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Resumen

La Colitis Ulcerosa (CU) es una enfermedad cronica de etiologia aun no esclarecida
gue cursa con una inflamacion de la mucosa que recubre la pared interna del intestino
grueso. Esta inflamacién esta causada por una reaccion exacerbada y no bien
controlada del sistema inmunoldgico. La CU no tiene cura, pero actualmente hay
farmacos que pueden controlar la enfermedad y mantenerla quiescente. En este
estudio se pretende analizar el perfil inmunoldgico de pacientes de CU sometidos a
granulocitoaféresis, un sistema de filtrado de componentes especificos de la sangre, y

observar las diferencias con controles sanos.

Para ello, muestras de sangre periférica de dos pacientes de CU y dos controles sanos
fueron procesadas y analizadas mediante citometria de flujo. Los perfiles
inmunoldgicos y los niveles de citocinas de las muestras de pacientes y de controles

fueron comparados.

Los resultados indicaron que no hay un perfil inmunolégico diferencial en los pacientes
de CU tratados con granulocitoaféresis frente a los controles sanos. Esto se observé

en las poblaciones leucocitarias y las citocinas.

La granulocitoaféresis si que parece que modulé el perfil inmunitario de los pacientes

con CU, restableciendo su estado inflamatorio.

Palabras clave: sistema inmunoldgico, leucocitos, granulocitoaféresis, colitis ulcerosa
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Abstract

Ulcerative Colitis (UC) is a chronic disease of unclear etiology that causes the
inflammation of the mucosa linning, the inner wall of the large intestine. This
inflammation is caused by an exacerbated and uncontrolled immune system. UC has
no cure, but there are currently drugs that can control the disease so that it remains
qguiescent. This study aims to analyse the immune profile of UC patients undergoing
granulocytoapheresis, a system of filtering specific blood components, and to observe
the differences with healthy controls.

For this purpose, peripheral blood samples from two UC patients and two healthy
controls were processed and analysed by flow cytometry. Immunological profiles and

cytokine levels of the patient and control samples were compared.

The results indicated that there is no differential immunological profile in UC patients
treated with granulocytoapheresis versus healthy controls. This was observed in

leukocyte populations and cytokines.

Granulocytoapheresis seemed to modulate the immune profile of UC patients, restoring

their inflammatory status.

Key words: immune system, leucocytes, granulocytoapheresis, ulcerative colitis.
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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedad Inflamatoria Intestinal
1.1.1 Descripcién

La Colitis Ulcerosa (CU) es una patologia que se encuentra dentro de las patologias
denominadas Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIl), junto con la Enfermedad de
Crohn. Estas enfermedades han sido estudiadas conjuntamente ya que comparten
caracteres comunes como la clinica, tejidos dafiados y tratamientos. La Ell se
desarrolla debido a una respuesta desmesurada del sistema inmunolégico del paciente
contra su propia microbiota intestinal, por lo que son enfermedades inflamatorias con
caracteristicas de autoinmunidad. La principal diferencia entre la enfermedad de Crohn
y la CU es que, a diferencia de lo que sucede en la enfermedad de Crohn, en la CU,
como su propio nombre indica, la inflamacién tiene lugar en el intestino grueso y en el

recto (Souza y Fiocchi, 2016).

La Ell es idiopatica, es decir, de origen desconocido. Segun diversos estudios se cree
gue pueden influir diferentes factores como la genética de un individuo, factores
ambientales como la alimentacién, el tabaquismo o el estrés; y tendencia de los

anticuerpos del individuo a reaccionar de forma anémala (Stange y Schroeder, 2019).

Los pacientes que padecen Ell pueden llevar un nivel de vida normal durante las fases
en las que la enfermedad esta quiescente, y eso suele implicar que siguen las pautas
terapéuticas dadas por sus especialistas. La dieta en la fase de remisién es normal,
aunque hay determinados alimentos desaconsejables. Al final, son los propios
pacientes los que valoran qué dieta pueden seguir en funcion de lo que toleran mejor.
En periodos en los que aparece un brote, los pacientes deben seguir una dieta blanda,
alimentos cocinados al vapor o plancha y evitar alimentos con fibra. Ademas, deben
hidratarse abundantemente (Mentella, Scaldaferri, Pizzoferrato, Gasbarrini y Miggiano,
2020).

Los enfermos de EIll acuden periddicamente al hospital para realizarse controles,
administracion de farmaco o inicio de un nuevo tratamiento. La frecuencia con la que
acuden depende del estado del paciente. Los casos mas graves requieren ingreso y

cirugia.
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Ademés, segun estudios, los pacientes de EIl sufren un mayor riesgo de desarrollar
cancer del tracto gastrointestinal que el resto de poblacion (Weimers y Munkholm,
2018).
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El diagnéstico de estas enfermedades supone al paciente una serie de limitaciones
laborales, en relaciones sociales, actividades deportivas o de ocio. Esto conlleva una
carga psicologica importante que deben saber sobrellevar y adaptarse a la situacion
(Flynn y Eisenstein, 2019).

Existen organismos y asociaciones que se encargan de informar y dar soporte tanto
fisico como psicoldgico a los pacientes de enfermedad inflamatoria intestinal. Ejemplos
de estas asociaciones son: GETECCU y ACCU.

GETECCU es el Grupo Esparfiol de Trabajo en Enfermedad de Crohn y Colitis
Ulcerosa. Es una asociacion a nivel nacional sin animo de lucro que se encarga del
estudio y la investigacion de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) y procura la
homologacion de criterios clinico-terapéuticos en el diagndstico y tratamiento de la
misma, promoviendo el desarrollo de las medios terapéuticos idéneos, con su
investigacion a todos los niveles: basico, experimental, clinico y epidemioldgico;
procurar la coordinacién de estos medios de forma arménica y complementaria;
estimular la uniformidad de criterios para el tratamiento de la Ell. Esta por tanto dirigida
a los profesionales sanitarios y de ciencias de la salud para mejorar la vida de las
personas afectas por la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), promoviendo la
excelencia asistencial, docente, investigadora e influyendo en acciones politicas y

sociales (Arévalo, 1980).

ACCU Espafa es una Asociacién de pacientes de Crohn y Colitis Ulcerosa a nivel
nacional que trabaja sin animo de lucro para ayudar a los pacientes de Ell. Informa
acerca de cualquier cuestibn que puedan tener pacientes o familiares, mantiene el
contacto entre miembros de la asociacién, organiza viajes hacionales e
internacionales, fomenta la investigacién y divulgacién sobre estas patologias y lucha

por la igualdad de oportunidades de los pacientes (Accuesp, 1987).

1.2 Enfermedad de Crohn

1.2.1 Descripcién
La Enfermedad de Crohn (EC) consiste en una inflamacion transmural del tracto
gastrointestinal, en la que pueden estar afectadas distintas zonas desde la boca hasta
la zona perianal. Mayoritariamente suele inflamarse el extremo inferior del intestino

delgado y el principio del intestino grueso. Presenta fases de brote, en los que la

8
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persona que sufre la enfermedad padece sintomas y empeora; y fases de quiescencia

en las que la enfermedad se encuentra latente y no se manifiesta.

La enfermedad se puede complicar debido a una obstruccién del intestino producida
por la formacion de estenosis fibrosas, abscesos y fistulas, todo ello debido a la
extension y duracion de la inflamacién. (Rich et al. 2019).

En condiciones fisiolégicas, los linfocitos T reguladores, los linfocitos B, las células
dendriticas y las células natural killer (NK) permiten la presencia de bacterias
comensales, pero reaccionan ante bacterias patdgenas (Shen et al., 2018). Ademas,
liberan citocinas antiinflamatorias como el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) o la interleukina 10 (IL-10). En cambio, en la enfermedad de Crohn se
produce inflamacion debido a la alta reactividad de los leucocitos contra toda la
microbiota intestinal. Se ha visto que la microbiota intestinal esta alterada en pacientes
de Crohn, de modo que se produce una inversion en la proporcion de las bacterias de
los filos Bacteroidetes y Firmicutes. Ademas, también se ha visto una reduccion de
Faecalibacterium prausnitzii aunque se desconoce si es causa 0 consecuencia de la

enfermedad de Crohn (Stange y Schroeder, 2019).

Se emplea el indice de Harvey-Bradshaw para valorar la actividad de la enfermedad
en cada paciente. Se tiene en cuenta el bienestar general del paciente, que se valora
de 0 a 4 (siendo O el estado 6ptimo y 4 el peor); el dolor abdominal, de 0 a 3; el
nimero de deposiciones blandas por dia (cuenta como 1 cada una); la masa
abdominal (de 0 a 3) y la aparicién de complicaciones, que cuentan como 1 cada una.
Segun el valor numérico total obtenido, el proceso inflamatorio estara mas o0 menos
activo, de modo que cuanto mas alto sea el indice peor sera el estado del paciente.
Los pacientes que tienen la enfermedad quiescente tienen un indice Harvey menor a 5
(Velasquez, 2014).

Los pacientes con peor prondstico suelen necesitar una o varias intervenciones

quirdrgicas.
Todos los pacientes a lo largo de su vida suelen ser intervenidos quirdrgicamente.

1.3 Colitis Ulcerosa

1.3.1 Descripcién

La Colitis Ulcerosa (CU) se trata de una patologia inflamatoria crénica de la mucosa

colénica. Suele empezar en el recto y va abarcando el colon de manera proximal
9
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pudiendo llegar a estar infectado todo el colon. La inflamacién da lugar a la formacion
de Ulceras y, no es transmural. Cuenta con periodos de exacerbacién, que pueden
ocurrir de forma espontanea o en respuesta a cambios de tratamiento o a
enfermedades intercurrentes, y periodos de quiescencia en los que la enfermedad no
manifiesta sintomas. El objetivo de los tratamientos es mantener al paciente en estado
de remision (Ordas, Eckmann, Talami, Baugmart y Sandborn, 2012).

Esta patologia se conoce desde el afio 640 a.C., y se describia como una diarrea no
contagiosa. En 1859 fue cuando se nombro por primera vez como Colitis Ulcerosa a la
enfermedad que producia dicha diarrea. Fue el Dr. Samuel Wilks, un anatomopatélogo
de Londres, que diagnostic6 Colitis Ulcerosa a una paciente que habia muerto tras
semanas padeciendo diarrea sanguinolenta de causa no infecciosa. Desde entonces
se han ido actualizando los conocimientos de la enfermedad hasta conocerla como se
conoce hoy en dia (Arévalo, 1980)

1.3.2 Tipos de colitis ulcerosa
Segun la localizacion de la inflamacion encontramos (Figura 1):
e Proctitis ulcerosa: cuando la inflamacién afecta Unicamente al recto
e Colitis ulcerosa distal: se ve afectada la regién que forma el angulo esplénico

(entre el colon descendente y el colon transverso).

e Pancolitis: se inflama todo el colon.
(G-Educainflamatoria, 2021)

Figura 1. Afectacion del colon segun los diferentes tipos de colitis ulcerosa (G-educainflamatoria, 2020).

1.3.3 indice de Montreal

10
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Actualmente se considera que la clasificacion de Montreal es la que mejor define la
extension de la CU y que determina el tratamiento del paciente, la modalidad de
tratamiento y si la terapia oral y/o tdpica es necesaria.

