasica imagen “en empedrado”; en algunos pacientes se desarrollan estenosis y/o

fistulas (6).

Tipicamente, la mucosa coélica de la CU en fase de actividad presenta una
apariencia granular, con pérdida del patréon vascular, eritema difuso,
microulceraciones (o incluso Ulceras de gran tamafio en casos graves), exudado y
hemorragia espontaneos o al roce con el endoscopio. La afectacion macroscopica
de la mucosa es, en la mayoria de los casos no tratados, difusa y continua (sin

areas interlesionales aparentemente sanas), y afecta casi siempre desde el recto
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en sentido proximal. Es frecuente la presencia de pseudopdlipos en las formas

cronicas (7, 8).

Tabla lll. Diferentes hallazgos endoscopicos en la enfermedad de Crohn y la colitis

ulcerosa.
Caracteristica Enfermedad de Crohn Colitis ulcerosa
Hiperemia Parcheada Difusa
Ulcera profundas Frecuentes (variadas) Solo en casos graves
Recto afectado 50% 95%
Distribucién Discontinua (>80%) Continua (>90%)
Estenosis en la luz Frecuente Rara (casos graves)
ileon afectado Frecuente (>60%) Infrecuente y leve
Pseudopdlipos Infrecuentes Frecuentes

En ambas entidades clinicas, los hallazgos endoscopicos pueden
modificarse en relacion con el tratamiento recibido y la gravedad de las lesiones

suele correlacionarse con el grado de actividad de la enfermedad.

1.2.3. Criterios histoldgicos

En la EC la afectacion histolégica es parcheada y se extiende mas alla de la
mucosa. Son frecuentes los agregados linfoides (sin centro germinal) y los
granulomas no caseificantes. Aparece fibrosis, metaplasia pil6rica, neutrofilia de la

lamina propia y una hipertrofia de los plexos nerviosos (4, 9).
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Figura 3. Corte histologico de mucosa de intestino grueso con signos de afectacion

por enfermedad de Crohn.

Se observa inflamacion de la pared consistente en células linfoides, macréfagos y células plasmaticas.

También se observan granulomas no caseificantes. Imagen tomada de: www.igb.es

Durante los brotes agudos de actividad, la mucosa de los pacientes con CU
presenta un importante infiltrado inflamatorio compuesto por linfocitos y células
plasmaticas, junto a neutréfilos que aparecen predominantemente en las criptas,
formando microabscesos cripticos muy caracteristicos, pero no patognomaonicos.
Asi mismo, las criptas presentan distorsion estructural, con disminuciéon de sus
ramificaciones y del nimero de células caliciformes. Durante las fases de remision,
disminuye o desaparece el infiltrado inflamatorio y los abscesos cripticos, y se
recupera el namero de células caliciformes; sin embargo, las criptas suelen

continuar mostrando distorsion arquitectural (9-11).
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Figura 4. Corte histoldgico de mucosa de intestino grueso con signos de afectacion

por colitis ulcerosa.

La lamina propria aparece hiperémica y con denso infiltrado linfocitario. Se observan criptas deformadas y
dilatadas, con exudado de polinucleares en el lumen y entre células epiteliales. En la porcion inferior de la
cripta central se observa que los polinucleares infiltran la lamina propia subyacente, Imagen tomada de:

www.escuela.med.puc.cl

1.3. Clasificacion segun la extension de la enfermedad

Debido a la heterogeneidad clinica de estas enfermedades y a la variedad
demografica, clinica y fenotipica de las mismas, existe una clasificacion
denominada clasificacion de Montreal adoptada en el afio 2005 que permite

diferenciar a los pacientes en funcion de la extension de la zona afectada, del
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grado de actividad, y en el caso de la EC de la edad al diagnostico y de su

comportamiento (12, 13).

1.3.1. Clasificaciéon de Montreal de la EC

La edad al diagnéstico de la enfermedad (A) se subdivide en tres categorias,
Al: menores de 16 afos, A2: entre 17 y 40 afios, y A3: mayores de 40 afos,
debido a que se considera que las formas mas precoces tienen caracteristicas

genéticas y presentaciones clinicas diferentes.

Respecto a la localizacion (L), se consideran los siguientes grupos:

-L1: afectacion ileal. Aproximadamente un 30% de los casos, es cuando se
afecta el ileon con o sin afectacion del ciego. Las manifestaciones clinicas se
deben a la presencia de estenosis a este nivel con nauseas, vomitos, dolor

abdominal en fosa iliaca derecha, pérdida de peso y fiebre.

-L2: localizacion colica. 20% de los casos. Una o varias localizaciones de la
enfermedad entre el recto y el ciego, sin afectacion del intestino delgado. Con
clinica parecida a la CU, se asocia con mas frecuencia a enfermedad perianal y

manifestaciones extraintestinales.
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-L3: localizacion ileocdlica. La mas comun de las localizaciones, presente en
un 40% de los casos. Se da afectacion en el ileon terminal con o sin afectaciéon

cecal y en cualquier otra parte del colon. La clinica es una mezcla de las anteriores.

-L4: localizacion tracto digestivo alto. Es la localizacion menos comun (5%) y
engloba la afectacion de cualquier localizacion proximal al ileon distal (ileon
proximal, yeyuno, duodeno, estbmago, esoéfago, y  orofaringea)
independientemente que se afecte el tercio distal del ileon o el colon. La clinica es

mucho mas variada y depende de la afectacion exacta presente.

Por dltimo, la clasificacion de Montreal tiene en cuenta el comportamiento
clinico, que refleja fundamentalmente la agresividad de la enfermedad, relacionada
con la necesidad de terapias con mayores efectos secundarios o cirugias. A este

respecto, el comportamiento (B) se divide en tres categorias:

-B1: patron inflamatorio o no-fistulizante no-estenosante. Consiste en la
presencia de ulceras superficiales que se pueden convertir en mas profundas e

inflamacion.

-B2: patrén estenosante. Se caracteriza por la presencia de estenosis y
dilatacion presestendtica. Puede dar lugar a cuadros suboclusivos o

pseudooclusivos.

23



INTRODUCCION

-B3: patron fistulizante o perforante, Incluye perforaciones libres vy
perforaciones con formacion de fistulas internas, abscesos y masas
intraabdominales, Es un patron que se caracteriza por recurrencias frecuentes y la

necesidad de cirugia.

Se recomienda excluir de este Ultimo patron a la enfermedad perianal y
considerarla como una categoria independiente. De este modo, los abscesos y

fistulas perianales se deben indicar con la letra “p” y puede acompafar a

cualquiera de los diferentes patrones clinicos, resultando en B1p, B2p y B3p.

Hay que tener en cuenta que los patrones clinicos pueden variar a lo largo
del tiempo y pueden pasar de unas categorias a otras segun evolucione la

enfermedad.

Tabla IV. Clasificacién de Montreal para enfermedad de Crohn.

Edad al diagnéstico Localizacion Patrén evolutivo
A1l 16 afios 0 menos L1 ileon terminal B1 No estenosante, no fistulizante(**), o
inflamatorio
A2 17-40 afios L2 Colon B2 Estenosante
A3 >40 L3 lleocdlica B3 Fistulizante
L4 Tracto digestivo alto Anadir “p” a cualquiera de las anteriores si

(se aflade a cualquiera de las existe participacion perianal

anteriores si esta presente)
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1.3.2. Clasificacion de Montreal de la CU

En funcion de la extension de la enfermedad la CU puede dividirse en las

siguientes categorias:

-Proctitis ulcerosa (E1): la afectacién se limita al recto, 0 como maximo a la

union rectosigmoidea.

-CU izquierda (E2): la enfermedad se extiende hasta el angulo esplénico.

-CU extensa (E3): se observa inflamacion mas alla del angulo esplénico.

El tratamiento médico y el prondstico de la enfermedad pueden variar en

funcién de la extension de la enfermedad.

Tabla V. Clasificacién de Montreal para la colitis ulcerosa

Extension

E1: Proctitis ulcerosa

E2: Colitis izquierda o colitis distal

E3: Colitis ulcerosa extensa
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1.4. Valoracion de la gravedad clinicay de la actividad inflamatoria

Para poder cuantificar el grado de actividad inflamatoria en la EC y la CU, se
utilizan los denominados indices de actividad. Estos indices estdn basados en

parametros clinicos, endoscépicos e histoldgicos, y en ocasiones mixtos.

1.4.1. indices clinicos de actividad en la CU

El indice clinico clasicamente mas utilizado en la CU es el indice de
Truelove-Witts (14). Se trata de un indice cualitativo que fue elaborado para
evaluar la respuesta a los corticoides. Esta constituido por 6 variables y es facil de
calcular. El principal problema que tiene este indice es que no tiene en cuenta la
extension de las lesiones y discrimina mal cambios sutiles de la enfermedad
haciendo dificil a veces identificar la mejoria 0 empeoramiento del paciente. Para
intentar solucionar este problema se elabor6 el indice de Truelove-Witts
modificado, que incluia tres variables analiticas adicionales respecto al clasico y

daba como resultado una puntuacién cuantitativa (15).

La Clasificacion de Montreal de la CU aborda también la actividad de la

enfermedad y su validez ha sido refrendada por un grupo de expertos (13).

Otros indices clinicos menos utilizados son el indice de Seo (16), el indice

de Rachmilewitz (17) o el indice de Lichtiger (18) entre otros.
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Tabla VI. indice Truelove-Witts clasico.

Variable Grave Leve
Deposiciones/dia >6 <4

Sangre deposiciones Frecuente Intermitente
Hb (mg/dl) <75% valor normal Normal
Temperatura > 37,5 Normal*
Pulso >90 Normal
VSG >30 <30

*En el momento de la exploracién o en los 2 de los 4 Gltimos dias. Brote moderado: valores intermedios entre

brote leve y grave

Tabla VII. indice de Truelove-Witts modficado.

Puntuacién 3 puntos 2 puntos 1 punto
Deposiciones/dia >6 4-6 <4
Sangre deposiciones +H+++ + -
Hb (g/l) -Hombres <10 10-14 >14
-Mujeres <10 10-12 >12
AlbUmina (g/l) <30 30-32 >33
Fiebre (°C) > 38 37-38 <37
Taquicardia >100 80-100 <80
VSG >30 15-30 <15
Leucocitos (x1000) >13 10-13 <10
Potasio <3 3-3,8 >3,8

Puntuacion total <11: Brote leve; 16-21: Brote moderado; 20-27: brote grave.
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Tabla VIII. Clasificacién de Montreal de actividad para la colitis ulcerosa: Gravedad

(S).

Gravedad

S0: Colitis en remision (colitis silente): no hay sintomas de la enfermedad

S1: Colitis leve: 4 0 menos deposiciones al dia con sangre, sin fiebre, leucocitosis, taquicardia,

anemia sin aumento de la VSG

S2: Colitis moderada: criterios intermedios entre leve y grave, siempre con signos de afeccién

sistémica leves

S3: Colitis grave: 6 0 mas deposiciones diarias con sangre, fiebre (>37,5 °C) o taquicardia
(>90lat,/min) o anemia (Hb<10,5 g/dl) o aumento de VSG (> 30 mm/h), a menudo con signos de

afeccion (toxicidad) sistémica grave

1.4.2. indices endoscopicos en la CU

Aungue son sencillos de aplicar y resultan atiles para unificar criterios de
interpretacion, a diferencia de lo que sucede con la EC, en la CU ninguno esta
validado. Los indices endoscopicos “puros” mas utilizados son los indices de
Powell-Tuck (19), Sutherland (20), Sninsky (21) y méas recientemente el indice
ulcerative colitis endoscopic index of severity (22), UCEIS que ha demostrado ser

un indice con buen factor pronéstico.
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Tabla IX. Ulcerative colitis endoscopic index of severity. indice UCEIS

Descripcion Puntuacion Definicion

Patron vascular -Normal (1) Patron vascular normal con capilares claramente
definidos o pérdida leve de los margenes capilares

-Pérdida parcial (2) Pérdida parcial del patrén vascular

-Perdido (3) Pérdida completa del patrén vascular
Sangrado -Ninguno (1) Sin sangrado visible
-En mucosa(2) Restos de sangre coagulada en la superficie de la

mucosa que pueden ser facilmente lavados
-Luminal leve (3) Restos de sangre liquida en el lumen
-Luminal moderado a Sangre evidente en el lumen por delante del
grave (4) endoscopio o sangrado desde la mucosa tras lavar
la sangre intraluminal o sangrado claro desde la

mucosa hemorragica

Erosiones y Ulceras  -Ninguna (1) Mucosa normal, sin erosiones ni Ulceras visibles
-Erosiones (2) Defectos diminutos (<5 mm) en la mucosa, de un
color blanco o amarillo y borde plano
-Ulcera superficial (3) Lesiones en la mucosa mayores (> 5 mm),
consistentes en Ulceras cubiertas de fibrina pero
siendo superficiales
-Ulcera profunda (4)  Lesiones profundas excavadas en la mucosa con

borde elevado

1.4.3. indices mixtos en la CU

Se necesitan indices para evaluar la curacion o mejoria de la mucosa y
aunqgue no existe un indice validado como se coment6 con anterioridad, los indices
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mas utilizados actualmente son los indices mixtos que combinan parametros
clinicos con pardmetros endoscopicos. Entre ellos destacan el Mayo score (23) y el
ulcerative colitis disease activity index, UCDAI (20). Cada uno de ellos esta
compuesto de cuatro categorias (sangrado, frecuencia de las deposiciones,
evaluacion del médico, y apariencia endoscoépica) con una calificacién de 0 a 3 que

se suman para dar una puntuacion total que va desde 0 hasta 12.

