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Resum

La malaltia de Crohn és una malaltia inflamatoria intestinal en la qual s’ha
observat que la densitat i la diversitat bacteriana difereixen dels subjectes sans.
Per tant, s’esta preconitzant que els bacteris podrien jugar un paper important en

la fisiopatologia de la malaltia.

En els ultims anys s’estan emprant tractaments biologics com els anti-TNF de
manera alternativa a tractaments ja existents. Entre ells, I"’Adalimumab presenta
en estudis clinics i en la practica clinica habitual signes d’efectivitat en la

recuperacio de la mucosa intestinal.

Aquest estudi pretén avaluar si el control de 1'activitat inflamatoria amb aquesta
molecula en pacients amb malaltia de Crohn, produeix canvis qualitatius en la
microbiota intestinal, i si aquests canvis evolucionen cap a una recuperacio del

patrd bacteria “normal” de les persones sanes.

Els resultats obtinguts després de l'analisi de la composicié bacteriana de la
mucosa intestinal de pacients amb Malaltia de Crohn tractats amb Adalimumab,
son esperangadors ja que apunten a una recuperacio del patré normal a través de
la recuperacio d’especies propies de persones sanes i la desaparicié d’aquelles
més prevalents en malalts de Crohn. Aquesta “regressid” de la mucosa intestinal
cap a una posicié propia de mucoses sanes s’ha de confirmar amb un major

numero de pacients analitzats i a més llarg terme.
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1. MALALTIA INFLAMATORIA INTESTINAL. Generalitats.

El terme de “Malaltia Inflamatoria Intestinal” (MII) cronica, inclou una amplia
varietat de presentacions i manifestacions cliniques, de la que la principal
caracteristica és la inflamacid cronica del tub digestiu en diferents localitzacions.
Actualment el concepte de MII engloba tres entitats: la Malaltia de Crohn (MC),

la colitis ulcerosa (CU) i la colitis indeterminada (CI).

La cronicitat en el curs clinic de la MII consisteix en alternar periodes de
inactivitat o quiescencia que s’identifiquen amb les fases de remissid, amb
periodes d’activitat clinica de diferent intensitat que s’anomenen brots o

recidives 1.

Actualment 1’etiologia de la MII és desconeguda. La teoria etiopatogenica més
acceptada és la desregulacié de la resposta immune de 1'hoste enfront a la flora
bacteriana resident i a altres antigens intraluminals en subjectes susceptibles

geneticament?.

La MC, la CU i la colitis indeterminada (CI), sén tres entitats que malgrat ser
diferents entre si, tenen caracteristiques comuns que en moltes ocasions fan
dificil diferenciar-les. Per realitzar el diagnostic diferencial entre MC i CU és
necessari recolzar-se en les caracteristiques cliniques, endoscopiques,

radiologiques, histologiques, serologiques i en I'evolucio temporal de la malaltia.

10
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1.1 MALALTIA DE CROHN:

1.1.1 Definicio

La incidencia de la MC en quasi tots els estudis en els paisos occidentals s’estima

de 3.9-7 persones per 100000 habitants/any, menor que la descrita per la CU.

La MC és un tipus de MII que pot afectar qualsevol zona del tracte digestiu, des
de la boca fins a 1’anus. Les arees que presenten la malaltia amb major freqiiencia
son 1'ili terminal i el cec, pero pot afectar inicament al recte i inclts, encara que

rarament, manifestar-se ailladament a la orofaringe.

Amb freqiiencia la MC no afecta al recte, aspecte diferenciador amb la CU. No
obstant, convé recordar que fins el 60% dels pacients amb MC amb afectacid
colica presenten malaltia rectal, fonamentalment quan s’associa a malaltia

fistulosa perianal.

La MC presenta habitualment una inflamacié segmentaria el que significa que
existeixen arees d’intesti preservades de la malaltia entre els segments d’intesti
afectats, i que tenen una longitud variable. A més, aquesta inflamacio és
asimetrica al llarg de la circumferencia del tracte digestiu i de les diferents

localitzacions de la malaltia.

Una caracteristica diferencial de la MC és la seva afectacio transmural, és a dir, la
inflamacid afecta a tot el gruix de la paret intestinal, des de la mucosa fins la
vessant de la serosa que recobreix 1'intesti. L"afectacio transmural pot tenir com a

complicacio 1"aparicio de fistules, abscessos i estenosis.