Colitis ulcerosa

Extension El: proctitis
E2: colitis izquierda (distal al angulo esplénico)
E3: colitis extensa (distal al angulo hepatico)
E4: pancolitis

Severidad S0: nunca severa
S1: alguna vez severa (PUCAI > 65)

Tabla 1. indice de Montreal (Medina, 2013).

Se tiene en cuenta la extension de la inflamacion y elementos clinicos y se clasifica a
los pacientes en grupos segun la mayor o menor agresividad de la enfermedad. Segun

la extensién de la colitis ulcerosa encontramos:

E1: proctitis (se limita al recto la inflamacién)

E2: colitis izquierda (distal al angulo esplénico)

E3: colitis extensa (distal al &ngulo hepatico)

E4: pancolitis (abarca todo el colon)

Segun la severidad clinica:

e SO0: nunca ha sido severa

e Sl en alguna ocasion ha sido severa

En ocasiones no se consigue diferenciar fenotipicamente entre Enfermedad de Crohn
y Colitis Ulcerosa, cuando esto ocurre se habla de enfermedad inflamatoria no
clasificada o indeterminada (Tabla 1) (Medina, 2013).

1.3.4 indice UCEIS
El indice de Severidad Endoscépico de Colitis Ulcerativa (UCEIS por sus siglas en
inglés) utiliza el patrén vascular, sangrado y ulceracion para capturar la variedad de

hallazgos endoscépicos (Polanco, 2016).

11
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Hallazgo Puntos Definicién
Patrén Normal (0) Patrén vascular normal con arborizacién de los capilares bien definido, o
vascular con perdida en parches
Obliteracién en Obliteracién en parches del patrén vascular
parches (1) Obliteracién completa del patrén vascular
Obliteracién (2)
Hemorragia ~ Ninguna (0) Sin sangre visible
Mucosa (1) Algunas estr(as de sangre coagulada en la superficie de la mucosa
Sangre lfquida libre en la luz
Luminal leve (2) Franca sangre visible en la luz frente al endoscopio o sangrado visible de la
Luminal moderadaa  mucosa después de lavar
severa (3)
Erosiones o Ninguna (0) Mucosa normal, sin erosiones visible o dlceras
tlceras Erosiones (1) Pequefios defectos de la mucosa (< 5mm) o un color blanco-amarillento de

Ulceras superficiales
(2

lesiones aplanadas
Lesiones mayores (> 5mm) en la mucosa gue son tlceras discretas con

fibrina, aun superficiales

Defectos excavados y mds profundos de la mucosa

Ulceras profundas (3)

Tabla 2. indice de Severidad Endoscépico de Colitis Ulcerativa (UCEIS) (Polanco, 2016).

Como se observa en la Tabla 2, cada parametro tiene tres o cuatro niveles de
severidad. Mediante este indice se evalla la actividad inflamatoria global en el colon
observada endoscopicamente. Es el primer indice de severidad endoscépico validado
(Polanco y Waller, 2016)

1.3.5 Respuesta Inmunolégica

Las células inmunitarias y los microorganismos luminales se encuentran separados
por una barrera epitelial recubierta de una capa mucinosa que cubre la pared interna
del intestino grueso. Es la linea primaria de defensa del sistema inmunolégico ya que
supone una separacioén fisica entre las células inmunitarias y la microbiota luminal, y
ademas sintetiza péptidos antimicrobianos. En la colitis ulcerosa la homeostasis entre
la microbiota intestinal y la capa mucinosa se desequilibra por una reaccion
exacerbada de las células del sistema

inmunoldgico (Tatiya-Aphiradee,

Chatuphonprasert y Jarukamjorn, 2018).

En la patogenia de la colitis ulcerosa la microbiota es esencial ya que influye en la
inmunidad innata y adaptativa. Hay diversas vias inmunolégicas mediante las cuales

se desarrolla la inflamacion, y estadn relacionadas con la barrera epitelial, la flora
12
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simbidtica, el reconocimiento de antigenos por los macréfagos, desregularizacion

inmunoldgica, reclutamiento de leucocitos y factores genéticos.

1.3.5.1 Caracterizacion del sistema inmunoldgico

Los pacientes de CU presentan un sistema inmunolégico activo debido a la
inflamacién crénica que sufren. Esto conlleva que presenten unos niveles mas
elevados de células inmunitarias que las personas sanas. El sistema inmunolégico
innato y el adaptativo contribuyen en el desarrollo de la CU. El sistema inmunoldgico
innato esta compuesto principalmente por monocitos, neutréfilos, células dendriticas,
eosindfilos y basdfilos. Estas células actlan juntas para iniciar la inflamacion
secretando citocinas y agentes antimicrobianos, como se muestra en la Figura 2. Esto
conlleva a la fagocitosis de células y microorganismos infectados, presentacion de
antigenos y activacion del sistema inmunoldgico adaptativo (Kelly, Houston,
Sherwood, Casulli, y Travis, 2017).

La respuesta inmune adaptativa estad compuesta principalmente por los linfocitos Ty B
gue, cuando se activan a través de las células dendriticas, generan respuestas
efectoras (citocinas y anticuerpos) (Figura 2). A diferencia del sistema inmunoldgico
innato, el sistema inmunolégico adaptativo es muy especifico y confiere una inmunidad
duradera (memoria). Generalmente se piensa que el sistema inmunolégico adaptativo
es el principal contribuyente a la patogénesis de la CU (Wallace, Zheng, Kanazawa y
Shih, 2014).

13
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Figura 2. Representacion de la migracién de células inflamatorias a la barrera mucinosa del intestino
grueso (Chang, 2020).

Conforme mas se investiga el sistema inmunoldgico en la patologia de CU surgen

nuevos subtipos de células leucocitarias involucradas en la patogénesis de ésta.

Los linfocitos T tienen un papel crucial ya que contribuyen a la patogénesis de la CU
mediante la regulacion, supresion y mantenimiento de la inflamacion (Montalvillo,
Garrote, Bernardo y Arranz, 2014). En un primer momento se relacioné a los linfocitos
T reguladores y los Thl como los més influyentes en el desarrollo de la CU, pero mas

recientemente se ha observado en estudios que los linfocitos Thl7 estan muy

14
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involucrados en el desarrollo de la inflamacion cronica en la CU (Li et al., 2020). Las
células Th1l7 son inducidas por TGF-B e IL-6. Las funciones de las células Th17
dependen del entorno inmunolégico en el que se desarrollan (Ueno et al. 2018).
Producen las citocinas IL-17A, IL-17F y IL-22 (Figura 2).

Estudios recientes han observado que las células linfoides innatas (ILC) también estan
involucradas en la patogenia de la CU, concretamente las ILC de la familia 3. Son
responsables de la homeostasis de la mucosa gastrointestinal a través de la
generacion de IL-22, IL-17 (Figura 2). Estan implicadas en las respuestas inmunitarias
gastrointestinales. Protegen la mucosa intestinal de infecciones de diversos patégenos
para mantener la homeostasis intestinal en estado estable. Este efecto protector se
realiza principalmente a través de la secrecion de IL22 e IL-17 lo que provoca que las
células epiteliales produzcan péptidos antimicrobianos (AMP), que matan a los

patdégenos, regulando las respuestas de las células T (Zeng et al., 2019).

Las células natural killer participan en la inmunidad innata y adaptativa. Identifican y
destruyen las células antigénicas (funcion citotoxica), en el caso de la CU la propia
microbiota intestinal. También participan en la patogénesis de la CU mediante la
produccion de diversas citocinas como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa), el
interferon gamma (IFN-y), la IL-13, la IL5 y la IL-4. Citocinas involucradas en la

aparicion y el desarrollo de CU (Lai, Shen y Ran, 2019).

Los linfocitos T CD4+ y T CD8+ influyen en el desarrollo de la CU ya que atacan a la
propia microbiota intestinal porque no la reconocen como propia sino que la

consideran como un agente extrafio. Provocando asi inflamacion.

En cuanto a los linfocitos B, son responsables de la inmunidad humoral, es decir,
actian contra patdégenos extracelulares produciendo anticuerpos contra éstos.
También se ven aumentados sus niveles en pacientes con CU debido a que los
linfocitos B producen anticuerpos contra la flora bacteriana del colon. Cada vez parece
gue estos linfocitos estdn mas involucrados en la CU, las moléculas
inmunomoduladoras como la IL-10, la adenosina, el factor estimulante de colonias de
granulocitos-macrofagos, la IL-3 y la IL-35 son producidas por las células B (Aziz,
Holodick, Rothstein y Wang, 2015).

Los monocitos desempefan un papel importante en la defensa del organismo contra

infecciones y en la eliminacién de tejido muerto o dafiado y en la destruccion de
15
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neoplasias. Asi pues, en los pacientes de CU los monocitos reconocen la microbiota
intestinal como un agente extrafio del cual hay que defender al organismo y
reaccionan contra ésta (Na, Stakenborg, Seok y Matteoli, 2019).

Finalmente, los neutrdfilos son la principal célula implicada en la patogénesis de la CU.
Migran del torrente circulatorio a la capa mucosa del intestino (Figura 2) y reaccionan
contra la microbiota intestinal produciendo las lesiones propias de esta enfermedad
mediante su desgranulacién y la liberacion de diversas proteinasas y citocinas
(Adacyte, 2021).

1.3.5.2 Perfil de citocinas

La interaccion de las células presentadoras de antigenos con la microbiota intestinal
activa la respuesta inmunolégica innata. EI numero de células presentadoras de
antigenos aumenta en pacientes de colitis ulcerosa, perpetuando la inflamacion. Los
linfocitos B y T son activados por las células dendriticas, desencadenando la
produccion de citocinas y activando el sistema inmunoldgico adaptativo. Esta reaccion
favorece de forma desmesurada la inflamacién, que esta mediada por células NK que
producen interleucina-13 y dafian las células epiteliales que a su vez promueven la
liberacion de citocinas adicionales, como el interferon gamma (IFN-y), IL-23, IL-17, IL-
6, IL-1 y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa). En particular, la IL-23 induce la
diferenciacion de células T CD4 virgenes en células T helper que favorecen el
desarrollo de la enfermedad. Las células T helper mas destacadas son las Thl, Th2,
Th1l7, Th9 y Th22 (Allocca et al., 2018; Guo, 2020).

Las citosinas arriba mencionadas son proinflamatorias. La patogenia de la CU también
es favorecida por el déficit de IL-10, tradicionalmente considerada como citocina anti-
inflamatoria. (Rich et al., 2019).

La IL-13 es una citocina inmunorreguladora que es producida mayoritariamente por
células Th2 activadas y participa en la regulacion de las respuestas inflamatorias e
inmunes. Impide que los monocitos produzcan citocinas y provoca proliferacion de los

linfocitos B (Instituto Nacional del Cancer, 2021).

El IFN-gamma (IFN-y) es clasificado como un interferén tipo 1l y actia como factor de

activacion de macréfagos producido principalmente por linfocitos T y células NK en
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respuesta a antigenos de Staphylococcus, fitohemaglutanina y otras citocinas (Langer
et al., 2019).