Los estudios que analizan la concordancia inter-observador de diferentes
indices, concluyen que el indice méas reproductible con mayor correlaciéon entre
endoscopistas es el indice de Mayo (24). Ademas también se ha estudiado la
correlacion entre ambos indices siendo ésta excelente (25). También existe la
posibilidad de utilidad una puntuacién Mayo parcial en la que no se tiene en cuenta
la apariencia de la mucosa. Este indice se utiliza cuando no es posible la

realizacion de una colonoscopia.

1.4.4. indices histolégicos en la CU

Aungue en general existe buena correlacion entre los indices endoscopicos
e histolégicos, es frecuente que exista actividad microscopica con enfermedad
macroscopica inactiva. Estos indices se basan en la presencia de infiltrado
inflamatorio, distorsién arquitectural o presencia de abscesos o Ulceras en la
muestra estudiada. Los indices mas utilizados a este respecto son: indices de

Gomes (26), Riley (27) o Hanauer (28).
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Tabla X. indice “Mayo Score”.

Variable Puntuacioén

Frecuencia defecatoria

- Normal 0
-1-2 deposiciones/dia méas de lo habitual 1
- 3-4 deposiciones/dia mas de lo habitual 2
- >4 deposiciones/dia mas de lo habitual 3

Sangrado rectal

- Ninguno 0
- Hilos hematicos en heces en menos de la mitad de las 1
deposiciones

- Sangrado visible mezclado con las heces en la mayoria de las 2
deposiciones

- Rectorragia sin heces 3

Apariencia endoscépica de la mucosa

- Normal o enfermedad inactiva 0
- Enfermedad leve (eritema, disminucién del patrén vascular, 1
friabilidad leve)

-Enfermedad moderada (eritema marcado, desaparicion patrén 2
vascular, friabilidad, erosiones)

-Enfermedad grave (sangrado espontaneo, ulceracion) 3

Valoracién médica

- Normal 0
- Leve 1
- Moderado 2
- Grave 3
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Tabla XI. indices histoldgicos en la colitis ulcerosa.

Gomes Riley Hanauer

0= Normal 0= Normal 0= Normal

1= Leve edema e infiltrado em 1= Infiltrado inflamatorio leve sin 1= Distorsion de las criptas, deplecion de moco,
lamina propia destruccion epitelial aumento de la mitosis epitelial, aumento de la

celularidad en la lamina propia

2= Formacion de abscesos en 2 = Infiltrado inflamatorio moderado 2= Hallazgos de enfermedad inflamatoria
las criptas e infiltrado en sin destruccién epitelial intestinal inactiva con Ulceras superficiales con o

lamina propia sin criptitas focal

3= Abscesos en las criptas 3= Marcado infiltrado inflamatorio con 3= Hallazgos de enfermedad inflamatoria
con destruccion de epitelio leve destruccion epitelial intestinal activa con Ulceras més profundas,

(ulceracion) criptitis y necrosis

4= Marcado infiltrado inflamatorio con

evidente destruccion epitelial

1.4.5. indices de actividad clinica en la EC

Dentro de esta modalidad los indices més utilizados son los indices Crohn’s
disease activity index (CDAI) (29) y de Harvey-Bradshaw (30). El primero de ellos
se utiliza de forma habitual en los ensayos clinicos, es mas complejo y esta
validado, Incluye 7 variables clinicas y una analitica. La puntuacién global obtenida
permite discriminar entre distintos estados de gravedad clinica, aunque presenta
una elevada subjetividad. Parte de las variables analizadas, requieren lo

acontecido en los 7 dias previos a la evaluacion.

El indice de Harvey-Bradshaw por el contrario, es mas sencillo ya que sélo

consta de 5 variables. Es debido a esta sencillez que se utiliza de forma frecuente
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en la practica clinica habitual. Tiene en cuenta el estado general, el dolor
abdominal, el nimero de deposiciones liquidas diarias, la presencia de masa
abdominal y las posibles complicaciones relacionadas con la enfermedad
(artralgias, uveitis, eritema nodoso, aftas orales, pioderma gangrenoso, presencia

de fistulas y abscesos perianales y/o abdominales).

El calculo del indice CDAI esta indicado principalmente en pacientes con
afectacion luminal, es por ello que para pacientes con presencia de enfermedad
perianal, se utilicen otros indices distintos. Es el caso del indice perianal disease
activity index (31), PDAI o fistula drainage assesment (32), FDA, ambos no

validados.

1.4.6. indices endoscopicos en la EC

La valoracion endoscépica de la EC es mas complicada que la CU. Para los
casos de afectacion célica existen dos indices principalmente, el indice CDEIS (33)
(Crohn’s disease endoscopic index of severity) y el indice SES-CD (simplified
endoscopic activity score for Crohn’s disease) (34). EI CDEIS esta validado y
consta de 4 variables (Ulceras profundas, Ulceras superficiales, longitud afecta y
superficie ulcerada) en los distintos segmentos explorados. El calculo de este
indice es complejo, por lo que recientemente se ha desarrollado el indice SES-CD,

mas facil de aplicar y con buena correlacion con el indice CDEIS.
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Tabla XII. Cronh’s disease activity index. indice CDAI.

Variables 1234567 Suma x factor Subtotal

1. Ndmero de heces liquidas x 2 =
0 muy blandas
2. bolor abdominal x 5 =
(no =0, leve = 1, moderado = 2, grave = 3)
3. Estado general x7 =
(bueno = 0, regular = 1, malo = 2, muy malo = 3, terrible = 4)
4. Nimero de las siguientes 6 manifestaciones clinicas

e Artritis/artralgialritis/uveitis

e  Eritema nudoso/pioderma/aftas

e  Fisura anal/fistula/absceso

e Otfras fistulas

. Fiebre > 38,5 °C x 20 =
5. Toma de antidiarreicos x 30 =
(no=0,si=1)
6. Masa abdominal x 10 =

(no =0, dudosa =1, si = 2)

7. Hematocrito x 6 =

Hombres (47%) Mujer (42%)

8. Peso corporal (1-peso/peso estandar)x100 x 1 =

Los apartados 1, 2 y 3 hacen referencia a lo ocurrido al paciente durante los 7 dias previos a la consulta
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Tabla XIII. Simple endoscopic score for Crohn’s disease. indice SES-CD.

Variable Recto | C.izdo ‘ Transverso ‘ C. derecho | ileon | Total

Presencia y tamafio de

las Ulceras (de 0 a 3)

Extension de superficie

ulcerada (de 0 a 3)

Extension de superficie

afecta (de 0 a 3)

Presencia y tipo de

estenosis (de 0 a 3)

Total

Para valorar la recurrencia postquirdrgica se utiliza el indice de Rutgeerts

(35).

1.4.7. indices histologicos en la EC

Pocos son los indices histologicos desarrollados para la EC y ninguno de los
existentes esta validado. El indice mas utilizado es el creado por D’Haens y

colaboradores (36).

1.4.8. Marcadores seroldgicos de inflamacién

Ademas del calculo de puntuaciones basado en los indices clinicos,
endoscoépicos e histoldgicos también es posible determinar la actividad inflamatoria
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mediante el andlisis de pardmetros bioquimicos. La estimulacién del sistema
inmune en la lamina propia presente en los pacientes con estas patologias
desencadena una activacion de distintos tipos celulares (leucocitos, monocitos,
macrofagos,...) que tiene como consecuencia ultima la produccion de moléculas
inflamatorias tipo citoquinas. Estas moléculas inducen la sintesis de proteinas y
reactantes de fase aguda, cuya determinacion reflejan de forma indirecta el grado
de inflamacién existente (37). Los marcadores bioldgicos y prondsticos mas

importantes son:

-Proteina C-reactiva (PCR): una de las proteinas mas utilizadas cuya
determinacién se realiza en suero (38, 39). Esta proteina se sintetiza en
condiciones normales en pequefias cantidades en el higado, pero tras el estimulo
inflamatorio, aumenta su sintesis rapidamente. Debido a que presenta una vida
media muy corta, disminuye con celeridad tras la resolucion del proceso
inflamatorio. Otras proteinas sintetizadas en el higado dentro de la categoria de
reactantes de fase aguda son el orosomucoide (a1 glucoproteina acida) y el
fibrinbgeno que también aparecen elevados en los periodos de actividad de la Ell

(40).

-Velocidad de sedimentacion globular (VSG): la velocidad de sedimentacion
globular cuantifica la velocidad con la que los hematies sedimentan en un tubo
capilar. La presencia de reactantes de fase aguda aumenta dicha velocidad,

aunque la VSG depende también de otros factores como el nimero y el tamafio de
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los hematies (41). Por este motivo, esta determinacion también se ve afectada por
la presencia de anemia, hecho que limita a veces su interpretacion. Por el
contrario, se trata de una determinacion cuya realizacién es sencilla y de coste

reducido.

-Calprotectina y lactoferrina: También existen otras proteinas fecales como
la calprotectina y la lactoferrina que han demostrado tener una buena correlacion
con la afectacion mucosa (42). La calprotectina esta presente en grandes
cantidades en el citoplasma de los neutrofilos, su presencia en las heces, por tanto,
dara idea de la migracién de los neutrdfilos al tracto intestinal. Esta proteina es
estable en las heces durante largos periodos de tiempo y su determinacion tiene
una alta especificidad (43). Respecto a la lactoferina, es una proteina
transportadora de hierro que esta presente en los neutrdéfilos activados, es de esta
forma también una proteina util para diagnosticar la Ell y determinar el grado de

actividad. Al igual que la calprotectina también es estable en heces (43).

Asi mismo, la determinacién de otros parametros de laboratorio como son la
hemoglobina (HB), el recuento de leucocitos (RL) y el recuento de plaguetas (RP) o
los niveles de albumina pueden dar idea de la intensidad y extension de la

inflamacion (37).

37



INTRODUCCION

1.5. Incidenciay prevalencia de la enfermedad inflamatoria intestinal

Los datos epidemiolégicos publicados hasta hace pocos afios reflejaban un
gradiente norte-sur, con una incidencia de tres a cinco veces mas alta en los
paises del norte de Europa, seguidos de Reina Unido y Norteamérica, respecto al
centro y sur de Europa, incluyendo Espafia (44). Sin embargo, estudios mas
recientes han encontrado que estas diferencias se han igualado hoy en dia. La
incidencia anual de EC es mas alta en Norteamérica, mientras que la incidencia
anual de CU es mas alta en Europa. Actualmente, se estima que la tasa de
incidencia de la CU es de 24,3 por 100,000 personas-afio en Europa, 19,2 por
100,000 personas-afio en Norteamérica y 6,3 por 100,000 personas-afio en Asia
(45). Por otro lado, la incidencia de la EC, es de 12,7 por 100,000 personas-afio en
Europa, 20,2 por 100,000 personas-afio en Norteamérica y 5,0 por 100,000

personas-afio en Asia (45).

En cuanto a la prevalencia, se ha reportado que las prevalencias mas altas
de igual forma se encuentran en Europa (CU, 505 por 100,000 personas; EC, 322
por 100,000 personas) y Norteamérica (CU, 249 por 100,000 personas; EC, 319
por 100,000 personas). En otras areas del mundo las cifras de prevalencia son
mucho mas bajas. Sin embargo, parece que la Ell estd emergiendo en paises
como China, Corea del Sur, India o el Norte de Africa entre otros, de acuerdo con
la industrializacion y occidentalizacion de estos lugares. Este hecho apoya la
hipotesis de que el estilo de vida y los factores ambientales son unos factores

fundamentales en la etiologia de la Ell (46).
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paises que han reportado datos, A) Antes de 1960, B) entre 1960-1979, C)

después de 1980.

Fuente: Gastroenterology 2012; 142:46-54.e42 (DOI:10.1053/j.gastr0.2011.10.001)
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Si bien los resultados no son siempre facilmente comparables por las
diferencias metodoldgicas utilizadas en los diferentes estudios, parece que las
incidencias y prevalencias de la Ell en los ultimos afios estan aumentando a la vez
y en diferentes regiones del mundo, indicando su emergencia como una

enfermedad global.

1.6. Etiologiay patogenia de la Ell

Aunque la etiologia de la EIl se desconoce, se sabe que ambas
enfermedades estan relacionadas con una alteracion de la respuesta inmune y que

estan implicados tanto factores hereditarios como ambientales (47, 48).