11
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La caracteristica histologica clau a la MC és la troballa de granulomes no
caseificants a 1’estudi microscopic, malgrat és important recordar que els
granulomes no sén patognomonics de la MC. Altres troballes histologiques
menys especifiques de la MC son la presencia de distorsié de la cripta de forma
discontinua i la presencia de inflamaci6é discontinua sempre i quan la malaltia

no hagi estat tractada previament*.

Tipicament la MC cursa de forma intermitent, en brots, amb periodes silents

seguits de periodes asimptomatics. No s’han trobat diferencies entre sexes.

1.1.2 Manifestacions

Els simptomes classics de presentacié de la MC sén la diarrea, el dolor
abdominal i la perdua de pes. Malgrat aixo, aquesta triada classica només es
presenta en el 25% dels casos en el moment del diagnostic. L'emissio de sang
amb les femtes és més habitual en 1'afectacié colonica, si bé en aquests casos la
rectorragia és menys freqiient que en la CU. Altres simptomes com el tenesme

rectal, la urgencia i la incontinencia anal també son més freqiients en la CU.

Hi poden haver també simptomes extraintestinals com ara lesions bucals (aftes,
ulceracions), lesions dermiques (eritema nodods, pioderma gangrends), oculars
(uveitis, epiescleritis,...), articulars(sacroileitis, espondilitis) i/o hepatiques

(colangitis esclerosant primaria).

12
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1.1.3 Diagnostic

Una vegada establerta la sospita diagnostica basada en una adequada anamnesi i
exploracio fisica, sOn necessaries dades biologiques, morfologiques i

histologiques per arribar al diagnostic.

Els objectius de les exploracions complementaries a realitzar es resumeixen en
cinc punts:

1) confirmacié del diagnostic de MC

2) descartar altres processos per poder arribar al diagnostic de certesa

3) avaluar I’extensié anatomica de la malaltia

4) avaluar I'activitat del brot

5) descartar o confirmar 1’existencia de complicacions de la malaltia.

Anamnesi Exploracio fisica
Antecedents familiars de MII ——> Sospita clinica <—— Manifestacions extraintestinals

Manifestacions extraintestinals Exploraci6 perianal
Analitica
Coprocultius Ileo-colonoscopia + biopsies

Calprotectina fecal

Estudi intestinal

Masses/abscessos abdominals — Tc abdominal ﬂ
Entero-RMN
Afectaci6 perianal fistulitzant ={RMN pelvica Entero-TC
Eco-endoanal Capsula endoscopica

Revisié quirtrgica

Figura 1: Algoritme diagnostic en cas sospita de MC
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1.2 Classificacio

La MC és clinicament molt heterogenia i amb una important varietat
demografica, clinica i fenotipica, que ha obligat a subclassificar als pacients en
funcié de 1'edat en el moment del diagnostic, la localitzacio i el comportament de

la malaltia.

Arrel de la classificacid previa de Viena de la MC, es va modificar 1’any 2005 a

"actual classificacio de Montreal ®> (Taula 1).

Taula 1: Classificacid de la MC de Montreal

Edat al diagnostic (A)

Al : Menor de 16 anys
A2:17-40 anys
A3 . Major de 41 anys

Localitzacio (L) Modificada per gastrointestinal (GI) alta (L4)
L1 : Ili terminal L1+L4 Ili terminal + GI alta
L2 . Colon L2+L4 Colon + GI alta
L3 : Ili-colon L3+L4 Ili-colon + GI alta
L4: Gl alta

Comportament (B) Modificat per malaltia perianal
B1 : Inflamatori Blp Inflamatori + perianal
B2 : Estenosant B2p Estenosant + perianal
B3 : Penetrant B3p Penetrant + perianal

14
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1.3 Factors de risc externs

Molts han estat fins ara els factors ambientals relacionats amb la MII, continuant
encara sense aclarir el mecanisme fisiopatogenic de cada un d’ells. Alguns es
comporten de manera totalment diferent en la CU i en la MC, reforcant la

hipotesi de que probablement ambdues entitats son entitats heterogenies.

El paper dels diferents factors ambientals estudiats per a cada MII per separat, es

resumeixen a la taula 2.