La IL-23 humana es una citocina pro-inflamatoria sintetizada mayoritariamente por
células presentadoras de antigenos. Induce y mantiene la diferenciacién de las células
Th1l7 y las células Th22, una fuente de citocinas proinflamatorias como IL-17 e IL-22
(Puig, 2017). Tiene un papel importante en el establecimiento y mantenimiento de
enfermedades autoinmunes inflamatorias (Yague Sanz, 2015).

La interleucina-17 (IL-17) es una citocina con diversas funciones tanto en la proteccion
inmunoldégica como en la inmunopatologia. La IL-17 interviene en la vigilancia
inmunoldgica en las superficies mucosas y de barrera, pero se ha visto que actia
también favoreciendo la inmunopatologia en entornos de autoinmunidad e inflamacion

crénica (Abusleme y Moutsopoulos, 2017).

La IL-6 es una citocina pro-inflamatoria producida por maltiples tipos celulares. La IL-1
y TNFa promueven su sintesis y actian de forma similar. Actia fundamentalmente
sobre hepatocitos. También es un factor diferenciador tardio de linfocitos B. (Clinica
Universidad de Navarra. 2021.) Ademas, induce la expresién de una variedad de
proteinas responsables de la inflamacién aguda y promueve la proliferaciéon y

diferenciacion celular (Uciechowski y Dempke, 2020).

La familia de la interleucina 1 (IL-1) es un grupo de citocinas que regula las respuestas
inmunitarias tanto innatas como adaptativas. La mayoria de las citocinas de la familia
IL-1 expresan actividades proinflamatorias (IL-1a, IL-1(, IL-18, IL-33, IL-36 a, B, V),
mientras que otras son antiinflamatorias (IL-36Ra, IL-38, IL-37). Ademas de sus
funciones inmunomoduladoras, algunas de ellas también participan en la modulacién
fisiologica de los procesos homeostaticos y afectan directamente a la transcripcién del
ARN (Migliorini, Italiani, Pratesi, Puxeddu y Boraschi, 2020).

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citocina sintetizada por diversas células
inmunitarias, sobre todo por macréfagos y monocitos. Lleva a cabo acciones pro-
inflamatorias y regula otros mediadores inflamatorios como la IL-1 y la IL-6. Actda a nivel
celular y tisular: a nivel celular favorece el reclutamiento de linfocitos y neutréfilos asi como el
reconocimiento de antigeno; a nivel tisular produce la remodelacién y recuperaciéon de los
tejidos (Mehaffey y Maiid, 2017).
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En cambio, IL-10 e IL-37 y el factor de crecimiento transformante B (TGF-3) son
citocinas con actividad antiinflamatoria encargadas de regular negativamente la

enfermedad, disminuyendo la inflamacion (Rich et al., 2019).

Otro mecanismo de patogenicidad que se ha estudiado se produce mediante la
obstruccién de las uniones estrechas del epitelio intestinal provocada por el aumento
de IL-13, estimulando un aumento de la Claudina 2 y un efecto toxico sobre las células
intestinales (Rich et al., 2019). Por lo que hay estudios que sugieren que la IL-13
podria ser una diana terapéutica para un tratamiento prometedor para aliviar la colitis
ulcerosa (Hoving, 2018).

Otro tipo de mediadores del sistema inmune que también se ha visto que influyen en la
patogenicidad de la colitis son los receptores tipo toll, (toll-like receptor o TLR), ya que
la estimulacion de TLR4 y de NF-kB en células epiteliales intestinales confiere ventajas
de supervivencia o promueve la proliferacién anormal en células susceptibles. (Yao,
Dong, Dai y Wu, 2019). Los TLR son proteinas transmembrana de los leucocitos que
contienen un dominio de repeticion rico en leucina (Leucine-rich repeat o LRR), y que
desempefian un papel central en el reconocimiento y la respuesta a patdégenos
microbianos y en el mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial en el
intestino. El receptor tipo Toll 4 (TLR4) un miembro importante de la familia TLR, se
expresa principalmente en los segmentos colénicos distales. Aunque solo es
minimamente detectable en las células epiteliales del intestino delgado y del colon de
la mucosa normal, un estudio encontrd que la expresion de TLR4 en el colon distal era
3 veces mayor que en el resto del colon, intestino delgado y estébmago. Estos
resultados sugieren que se produce un aumento de la expresion epitelial de TLR4
durante el inicio de la colitis ulcerosa y puede desempefiar un papel en la transicién de

la inflamacion a la neoplasia. (Yao et al., 2019)

1.3.6 Sintomatologia
El cuadro de sintomas que presentan los pacientes de CU que debutan o sufren un
brote puede ser variado y dependen de la gravedad de la inflamacién, pero con
frecuencia son: dolor abdominal, diarrea sanguinolenta, cansancio o debilidad, pérdida

de peso considerable y fiebre. Sin embargo, no tienen por qué presentar todos los
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sintomas, de hecho, hay pacientes que apenas muestran sintomas, o en los que se
detecta la enfermedad estd activa en wuna revision médica rutinaria (G-

educainflamatoria, 2020).

1.3.7 Diagnéstico

Para el diagndstico de la CU se deben valorar los sintomas que presenta el paciente y
descartar otras enfermedades compatibles con esos sintomas y que no son CU. Es un
diagnostico complejo, pudiéndose confundir con la Enfermedad de Crohn de
localizacion colénica. Se realiza:
- analisis de sangre y de heces, para observar marcadores de inflamacion
- radiografias o técnicas de diagnostico por imagen, para localizar indicios de
anomalias caracteristicas de CU.
- colonoscopia, considerada la técnica “gold-standard” para el diagnéstico de la
CU ya que permite visualizar el colon del paciente y asi percibir si hay
presencia de lesiones. En la colonoscopia se toman biopsias que se envian al

laboratorio de anatomia patolégica para ayudar en el diagnostico.

Los marcadores inflamatorios que se analizan son la velocidad de sedimentacién de
los glébulos rojos, el fibrindgeno, el nivel de proteina C reactiva (PCR), la calprotectina

y la lactoferrina. (G-educainflamatoria, 2020)

Cuando hay actividad inflamatoria activa se produce un incremento en el plasma de la
concentracion de diversas proteinas que se denominan proteinas reactivas de fase
aguda. Este aumento se debe a que se producen en mas cantidad en el higado por las
citocinas. La presencia de estas proteinas en el plasma hace que los glébulos rojos
sedimenten a mayor velocidad debido a un cambio en su carga de la superficie (Bray
et at., 2016). La velocidad de sedimentacién globular (VSG) es muy empleada en la
practica clinica como prueba inespecifica para valorar la existencia de inflamacion. El
fibrindbgeno es la proteina que mas involucrada esta en el aumento de la VSG (en un
55%), seguido de la alfa-2 macroglobulina, inmunoglobulinas y albumina (Romero,
2021).

El rango de referencia de la VSG depende del género, edad del paciente y del

laboratorio de referencia, que se encarga de determinar el rango para la prueba. La

VSG incrementa ligeramente con la edad (Romero, 2021).
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La VSG se encuentra elevada en practicamente todos los procesos que cursan con
inflamacién (enfermedades inflamatorias o infecciones) y en algunas neoplasias
(formaciones anormales de tejido nuevo tumoral benigno o maligno) por lo que es
totalmente inespecifica. El aumento se produce a las 24 h del estimulo inflamatorio y
no suele normalizarse hasta al cabo de cinco a diez dias de su resolucién (Romero,
2021).

La proteina C reactiva es una proteina sintetizada por el higado que interviene en los
procesos de respuesta a una inflamacion, por lo que se encuentra a altos niveles en el
torrente sanguineo cuando hay inflamacién. En condiciones fisiol6gicas se encuentra a

niveles muy bajos (Moutachakkir, Lamrani, Baraou, Boukhira y Chellak, 2017).

La calprotectina es una proteina sintetizada por los neutréfilos y se emplea
clinicamente como biomarcador de actividad inflamatoria en el tubo digestivo ya que
cuando hay inflamaciéon en alguna zona de éste el nivel de calprotectina se ve
incrementado. Concretamente, la calprotectina fecal se analiza mediante el analisis de
muestras de heces que se les pide a los pacientes y permite saber a los médicos el
nivel inflamatorio del paciente a nivel gastrointestinal, cuanto mas alto es el nivel de
calprotectina fecal mas severa es la inflamacién. Los niveles de calprotectina en una

persona sana son de 50 ug/g o inferiores (Ayling y Kok, 2018).

La lactoferrina es una glicoproteina encargada del transporte de hierro en el organismo
y también se analiza su contenido en las heces. Cuando se produce inflamacién, los
neutréfilos liberan lactoferrina en el lugar de inflamacion. Por lo que el nivel de
lactoferrina tiene una relacion directa con el nivel de inflamacion (Rosa, Cutone,

Lepanto, Paesano y Valenti, 2017).

Estas pruebas por si solas no confirman la presencia de la CU, pero ayudan a
descartar otras enfermedades. Actualmente, el mejor método para diagnosticar la CU
(prueba llamada “Gold standard”) es a través de la realizacion de una colonoscopia y

analisis de las biopsias intestinales.

1.3.8 Tratamiento

El tratamiento que se administra a los pacientes tiene como finalidad controlar la

inflamacién y mantener la enfermedad en remision.
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1.3.8.1 Farmacos

Los farmacos que existen actualmente y que se emplean para la Ell son:

e Aminosalicilatos: son derivados de la aspirina.

o Mesalazinas: mayoritariamente es el primer tratamiento que se da a los
pacientes de Ell. Pertenece a la familia de los salicilatos, que presentan
propiedades antiinflamatorias. Se conocen también como 5-ASAs ya
que se componen de &cido 5 aminosalicilico. Sus efectos
antiinflamatorios se deben a una inhibicion de los efectos del acido
araquidénico en la mucosa intestinal a través de la inhibicién de la
ciclooxigenasa. La inhibicibn de esta enzima reduce la sintesis de
prostaglandinas, disminuyendo asi la inflamacién del colon (Brumds,
2014).

o Sulfasalazina: mismo mecanismo que la mesalazina, se les receta a los

pacientes que presentan manifestaciones adversas extrainstestinales

debidas a las mesalazinas (Brumos, 2014).

¢ Inmunomoduladores: moléculas que deprimen la respuesta inmunitaria

o Corticosteroides: son hormonas esteroides. Regulan la respuesta
del sistema inmunitario y disminuyen la produccion celular de
sustancias inflamatorias. Se deben retirar de forma paulatina ya que
de lo contrario podrian producirse importantes efectos adverso. Hay
un porcentaje de pacientes que tienen corticodependencia, es decir,
en cuanto se les baja las dosis de corticoides vuelven a padecer
sintomas y encontrarse mal. En cambio, hay otro porcentaje, hasta
el 40% de pacientes, que no responde a los corticoides (Brumdés,
2014).

o Biolégicos: son productos biotecnolégicos, anticuerpos frente a

determinadas moléculas inflamatorias.
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Farmacos anti-TNF: TNF-a es una citocina pro-inflamatoria,
como se ha mencionado anteriormente. Los farmacos anti-
TNFa juegan un papel fundamental en la resistencia a la
apoptosis de las células inmunitarias de la CU, incrementan
la apoptosis de las células inmunes (Moret, 2014).

e Infliximab: EI Infliximab es el primer tratamiento
basado en anticuerpo monoclonal aprobado para su
uso en la CU. Es un anticuerpo monoclonal quimérico
dirigido contra el TNF-a. También es el primer
farmaco que inhibe especificamente la actividad del
TNF- a. Se une a zonas muy afines de la membrana
del TNF-a evitando que éste pueda unirse a sus

receptores y desempefiar su funciéon (Brumos, 2014).