1.6.1. Factores ambientales

Entre los factores externos posiblemente implicados, se ha estudiado con

especial interés los siguientes:

-Tabaco: este factor se comporta de manera totalmente distinta en la CU y la
EC, reforzando la hipotesis de que ambas enfermedades son heterogéneas (49).
En la CU el tabaco tiene un cierto efecto protector, mientras por el contrario, los
pacientes fumadores con EC tienen una peor evolucion clinica favoreciendo la
aparicion de brotes (50).
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-Apendicectomia: se ha demostrado que la apendicectomia se comporta
como un factor protector para el debut de la CU (51). Sin embargo, los datos no

son concluyentes respecto a la EC (52, 53),

-Dieta: cualquier enfermedad del tracto digestivo sugiere una posible
relacion con los alimentos que se ingieren. Existen estudios que determinan que
los pacientes con EIll consumen mas azUcares e hidrocarbonos refinados que la

poblacion control pero tampoco existen datos definitivos al respecto (54-56).

-Infecciones: se han estudiado distintas bacterias que podrian tener
implicacion en el desarrollo de la Ell (57). Entre los gérmenes mas estudiados
destacan: Escherichia coli, Fusobacterium varium, Yersinia enterocolitica,
Clostridium (58), Campylobacter, Wolinella, Mycoplasma, Chlamidia. También
destacan las bacterias del género micobacterias como son Mycobacterium
paratuberculosis, Mycobacterium avium (59), o Kansaii y algunos virus, como
herpes virus (60) o citomegalovirus. Hasta la fecha tampoco se ha podido confirmar

el papel que tienen estos gérmenes en la Ell.

-Anticonceptivos orales: algunos estudios demostraron una asociacion entre
el uso de anticonceptivos orales y un riesgo de EC superior (61, 62). Por el
contrario, en otros estudios llevados a cabo con mujeres en tratamiento post-
menopausia con terapia hormonal sustitutoria, éstas tuvieron un riesgo mayor de

desarrollar CU (63). Con los datos existentes hasta la fecha, no existe suficiente
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evidencia para suspender su uso. La dosis hormanal que contienen los nuevos
anticoncetivos es significativamente inferior y no parecen influir en el curso de la

Ell.

-Antiinflamatorios no esteroideos: se sabe el efecto negativo que los
antiinflamatorios no esteroideos tienen en el tracto gastrointestinal provocando
lesiones como erosiones, sin embargo, el papel que estos farmacos tiene en la Ell
permanece en discusion (64, 65). Se ha descrito que el uso de estos

antiinflamatorios puede ocasionar brotes de Ell.

-Contaminacion ambiental: el aumento de particulas en suspension en la
atmosfera estd asociado a mayores niveles de leucocitos polimorfonucleares y
citoquinas plasméticas que podrian estar asociados a un mayor riesgo de Ell (66,

67). Por el momento son necesarios mas estudios para confirmar esta hipoétesis.

-Vitamina D: la deficiencia de vitamina D es bastante comun en los pacientes
que son diagnosticados de Ell, este hecho ha contribuido al disefio de recientes
estudios encaminados a esclarecer el papel que su déficit puede tener en el

incremento del riesgo de EIl (68).
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1.6.2. Factores hereditarios

Diversos estudios realizados en gemelos (69, 70) y familias (71, 72) han
sugerido la existencia de un componente genético en la EIll. En los estudios
poblaciones se ha obtenido que aproximadamente entre un 5 y un 10% de los
pacientes con EIl presentan antecedentes familiares, siendo el riesgo relativo
mayor cuando los familiares son de primer grado (73). La agregacion es mayor

entre los pacientes con EC que entre los pacientes con CU (74).

Analizando el genoma humano se han encontrado multitud de regiones
genéticas de interés, hasta la fecha se han identificado méas de 100 genes
implicados en el desarrollo de la Ell. Entre ellos destaca el gen NOD2, actualmente

denominado CARD15, el gen ATLG16 o el gen IRGM entre otros (75-77),

1.6.3. Respuestainmune

El epitelio del intestino esta compuesto de una capa simple de células
especializadas encargadas de la absorcién de los nutrientes mediante el paso
selectivo de moléculas, iones y microorganismos. Es lo que se conoce como
barrera epitelial. Dicha barrera ademas esta compuesta por moco superficial
producido por células intercaladas entre las células epiteliales, el flujo fecal
mantenido por un peristaltismo activo y la secrecion de factores protectores del

huésped. De este modo, la mucosa intestinal estd en contacto permanente con
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antigenos derivados tanto de la flora microbiana intestinal como de la dieta
ingerida. Es una estimulacion continda y masiva que da lugar a un proceso de
inflamacion fisiolégica que tiene como resultado una respuesta inmunologica
encaminada a discriminar entre antigenos patdégenos que son eliminados y
antigenos inofensivos que son tolerados (76, 78). En la Ell, la compleja cascada de
eventos que dan lugar a esta tolerancia estd dafiada y acaba generando una
respuesta inmune anormal hacia antigenos normalmente tolerados (79). Se
produce, por tanto, una compleja respuesta inmunitaria contra antigenos luminales,
exagerada e incontrolada que estd mediada fundamentalmente por linfocitos T que
son diferenciados mediante la liberacion de factores proinflamatorios que acaban
activando a su vez a macr6fagos que provocan el dafio tisular (80-82).
Adicionalmente, también se ha descrito que en estas patologias existe una pérdida
de la integridad de la barrera epitelial que tiene consecuencias directas sobre la
permeabilidad de dicha estructura (83, 84). Esta alteracion de la barrera mucosa-
epitelial daria lugar a un flujo no controlado de antigenos que finalmente
desencadenaria de forma potencial el inicio o mantenimiento del proceso
inflamatorio (85). Estos dos mecanismos responsables de la patogenia de la Ell
son dificiles, si no imposibles de separar y podrian contribuir de forma conjunta al

desarrollo de la enfermedad.

En los dltimos afios se ha intentado profundizar en el conocimiento no sélo
de estos mecanismos, sino también de otros factores distintos a los anteriores que

pudieran tener influencia en este proceso inflamatorio anémalo. Entre ellos, el
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estudio del desarrollo vascular y, muy especialmente, de la angiogénesis, ha

adquirido gran importancia (86, 87).
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Figura 7. Fisiopatologia de la enfermedad de Crohn.
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2. ANGIOGENESIS

Se denomina angiogénesis al proceso biologico que consiste en la formacion

de vasos sanguineos nuevos a partir de otros preexistentes.

La vasculatura es el primer érgano que surge durante el desarrollo y asegura
la homeostasis metabdlica suministrando los nutrientes necesarios a los distintos
organos Yy recogiendo los productos de desecho derivados del metabolismo celular
(88). El desarrollo vascular comienza en la etapa embrionaria con la formacién de
vasos sanguineos a partir de células pluripotenciales (vasculogénesis) (89, 90) . De
forma paralela a la formacion de estos vasos se produce su engrosamiento
mediante el proceso de arteriogénesis. La formacioén de vasos sanguineos a partir
de otros preexistentes en condiciones fisiologicas, tiene lugar durante el ciclo
menstrual, el desarrollo embrionario, la reparacion de tejidos y en el desarrollo y

crecimiento de huesos (91, 92).

Actualmente se considera que la angiogénesis es un proceso que consta de

varias etapas (93-95):

1°) Activacion del proceso angiogénico, mayoritariamente por hipoxia.
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2°) Degradacion de la membrana basal mediada por metaloproteasas.

3°) Proliferacion y degradacion de las células endoteliales, mediada por

integrinas y moléculas de adhesion.

4°) Estabilizacion de los vasos por reclutamiento de pericitos.

Las etapas de la angiogénesis

&
- »* #e
Degradacion
de la matriz
extracelular

Senal activadora Activacion

Proliferacion

y migracion Morfogénesis y

estabilizacion

Figura 8. Distintas etapas de la angiogénesis.

Imagen tomada de www.drugdiscovery.es

Tras la estabilizacion y estructuracion de la nueva red de capilares, el

equilibrio entre los factores pro y antiagiogénicos volveria a los valores iniciales y
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finalizaria la angiogénesis fisiolégica (96). Sin embargo, en la angiogénesis
patologica el nivel de los mediadores proangiogénicos seguiria elevado y persistiria
la formacion de nuevos vasos (96, 97). Se ha comprobado que en enfermedades
inflamatorias como la artritis reumatoide o el asma se produce una alteracion de la
angiogénesis, posiblemente relacionada con este desequilibrio (98, 99). El proceso
de angiogénesis, también esta implicado en el crecimiento tumoral y la
diseminacibn de metastasis 0 en la patogénesis de enfermedades

cardiovasculares, psoriasis o degeneracion macular (87, 100-103).

2.1. Factores angiogénicos

Entre los mediadores implicados en este proceso destacan los miembros de
la familia del factor de crecimiento del endotelio vascular o VEGF (vascular
endotelial growth factor) (104, 105). Intervienen en todos los procesos del
desarrollo vascular (vasculogénesis, angiogénesis y linfangiogénesis) y se han
identificado diversos miembros con propiedades relacionadas con la angiogénesis

(106):

1, Vascular endotelial growth factor A (VEGF-A). Conocido genéricamente
como VEGF, es el principal mediador angiogénico. Su expresion esta regulada por
hipoxia y se secreta como homodimero. El procesamiento (splicing) alternativo de
su ARN mensajero da lugar a distintas isoformas que se diferencian en su afinidad

por la heparina. Se une a los receptores vascular endotelial growth factor receptor
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1 (VEGFR-1) y vascular endotelial growth factor receptor 2 (VEGFR-2) y
desencadena respuestas relacionadas con la supervivencia, anti-apoptosis,
proliferacion, migracion, regulacion génica, expresion de proteinas, permeabilidad y
vasodilatacion. El sistema VEGF-A/VEGFR-2 tiene un importante papel en el
proceso de sefializacion linfangiogénico (107). Varios estudios han demostrado que
juega un papel esencial en varios 6rganos adultos como el intestino delgado,
pancreas, tiroides, rifibn e higado. Ademas promueve la formacién de médula

0sea, la reparacion tisular o la maduracién del ovario (108).
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Figura 9. Activacion del proceso angiogénico mediado por el factor de crecimiento
endotelial A.
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2. Vascular endotelial growth factor (VEGF-B). Su expresidbn no esta
regulada por hipoxia. Se une a VEGFR-1 y al correceptor neuropilinal (109). Activa
al plasminégeno (110). Este factor ha sido presentado tradicionalmente como un
factor con funciones proangiogénicas, aunque estudios recientes han desvelado
gue en determinadas circunstancias puede actuar como inhibidor del crecimiento
tumoral o la angiogénesis (111, 112). Es mas, modelos animales han demostrado
que se trata mas bien de un factor de supervivencia de mdltiples células (113),
incluyendo las células del endotelio vascular, los pericitos, células del musculo liso
(114), mdltiples tipos de neuronas (115) y micocitos cardiacos (116) que de un

factor angiogénico clasico.

3. Placenta growth factor (PIGF). Se expresa predominantemente en
placenta, corazon y pulmon, se sintetiza en forma de homodimeros que se unen al
receptor VEGFR-1 y a neuropilina-1 y llevan a cabo funciones relacionadas con
angiogénesis, extravasacion plasmatica e inflamacion mediante la diferenciacion,
proliferacion y migraciéon de las células endoteliales (117). Ademas, tiene un efecto
guimiotactico sobre los monocitos, induciendo la acumulacion de macréfagos. Por
su parte, esta infiltracion de macréfagos podria contribuir a la sobreexpresién de
VEGF-A (117). También se ha descrito que participa activamente en diversas
patologias neoplasicas y en el proceso de arteriogénesis (118, 119). Existen 4

isoformas identificadas, que se diferencian en su afinidad a la heparina.
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4. VEGFR-1. Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular 1,
También conocido como Flt-1, es un receptor tipo tirosin quinasa. Fue el primer
receptor de VEGF-A identificado y tiene un papel critico en las etapas tardias del
desarrollo embrionario en la diferenciacion y mantenimiento de los vasos
sanguineos (120). Aunque se expresa mayormente en células endoteliales,
también aparece en osteoblastos, monocitos/macrofagos, pericitos, trofoblastos de
la placenta, células renales e incluso en algunas células precursoras
hematopoyéticas (121). Normalmente tiene una regulacion negativa sobre el
receptor VEGFR-2 aunque puede formar heterodimeros con él, dando lugar a un
complejo con mayores efectos sobre la angiogénesis y regula la migracién de
monocitos durante el proceso inflamatorio. VEGF-A, VEGF-B y PIGF son sus
ligandos. Existe una forma soluble del receptor que consiste en la parte extracelular
menos el séptimo dominio tipo inmunoglobulina que ha sido relacionada con el
mantenimiento de la avascularidad corneal o la preeclampsia (122-124). Existen
farmacos utilizados para el tratamiento del cancer cuyo mecanismo de accion
consiste en la inhibicién de este y otros receptores angiogénicos, es el caso de los

medicamentos sunitinib o sorafenib que han sido desarrollados para su uso clinico.