¢ Adalimumab: es un anticuerpo monoclonal IgG 100%
humano (a diferencia del infliximab que es quimérico)
dirigido contra el TNF-a, neutralizando su funcion
biolégica al bloquear su interaccion con los
receptores p55 y p75 en la superficie celular y
atenuando sus efectos proinflamatorios. (Brumés,
2014).

Ustekinumab: es un anticuerpo monoclonal que se une a la
subunidad proteica p40 de las citocinas humanas IL-12 e IL-
23, inhibiendo su actividad al impedir que estas citocinas se
unan a su proteina receptora, receptor que se expresa en la
superficie de las células inmunes. Este farmaco impide que

la IL-12 e IL-13 activen las células inmunes (Brumos, 2014).
Vedolizumab: bloquea la integrina a4p7, que es un mediador

de la inflamacién gastrointestinal. Se expresa en la superficie

de una subpoblacién de linfocitos T que migran al tracto
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gastrointestinal y que son responsables de la inflamacion
caracteristica de la CU y EC (Brumoés, 2014).

e Inmunosupresores: aunque todos los farmacos empleados para los

pacientes de colitis ulcerosa tienen caracter inmunosupresor, los que se

clasifican como tal son:

o Azatioprina: Inmunodepresor y citotoxico, analogo de la purina.
Inhibe la sintesis de ADN disminuyendo las reservas de nucleétidos
en los linfocitos T y B. La eficacia terapéutica se alcanza después
de seis a doce semanas de iniciado el tratamiento. Se puede
emplear sola o en combinacidon con otros agentes (normalmente

corticosteroides) (Brumés, 2014).

o Ciclosporina: Disminuye la respuesta inmunitaria celular, inhibiendo
la produccién de anticuerpos T- dependientes. También inhibe la
produccion y liberacion de citocinas, incluyendo interleucina 2
(Brumds, 2014).

o Metotrexato: el metotrexato es un farmaco antimetabolito con
efectos inmunodepresores que actlda inhibiendo competitivamente la
dihidrofolato-reductasa, enzima responsable de convertir el acido
félico a tetrahidrofolato, interrumpiendo asi la transferencia de un
carbono en muchas reacciones metabdlicas. Entre las reacciones
afectadas se encuentra la sintesis de acido timidilico, por inhibicion
de la timidilato-sintasa es, quizas, el efecto mas importante del
metotrexato resultando en una inhibicion de la sintesis del DNA. Los
efectos inhibidores del metotrexato dependen de sus
concentraciones intracelulares, y los tejidos con crecimiento mas
rapido y con elevado metabolismo celular son los mas afectados.
Inhibe la proliferacién celular en la fase S del ciclo celular (Brumas,
2014).

o Tofactinib: inhibidor selectivo de la familia de las Janus Quinasas

(JAK). Este farmaco inhibe la ruta de sefializacion activada por
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receptores de citocinas JAK3 y JAK1. La inhibicién de JAK1 y JAK3
por tofacitinib atenda las rutas de sefializacion activadas por las
interleucinas (IL-2, -4, -6, -7, -9, -15 y -21) y por los interferones de
tipo | y Il, provocando la modulacién de la respuesta inmune e
inflamatoria (Brumos, 2014).

Muchos de estos farmacos son comunes para la Enfermedad de Crohn y la Colitis
Ulcerosa, y otros en cambio estan actualmente aceptados para una de las
enfermedades y pendiente para la otra, pero en un futuro seran aceptados para ambas

entidades.

Aunque estos farmacos han conseguido paliar los efectos de la enfermedad y mejorar
la calidad de vida de los pacientes, también tienen limitaciones muy claras: la pérdida
de respuesta y los efectos secundarios, que en parte pueden ser graves, aunque poco
frecuentes. Ademas, no todos los pacientes responden igual. Hay pacientes que son
refractarios a algunos de los farmacos y otros pacientes, en cambio, mejoran de
manera notable. Por lo que, no parece que en todos los pacientes estan implicadas las
mismas células del sistema inmunoldgico, es decir, presentan diferentes vias de

patogenicidad y dianas farmacolégicas (Na et al., 2019).

A los pacientes de colitis ulcerosa se les desaconseja que tomen ibuprofeno,

diclofenaco o dexketoprofeno (antiinflamatorios no esteroideos) por ser gastrolesivos.

1.3.8.2 Aféresis

La aféresis es un tratamiento no farmacoldgico que se utiliza en pacientes con falta de
respuesta a otros tratamientos empleados en la CU. Hay dos tipos de aféresis: la
granulocitoaféresis y la leucocitaféresis. En la practica clinica se emplea
mayoritariamente la granulocitoaféresis, que a continuacién se explica en detalle al ser

el tratamiento de los pacientes incluidos en este proyecto.

La granulocitoaféresis es un tratamiento que permite la eliminacion selectiva de ciertas
poblaciones de leucocitos de la sangre periférica, disminuyendo la inflamacion en la
mucosa intestinal y ayudando a la remisién de la enfermedad (Beltran et al.,2017).
Adacolumn es el sistema de aféresis adsorbente mas utilizado, el cual consiste en una
columna de 335 mm llena de cuentas de acetato de celulosa especialmente disefiadas

gue actian como un sistema de adsorcion. Este sistema adsorbe la Inmunoglobulina
L4
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G y los inmunoclomplejos del plasma sanguineo, haciendo que sus sitios de union
estén disponibles para los receptores de dominios Fc gamma cristalizables (FcyR) de
mielocitos y de pequefias subpoblaciones de células B, T y NK. Hay que sefalar que
los FcyRs no se expresan tan ampliamente en los linfocitos (2%) como en los
granulocitos (65%) y monocitos (55%); es esta particularidad la que otorga al Sistema
Adacolumn® su selectividad hacia células del linaje mieloide. Si esta eliminacion
celular selectiva puede inducir cambios secundarios en las poblaciones de linfocitos y
en la produccién de citocinas, y hasta qué punto estos cambios pueden influir en el

curso de la enfermedad, aln no se han determinado.

Durante las sesiones de granulocitoaféresis (10 en la fase de induccion durante un
mes y después una mensual aproximadamente de mantenimiento) se moviliza
alrededor de 1,5-2 L de sangre del paciente. Como se muestra en la Figura 3 al
paciente que se somete a la granulocitoaféresis se le ponen dos vias, una en cada

brazo. La sangre sale del paciente, pasa por la columna de acetato y vuelve por la otra

Drip chamber

Patient with an
impaired immune

R Blood outflow line
N |~ (cleared blood)
‘ Venous blood
[ Venous
[ return o
blood Apheresis filter
outflow

Pump

50

f Blood inflow line

via al paciente.

Figura 3. Esquema del mecanismo del tratamiento de aféresis (Doménech, Grifols, Akbar, Dignass, 2021).
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Figura 4. Representacion de los cambios en sangre periférica y mucosa intestinal de células

inmunoldgicas y citocinas (Beltran et al., 2017).
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La retencion en la columna de las células inmunitarias con caracteristicas mas pro-
inflamatorias produce una disminucion de la carga inflamatoria que repercute
mejorando el estado a nivel intestinal de los pacientes. Se ha visto que funciona,
aunque no en todos los pacientes, como ocurre con los farmacos. Resultados
recientes confirman que no modifica los niveles de farmaco en sangre del paciente, es
decir, no se pierde farmaco, por retencién en la columna realizando la aféresis (Sacco,

Tanaka, Yamamoto, Bresci y Saniabadi, 2014).

Tras la granulocitoaféresis se ven variaciones en sangre periférica y en la mucosa
intestinal. En sangre periférica se produce una bajada del porcentaje de neutrdfilos y
monocitos, los linfocitos no varian o en todo caso aumentan, las citocinas pro-
inflamatorias y elementos de la superficie celular como algunos de los toll-like
receptors disminuyen sus niveles, las citocinas antiinflamatorias aumentan y
finalmente la proteina C reactiva y proteinas inflamatorias de macréfagos disminuyen
(Figura 4). En la mucosa intestinal disminuyen las citocinas pro-inflamatorias, el IFNg y

el TNFa y aumenta la IL-1 (Figura 4).

1.3.8.3 Probidticos

Segun estudios, se ha visto que los probidticos mejoran la funcién de barrera de la
mucosa intestinal y la funcién del sistema inmunolégico y promueven la secrecién de
factores antiinflamatorios, inhibiendo asi el crecimiento de bacterias dafinas en el
intestino (Shen et al., 2018).

Sin embargo, el beneficio de los probibticos en las Ell es todavia controvertido, de
modo que hay estudios que defienden sus beneficios y uso, mientras que otros
estudios consideran que no aportan grandes beneficios. Por ese motivo el uso de
estos preparados en la practica clinica no es algo habitual salvo en algunos casos
concretos (para la prevencion de la infeccion por Clostridioides difficile; para prevenir
la enterocolitis necrotizante en prematuros; coadyuvante en el tratamiento con
antibioticos) Es necesaria la realizacion de estudios cientificos rigurosos que

demuestren su eficacia (Fernandez, 2021)

1.3.8.4 Cirugia

En la actualidad, la introduccién de nuevas lineas de tratamiento médico con agentes
bioldgicos ha favorecido un mejor control de la enfermedad con periodos cada vez

mas largos de remision. A pesar de estos avances en el tratamiento médico, un 15-
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20% de los enfermos de CU van a necesitar tratamiento quirargico por la aparicion de
complicaciones o por un control insuficiente de la enfermedad (Perea et al., 2018).

En estos casos, el tratamiento quirtrgico busca la eliminacion del colon y recto
enfermos, minimizando la mortalidad postoperatoria alterando lo menos posible la

calidad de vida tras la operacion.

Ante la dificil decision que supone, en ocasiones la indicacién quirtrgica, como
siempre sucede en esta enfermedad, se requiere la colaboracién estrecha entre

gastroenterélogos y cirujanos.

Las indicaciones quirargicas de la CU, se enmarcan en dos escenarios; la cirugia

urgente y la cirugia electiva o programada.

Indicaciones de Cirugia urgente:

e Colitis fulminante: inflamacién grave del colon asociada a toxicidad sistémica.
Aparece diarrea con mas de 10 deposiciones diarias, sangre en heces, fiebre
alta, anemia, taquicardia, deshidratacion, leucocitosis con aumento de la
velocidad de sedimentacion globular (VSG y de la PCR, dolor abdominal
espontaneo y a la palpacién. Requiere ingreso hospitalario para llevar un
seguimiento estrecho y un tratamiento intensivo. Se debe practicar una
rectosigmoidoscopia o colonoscopia en las primeras horas para confirmar el
diagnéstico, y también realizar un coprocultivo para descartar la presencia de
Clostridium difficile que es mas frecuente en colitis graves y aumenta la
gravedad del proceso.

El tratamiento se basa en la reposicion hidroelectrolitica, corticoides
intravenosos, profilaxis antitrombdtica con heparina de bajo peso molecular
para reducir el riesgo de tromboembolismo, suplementacién nutricional, entre
otros tratamientos. Se debe evaluar al paciente a los 3 dias, y si la respuesta al
tratamiento ha sido insuficiente se debe pasar a una segunda linea de
tratamiento con la introduccion de ciclosporina A, anti TNF, tacrélimus y
azatioprina. Si en 6-7 dias no se ha controlado el proceso debe indicarse
cirugia ya que esta demostrado que el retraso innecesario en la indicacién de

la cirugia se asocia a un aumento en la mortalidad.

e Megacolon toxico: es una colitis fulminante asociada a dilataciéon del colon

(superior a 6 cm en la radiografia simple), todo ello asociado a un cuadro téxico
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generalizado. Esta situacion supone un alto riesgo de perforacion del colon.
Estos pacientes van a requerir cirugia en las proximas 24-48 horas en la

mayoria de los casos.

e Hemorragia masiva: es poco frecuente pero su aparicion requiere cirugia

urgente.

La técnica quirdrgica en la cirugia de urgencias de la CU es: colectomia total o

subtotal con ileostomia terminal.

Con la cirugia de urgencia lo que se busca es salvar la vida del paciente, para ello,
muchas veces no es necesario hacer una colectomia total, siendo suficiente la

subtotal.

El mufion distal puede dejarse cerrado en el abdomen o exteriorizarlo (fistula mucosa)
a la parte inferior de la herida. Esta Ultima opciébn es la mejor porque evita
complicaciones como la dehiscencia de la sutura en la cavidad abdominal y ademas
permite hacer lavados por el mufién con corticoides si se considera necesario. Por otro
lado, la fistula mucosa facilita la reconstruccion quirdrgica posterior del transito

intestinal, que es otro de los objetivos de la cirugia de urgencia.

Indicaciones de la cirugia electiva:

e Fracaso del tratamiento médico: es la indicacion mas frecuente (Parrilla y
Landa Garcia, 2010). Se puede deber a la aparicion de corticodependencia,
refractariedad a los corticoides y otros farmacos como la ciclosporina A,
aparicion de morbilidad con los tratamientos inmunosupresores,
manifestaciones extraintestinales mal controladas (poliartropatia, pioderma
gangrenoso, colangitis esclerosante,etc) o también a la decisidon o deseo del

paciente ante una enfermedad croénica invalidante.

e Presencia de displasia o cancer colorrectal (CCR): el riesgo de desarrollar CCR
aparece a partir de los 8-10 afios de evolucion de la CU. ElI CCR tras CU
supone menos del 1% de todos estos canceres. (Chambers, Warren, Jewell y
Mortensen, 2005).
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Entre los factores de riesgo de desarrollar CCR estarian:

o Afectacion de recto, colon izquierdo hasta la flexura esplénica en el
momento del diagnéstico.

o Colitis extensa asociada a colangitis esclerosante primaria.

o Mas de 8 afios de evolucion.

Las técnicas quirargicas en cirugia electiva son:

e Proctocolectomia restauradora (reservorio ileoanal)
e Proctocolectomia total e ileostomia terminal
e Colectomia y anastomosis ileorrectal

e Proctocolectomia e ileostomia de Kock

1.3.9 Epidemiologia

En la mayoria de personas que padecen colitis ulcerosa, la enfermedad suele debutar
antes de los cuarenta afios de edad, aunque puede aparecer a cualquier edad. Segun
estudios, un 20% de los pacientes son diagnosticados antes de los veinte afios
(Walfish y Ching, 2021).

En cuanto a la incidencia, se han hecho estudios en los que se ha observado que en
los paises mas desarrollados va en aumento, por lo que los factores ambientales
también afectan al desarrollo de la enfermedad, por ejemplo: la alimentacion, el estilo

de vida, el tabaquismo (Windsor y Kaplan, 2019).

La prevalencia también es mas elevada en los paises mas desarrollados y se prevé
gue vaya en aumento. Estos Ultimos afios ha aumentado el interés por esta patologia y
es un importante objeto de estudio debido a su incremento entre la poblacién (Puig et
al. 2019).

Los valores mas altos de incidencia y prevalencia corresponden a Europa y América
del Norte. En cambio, Asia y Africa son los continentes con menor incidencia y
prevalencia, pero siguen el mismo curso que los paises de occidente, es decir, van al

alza cada afio (Figueroa, 2019).
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1.3.10 Situacién actual de la enfermedad

En los ultimos afios se han producido avances muy importantes a la hora de tratar la
enfermedad y de mejorar la calidad de vida de los pacientes. Se han realizado
estudios genéticos, inmunitarios, de la microbiota intestinal, de factores ambientales
gue influyen en ésta y de caracterizacion celular. Se ha visto que hay factores
genéticos, ambientales, inmunolégicos y microbianos que influyen en la enfermedad.
Ademas, segun estudios, la colitis ulcerosa comparte caracteristicas genéticas con
otras enfermedades autoinmunes como la espondilitis anquilosante y la psoriasis. Los
genes codifican vias inmunolégicas innatas y adaptativas, sefializacién de citosinas y

deteccion inmunitaria (Porter, Kalla 'y Ho, 2020).

Se han visto mas de 200 genes implicados en la enfermedad, pero ninguno lo
suficientemente significativo como para determinar que es el causante de la
enfermedad y por lo tanto para determinar que es una enfermedad de carga genética

(Ahluwalia, Morales, Magnusson y Ohman, 2018).

En cuanto a la microbiota, estudios confirman que en la CU hay un déficit de bacterias
protectoras como Ruminococcaceae Yy Lachnospiraceae y una expansion de
microorganismos proinflamatorios como Enterobacteriaceae, incluida Escherichia coli,
y Fusobacteriaceae (Stange y Schroeder, 2019). Es por ello que, en ocasiones, se les
ha recomendado a los pacientes tomar prebidticos y en algunos casos se ha visto que
han frenado el progreso de la colitis ulcerosa (Hansen y Sartor, 2015). Sin embargo,
como mencionado anteriormente, es un tratamiento todavia controvertido que necesita

ser investigado en profundidad.

Otro campo muy importante de investigacion actual es el de biomarcadores para
predecir la respuesta de los pacientes a los diferentes farmacos existentes. Aunque
existe una amplia variedad de farmacos para tratar a los pacientes, los médicos
administran el que creen conveniente dadas las circunstancias de cada paciente, pero
no cuentan con un biomarcador claro que les indique qué farmaco es el idéneo. Por lo
gue, en diversos casos, el efecto no es el esperado y se pierde tiempo en el cual la
enfermedad ha ido avanzando y ademas disminuyen las posibilidades de éxito del

siguiente farmaco (Sands, 2015).

Se estan produciendo grandes avances en el campo de los biomarcadores de la

enfermedad, lo que es de especial interés dado que el camino a seguir en el
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tratamiento de la CU es el de la medicina de precision, requiere una vision integrada
de la etiologia, la patogénesis y la terapia de la patologia. Se necesita saber el perfil
inmunoldgico y genético de los pacientes, pero ademas se necesita saber el
exposoma de éstos, es decir, los factores externos que puedan afectar al paciente
como el estrés, la dieta o el entorno (James et al. 2020).

Algunos biomarcadores genéticos como el gen HLA-DQA1*5 y el gen FCGR3A
permiten predecir la respuesta que tendran los pacientes a determinados farmacos.
También el andlisis de la oncostatina (OMS) permite predecir la respuesta que tendran
los pacientes a los farmacos anti-TNF (James et al. 2020).

La prediccion de la respuesta a farmacos también es facilitada por la determinacién de
los niveles de farmaco en sangre de los pacientes tratados, que debe realizarse
durante las primeras semanas de tratamiento. Esto también ayuda a variar la dosis en

caso de que sea necesario 0 a cambiar el tratamiento.

A pesar de los avances que se han producido en el estudio de la enfermedad, quedan
muchos aspectos de la patologia por esclarecer. El objetivo a largo plazo, en el
tratamiento de la CU es conocer las diversas vias por las que se manifiesta la
enfermedad en cada paciente, para poder asi ofrecer unos tratamientos

personalizados.

1.3.11 Perspectivas futuras

Hay diversos campos de investigacion abiertos en relacién a la CU. Se esta
empezando a investigar con organoides, que se pretenden utilizar en un futuro para
investigacion y para el ensayo de tratamientos sin que se requiera la participacién de

pacientes (Yoo y Donowitz, 2019).

También se han iniciado estudios con células madre, que se implantan en fistulas de
pacientes con CU. Se ha comprobado que células madre derivadas del tejido adiposo,
inyectadas localmente en los tractos de fistula perianal, inducen efectos beneficiosos

duraderos (Tatiya-Aphiradee et al. 2018).

Por otro lado, también se esta estudiando el trasplante de microbiota fecal de

personas donantes sanas a pacientes de CU, ya que este método hace que se
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modifique la microbiota intestinal de los pacientes con CU (Shen et al., 2018). El
trasplante de microbiota fecal (FMT) es un método complejo y controvertido ya que se
deben seleccionar muy bien a las personas donantes y la forma de administracion al
paciente aun no estd esclarecida. Pero en ensayos clinicos se ha demostrado que
esta técnica ha dado buenos resultados y que ha sido beneficiosa para los pacientes
con infeccion recurrente por Clostridium difficile (Lopetuso et al., 2020).

Ademas, se estan perfeccionando estudios genéticos, inmunolégicos y de
caracterizacion celular y se estan investigando nuevas dianas terapéuticas basadas

en: interleuquinas, citocinas, vias transmisoras de sefiales (Rich et al., 2019).

Con todo ello se pretende mejorar la calidad de vida de los pacientes que sufren la
enfermedad y poder llegar a ofrecer tratamientos mas personalizados y efectivos. Y
todo con la intencion de frenar lo antes posible el progreso de la enfermedad evitar

exponer a los pacientes a tratamientos invasivos de baja precision.

2. Objetivos

Teniendo en cuenta las necesidades presentadas se plantean los siguientes objetivos:

« |dentificar el perfil inmunoldgico en sangre periférica, mediante la técnica de
citometria de flujo, de los pacientes con CU tratados mediante

granulocitoaféresis en el servicio de Medicina Digestiva del Hospital la Fe.

+ |dentificar los cambios producidos en las subpoblaciones leucocitarias de los
pacientes con CU debidos al tratamiento mediante granulocitoaféresis.
Comparar esos cambios con los resultados obtenidos de muestras de sujetos
sanos-control, y evaluar si el tratamiento de aféresis genera en los pacientes

de CU perfiles inmunitarios semejantes a los controles.

e Ampliar el conocimiento acerca de la respuesta a la granulocitoaféresis de los
pacientes valorando también la produccién diferencial de determinadas

citocinas.
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3. Materiales y métodos

3.1 Obtencion de las muestras

Para la realizacion de este estudio se obtuvieron muestras de sangre de dos pacientes
con colitis ulcerosa que fueron sometidos a granulocitoaféresis de mantenimiento y de
dos controles sanos. A cada muestra se le asign6 un c6digo que se muestra mas tarde
en los resultados.