5. VEGFR-2. Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular 2. Es
el receptor mayoritario de VEGF-A en las células endoteliales. Este receptor tipo
tirosin quinasa, se une a VEGF-A con una afinidad 10 veces menor que VEGFR-1.
También se une al vascular endotelial growth factor C (VEGF-C) y vascular
endotelial growth factor D (VEGF-D), inhibiendo el proceso linfangiogénico de éstos

al impedir su unién al receptor vascular endotelial growth factor receptor 3
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(VEGFR-3) (125). De igual forma que sucede con VEGFR-1, existe una forma
soluble que es el resultado de un splicing alternativo que esta presente en piel,
corazon, ovario, rifion y plasma. La estimulacion de este receptor da lugar a la
activacion de diversas vias (RAS/RAF/ERK/MAPK) (126, 127) que tienen como
resultado la regulaciéon de la angiogénesis y un aumento de la permeabilidad
vascular y supervivencia de las células endoteliales (128, 129). La actividad de
VEGFR-2 se ve modificada con la interaccion con ciertas integrinas. Es el caso de
la integrina avB3 imprescindible para el reclutamiento de actina y vinculina
necesario para la migracion de las células endoteliales, o las integrinas a5p1 o

a9B1 entre otras (130) .

6. Receptores de neuropilinas. Proteinas transmebrana que actdan como
correceptores de VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3. El receptor de neuropilina 1
actia como correceptor para VEGFR-1 y VEGFR -2, mientras del receptor de
neuropilina 2 lo hace para el VEGFR-3. La expresion del receptor de neuropilina 1
se correlaciona con el crecimiento, la angiogénesis y el grado de invasion tumoral

(131).

Otros mediadores muy importantes en el desarrollo vascular, no
pertenecientes a la familia de VEGF-A son las angiopoyetinas -1 y -2 (Ang-1 y
Ang-2), ligandos para el endothelium specific-receptor tyrosine kinasa (receptor
Tie-2). Estos son mediadores de gran importancia en vasculogénesis y

angiogénesis.

53



INTRODUCCION

7. Ang-1. Se expresa de forma constitutiva por varios tipos celulares, como
son los pericitos, fibroblastos y algunas células tumorales. Actia como regulador
de la maduraciéon de los vasos sanguineos aumentando el tamafio del lumen y
reclutando células periendoteliales (132). También tiene propiedades
antiinflamatorias y juega un papel crucial al mediar las interacciones reciprocas
entre el endotelio y la matriz extracelular (133). Su estimulacion en células
endoteliales linfaticas o LEC (lymphatic endotelial cells) conduce a la regulacion al
alza de VEGFR-3, lo que indica que también interviene indirectamente de la via

VEGF-C/VEGFR-3 (134).

8. Ang-2. Proteina producida mayoritariamente por las células endoteliales y
los pericitos. Es especialmente responsable de la iniciacion de la angiogénesis y es
necesaria para la formacion normal de la vasculatura linfatica. Dependiendo de la
interaccidén con otros factores angiogénicos, esta glucoproteina puede ejercer una
accion pro- o antiangiogénica (135). Por ejemplo en ausencia de VEGF-A
contribuye a la regresion vascular, mientras en su presencia estimula la
angiogénesis (136). En lineas generales se acepta que su sobrexpresion
desestabiliza la vasculatura, Ang-2 actia como inhibidor competitivo de Ang-1,
debido a que ambas proteinas se une al receptor, pero sélo la unién de Ang-1 llega

a activarlo.

9. Receptor Tie-2. Receptor tipo tirosin quinasa expresado principalmente en

células endoteliales y células precursoras hematopoyéticas (137). Se ha sugerido
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que este receptor tiene un papel fundamental en la maduracion y el mantenimiento

de la estructura vascular tras la union de las angiopoietinas (138). El bloqueo de

esta via en modelos animales reduce la vascularizacion y crecimiento del tumor

(139).

Otros factores angiogénicos: También se han identificado otros factores

angiogénicos como el receptor del crecimiento fibroblastico 3 (FGFR-3), el factor de

crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), el factor de crecimiento hepatocitario

(HGF) o las integrinas a9B1 y a431 (140).
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3. LINFANGIOGENESIS

Se denomina linfangiogénesis a la formacion de nuevos vasos linfaticos. El
sistema linfatico esta compuesto por una compleja red que contiene capilares
linfaticos, vasos colectores y 6rganos inmunes secundarios especializados. La
linfangiogénesis se puede producir, bien a partir de vasos sanguineos, o bien a
partir de vasos linfaticos preexistentes y es un proceso muy dinamico durante la
embriogénesis (141). En el adulto, esta normalmente ausente en condiciones
fisioldgicas y sOlo tiene lugar en condiciones patolégicas como la inflamacién (en
respuesta a la liberacion de mediadores inflamatorios), la reparacion tisular, el
crecimiento tumoral o el linfoedema (142-144). Aunque normalmente la
angiogénesis y la linfangiogénesis juegan un papel concomitante en la inflamacion
cronica a través de multiples tipos celulares y mediadores, los vasos linfaticos y su
relacion con la Ell no han recibido tanta atencibn como los sanguineos y los

mecanismos que regulan su desarrollo y crecimiento no se conocen con detalle.

El sistema linfatico gastrointestinal, que abarca una red de vasos capilares,
es esencial para la regulacién del volumen del liquido tisular, la funcion inmune, y
el transporte de nutrientes grasos (145). Al contrario de lo que sucede con los
vasos sanguineos que estan presentes en todos los niveles de la mucosa, los
vasos linfaticos del colon, en condiciones normales, estan limitados a la capa
submucosa e inmediatamente adyacente a la muscularis mucosa con algunas

ramificaciones a través de ella, y raramente llegan hasta la parte basal de las
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criptas célicas (146). En estados patoldgicos pueden llegar a identificarse vasos
linfaticos dentro de la lamina propria y algunos estudios incluso han asociado la

densidad de estos vasos en dicha capa con el grado de actividad de la CU (147).

El descubrimiento de marcadores endoteliales linfaticos ha facilitado el
analisis detallado, tanto de la naturaleza y organizacion estructural de los vasos
linfaticos, como de la linfangiogénesis. Es el caso del factor de transcripcion Prox-
1, considerado como el marcador mas especifico para el endotelio linfatico (148) o
la podoplanina, el receptor-1 hialurénico endotelial de vasos linfaticos (LYVE-1) o el

marcador D 2-40 (149-151).

3.1. Factores linfangiogénicos

Los factores linfangiogénicos mas importantes identificados hasta este

momento son el receptor-3 de VEGF (VEGFR-3), VEGF-C y VEGF-D (152, 153).

1. VEGF-C. Se une con gran afinidad al receptor VEGFR-3 y neuropilina 2
(relacionado con la linfagiogénesis) y, con menor afinidad, a VEGFR-2 (funcion
angiogénica). VEGF-C estimula la migracion de células endoteliales e incrementa
la permeabilidad vascular (154). La concentracion de esta proteina aparece

elevada en varios tipos de tumores y es un factor de mal prondstico (155, 156).
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2. VEGF-D. Al igual que VEGF-C, esta relacionado con la linfangiogénesis
mediante la unién al receptor VEGFR-3 aunque también puede llevar a cabo
funciones angiogénicas a través del receptor VEGFR-2. También al igual que VEF-
C, tiene funciones muy relevantes durante el crecimiento del tumor y es
considerado una diana terapéutica para controlar la metastasis (157, 158). La

funcidn de esta proteina estd mediada por el factor de transcripcion SOX-18 (159).

3. VEGFR-3. Receptor del factor de crecimiento del endotelio vascular 3.
También llamado Flt4. Receptor tirosin quinasa al que se unen las formas VEGF-C
y VEGF-D. Este receptor forma tanto homodimeros como heterodimeros con
VEGFR-2. Tiene un papel critico en la funcién linfoendotelial aunque es también
expresado en células endoteliales vasculares, osteoblastos, progenitores
neuronales y macrofagos (160-162). Su papel en las células tumorales esta todavia
siendo debatido (163). Este receptor también puede interactuar con integrinas

(164).

4. Receptor de neuropilinas 2: actia como co-receptor para VEGFR-3.
Ratones deficientes en esta proteina muestran un desarrollo vascular deficiente
con un patrén anémalo y una marcada reduccion de vasos linfaticos pequefios y

capilares (165).
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4. ANGIOGENESIS, LINFANGIOGENESIS Y ENFERMEDAD

INFLAMATORIA INTESTINAL

Existen pocos estudios que hayan investigado la distribucion y densidad de
los vasos linfaticos y sanguineos en relacion con la enfermedad. Segun algunos
estudios, en la CU los vasos linfaticos se extienden incluso a la lamina propria
(147, 166) y la submucosa. Al comparar entre EC y CU, algunos autores han
observado que el niumero medio de vasos linfaticos en la EC es considerablemente
mas alto que en la CU y otros procesos inflamatorios (167), mientras que otros no
encuentran diferencias significativas (168). Por el contrario, estudios recientes
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describen que los pacientes con CU tienen una densidad linfatica mayor que los
pacientes con EC y que éstos a su vez poseen una densidad mayor que los
controles sanos (169). Ademas, los mismos autores han observado que una
disminuciéon de la densidad linfatica estd asociada con un riesgo mayor de

recurrencia postquirdrgica en pacientes con EC (170-172).

La densidad de capilares sanguineos y linfaticos se ha correlacionado con la
expresion de factores de crecimiento angiogénico y linfangiogénico. En céancer de
esb6fago se ha observado una asociacion entre la expresion en tejido afecto de
VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, Ang-1 y Ang-2 y la densidad capilar (173). Estudios en
otro tipo de tumores sobre correlacion entre expresion génica y proteica de VEGF-

Ay Cy angiogénesis y linfangiogénesis han mostrado datos variables (174).

A la vista de los datos anteriores y de los resultados observados en otras
patologias inflamatorias (175-177) es probable que las alteraciones de los procesos
de angiogénesis o linfangiogénesis tengan una influencia decisiva en la patogenia
de la EC y de la CU. Los estudios realizados hasta ahora se han centrado en la
expresion individual de algunos factores de crecimiento en mucosa afecta de
pacientes con EIll activa y la correlacién con sus niveles en sangre. La distincion
entre el proceso angiogénico y linfangiogénico ha comenzado a estudiarse a nivel
local, sin la necesaria correlacién con los niveles de los factores de crecimiento, y

principalmente en cancer.
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5. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL,
TRATAMIENTO CON INHIBIDORES DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

(TNF-a)

A diferencia de lo que ocurre en algunos procesos tumorales, actualmente
no existe ningun farmaco aprobado para modular especificamente los fendmenos
de angiogénesis / linfangiogénesis en la Ell. Sin embargo, existen varias terapias
biolégicas que han demostrado su eficacia, tanto en la inducciébn como en el
mantenimiento de la EIll. Entre ellas destacan los anticuerpos monoclonales
humanos adalimumab (ADA) e infliximab (IFX), que ejercen su accién sobre el

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

Los mecanismos inmunoldgicos propuestos para ambos agentes inmuno-
terapéuticos in vivo incluyen la rapida formacién de complejos estables con el TNF-
a humano. Ademas, regulan a la baja a las citoquinas de la mucosa Thl y reducen
la expresion de IFN-y y de otras moléculas proinflamatorias, tales como las
moléculas de adhesion responsables de la migracion leucocitaria (ELAM-1, VCAM-

1, e ICAM-1) y la interleuquina 6 (IL-6) séricay PCR (178-181).

Disponemos de escasos estudios previos en los que se ha evaluado el
efecto de IFX en la expresion de los niveles de VEGF-A en tejido de pacientes con
psoriasis (182), artritis psoriasica (183) y en suero de pacientes con artritis

reumatoide (184). Soélo dos estudios previos han analizado los niveles en suero de
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VEGF-A en pacientes con EC tratados con IFX (185, 186). No se ha encontrado

ningun estudio similar realizado con ADA en pacientes con EII.

En CU existe un estudio donde se ha observado una disminucion de la
expresion de VEGF-A y un aumento del crecimiento microvascular, en pacientes
con baja sensibilidad a la terapia con esteroides (187). En EC se ha publicado un
estudio donde el IFX parece mediar en la inhibiciébn de la inflamacion intestinal
(188). Salvo estos estudios, exclusivos de VEGF-A, no existe ningln otro que haya
determinado los niveles de factores angiogénicos en sangre con el objetivo de
estudiar el grado de modulacion que dichos farmacos puedan tener en estos

factores circulantes.
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HIPOTESIS

La hipotesis principal de este estudio es que los pacientes con Ell tienen una
regulacion anomala de los procesos angiogénicos Yy linfangiogénicos. Una
formacién de vasos sanguineos alterada permitiria una continua migracion
leucocitaria a la mucosa afecta perpetuando y manteniendo la respuesta
inflamatoria que es una parte integral de la patogenia de la Ell. Los niveles séricos
de algunos de estos factores ademas podrian tener valor prondstico de actividad y
tener relacion con el grado de afectacion de la mucosa ayudando a conocer la
actividad real del paciente sin la necesidad de pruebas invasivas como una

colonoscopia.