Las muestras de los pacientes fueron obtenidas después de la sesion de
granulocitoaféresis, a través de una extraccion de sangre realizada por las enfermeras

encargadas de la aféresis, en tubos hematol6gicos BD® Vacutainer®.

Los tubos hematologicos en la parte final interna llevan un gel que favorece la
separacion de los componentes de la sangre, facilitando que se diferencien las
distintas fases tras la centrifugacién. Ademas, algunos de los tubos llevan un
anticoagulante. El anticoagulante puede variar (EDTA, heparina, citrato, ...)

dependiendo de la finalidad de la muestra.

Para este estudio se recogié cada muestra en un tubo con anticoagulante EDTA, dado
gue favorece el recuento de las células mononucleares de sangre periférica para su

posterior analisis mediante citometria de flujo.

Una vez las muestras fueron obtenidas, el personal de investigacién acudié a la sala
de aféresis, en la planta O del hospital torre B, a recoger las muestras. Antes de la
inclusion de estos y otros pacientes en los diferentes proyectos que se realizan en el
laboratorio, y siguiendo las pautas dadas por la legislacion vigente, se explicd al
paciente en qué consistia el estudio y se le pidi6 permiso para emplear su muestra en
el estudio. Todos aquellos que participaron en el estudio firmaron un consentimiento
donde consta que aprobaron el empleo de su muestra de sangre en esta investigacion.

Se obtuvieron dos muestras de pacientes y dos de controles sanos.

Ademas de estas muestras, para esta determinacion de perfiles de citocinas se pudo
emplear muestras preservadas a -80°C en la seroteca del grupo de investigacién de
Ell. Para la determinacién de citocinas se pueden emplear muestras congeladas. Sin
embargo, esto no es posible para el analisis por citometria de flujo ya que el protocolo

requiere que las muestras sean obtenidas en fresco.
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De este modo obtuvimos cuatro muestras (dos pacientes y dos controles) para
analizar mediante citometria de flujo y diez muestras (cinco de pacientes y cinco de
controles) para analizar sus niveles de citocinas mediante el sistema de andlisis
MAGPIX®.

3.2 Condiciones de las muestras

Las muestras de sangre se obtuvieron y se procesaron a temperatura ambiente, se
procesaron lo antes posible ya que asi las células se conservaron en mejores
condiciones. El tiempo maximo de espera para procesarlas fue de hasta una hora tras

la extraccion.

3.3 Procesado de las muestras

3.3.1 Protocolo de tincién de las células mononucleares
de sangre periférica
Para preparar las muestras para su analisis por citometria se siguié el protocolo
estandarizado en el laboratorio para la tincion de células mononucleares de sangre
periférica. Primero se preparo todo el material necesario: cinco tubos de citometria, los
anticuerpos necesarios, un vortex, FACS Lysing solution, y el panel de marcaje. Se

rotul6é cada tubo con nimeros del 1 al 5:
- Se afiadieron 100 pL de sangre total por tubo.

- En el tubo utilizado para identificar las células B, se realizaron lavados previos con la
solucién tampon PBS para eliminar Igs
(inmunoglobulinas) circulantes y asi disminuir el “ruido de fondo” y mejorar la
identificacion de esas células. La centrifugacion se realizé a 1700 rpm 5 minutos y se

eliminé el sobrenadante.

- Se afiadieron a cada tubo los anticuerpos especificos, establecidos previamente en
el laboratorio, para la identificacion celular concreta. Estos anticuerpos estan a

continuacion indicados (Tabla 3):

PB [ OC515| FITC PE PE-Cy7 | APC
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Tubo 1 Poblaciones

Tubo 2 Linfos B

CD56

CD45

CD45

CD8

IgD

CD16

CD5

CD4

IgM

CD19

CD19

CD14

CD27

CD3

CD38

Tabla 3. Panel de marcaje con los anticuerpos empleados en cada tubo.

Segun el anticuerpo el volumen afiadido era diferente y correspondia al indicado por el
proveedor.

- Se efectud una resuspension con vortex rapido y se incub6d en oscuridad 30 minutos.
La resuspension de las células, que no debia causar su lisis, tenia el objetivo de
favorecer el reconocimiento de los antigenos de membrana por parte de los

anticuerpos marcados con fluoréforos.

- Una vez pasaron los 30 minutos, se afiadieron 2 ml de FACS Lysing solution 1x para
el lisado de los hematies (pues interfieren en el analisis citométrico de los leucocitos) y
la fijacion leve de los leucocitos para evitar, en cierta manera, la endocitosis de los
complejos antigeno-anticuerpo que provocaria una pérdida de sefial y disminucion de

la capacidad del citdmetro de detectar las células de interés.
- Se mezcld con vortex y se volvié a incubar 10 minutos a temperatura ambiente.

- Después se lavé con 2 mL de PBS, se centrifug6 a 1700 rpm durante 5 minuntos y se

descarto el sobrenadante.
- Se repitié el lavado.

- Finalmente, se resuspendieron las células con 200 uL de PBS utilizando el vortex y

se pusieron en hielo hasta el momento del andlisis con el citbmetro.

- Se analizaron las muestras el mismo dia que se obtuvieron, y transcurrida una hora

como maximo desde la finalizacién del protocolo de tincién.

3.3.2 Protocolo para la obtencién del plasma sanguineo
Para obtener el plasma para analizar las citocinas se siguio el protocolo de procesado

de muestra de sangre con Histopaque-®1077 Sigma-Aldrich. Primero se sacé el
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histopaque para que se atemperase. Mientras tanto, se rotularon los tubos a emplear
con el cédigo de la muestra y la fecha.

A continuacion, se agité suavemente el tubo hematolégico de EDTA con la sangre, con
precaucion de no provocar hemolisis. Se dispensaron 6 ml de histopaque en dos tubos
de 15 ml y después se afiadieron 5 ml de la sangre a cada tubo con una pipeta
pasteur. La sangre se depositd lentamente para que no se mezclase con el
histopaque. A continuacion, se centrifugaron ambos tubos a 1300 rpm durante 30

minutos.

Tras la centrifugacion de los tubos se observaron cuatro fases: el plasma, las células,
el histopaque y los glébulos rojos. Se recogieron con una micropipeta de 100 ul el
plasma y las células y se pusieron en otro tubo de 15 ml, tras lo que se mezclé el
contenido del tubo. Después, la mezcla de plasma y células fue trasvasada a 6 tubos
eppendorf rotulados con la palabra “células”, el cédigo de la muestra y la fecha. Se
centrifugaron los eppendorf a 5000 rpm durante 10 minutos. La cantidad de eppendorf
dependia del volumen de plasma y células que hubiese en el tubo de 15 ml, que

normalmente es de 6 ml.

Terminada la centrifugacion se recogio el sobrenadante (el plasma) de cada eppendorf
con una micropipeta y se pasé a otros eppendorf nuevos rotulados como “plasma” con
el cadigo de la muestra y la fecha. De modo que se obtuvieron 6 eppendorf de células

y 6 de plasma por cada muestra de sangre.

Finalmente, los eppendorf se guardaron en los congeladores a -80°C.

3.4 Analisis por citometria de flujo

La citometria de flujo es un tipo de analisis mediante el cual se miden caracteres
fisicos y quimicos de células individuales o de otras particulas. En este caso se
midieron células individuales. Se empleé un haz de luz laser que emitié diferentes
dispersiones que fueron leidas e interpretadas y permitieron clasificar las diferentes

células leucocitarias (Cytognos,2021).

El dispositivo en el cual se llevd a cabo el analisis fue un citometro de flujo BD
FACSCanto ™ (EE.UU.). En el andlisis las células se encontraban suspendidas en
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una corriente de fluido y atravesaban de forma individual el haz de luz laser. Cada
célula dispersaba la luz laser de una forma determinada en funcién de sus

caracteristicas citometricas (Cytognos, 2021).

Las sefiales eran leidas por detectores que eran mayoritariamente fotodiodos o tubos
fotomultiplicadores, uno alineado con el haz de luz (forward scatter) y el resto
lateralmente respecto el recorrido que realiza el haz de luz (side scatter), ademas de
varios detectores de fluorescencia (McKinnon, K. 2019). El detector frontal brindaba
informacion acerca del volumen de la particula, mientras que los detectores laterales
brindan informacion acerca de la complejidad interna de la misma. Eran transformadas
en sefales electronicas interpretadas con el software apropiado (Pérez, Santiago,

Romero y Rodriguez, 2018).

Para la observacion e interpretacion de los resultados se emple6 el software Infinicyt
de la empresa Cytognos. Es el software de analisis de resultados de citometria que
utiliza el Servicio de Hematologia-Cltometria del Hospital La Fe, y es también el

software que utiliza el laboratorio de ElI.

Se diferenciaron con distintas herramientas del programa los diferentes tipos de
poblaciones leucocitarias de cada muestra: linfocitos T, linfocitos CD4+, linfocitos
CD8+, células NK, linfocitos B, monocitos y neutréfilos. Se marcaron con diferentes

colores para visualizarlos bien y facilitar el analisis.

Los diferentes diagramas obtenidos en el andlisis y los anticuerpos empleados para
distintos marcadores permitieron identificar distintos tipos de leucocitos. Asi, los
linfocitos son los leucocitos de menor tamafio y el diagrama que enfrenta forward
scatter y side scatter se sitian en la region inferior. Respecto a los marcadores, cada
clase de célula leucocitaria tiene un marcador caracteristico: los linfocitos T son
positivos para el anticuerpo anti-CD3, los linfocitos B para el anticuerpo anti-CD19, las
células natural killer para anti-CD56, los monocitos para anti-CD14 y finalmente, los
neutréfilos son positivos para el anticuerpo anti-CD16. Sabiendo esto se observo cada

diagrama y se pudieron deducir las diferentes células leucocitarias.

Infinicyt permitié realizar un analisis estadistico de las poblaciones leucocitarias de
cada muestra. Se calcularon las medias y desviaciones estandar de las proporciones

(porcentajes parciales) en las que cada tipo de leucocitos estaba representado
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respecto al total de leucocitos, y se compararon los valores de las muestras control
con los de las muestras de pacientes tratados.

3.5 Andlisis de citocinas
La medicion de la concentracion de citocinas en plasma se determind mediante el
sistema de analisis MAGPIX® utilizando el kit comercial HSTCMA6-285K de Sigma-
Merck. Los datos fueron recogidos utilizando el software informatico Luminex
XPONENT®.

La técnica empleada se basa en la utilizacion de microesferas magnéticas con
diferentes fluorescencias, cada una cubierta por un anticuerpo de captura especifico.
Una vez que la citocina se une al anticuerpo de la microesfera, se afiaden anticuerpos

de deteccion biotinilados que unen la Estreptavidina-Ficoeritrina conjugada.

En este estudio se analizaron las citocinas 18, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-
13, IL-17, IL-21, IL-23, interferon gamma (IFy), factor de necrosis tumoral alpha

(TNFa). Para ello se utilizaron los protocolos indicados por el fabricante.