Si una angiogénesis y una linfangiogénesis patologicas estan implicadas en
esta enfermedad, los farmacos mas potentes utilizados actualmente para el control
de la misma, como son los farmacos bioldgicos, IFX y ADA, también podrian

mediar su eficacia mediante un efecto en las concentraciones de estos FAL.
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OBJETIVOS

La finalidad del presente proyecto de investigacion es el estudio conjunto y
exhaustivo de los principales mecanismos implicados en los procesos de
angiogénesis y linfangiogénesis en la mucosa intestinal y en sangre de pacientes
con EIll, mediante la determinacion de los principales factores angiogénicos y
linfangigénicos (FAL) en suero y sobrenadante de mucosa intestinal (SMI).
Ademas, se pretende investigar en una segunda fase del estudio, el efecto de los

farmacos anti-TNF-a sobre los FAL.

Los objetivos de este estudio son los siguientes:

1. Comparar los niveles de VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3, PIGF, Ang-1, Ang-2 y Tie-2 en pacientes con Ell y sujetos

controles.

2. Evaluar y comparar los niveles de los principales FAL (VEGF-A,
VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, PIGF, Ang-1, Ang-2 y Tie2) en

muestras de suero y SMI de pacientes con Ell activa y quiescente.
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3. Correlacionar los niveles de VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3, PIGF, Ang-1, Ang-2 y Tie-2 en suero y SMI con la actividad

clinica, endoscopica e histologica de la Ell.

4, Correlacionar los niveles de VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-1,
VEGFR-2, VEGFR-3, PIGF, Ang-1, Ang-2 y Tie-2 en suero y SMI con los

siguientes reactantes de fase aguda: RL, HB, PCR, RP y VSG.

5. Evaluar los niveles circulantes de VEGF-A, PIGF, Ang-1, Ang-2 y Tie-
2 en pacientes con Ell que son tratados con anti-TNF-a, determinar sus potenciales
cambios durante el tratamiento con IFX y ADA y la influencia que éstos tienen en

la efectividad del tratamiento.
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PACIENTES Y METODOS

1. PACIENTES

1.1. Periodo de estudio

Este trabajo se realiz6 en el seno de un equipo multidisciplinario dedicado a
la atencion de pacientes diagnosticados de EIl del Servicio de Digestivo del
Hospital Universitario de Fuenlabrada con la colaboracién de los servicios de
Digestivo del Hospital Universitario de La Princesa de Madrid y el Hospital de
Sabadell (Institut Parc Tauli) de Barcelona. Los pacientes que forman parte del
estudio fueron incluidos durante el periodo comprendido entre 2008 y 2011. El
seguimiento de los pacientes en los que se determiné el efecto de los tratamientos

IFX y ADA sobre los FAL se realiz6 hasta 2012.

1.2. Poblaciéon de estudio

Se trata de un estudio prospectivo tipo casos y controles. La poblacién de

estudio se dividié en dos grupos diferenciados segun se detalla a continuacion:
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- En la primera fase del estudio se incluyeron los pacientes que acudian a la
realizacion de una colonoscopia por criterio médico al Servicio de Digestivo del
Hospital Universitario de Fuenlabrada. Esta primera poblacion objeto de nuestro
estudio se compuso de un total de 100 pacientes, 28 sujetos controles sin Ell que
acudian a la realizacion de la prueba por antecedentes de cancer de colon pero
que no presentaban sintomas digestivos de interés y 72 pacientes con Ell (37

pacientes con CU y 35 pacientes con EC).

- En una segunda fase del estudio se incluyeron 37 pacientes con Ell
distintos a los pacientes de la fase anterior, que iniciaban tratamiento con los
farmacos biolégicos IFX o ADA procedentes de tres hospitales espafioles [Hospital
Universitario de La Princesa de Madrid, el Hospital de Sabadell (Institut Parc Tauli)
de Barcelona y el Hospital Universitario de Fuenlabrada]. Dentro de este sub-

estudio también se incluy6 un grupo control de 40 voluntarios sin EII.

En ambos estudios la EIll fue diagnosticada por los criterios clinicos,
radiolégicos, endoscoépicos e histolégicos habituales (3) y la localizacién de la
misma fue establecida de acuerdo a la Clasificacion de Montreal (13). La forma de

inclusion en el estudio fue consecutiva.

Se obtuvo el consentimiento informado debidamente firmado y fechado por
todos los participantes, que tras leer la hoja de informacion, accedieron a participar.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de ética e investigacion
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del Hospital Universitario de Fuenlabrada y por los comités de ética de los otros

dos centros colaboradores.

Fueron excluidos de este estudio pacientes sin diagndéstico bien definido de
CU o EC (en el caso del grupo de pacientes con EIll), pacientes con céancer,
trastornos coronarios relevantes, mujeres embarazadas o en periodo de lactancia,
pacientes menores de edad o pacientes que a juicio del investigador presentasen
alguna patologia o condicién que impidiese el correcto seguimiento del paciente en
el estudio. También se excluyeron pacientes con cirugias importantes en los meses

previos a la inclusion en el estudio.

En la segunda fase del estudio sélo se incluyeron pacientes con actividad
clinica en el momento del comienzo del tratamiento anti-TNF-a y se considero

criterio de exclusion el uso previo de alguno de estos farmacos biolégicos.
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2. METODOS

2.1. Metodologia en la primera fase del estudio

Todos aquellos pacientes con EC o CU o pacientes sanos que acudieron al
Servicio de Digestivo del Hospital de Fuenlabrada para la realizacion de una
colonoscopia durante el periodo especificado y cumplian los criterios de inclusién
fueron informados del estudio antes de la realizacibn de la prueba. De todos
aquellos que aceptaron participar y firmaron el consentimiento se obtuvieron las

siguientes muestras:

-Muestras de tejido de la mucosa intestinal para la determinacion de FAL en

SMI.

-Una muestra de sangre para la determinaciéon de FAL en suero.

-Biopsias de mucosa intestinal para un andlisis histolégico de la muestra.

Los pacientes con Ell fueron clasificados en EC o CU activa 0 quiescente
por criterios clinicos, endoscopicos e histoldgicos que se detallaran mas adelante

en el texto.
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2.1.1. Cultivo de biopsias intestinales para la determinacion de factores

angiogénicos y linfangiogénicos en sobrenadante de mucosa intestinal

La obtencién de las biopsias de la mucosa intestinal de los pacientes
incluidos en alguno de los grupos muestrales fue distinta en funcién del tipo y la

localizacion de la Ell y se realizé como se detalla a continuacion:

1. Pacientes con CU activa sometidos a rectoscopia: se tomaron 3
muestras de zona afectada y 3 muestras de zona no afectada si la localizaciéon de
la enfermedad asi lo permitié. Si no fue asi, se tomaron 4-5 muestras de la zona

afectada.

2. Pacientes con CU activa sometidos a colonoscopia completa: 3
muestras de zona no inflamada y 3 muestras de zona inflamada, alcanzandose la

zona mas lejana de afectacion.

3. Pacientes con CU quiescentes o EC cdlica inactiva o pacientes sanos:

se tomaron 4-5 muestras del colon pasada la union rectosigmoidea (sobre 25 cm).

4. Pacientes con EC cdlica activa sometidos a rectoscopia/colonoscopia:

debido a la distribucion discontinua de la enfermedad, se tomaron 4-5 muestras de
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zona con inflamacién. La toma de muestras se realiz6 de la misma forma que para

la CU activa en el caso de haber encontrado alguna zona sana.

Una vez obtenidas las biopsias, éstas fueron introducidas inmediatamente
en tubos falcon de 15 ml que contenian el medio de cultivo: Complete Media
(Roswell Park Memorial Institute medium, RPMI suplementado con suero fetal
bovino (10%), &cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanesulfonico, mezcla de
antibidticos y antifingicos). Dichos tubos fueron almacenados seguidamente a 4°C,
durante 3- 4 horas, en agitacion renovando el medio cada 45 min-1 h para reducir

el contenido bacteriano de la muestra.

Una vez finalizada esta incubacion las biopsias pasaron a sembrarse sobre
inserts con un tamafio de poro de 0,4 um que fueron introducidos en placas de 6
pocillos que contenian 2,4 ml del medio mencionado anteriormente. Se dej6
incubar durante 24 horas a 37°C y 5 % de CO2. Pasado este tiempo se procedia a
separar el insert de la placa, las biopsias eran extraidas del mismo y pesadas y el
SMI era recogido y separado en alicuotas de 200 ml y congelado a — 70 ° C hasta

su posterior analisis por enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
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Figura 12. Placa de 6 pocillos con sus correspondientes inserts. Extraccion del

insert de la placa tras el cultivo

Imagénes tomadas de: spanish.alibaba.com y www.nature.com

La finalidad del insert es permitir el paso de nutrientes del medio de cultivo a
las biopsias y el paso de productos producidos por las biopsias (citoquinas,
factores de crecimiento, etc,,,) hacia el medio, sin permitir el paso de bacterias

,Ccélulas o detritus a través del mismo.

2.1.2. Muestras de sangre para la determinacion de factores angiogénicos y

linfangiogénicos en suero

Se obtuvieron 10 ml de sangre venosa periférica en 2 tubos de suero con gel
separador de 5 ml cada uno de ellos de los pacientes participantes. La muestra se
consiguié aprovechando la via puesta para la administraciébn de sedacién si la
prueba requeria sedacién. Una vez obtenida la muestra, ésta se dej6 coagular
durante al menos 30 minutos a temperatura ambiente y después se centrifugé a
3500 rpm durante 15 minutos. El suero resultante tras la centrifugacion fue
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almacenado en alicuotas a -70 ° C hasta su posterior procesamiento por la técnica

ELISA.

2.1.3. Determinacién cuantitativa de los niveles de factores angiogénicos y

linfangiogénicos en muetras de suero y sobrenadante de tejido

Los niveles de VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3,
PIGF, Ang-1, Ang-2 y Tie-2 fueron determinados en suero y SMI mediante la
técnica cuantitativa de enzimoinmunoensayo en sandwich, que se basa en la
reaccion antigeno-conjugado. El principio del ensayo consiste en la generacion de
un producto con color que permite medir indirectamente la union del antigeno y el

anticuerpo.

El ensayo consta de las siguientes fases esenciales:

- Los estandares y las muestras son pipeteados e incubados dentro de
pocillos que contienen un anticuerpo monoclonal (anticuerpo primario) especifico
para la proteina que se esta analizando prefijjado a la microplaca. En esta fase del
ensayo cada molécula de la sustancia a estudio presente en el medio se une de

forma especifica al anticuerpo inmovilizado.
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- Lavado de la placa, de forma que las moléculas que no se han unido

de forma especifica al anticuerpo son eliminadas.

- Posteriormente se afilade al pocillo un anticuerpo policlonal
(anticuerpo secundario) unido a una enzima también especifico para la proteina

que se esta estudiando. Se realiza la segunda incubacion.

- Nuevo lavado de la placa para eliminar las moléculas no unidas.

- Adicion de una solucidn substrato cromogénica capaz de desarrollar
color tras su unién a la enzima asociada al anticuerpo secundario. La generacion

del color es proporcional a la cantidad de proteina unida en el paso inicial.

- Por ultimo, la reaccion colorimétrica se para con la adiccién de una
solucién stop (acido sulfarico) y la intensidad del color es medida mediante

espectrofotometria.

Para la realizacion de esta técnica se contd con los Kits de ELISA
apropiados para cada mediador de los laboratorios R & D Systems (Human
Quantikine) y se utilizaron los anticuerpos suministrados junto al mismo kit

comercial.
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Figura 13. Fundamento enzimoinmunoensayo indirecto tipo sandwich.

Imagen tomada de: thefutureofthings.com

2.1.4. Biopsias para el analisis histolégico

Las biopsias obtenidas para el analisis histologico fueron obtenidas de las

mismas areas que las biopsias para la determinacién de FAL en SMI (consultar

apartado 2,1,1). Una vez obtenida la muestra, ésta fue fijada inmediatamente en

paraformaldehido y enviada al Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital

Universitario de Fuenlabrada para su examen histolégico.
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2.1.5. Determinacion de la actividad endoscépica de la Ell

Gastroenterélogos experimentados fueron los encargados de la realizacion
de las endoscopias en el Servicio de Digestivo del Hospital de Fuenlabrada.
Durante el desarrollo de la prueba el facultativo valoré los hallazgos endoscopicos
de acuerdo al indice Mayo subscore endoscoépico para la CU (ver apartado 1.4.3.
“Indices mixtos en la CU”) (23) y el indice SES-CD para la EC, ver apartado 1.4.6.

“Indices endoscépicos en la EC”) (34).

Una puntuacién de 0 en el indice Mayo subscore endoscépico se considerd
como enfermedad inactiva, 1 como actividad leve, 2 como actividad moderada y 3

como grave.