4. Resultados

Uno de los objetivos de este proyecto es identificar el perfil inmunolégico de los
pacientes de CU sometidos a tratamiento mediante granulocitoaféresis y compararlo
con el perfil inmunolégico de controles sanos. Para ello se determind el pefrfil
inmunolégico mediante el andlisis de muestras sanguineas de dos pacientes y de dos
controles por citometria de flujp y se compararon los resultados para cada
subpoblacion leucocitaria, que fueron los que interesaron en este caso. El porcentaje
parcial se refiere al porcentaje que hay de una determinada subpoblacién leucocitaria

respecto al total de leucocitos.

Debido a las particularidades del desarrollo del trabajo experimental durante este

periodo, no se pudo obtener un tamafio muestral mayor.

Las muestras que se han empleado en este estudio tienen los codigos que se indican
en la Tabla 4:
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CONTROLES PACIENTES
CTR1 PAC1
CTR2 PAC2

Tabla 4. Cédigos de las muestras empleadas en este trabajo, CTR corresponde a control y PAC a

paciente.

4.1 Estudio de las células de la serie blanca de sangre periférica

mediante citometria de flujo
A continuacion, a modo informativo, aparecen algunos de los diagramas de puntos
obtenidos del analisis de citometria de flujo a partir de los cuales se han obtenido los

datos:

SSC-A Exp-SSC Low

¢
nnnnn

'FSC-A LINEAL

Figura 5. Diagrama de puntos donde estan marcados los linfocitos de la muestra PAC1 (azul oscuro) en

leucocitos totales.
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A partir de los datos obtenidos del andlisis de citometria de flujo se obtuvieron
diagramas de puntos como el de la Figura 5. El andlisis empieza en este diagrama,
gue enfrenta side scatter (SSC) y forward scatter (FSC), y permite separar células en
funcién del tamafio de las células. Se diferencian claramente tres grupos de células, y
como se conoce que los linfocitos son las células leucocitarias de menor tamafio, el
cumulo de puntos inferior se corresponde con los linfocitos. EI cimulo de puntos
situado en la mitad son los monocitos y el agregado de puntos superior se

corresponde con los neutrofilos.

CD4:PerCP-Cy5-5-A LOGICAL

Figura 6. Diagrama de puntos de la muestra PAC1 donde se marcan los linfocitos T CD4+ CD8- (lila), los
linfocitos CD8+CD4- (naranja) y los linfocitos CD4-CD8- (Azul).

El diagrama de la Figura 6 muestra los linfocitos que son CD4+CD8+ y CD4-CD8-.
Para visualizarlo estdn marcados con diferentes colores. Se observan claramente las

diferentes poblaciones de linfocitos T.
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CD45:V500-A LOGICAL

e T .

CD3:APC-H7-A LOGICAL

Figura 7. Diagrama de puntos de la muestra PAC1 en el que se muestran los linfocitos T (azul claro).

El diagrama de la Figura 7 muestra los linfocitos T marcados en azul claro. Estos
linfocitos son CD3+ por eso se conoce que el agregado de puntos que se encuentra
mas hacia la derecha se corresponde con los linfocitos T. EI marcador CD45, que

también aparece en la Figura 7, marca todos los leucocitos vivos.

A continuacion, se muestran las Tablas con los resultados obtenidos del porcentaje
parcial de cada subpoblacion leucocitaria de las muestras de los dos pacientes que
han sido sometidos a granulocitoaféresis y de los dos controles sanos, y su
correspondiente diagrama de barras. De esta manera se pudieron apreciar claramente
las diferencias entre controles y pacientes. Ademas, se aplicd el test estadistico t de
Student para determinar si las diferencias entre los dos grupos de muestras eran
significativas. Tan solo se obtuvo un p valor menor a 0,05 en las células NK, es decir,

so6lo las células NK presentaron una diferencia significativa entre pacientes y controles.
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Linfocitos T: Marcaje CD3+

CTR PAC

1 65,53 73,29

2 63,67 66,29

Media 64,6 69,79
SD 0,93 3,5

Tabla 5. Datos del porcentaje parcial de linfocitos T obtenidos tras analizar las muestras mediante

citometria de flujo y su desviacién estandar.

Linfocitos T CD3+ m CTR
80 W PAC
70
60
50
40
30
20

10

% CD3+ (en linfocitos totales)

Figura 8. Medias y desviaciones estandar de los % parciales de los linfocitos T de los pacientes y

los controles.

En la Figura 8 se observa que los linfocitos T en pacientes sometidos a
granulocitoaféresis se encontraban en mayor proporcion respecto al total de leucocitos
gue en los controles sanos, aunque la diferencia era pequefia. La media del porcentaje
parcial de linfocitos T en pacientes fue de 69,79, y en cambio en pacientes sanos fue
de 64,60 (Tabla 5).

Células natural killer (NK): marcaje CD56+
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CTR

1 1,20

2 1,01
Media 1,10
SD 0,095

PAC

9,48

8,42

8,95

0,53

Blanca Sanahuja Dasi

Tabla 6. Datos de porcentaje parciales de células natural killer en las muestras indicadas obtenidos

mediante andlisis por citometria de flujo. Se muestra la media y su desviacion estandar.

10

% CD56+ (en linfocitos totales)

NK

mCTR
W PAC

Figura 9. Medias y desviaciones estandar de los % parciales de células natural killer de pacientes y

controles (* test t de Student; p = 0,00047)

En el caso de las células NK, estaban mucho mas representadas en los leucocitos de

los pacientes tratados mediante granulocitoaféresis que en controles, seguin se aprecia

en la Figura 9. La media de los porcentajes parciales de las células NK de pacientes

fue de 8,95 y en controles sanos de 1,10 (Tabla 6, Figura 9). El asterisco de la Figura

9 indica que las diferencias entre pacientes y los controles fueron significativas, segun

el test estadistico t de Student (p= 0,00047). En las células NK es donde mayores

diferencias se observaron entre pacientes tratados y controles.
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Linfocitos CD4+:

CTR PAC

1 53,57 67,57

2 52,74 66,47
Media 53,16 67,02
SD 0,42 0,55

Tabla 7. Datos del porcentaje parcial de linfocitos CD4+ - CD8- obtenidos tras analizar las muestras

mediante citometria de flujo. Se muestra la media y su desviacién estandar.

Linfocitos T CD4+ CTR
PAC

(@ I« ) B B o o
o O O o

% CD4+ ( en linfocitos CD3+)
=N W B
o o o o

o

Figura 10. Medias y desviaciones estandar de los % parciales de los linfocitos CD4+ - CD8- en
pacientes tratados y controles.

En cuanto a linfocitos CD4, estaban mas representados en las muestras de
pacientes tratados (media= 67,02) que en las de individuos control (media=
53,16). (Tabla 7, Figura 10).

Linfocitos CD8+:
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CTR PAC

1 26,43 21,09

2 38,04 22,73
Media 32,235 2191
SD 5,085 0,82

Tabla 8. Datos del porcentaje parcial de linfocitos CD8+ - CD4- obtenidos tras analizar las muestras

mediante citometria de flujo.

Linfocitos T CD8+ mCTR
PAC

W W
= R N e

]
[%a]

=
o

% CD8+ (en linfocitos CD3+)
wn S}

o

Figura 11. Medias y desviaciones estandar de los % parciales de los linfocitos CD8+ - CD4- de los

pacientes y los controles.

Los linfocitos CD8, por el contrario, se encontraban en mayor proporcion respecto a
leucocitos totales en los controles sanos (media= 32,235) que en los pacientes (21,91)
(Tabla 8, Figura 11)

Linfocitos B: marcaje CD19+
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CTR PAC

1 10,70 5,02

2 7,35 5,50
Media 9,025 5,26
SD 1,675 0,24

Tabla 9. Datos del porcentaje parcial de linfocitos B obtenidos tras analizar las muestras mediante
citometria de flujo. Se muestra la media y su desviacion estandar.

Linfocitos B CD19+ mCTR
PAC

=
3]

=
o

% CD19+ (en linfocitos totales)
[=)]

Figura 12. Medias y desviaciones estandar de los % parciales de los linfocitos B de pacientes y

controles.

Los linfocitos B también mostraron un porcentaje parcial en pacientes tratados
(media= 5,26) inferior al de controles sanos (media= 9,025), tal y como se aprecia en

la Tabla 9y en la Figura 12.

Monocitos: marcaje CD14+
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CTR PAC

1 17,06 16,36

2 39,94 11,71
Media 28,50 14,035
SD 11,44 2,325

Tabla 10. Datos del porcentaje parcial de monocitos obtenidos tras analizar las muestras mediante

citometria de flujo. Se muestra la media y su desviacion estandar.

Monocitos CD14+ ECTR « PAC

25
20 T
15 T

10

% CD14+

Figura 13. Medias y desviaciones estandar de los % parciales de monocitos de pacientes y

controles.
Como se observa en la Figura 13, la proporcion de monocitos (media= 14,035) en los

pacientes de CU tras el tratamiento por granulocitoaféresis fue menor que en controles
sanos (media= 28,50) (Tabla 10).
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Media

SD

CTR

54,58

39,94

47,26

7,32
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PAC
14,3
11,28
12,79

1,51

Tabla 11. Datos del porcentaje parcial de neutrofilos obtenidos tras analizar las muestras mediante

citometria de flujo.

40
35
30
25
20

% CD16+

15
10

Ul

mCTR

Neutrofilos CD16+

W PAC

Figura 14. Medias y desviaciones estandar de los % parciales de los neutrdéfilos de los pacientes y

los controles.

En lo que respecta a neutréfilos, como se distingue en la Figura 14, los niveles de

neutréfilos de los pacientes tras la granulocitoaféresis estaban muy por debajo de la

observado en controles sanos. De hecho, la media de los porcentajes parciales en los

pacientes es de 12,79 y en los controles de 47,26 (Tabla 11).
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4.2 Analisis de citocinas

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos del andlisis de las citocinas
mediante el sistema de analisis MAGPIX® en la Figura 15, donde CU se refiere al
grupo de pacientes con colitis ulcerosa y CTR se refiere a los controles. Se han
analizado las citocinas IL-18, IL-2, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17, IL-21,
IL-23, interferon gamma (IFg) y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Se ha aplicado
el test t de Student a los datos obtenidos de cada citocina, y los asteriscos de la Figura
15 marcan las citocinas en las cuales las diferencias entre pacientes y controles han
sido significativas.

IFg, IL10, IL12p70 IL13, IL17A, IL1b
250- 8-
*%
2004 *
150 | 6- ‘l'
1004
20 e

154

IL2, IL21,IL23 IL6, IL7, IL8, TNF
100+ 15-

80+

104
60+

*%

404

M A L P L& P L& P
B A B O S é 7.9 g ",
VO @ F M VPV P&
N4 N4 Vv R4 N4 "

Figura 15. Resultados obtenidos de los niveles de citocinas de los pacientes y los controles del estudio. *
p<0.05; **p<0.01; test t de Student.
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El IFNg resulté ser mas abundante en los pacientes que en los controles, y el test t de
Student indic6 que las diferencias eran significativas. IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-1p, IL-
6, IL-8 y TNFa, también presentaron en pacientes de CU niveles significativamente
superiores a los de individuos control (Figura 15).

Para las demas citocinas analizadas también se observaron diferencias entre grupos,

pero no alcanzaron significacion estadistica segun el test t de Student.

Practicamente todas las citocinas analizadas presentaron en sangre periférica de

pacientes niveles superiores a los hallados en controles.

5. Discusién

La CU es una patologia cada vez mas incidente, sobre todo en los paises
desarrollados, y muy invalidante (dependiendo del grado de gravedad) a pesar de los
avances producidos en cuanto a conocimientos y tratamientos de la enfermedad.
Antes del afio 2000 los Unicos farmacos disponibles eran las mesalazinas; mas tarde
aparecieron los anti-TNF y actualmente hay una amplia variedad de tratamientos con
diferentes mecanismos de accion (como se ha explicado anteriormente). Sin embargo,
es necesario que se sigan llevando a cabo investigaciones relacionadas con los
tratamientos de la CU y ampliar los conocimientos que se tienen a dia de hoy ya que

todavia hay pacientes que no reaccionan bien a ninguno de los farmacos disponibles.

Al tratarse de una enfermedad autoinmune, en la que el sistema inmunitario reacciona
de una manera exacerbada contra la microbiota intestinal, los niveles de células de la
serie blanca y de citocinas en sangre periférica de pacientes son elevados en

comparacion con los niveles en personas sanas.

Por eso, en este estudio se comparan los niveles de células leucocitarias y de
citocinas de pacientes de CU con los de controles sanos. Ademas, se ha aplicado el
test estadistico t de Student a los resultados obtenidos para comprobar que las
diferencias seran significativas. Tan s6lo se han indicado los resultados del test t de
Student para aquellos tipos celulares y citocinas que han presentado diferencias
significativas (p< 0,05).

Una de las limitaciones del estudio realizado es el pequefio tamafio muestral, que no

ha podido ser mayor debido a las circunstancias de pandemia en la que se ha

desarrollado. Se han encontrado muchas dificultados para la recoleccién de muestras
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porque muchos pacientes se mostraban reacios a acudir al hospital a no ser que fuese
estrictamente necesario. Ademas, ha sido dificil acceder a diferentes areas del hospital
dadas las circunstancias y el aforo reducido de personal ha impedido en ocasiones

realizar determinadas tareas.

Los resultados muestran que la granulocitoaféresis ha tenido un impacto positivo en el

perfil inmunitario de los pacientes que a continuacion se analiza detalladamente.

En primer lugar, teniendo en cuenta los resultados de las subpoblaciones leucocitarias
analizadas, los datos de linfocitos T en general muestran que se encuentran mas
elevados en los pacientes que en los controles, aunque no demasiado, ya que la
media de los pacientes es de 69,79 y la de los controles es de 64,60 (Tabla 5). Este
resultado entra dentro de lo esperado ya que la granulocitoaféresis no influye sobre el
nivel de linfocitos en sangre periférica o en todo caso hace que aumenten un poco

como se ha observado en estudios previos (Beltran et al., 2017).

El nivel de células NK en sangre periférica de los pacientes tratados fue superior al de
los controles (8,95 frente a 1,10, Tabla 6), lo que era esperado ya que la
granulocitoaféresis no influye en los niveles de células NK, tal y como se habia
observado en estudios previos similares (Beltran et al., 2017). El test t de Student
indicé que la diferencia del nivel de células NK entre controles y pacientes era
altamente significativa, ya que se obtuvo un valor de p de 0,00047, siendo el tipo
leucocitario en para el que mas diferencias entre controles y pacientes se encontraron

en el estudio.

Los niveles de los linfocitos CD4+ en sangre periférica de los pacientes resultaron
superiores a los de los controles, ya que la media del porcentaje parcial en pacientes
fue de 67,02 y la de los controles de 53,16 (Tabla 7). Se corresponde con lo esperado
ya que como se ha mencionado anteriormente, en los linfocitos no se espera observar

cambios tras la granulocitoaféresis.

En lo que respecta a linfocitos CD8+, los niveles también fueron mayores en pacientes

gue en controles, como cabia esperar.

Analizando los linfocitos B se observaba que la media de porcentaje parcial de los
pacientes era un poco menor al de los controles siendo la media de los pacientes de
5,26 y la de los controles de 9,025 (Tabla 9). No hay evidencias previas donde haya
ocurrido esto pero no es una diferencia significativa, y puede deberse a un caso

puntual entre las muestras analizadas.
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Los monocitos vieron reducidos sus niveles por la granulocitoaféresis, como indican
los datos de la Tabla 10: la media de porcentaje parcial de los pacientes es de 14,035
y la de los controles es de 28,50 (Tabla 10). En este caso se observa claramente el
impacto positivo de la granulocitoaféresis en el perfil inmunologico de los pacientes,
siendo los niveles de monocitos en sangre periférica la mitad que el de los controles y
por lo tanto aliviando el estado inflamatorio de los pacientes, estos resultados
concuerdan con los obtenidos en el estudio (Beltran et al., 2017).

En los neutrdfilos vio una gran diferencia entre los valores de los pacientes y de los
controles, siendo la media del porcentaje parcial de neutréfilos en los pacientes de
12,79 y la de los controles de 47,26 (Tabla 11). Es donde mas se ha visto el efecto de
la granulocitoaféresis; estos datos indican que este tratamiento ha tenido un buen
efecto sobre los neutréfilos en sangre periférica de los pacientes, rebajando la
actividad del sistema inmune, coincidiendo con evidencias previas (Beltran et al.,
2017)

En cuanto a las citocinas, los resultados indican que siguen estando elevadas en
pacientes tratados en comparaciéon con los controles sanos. Si bien es cierto que es
mas dificil detectar el efecto de la granulocitoaféresis sobre las citosinas, ya que segln
el contexto pueden actuar como antiinflamatorias o pro-inflamatorias (efecto
pleiotrépico). Las citocinas que presentaron diferencias significativas entre pacientes y
controles fueron IFNg, IL-10, IL-12p70, IL17A, IL-18, IL-6, IL-8 y TNFa. En todas ellas

los valores en pacientes fueron mas elevados que en controles.

Respecto a las demas citocinas, aunque también presentan valores elevados los

pacientes respecto a los controles, estas diferencias no fueron significativas.

En evidencias anteriores se habia observado que IFNg, TNFa, IL-6 e IL-8 disminuyen
tras la granulocitoaféresis (Beltran et al., 2017; Sakanoue, Higashi y Kanekura, 2017),

a diferencia de lo que ocurre en este estudio.

En cambio, en la IL-10 también se ha observado un aumento en estudios previos
(Beltran et al., 2017; Montiel, 2007) correspondiéndose con los resultados obtenidos
de la IL-10.

Teniendo todo esto en cuenta, se ha observado claramente el efecto de la
granulocitoaféresis sobre las subpoblaciones leucocitarias, que ha resultado ser
exitoso, disminuyendo los monocitos y neutréfilos como se esperaba. Aliviando asi la

carga inmunoldgica de los pacientes del estudio. Si bien es cierto que en las citocinas
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no se ha observado tan claramente el efecto de la granulocitoaféresis como en los

leucocitos.

A pesar de ello se puede concluir que los resultados de este estudio coinciden con

evidencias anteriores, como en el estudio de Dignass et al. (2018) en el que se afirma

gue la granulocitoaféresis proporciona un resultado seguro y beneficioso a largo plazo

para pacientes con CU.

Estos resultados marcan una tendencia sobre el efecto de la granulocitoaféresis pero

no son representativos, seria necesario corroborarlos con un estudio similar de un

tamafo muestral mayor.

6. Conclusiones

1)

2)

3)

4)

Los resultados muestran que todas las citocinas se encuentran elevadas en
los pacientes de CU, de modo que no se ha visto un efecto claro de la

granulocitoaféresis.

Combinar los analisis de citocinas con los de células leucocitarias permite

conocer los perfiles inmunitarios implicados en la CU.

El efecto de la granulocitoaféresis sobre los pacientes se ha apreciado ya
gue presentaron un perfil inmunoldgico de linfocitos T en sangre periférica
con diferencias respecto a los controles que no fueron significativas: la
proporcion de linfocitos CD4 respecto al total de leucocitos en pacientes
tratados y en controles fue similar, la de linfocitos CD8 en pacientes
tratados fue inferior a la de los controles, y la de células natural killer en
pacientes tratados fue superior a la de los controles sanos. Por su parte, los
linfocitos B se encontraban relativamente mas representados en la

poblacién leucocitaria de controles que en la de pacientes tratados.

Los niveles de monocitos y neutréfilos en sangre periférica parece que
disminuyen en los pacientes tratados con granulocitoaféresis, pero no son

significativos los datos.
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7. Lineas futuras

Como se ha visto en el presente proyecto, es esencial la investigacion de los
mecanismos de patogenicidad de la CU y por lo tanto el estudio a fondo del perfil

inmunoldgico de los pacientes, muy involucrado en esta patologia.

En relacion con este estudio, se debe seguir evaluando el perfil inmunoldgico de los
pacientes con todos los tratamientos disponibles, y realizar estudios similares antes,
durante y después de haber sido sometidos a dichos tratamientos y con un elevado
tamafio muestral. De esta forma se pretende tener una vision mas amplia de como
reaccionan los pacientes antes, durante y después de los tratamientos y se
establecerian patrones moleculares que podrian ser biomarcadores y permitirian
conocer los diferentes mecanismos de respuestas a los farmacos para asi conseguir

tratamientos personalizados y mas efectivos.

Todo esto generaria una gran cantidad de informacion que habria que gestionar con
tecnologia big data, por lo que también es necesario el manejo y la implantacién de la
tecnologia big data en las investigaciones cientificas, en este caso, de CU. De esta
forma se podria generar una clasificacion molecular de los subtipos de pacientes, ya
gue dentro de los pacientes de CU hay diferentes subgrupos porque, como se ha
mencionado en diversas ocasiones en este estudio, no todos reaccionan igual sino
gue hay un amplio abanico de respuestas de los pacientes frente a los tratamientos y
hoy en dia se esta tratando a todos los pacientes por igual debido a que no se tienen
en cuenta distintos factores microbianos, genéticos, inmunolégicos o ambientales que

influyen en los pacientes y que actualmente se desconocen.

También seria necesario estudiar el efecto de la combinacién de farmacos en el perfil
inmunitario de los pacientes, puesto que se ha comprobado que en pacientes
refractarios a determinados farmacos, cuando se suprime un mecanismo inflamatorio
se dispara otro. Por ejemplo: cuando se les suministra agentes anti-TNF a pacientes
refractarios a estos farmacos, aumentan los niveles de IL-23 y esto es responsable de
la reduccion del efecto farmacolégico (Schmitt H, et al. Gut. 2018). Por consiguiente,
bloqueando ambos mecanismos con una combinacion de dos farmacos se podria

revertir esta situacién. Esto hace pensar que en un futuro las combinaciones de
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farmacos seran utiles y podrian estar indicadas en algunos pacientes, aunque son

necesarios mas estudios para poder afirmarlo con rotundidad.

Por otro lado, también seria conveniente realizar estudios del exposoma de los
pacientes, es decir, de cdmo reaccionan los pacientes con su entorno: con las dietas,

estrés, antibioticos, etc. Y como se ve reflejado en su perfil inmune.

Teniendo todo esto en cuenta, la enfermedad puede estar en un futuro mucho mas
controlada y tener establecidos determinados parametros que indiquen como se debe

actuar dependiendo del paciente, mejorando asi su calidad de vida.
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