Respecto a la actividad endoscopica de la EC, una puntuacion SES-CD
entre 0 y 2 sugirié enfermedad inactiva en el colon y el ileon terminal, sin embargo
una puntuacion entre 3 y 6 fue considerada actividad leve, entre 7 y 15 actividad

moderada y una puntuacion mayor a 16 se consider6 actividad endoscopica grave.

2.1.6. Determinacién de la actividad histolégica de la Ell

Todas las muestras fueron sometidas a un examen histologico por parte de
facultativos especializados del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital

Universitario de Fuenlabrada.
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Los hallazgos histolégicos en los pacientes con CU fueron evaluados
mediante el indice de Riley (27). Se tuvieron en cuenta 6 caracteristicas de la CU:
infiltrado celular inflamatorio agudo (células polimorfonucleares en la lamina
propia), abscesos cripticos, deplecion de mucina, integridad de la superficie
epitelial, infiltrado celular inflamatorio crénico (células inflamatorias en la lamina
propria) e irregularidades arquitecturales de las criptas, Cada variable fue puntuada

en una escala que iba desde la puntuaciéon 0 a la 3.

En los pacientes con EC, la actividad histologica fue determinada de
acuerdo a la escala de alteraciones de la mucosa desarrollada por D"Haens et al
(36). La puntuacion histoldgica total fue la suma de las siguientes variables: dafio
epitelial [sin dafio (puntuacion=0), dafio local (puntuaciébn=1) o dafio extenso
(puntuacion=2)], cambios arquitecturales [sin cambios (puntuacién=0), alteraciones
moderadas (puntuacion=1) o alteraciones graves (puntuacion=2)], infiltracion de
células polimorfonucleares en lamina propria [normal (puntuacion=0), incremento
moderado  (puntuacién=1), incremento grave (puntuacion=2), células
polimorfoncleares en el epitelio [en la superficie del epitelio (puntuacidén=1), criptitis
(puntuacion=2) y abscesos cripticos (puntuacion=3), presencia de erosiones y/o
Ulceras y presencia de granulomas [ambas puntuadas como si (puntuacion=1) o no
(puntuacion=0) y el niamero de biopsias afectadas [ninguna (puntuacién=0), <33%

(puntuacion=1) y entre 33-66% (puntuacion=2)].
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2.1.7. Determinacioén clinica de la Ell

La actividad clinica de la CU y la EC fue establecida mediante el indice
Mayo y el indice CDAI respectivamente (ver apartados 1.4.3. y 1.4.5. “indices

mixtos de la CU” e “indices clinicos de la EC”, respectivamente) (23, 29).

Se considerd CU inactiva una puntuacion en el indice Mayo < a 2, actividad
leve de 3 a 5, actividad moderada de 6 a 10 y una puntuaciéon entre 10 y 12 se

considero actividad grave.

Una puntuacion inferior a 150 puntos en el indice CDAI indic6 enfermedad
quiescente, 150-250 actividad leve, 251-350 actividad moderada, y una puntuacion

> a 350, actividad clinica grave.

2.1.8. Determinacién de reactantes de fase aguda

Los siguientes reactantes de fase aguda fueron determinados de forma

rutinaria antes de la colonoscopia: RL, HB, PCR, RP y VSG.

85



PACIENTES Y METODOS

Tabla XIV. Reactantes de fase aguda determinados en la muestras de suero y su

correspondiente rango normal.

Variable Rango normal
Leucocitos 4,0-11,0 101

Hemoglobina 13,0-17,3 g/dl

Proteina C reactiva <5 mgl/l

Plaquetas 140-450 109/

VSG <15 mm/h

2.1.9. Andlisis estadistico

Para las variables categdricas se calcularon frecuencias y porcentajes,
Respecto a las variables cuantitativas, los datos se expresaron como la media +

desviacion estandar.

El test de Kolmogorov-Smirnov fue utilizado para evaluar la normalidad de

las variables continuas.

La comparacion entre variables cuantitativas y variables categéricas de dos
grupos fue realizada mediante el test de Student o el test U-Mann-Whitney cuando

la variable no siguié una distribucion normal.
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Las comparaciones entre variables cuantitativas y cualitativas con tres o mas
categorias fueron efectuadas a través del test del andlisis de la varianza (analysis

of variance, ANOVA) o mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.

Para analizar la relacion entre dos variables cuantitativas se utilizé el calculo
de coeficiente de correlacion de Pearson cuando las variables siguieron
distribucion gausiana o el coeficiente de correlacion de Spearman cuando no lo

hicieron.

Los analisis de concordancia se realizan mediante el coeficiente Kappa (k).

Para evaluar la precision con la que cada factor angiogénico o
linfangiogénico puede predecir la presencia de actividad clinica, endoscopica e

histoldgica se utilizé el andlisis de las curvas ROC.

En todos los contrastes de hipotesis se rechazo6 la hipétesis nula con un

error tipo | o error a menor a 0,05.

El paquete informatico utilizado para el analisis fue el programa SPSS para

Windows version 15,0.
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2.2. Metodologia segunda parte del estudio

En esta fase del estudio se incluyeron de forma consecutiva a pacientes con
Ell que iniciaban tratamiento con IFX o ADA en los hospitales de Fuenlabrada, La
Princesa y ParcTauli. De cada paciente se obtuvo una muestra de sangre antes de
cada una de las tres primeras dosis del tratamiento. Asi mismo, también se incluyo
un grupo de 40 pacientes controles sanos de los que se obtuvo una Unica muestra
de sangre. En dichas muestras se determinaron los niveles de las proteinas VEGF-

A, PIGF, Ang-1, Ang-2 y Tie-2.

El tratamiento biologico se administr6 de acuerdo a la dosis estandar en el
grupo de pacientes con Ell. Tres dosis de induccién de IFX a 5 mg/kg intravenoso
en las semanas 0, 2 y 6, seguido de un tratamiento de mantenimiento con la misma

dosis anterior (5 mg/kg intravenoso) cada 8 semanas.

En el caso de ADA la induccion se hizo en la semana 0 y 2 con dosis de
160/80 mg subcutaneo, seguido de una terapia de mantenimiento que consistio en

40 mg subcutaneos cada dos semanas.

Aquellos pacientes que habian sido tratados previamente con un farmaco

biologico no fueron considerados para el presente estudio.
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2.2.1. Determinacién de la actividad clinica

Solo pacientes con Ell con actividad clinica confirmada en el momento del
inicio del tratamiento con farmacos bioldgicos fueron incluidos en este estudio,
Dicha actividad se determiné mediante el calculo CDAI para los pacientes con EC y
el indice Truelove-Witts modificado para aquellos con CU (15, 29). Estas
determinaciones se realizaron en varios momentos durante el estudio, semana 0
(visita basal), 2, 4 (en el caso de ADA) 6 6 (en el caso de IFX) y una ultima
determinacién en la semana 14 tras el comienzo de la terapia anti-TNF-a y

coincidiendo con el inicio del tratamiento de mantenimiento.

Una puntuacion CDAI inferior a 150 indic6 EC quiescente, de 150 a 250,
enfermedad con actividad leve, 251-350, enfermedad moderada y mayor a 350,

enfermedad grave.

En cuanto al indice Truelove-Witts modificado, se considerd una puntuacion
<11 como CU quiescente, de 11 a 15, enfermedad leve, de 16 a 21 enfermedad
moderada y una puntuaciéon entre 22 y 27 como enfermedad con actividad clinica

grave.
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2.2.2. Determinacion de la respuesta y/o remision de los pacientes con Ell

tratados con farmacos anti-TNF-a

Se definio remision clinica como una disminucion de la puntuacion del indice
Truelove-witts modificado a valores inferiores a 11 en los pacientes con CU. En el
caso de la EC, se consider6 este supuesto cuando la puntuacién del indice CDAI

fue inferior a 150.

Por otro lado, se consider6 respuesta una disminucién de al menos 5 puntos
en el indice Truelove-Witts modificado respecto a los valores basales (189) o una

disminucién de al menos 70 puntos en el CDAI en pacientes con EC (190, 191).

Estas variables se determinaron antes de la tercera dosis de tratamiento y

en la semana 14.

2.2.3. Procesamiento de las muestras de sangre

Cuatro muestras de sangre de 10 ml cada una de ellas fueron tomadas de
cada uno de los pacientes con EIll en cuatro momentos distintos a lo largo del

tratamiento biologico.
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En los pacientes que siguieron tratamiento con IFX se obtuvieron muestras
en las semanas 0, 2, 6 y 14, Mientras que en los pacientes tratados con ADA, las

muestras se tomaron en la semana 0,2, 4y 14.

En el grupo control se obtuvo una Unica muestra de 10 ml.

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente al menos 30 min para
permitir su coagulacion y fueron posteriormente centrifugadas a 3500 rpm durante
10 minutos. Una vez obtenido el suero, éste fue congelado a -70°C hasta su

posterior analisis.

2.2.4. Determinacion de los niveles de VEGF-A, PIGF, Ang-1, Ang-2 y Tie-2 en

suero

Los niveles de los factores angiogénicos VEGF-A, PIGF, Ang-1, Ang-2 y Tie-
2 fueron determinados en suero mediante la técnica de enzimoinmunoensayo
ELISA tipo sandwich (ver apartado 2.1.3) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para ello, se conté con los Kits de ELISA apropiados para cada
mediador de los laboratorios R & D Systems (Human Quantikine) y se utilizaron los

anticuerpos suministrados junto al mismo kit comercial.
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2.2.5. Analisis estadistico segunda parte del estudio

Se determinaron las frecuencias y los porcentajes para las variables

categoricas.

El test de Kolmogorov-Smirnov se utiliz6 para determinar si una variable

continua seguia una distribucion normal.

Los valores séricos de los factores angiogénicos estudiados fueron

expresados como media + desviacion estandar.

Los test para muestras no pareadas t-Student o U-Mann-Whitney (en el
caso de que la variable no siguiese una distribucion normal) fueron utilizados para
establecer las posibles diferencias existentes en los niveles de los factores

angiogénicos estudiados en pacientes con Ell y controles.

La comparacion entre los niveles de proteinas angiogénicas antes y después
de las distintas dosis del tratamiento anti-TNF-a se realiz6 mediante el test de t-

Student de muestras pareadas.
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Los analisis de la varianza de una via (test ANOVA) o en su defecto los test
de Kruskal-Wallis (test no paramétrico para muestras que no siguen una
distribucion normal) fueron empleados para calcular las diferencias entre variables

continuas y variables categéricas de tres o0 mas categorias.

Para analizar la relacion existente entre las distintas proteinas angiogénicas
y los indices de actividad clinicos, se utilizaron los coeficientes de correlacion de
Pearson (variables con distribucion gausiana) o Spearman (variables con

distribucién no gausiana).

El ABC también fue calculado para determinar los niveles basales de cada

proteina capaces de predecir la eficacia del tratamiento con anti-TNF-a.

Valores de p < a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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1. DESCRIPCION DE LA POBLACION EN LA PRIMERA FASE DEL ESTUDIO

1.1. Caracteristicas basales de los pacientes con EIl sometidos a

colonoscopia

La cohorte de pacientes con Ell estudiada comprendié un total de 72
sujetos, 37 pacientes con CU (51%) y 35 pacientes con EC (49%). La edad media

de este grupo fue 42 + 12 afos, 42 mujeres (58%) y 20 fumadores (28 %).

1.1.1 Caracteristicas basales de los pacientes con EC

Este grupo estuvo compuesto por 21 mujeres (60%) y 14 varones; 18 eran
fumadores (51%), 7 pacientes (20%) tenian antecedentes familiares de Ell y 10
(29%) con manifestaciones extraintestinales asociadas. El tiempo medio de
duracion de la EC fue de 7,6 + 4,6 afios. El diagnostico de la EC, fue entre los 17 y
40 afos en el 80% de los casos, 1 paciente fue diagnosticado antes de los 16 afios

y 6 después de los 40.
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Respecto a la localizacibn de la enfermedad, 8 pacientes (23%) tenia
afectacion ileal, 9 cdlica (26%), 16 ileocdlica (46%) y 2 pacientes tuvieron
afectacion del tracto digestivo alto (uno de ellos junto a afectacion ileocdlica y el
otro con afectacion colica adicional). En cuanto al comportamiento de la EC segun
la clasificacion de Montreal, éste fue inflamatorio en la mayoria de los casos (n=28;
80%, 10 pacientes con enfermedad perianal asociada), fistulizante en 6 pacientes
(17%, dos de ellos con enfermedad perianal), y s6lo 1 paciente tuvo fenotipo

estenosante.

Respecto al tratamiento de la Ell, el 26% de los pacientes no tomaban
ninguna medicacion en el momento del estudio, 46% estaban en tratamiento con
inmunomoduladores para el control de su enfermedad y 29% estaban siendo

tratados con farmacos biolégicos.

Todas estas caracteristicas basales aparecen representadas en la Tabla XV.

Tabla XV. Caracteristicas de los pacientes con enfermedad de Crohn estudiados.

Pacientes con EC (N=35)

Género
e Femenino 21 (60)
e  Masculino 14 (40)
Edad (afios): media + desviacion estandar 38+9
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Tabaco

e Fumadores 18 (51)

e  Exfumadores 6 (17)

e No fumadores 11 (31)
Antecedente familiar de EC

e Si 7 (20)

e No 28 (80)
Manifestaciones extraintestinales

e Ninguna 25 (71)

e Reumatolégicas 6 (17)

e Mucocutaneas 3(9)

e Reumatolégicas + mucocutaneas 1(3)
Duracién de la EC (afios): media + desviacién estandar 76+4,6
Edad al diagnéstico de la EC

e A1(16) 1)

e A2 (17-40) 28 (80)

e A3 (>40) 6 (17)
Localizacién de laEC

e Ll(ileal) 8 (23)

e L2 (cdlica) 9 (26)
e L3 (ileocdlica) 16 (46)
e L3+ L4 (tracto digestivo alto) /L2+L4 1(3)/11(3)
Comportamiento de laEC
e B1 (inflamatorio) 18 (51)
e B2 (estenosante) 1(3)
e B3 (fistulizante) 4(11)
e B1+enfermedad perianal 10 (29)
e B3+ enfermedad perianal 2(6)
Medicacién en el momento de la endoscopia

e  Sin medicacion 9 (26)

e« 5-ASA 6 (17)

e Corticoides orales 2(6)

e Azatioprina/mercaptopurina 16 (46

e Farmacos anti-TNF-a 10 (29)
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1.1.2 Caracteristicas basales de los pacientes con CU

Esta cohorte estuvo compuesta por 21 mujeres (57%) y 16 varones, con sélo
2 pacientes fumadores (5%), 8 casos (22%) con antecedentes familiares de Ell y
11 (20%) con manifestaciones extraintestinales asociadas. El tiempo medio de

duracioén de la CU fue de 11,5 + 9,7 afnos.

Respecto a la localizacion de la enfermedad segun la clasificaciéon de
Montreal, 27 pacientes (73%) tenia una colitis izquierda, 8 (22%) tenia afectacion

extensay 2 proctitis (5%).

En lo referente al tratamiento de la CU, una gran parte de los pacientes
estaban en tratamiento con mesalazina (82%), 8 pacientes estaban en tratamiento
con corticoides orales en el momento de la colonoscopia y 6 lo estaban con un
inmunosupresor. Solo 2 pacientes estaban en tratamiento con farmacos bioldgicos

y 2 no realizaban ningun tratamiento para su enfermedad intestinal.

Todas estas caracteristicas basales aparecen representadas en la Tabla

XVI.
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Tabla XVI. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con colitis

ulcerosa estudiados.

Pacientes con CU (N=37)

Género
e Femenino 21 (57)
e Masculino 16 (43)
Edad (afios): media + desviacion estandar 46 + 13
Tabaco
e Fumadores 2(5)
e Exfumadores 17 (46)
e No fumadores 18 (49)

Antecedente familiar de CU
e S 8 (22)

e No 29 (78)

Manifestaciones extraintestinales

. Ninguna 30 (80)

e Reumatolégicas 4(11)

e Mucocutaneas 1(3)

e Reumatolégicas + mucocutaneas 1(3)

e  Otras manifestaciones 103
Duracién de la CU (afios): media + desviacién estandar 11,5+9,7

Extensién de la CU

e  Proctitis 2 (5)
e Colitisizquierda 27 (73)
e Pancolitis 8 (22)

Medicacion en el momento de la endoscopia

e Sin medicaci6n 2 (5)

e 5ASA 31 (84)
e Corticoides orales 8(22)
e  Azatioprina/mercaptopurina 6 (16)
e Farmacos anti-TNF-a 2(5)
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1.2. Caracteristicas basales de los controles sanos

El grupo control estuvo compuesto por 28 sujetos sanos que acudieron a la
realizacion de una colonoscopia al Servicio de Digestivo del Hospital de
Fuenlabrada. El 64% (n=18) fueron mujeres, 35% (n=8) fumadores y la edad media

de este grupo fue de 47+6 afios (Tabla XVII).

Tabla XVII. Caracteristicas clinicas y demograficas de los sujetos controles.

Controles (N=28)

Género
e Femenino 18 (64)
e Masculino 10 (36)
Edad (afios): media + desviacién estandar 47 £ 6
Tabaco
e Fumadores 8 (35)
e Exfumadores 2(9)
e No fumadores 13 (56)
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2. COMPARACION DE LOS NIVELES EN SUERO DE LOS FACTORES
ANGIOGENICOS SOLUBLES EN PACIENTES CON ENFERMEDAD

INFLAMATORIA INTESTINAL Y CONTROLES

Los pacientes con Ell fueron clasificados en 4 grupos de acuerdo a criterios
clinicos y endoscopicos: pacientes con CU activa (n=21), pacientes con CU
quiescente (n=16), pacientes con EC activa (h=16) y pacientes con EC inactiva
(n=19) en colon (todos ellos con una puntuacion CDAI <150). Los niveles en suero
de VEGF-A fueron mas elevados en pacientes con CU activa que en pacientes con
CU sin actividad (589+383 pg/ml vs. 328+230 pg/ml, p<0,05). Comparados con los
controles, las concentraciones en suero de VEGFR-3 y Ang-1 fueron
significativamente mas altas en pacientes con CU activa (31,8+14 vs. 24,0+10,5
ng/ml, p<0,05 y 55,7+10,6 vs. 44,0+16,3 ng/ml, p<0,01, respectivamente). Con
respecto a la EC, los pacientes con EC activa tuvieron niveles significativamente
mas altos de Angl que los controles (61,7+22,8 vs. 44,0+13 ng/ml, p<0,01). Los
pacientes con CU activa o quiescente (29,7+7,7 y 28,5+7 ng/ml, respectivamente)
tuvieron niveles significativamente mas altos de Tie-2 que los controles (23,9+5,0
ng/ml p<0,05). Lo mismo sucedid con los pacientes con EC, éstos tuvieron
igualmente niveles méas altos de Tie-2 que los sujetos controles,
independientemente de la presencia de actividad o no (28,6+6,1 y 27,6£7,1 ng/ml,
respectivamente vs. 23,9+5 ng/ml p<0,05). No se encontraron otras diferencias en

suero para el resto de proteinas estudiadas (Tabla XVIII).
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3. COMPARACION DE LOS NIVELES EN SOBRENADANTE DE TEJIDO DE
LOS FACTORES ANGIOGENICOS SOLUBLES EN PACIENTES CON

ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL Y CONTROLES

Al igual que en el apartado anterior los pacientes con Ell fueron clasificados
en los mismos 4 grupos (CU activa, CU quiescente, EC activa y EC inactiva en
colon) de acuerdo a criterios clinicos y endoscoépicos. Respecto a los controles,
todos los FAL estudiados a excepcion de VEGFR-3 estuvieron elevados en
pacientes con enfermedad activa (p<0,05) (Tabla XIX). La misma tendencia
cercana a la significacion estadistica, fue observada para los niveles de VEGFR-2
en pacientes con EC activa (p=0,054). Los niveles de los FAL en pacientes con
enfermedad quiescente fueron similares a los niveles en los pacientes controles, no
encontrandose diferencias significativas a este respecto (Tabla XIX), a excepcion
de los niveles de Ang-2, que fueron mas bajos en pacientes con EC inactiva en

colon que los controles (17,6+6,6 vs. 21,5+6,1 pg/ml por mg de tejido, p<0,01).

4. CORRELACION ENTRE LOS NIVELES EN SUERO Y SOBRENADANTE
DE MUCOSA INTESTINAL DE LOS FACTORES ANGIOGENICOS Y

LINFANGIOGENICOS

Hubo una correlacion positiva entre los niveles en suero de VEGF-D
(r=0,25), VEGFR-3 (r=0,48) y Tie-2 (r=0,36) y sus correspondientes

concentraciones en SMI (p<0,05). Esta correlacion fue negativa para PIGF (r=-0,45;
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p<0,05). No se encontraron mas asociaciones entre suero y SMI para el resto de

FAL estudiados.

Tabla XVIILI.

Concentraciones séricas de

los

factores angiogénicos vy

linfangiogénicos en controles y pacientes con enfermedad de Crohn y colitis

ulcerosa quiescente.

Controles CUA CuQ ECA =(6{0)
VEGF 458+272 589+382# 328+230 570+488 411+298
PIGF 15,818 15,4+9,5 13,5+7,6 12,6+£4,9 16,3+12,3
VEGF-C 12,0+3,3 13,445 11,8+2,5 13,6+5,0 11,8+4,4
VEGF-D 673+£341 7481568 602+234 749399 614+361
VEGFR-1 181+56 201+43,2 1744529 154+50,2 177+59,2
VEGFR-2 12,425 12,0+2,4 12,7+£2,7 10,8+2,6 12,3+2,8
VEGFR-3 24,0+10,5 31,8+14* 24,6+£7,9 20,849,0 26,5+12,26
Ang-1 44,0+16,3 55,7+10,6* 49,2+13 61,7+22,8* 50,7£16,5
Ang-2 2,6%0,9 3,0+1,2 2,7+0,7 3,3t2,1 3,1£1,0
Tie-2 23,915,0 29,7+£7,7* 28,5+7,0* 28,6+6,1* 27,6x7,1*

Las concentraciones de VEGF-A, PIGF, VEGF-D y VEGFR-1 son expresadas en pg/ml, el resto de proteinas en ng/ml.
Abreviaturas: CUA, pacientes con colitis ulcerosa activa; CUQ, pacientes con colitis ulcerosa quiescente; ECA, pacientes con
enfermedad de Crohn activa; ECQ, pacientes con enfermedad de Crohn quiescente,*Diferencias significativas respecto a los

controles (p<0,05). #Diferencias significativas comparado con los pacientes en remisién (p<0,05).
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Tabla XIX. Concentraciones en sobrenadante de tejido intestinal de los factores

angiogénicos y linfangiogénicos en controles y pacientes con enfermedad de Crohn

y colitis ulcerosa activa y quiescente.

Controles CUA CuQ ECA ECQ
VEGF-A 10,7+5,5 20,2+9,5* 12,1+6,1 19,8+12,1* 8,9+3,9
PIGF 0,9+0,5 1,9+0,8*# 1,1+0,6 2,1+1,1% 0,7+0,6
VEGF-C 15,7+5,8 26,6+13,5* 17+6,1 25,2+10,6*# 13,2+5,8
VEGF-D 3,718 6,4+3,7* 4,3+2.2 6,4+3,2*# 3,1+2
VEGFR-1 5,5+24 14,749,1*# 5,835 12,546,2** 6,3%4,5
VEGFR-2 1,2+0,8 2,7+2,3* 1,1+0,6 1,7+0,9% 1+0,6
VEGFR-3 200+93,8 238+103 170+97,2 206+98,8 170,1+89,9
Ang-1 8,4+2 4 1445,9*# 8,2+2.7 12,1+4,9*# 7,912,9
Ang-2 21,546,1 35,6+17,3* 19,8+8,2 33,5+13,5* 17,6+6,6*
Tie-2 6,8+2,3 15,6+9,4*# 7,7£3,2 15,245,9*# 7,2£3,9

Las concentraciones de VEGF-A, PIGF, VEGF-D y VEGFR-1 son expresadas en pg/ml, el resto de proteinas en ng/ml,
Abreviaturas: CUA, pacientes con colitis ulcerosa activa; CUQ, pacientes con colitis ulcerosa quiescente; ECA, pacientes con

enfermedad de Crohn activa; ECQ, pacientes con enfermedad de Crohn quiescente. *Diferencias significativas respecto a los

controles (p<0,05). *Diferencias significativas comparado con los pacientes en remision (p<0,05).
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5. LOS FACTORES ANGIOGENICOS Y LINFANGIOGENICOS Y LA

ACTIVIDAD CLINICA DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

Los pacientes fueron clasificados en distintos rangos de actividad clinica en
funcién de las puntuaciones de los indices CDAI y Mayo. De acuerdo a estos
indices, el 19% de los pacientes tuvieron actividad leve (n=14); un 24 % actividad

moderada (n=17) y un 57% no tenian actividad.

De nuevo, a excepcién de VEGFR-3, los niveles de todas las proteinas
estudiadas en SMI fueron significativamente diferentes en funcion de la presencia o
no de actividad clinica. Estos niveles fueron mayores en pacientes con actividad

clinica respecto a los que no la tenian (Figura 14 y 15).

En las determinaciones en suero, VEGF-A, VEGF-C y Ang-1 fueron mayores
en pacientes con actividad clinica que en aquellos sin ella (VEGF-A: 5924447 vs.
395+274 pg/ml, p=0,02; VEGF-C: 13,9+4,8 vs. 11,8+3,5 pg/ml, p=0,03 and Ang-1:

58,7 +17,6 vs. 50,8 +14,5ng/ml, p=0,04).

Los niveles en SMI de todos los FA, excepto VEGFR-2 y VEGFR-3,
correlacionaron significativamente con la actividad de la EC, que fue determinada
basandose en el indice CDAI (p<0,05). Respecto a los niveles en suero, VEFGR-1,
VEGFR-2 y VEGFR-3 correlacionaron negativamente con la actividad de la EC. En
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los pacientes con CU, se encontré una correlacion positiva entre los niveles de
VEGF-A, VEGFR-1, PIGF, Ang-1, Ang-2 y Tie-2 en SMI y la actividad segun el
indice Mayo. Los coeficientes de correlacion para estos andlisis fueron en todos los
casos mas bajos que los obtenidos con respecto al indice CDAI. Los niveles
séricos de VEGF-A y VEGF-C también correlacionaron significativamente con la

puntuacion Mayo (Tabla XX).
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Figura 14. Concentracion en sobrenadante de tejido intestinal de los principales

factores angiogénicos y linfangiogénicos en funcion de la presencia o no de

actividad clinica.

**p<0,01; *p<0,05
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Figura 15. Concentraciones en sobrenadante de mucosa intestinal de los

receptores del factor de crecimiento del endotelio vascular, de las proteinas del

sistema angiopoyetinas y los miembros de la familia factor de crecimiento del

endotelio vascular en pacientes con actividad clinica y sin ella.
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Tabla XX. Coeficientes de correlacion (r) de la asociacién entre los niveles en
suero y sobrenadante de tejido de los principales factores angiogénicos y

linfangiogénicos y la actividad clinica de la enfermedad inflamatoria intestinal.

Niveles en sobrenadante de tejido

Niveles en suero

Indice CDAI IndiceMayo Indice CDAI IndiceMayo
VEGF-A 0,190; p=0,282 0,389; p=0,017* 0,541; p=0,001* 0,386; p=0,018*
PIGF -0,06; p=0,973 0,324; p=0,051 0,561; p=0,001* 0,416; p=0,010*
VEGF-C 0,167; p=0,346 0,405; p=0,013* 0,561; p=0,001* 0,147; p=0,391
VEGF-D 0,080; p=0,653 0,075; p=0,661 0,607; p<0,001* 0,111; p=0,512
VEGFR-1 -0,354; p=0,04* 0,294, p=0,78 0,494; p=0,003* 0,424, p=0,011*
VEGFR-2 -0,352; p=0,042* -0,13; p=0,940 0,273; p=0,118 0,131; p=0,452
VEGFR-3 -0,418; p=0,014* 0,269; p=0,108 0,213; p=0,226 0,197; p=0,249
Ang-1 0,265; p=0,130 0,242; p=0,150 0,599; p<0,001* 0,400; p=0,16*
Ang-2 0,112; p=0,529 0,185; p=0,274 0,662; p<0,001* 0,561; p<0,001*
Tie-2 0,138; p=0,436 0,119; p=0,481 0,558; p=0,001* 0,449; p=0,006*

*Diferencias significativas.

6. LOS NIVELES DE FACTORES ANGIOGENICOS Y LINFANGIOGENICOS
Y LA ACTIVIDAD ENDOSCOPICA DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA

INTESTINAL

Los pacientes fueron divididos en distintos grupos en funcion de las

puntuaciones obtenidas en los indices endoscépicos utilizados, el Mayo subscore
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para la CU vy el indice SES-CD para le EC. De acuerdo a estos indices, la actividad
de la Ell fue leve en un 11% de los pacientes (n=7), moderada en un 31% (n=19) y
grave en un 5% (n=3). El resto de pacientes (n=33; 57%) no mostraron actividad

endoscopica.

La concentracion de todas las proteinas analizadas, excepto VEGFR-3
variaron de forma significativa en funcion de la actividad endoscopica (p<0,05).
VEGFR-3 mostré una tendencia similar no llegando a conseguir la significacion
estadistica (p=0,07). Estas concentraciones fueron mayores en pacientes con
actividad endoscopica que en aquellos sin ella (p<0,05) (Figura 16). Estos

hallazgos no fueron observados en suero.

Cuando comparamos de forma independiente la CU y la EC, encontramos
gue la puntuacién del indice Mayo endoscépico correlacioné significativamente con
todos los FAL en SMI, mientras la puntuacién en el indice SES-CD correlacioné
con todos excepto con VEGFR-2 y VEGFR-3. Respecto a los niveles de los FAL en
suero, Ang-1 correlacioné con el indice SES-CD y VEGF-A correlacion6 con la

puntuacion Mayo endoscopico (Tabla XXI).

Hubo una correlacion significativa entre la actividad endoscopica y la
actividad clinica tanto en los pacientes con CU (r=0,873; p<0,001) como en los

pacientes con EC (r= 0,62; p<0,001).
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Tabla XXI. Coeficientes de correlacion (r) de la asociacién entre los niveles en

suero y sobrenadante de tejido de los principales factores angiogénicos y

linfangiogénicos y la actividad endoscopica de la enfermedad inflamatoria intestinal.

Niveles en sobrenadante de tejido

Niveles en suero

Indice SES-CD IndiceMayo

endoscopico endoscopico
VEGF-A 0,260; p=0,165 0,397; p=0,015* 0,354; p=0,059* 0,531, p=0,001*
PIGF 0,127; p=0,505 0,131; p=0,438 0,429; p=0,020* 0,550; p<0,001*
VEGF-C 0,238; p=0,205 0,114; p=0,503 0,396; p=0,033* 0,338; p=0,044*
VEGF-D 0,278; p=0,137 0,025; p=0,884 0,353; p=0,06* 0,343; p=0,038*
VEGFR-1 -0,114; p=0,549 0,220; p=0,191 0,435; p=0,018* 0,597; p<0,001*
VEGFR-2 -0,124; p=0,514 -0,113; p=0,507 0,247, p=0,197 0,373; p=0,027*
VEGFR-3 -0,287; p=0,125 0,254; p=0,129 0,170; p=0,378 0,399; p=0,016*
Ang-1 0,362; p=0,049* 0,194; p=0,251 0,441; p=0,017* 0,564; p<0,001*
Ang-2 -0,285; p=0,126 0,152; p=0,369 0,451; p=0,014* 0,654; p<0,001*
Tie-2 -0,007; p=0,971 0,017; p=0,918 0,500; p=0,006* 0,571, p<0,001*

*Diferencias significativas
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Figura 16. Comparacion de los niveles de factores angiogénicos y linfangiogénicos
en sobrenadante de mucosa intestinal segun el grado de actividad endoscépica.

Todas las concentraciones estan expresadas en pg/ml por mg de tejido, exceptuando VEGFR-3 que esta

expresado en pg/ml/10 mg de tejido. Diferencias significativas: **p<0.01.*p<0.05.

En un 60% (n=22) de los pacientes con actividad endoscopica se pudieron
obtener biopsias de zona afecta y biopsias de zona no afecta para ser comparadas.
Los niveles de PIGF, VEGF-C, VEGFR-2, Ang-1 y Tie-2 fueron mas altos en las
muestras con actividad respecto a las de tejido sin ella (Tabla XXII). Sin embargo,
el resto de proteinas estudiadas mantuvieron unos niveles elevados tanto en
muestras procedentes de mucosa afecta como aquellas obtenidas en zona no

inflamada.
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Tabla XXIl. Comparacion de los niveles de factores angiogénicos Yy

linfangiogénicos en sobrenadante de tejido colico afecto y no afecto.

Mucosa no afecta Mucosa afecta P- valor
VEGF-A 0,07
PIGF 1,6+0,8 2,3+0,8 <0,01*
VEGF-C 24,5+10,5 32+10,8 <0,01*
VEGF-D 8,7+4 8,2+2.8 0,6
VEGFR-1 15,1+15,2 15,5+8,4 0,9
VEGFR-2 2,4+1 4,5+4,6 <0,05*
VEGFR-3 221,6+100,5 228,7+107 0,8
Ang-1 10,7+4,8 14,6+5,9 <0,01*
Ang-2 33,5+17,8 39,1+15,3 0,1
Tie-2 10,745,2 16,9+7,8 <0,01*

Las concentraciones aparecen expresadas en pg/ml por mg de tejido. *Diferencias significativas p<0,05.

7. LOS NIVELES DE FACTORES ANGIOGENICOS Y LINFANGIOGENICOS
Y LA ACTIVIDAD HISTOLOGICA DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA

INTESTINAL

La actividad histologica fue determinada segun los indices de Riley para la
CU Yy el indice de D"Haens para EC. En funcion de estos indices encontramos que:

la actividad histolégica fue leve en el 20% de los pacientes (n=13), moderada en un
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34% (n=22), grave en un 8% (n=5) y un 38% tuvieron enfermedad quiescente
(n=25). La concordancia entre la actividad endoscopica e histoldgica fue mas alta
en la CU (k=0,73) que en la EC (k=0,55). Los niveles de todas las proteinas
estudiadas en SMI correlacionaron significativamente con la actividad histolégica
(p<0,01). Estas concentraciones aumentaron de forma paralela a la gravedad de
las lesiones, de modo que, las concentraciones mas altas fueron la de aquellos

pacientes con actividad histolégica grave (Figura 17).

Tie-2
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Ang-2

Ang-1
VEGFR3
B Actividad histologica grave
VEGFR2 i
I Actividad histolégica moderada
VEGFR1 B Actividad histolégica leve
O Quiescente
VEGFD
VEGFC
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e

VEGFA

Figura 17. Comparacién de los niveles de factores angiogénicos y linfangiogénicos

en sobrenadante de mucosa intestinal segun el grado de actividad histologica.

Todas las concentraciones estan expresadas en pg/ml por mg de tejido, exceptuando VEGFR-3 que esta

expresado en pg/ml/10 mg de tejido. Diferencias significativas: **p<0.01.
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En suero, solo los niveles de VEGF-A y Ang-1 fueron mas altos en pacientes
con actividad histologica que en pacientes sin ella (577+426 vs. 346+239 pg/ml,
p<0,01 y 57,8+16,4 vs.47,2+14,6 ng/ml, p<0,05). No se encontraron mMas

diferencias a este respecto.

8. ASOCIACION DE LOS NIVELES DE FACTORES ANGIOGENICOS Y

LINFANGIOGENICOS Y LOS REACTANTES DE FASE AGUDA

Los niveles séricos de Ang-1 y VEGF-A correlacionaron significativamente
con la PCR, el RL y el RP (Tabla XXIIl). Hubo una correlacion significativa entre el
RP y los niveles en SMI de VEGF-A (r=0,293; p=0,005); VEGF-C (r=0,231,;
p=0,028); VEGFR-1 (r=0,238; p=0,025); PIGF (r=0,346; p=0,001); Ang-1 (r=0,283;
p=0,007); Ang-2 (r=0,291; p=0,005) y Tie-2 (r=0,254; p=0,016). La PCR también
correlacioné con los niveles de SMI de VEGF-A (r=0,244; p=0,040); VEGFR-1

(r=0,265; p=0,028); PIGF (r=0,244; p=0,040) y Tie-2 (r=0,328; p=0,006).
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Tabla XXIIl. Coeficientes de correlacion (r) para determinar la asociacion entre los

niveles en suero de los factores angiogénicos y linfangiogénicos y los reactantes de

fase aguda.
PCR VSG RL RP HB
VEGF-A 0,341;p=0,004* 0,248;p=0,06 0,277;p=0,008* 0,412;p<0,001* -0,123;p=0,245
PIGF 0,233;p=0,51 0,069;p=0,605 0,257;p=0,014* 0,066;p=0,537 -0,75;p=0,479
VEGF-C 0,052; p=0,665 -0,073;p=0,588 0,360;p<0,001* 0,380;p<0,001* 0,085;p=0,425
VEGF-D 0,054;p=0,656 0,159;p=0,234 -0,46;p=0,664 -0,069;p=0,518 0,008;p=0,938
VEGFR-1 0,040;p=0,743 0,002;p=0,988 0,345;p=0,001* 0,072;p=0,495 0,176;p=0,096
VEGFR-2 -0,073;p=0,545 -0,046;p=0,732 0,319;p=0,002* 0,023;p=0,832 0,094;p=0,376
VEGFR-3 0,033;p=0,786 -0,096;p=0,475 0,196;p=0,062 -0,19;p=0,857 -0,51;p=0,629
Ang-1 0,286;p=0,016* 0,130;p=0,332 0,421;p<0,001* 0,599;p<0,001* 0,064;p=0,549
Ang-2 -0,115;p=0,341 0,041;p=0,761 -0,014;p=0,896 -0,047;p=0,660 0,274;p=0,009*
Tie-2 0,091;p=0,448 0,017;p=0,901 0,040;p=0,704 0,109;p=0,306 -0,52;p=0,625

Abreviaturas: PCR: proteina C-reactiva (mg/l); VSG: velocidad de sedimentacion globular (mm/h); RL: recuento

de leucocitos (10%/); RP: recuento de plaquetas (10%1); HB: hemoglobina (g/l), *Diferencias significativas.

9. VALOR DE LOS NIVELES DE LOS FACTORES ANGIOGENICOS Y
LINFANGIOGENICOS EN SUERO Y SOBRENADANTE DE TEJIDO COMO

PREDICTORES DE ACTIVIDAD DE LA ENFERMEDAD

todos los FAL excepto VE