La influencia que els factors genetics tenen sobre 1'etiopatogenia de la MII esta
actualment essent molt estudiada. Existeix una major concordanga en bessons
sobretot homozigots per desenvolupar una MII, i 1'associacié familiar s’ha
documentat en nombrosos estudis, descrivint percentatges d’antecedents
familiars de MC de 2-14% (en cas d'un pacient amb MC) i del 5% (en un
antecedent familiar de qualsevol tipus de MII)®. També esta sent objecte d"un
important estudi la identificacié del gen NOD2 (actualment anomenat CARD15),
la mutacié del qual és responsable d 'un augment de susceptibilitat per presentar

MC.

Cal remarcar també que 1’habit tabaquic en els pacients amb MC esta clarament
associat a una pitjor evolucio de la seva malaltia 8, amb major nombre de brots, i
també s’associa a una major recurrencia post-quirurgica en els pacients

intervinguts.

S’han descrit fins el moment multiples microorganismes que podrien estar
implicats en 1’etiologia i/o patogenia de la MII (bacteris, micobacteris, virus, ...)

sense poder demostrar el paper patogen de cap d’ells de forma concloent °.

15
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Taula 2: Associacié dels diferents factors amb la CU i la MC.

Factors de risc CU MC
Tabaquisme

. Fumador Factor protector Factor de risc

. Ex fumador Factor de risc Factor protector

. No fumador Factor de risc Factor protector
Apendicectomia Factor protector Factor protector ???
Anticonceptius orals Factor risc ??? -
Predisposicié genetica 1 "
Dieta Falta evidencia Falta evidencia
Infeccions Contribucio6 patogenia Contribuci6 patogenia
AINE’s Controvertit Controvertit

1.4 Tractament

El tractament de la MC ha de ser individualitzat en cada pacient tenint en
compte no només la gravetat de la malaltia en un determinat moment, sind
també la historia de la malaltia, el pronostic de la mateixa a llarg terme i les
expectatives del pacient. No és infreqiient que aquests dos ultims punts quedin
fora de 1'equacié que guia el tractament, pero sén fonamentals per oferir al
pacient una actitud pro activa per canviar el curs de la malaltia, i no només una

pauta reactiva a I"aparicio de 1"activitat o de complicacions.

L’eleccid del tractament per la MC ve determinada basicament per la localitzacio
de la malaltia (ileal, ileo-coOlica, colonica, ...), pel patrd (inflamatori, estenosant i
fistulitzant) i/o per la gravetat i presencia de manifestacions extraintestinals. El

tractament medic estara enfocat a induir la remissi6 clinica, aconseguir la curacio
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de la mucosa, prevenir la recidiva a llarg termini i les complicacions. S’ha de

realitzar un diagnostic diferencial dels simptomes i confirmar 1'activitat de la

malaltia previament a 1'inici del tractament del brot.

Taula 3: Estrategies de tractament a la MC. Possibles estrategies de tractament en

la MC, segons el seu fenotip, localitzacio i activitat.

Ileal o ileo-cecal

Malaltia activa

Lleu Budesonida 9 mg/dia
Moderada Budesonida / esteroides sistemics /AZA, 6-MP o MTX*
Greu Esteroide sistemics / Anti-TNFa +/- inmunomodulador
Corticodepenent/  AZA o 6-MP / MTX/ anti-TNFa / cirurgia
Corticoresistencia
Manteniment AZA o0 6-MP o MTX / Anti- TNFa
Colica

Malaltia activa

Lleu Esteroides sistemics
Moderada/greu Esteroides sistemics / AZA o 6-MP o MTX / Anti-
TNFa / cirurgia
Corticodependent/ AZA o 6-MP o MTX / Anti- TNFa / cirurgia
Corticoresistencia
Manteniment AZA o 6-MP o MTX / Anti- TNFa / cirurgia

Malaltia fistulitzant

Actiu Antibiotics / AZA o 6-MP / anti-TNFa /cirurgia
Manteniment AZA o 6-MP / anti-TNFa« /cirurgia

* AZA: azatioprina / 6-MP: 6- mercaptopurina / MTX: metotrexate

Anti-TNF: Infliximab , Adalimumab. Antibiotics: ciprofloxacino, metronidazol
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En la practica clinica, s’acostuma a utilitzar un enfocament “escalonat”en el que
s’afegeixen tractaments si els metodes de primera linea o menys toxics no son
eficacos en un periode de temps apropiat. Malgrat aixo, el tractament definitiu
amb un agent potent (enfocament top-down) en una fase inicial pot ser preferit
pel pacient que presenta simptomes de la malaltia actival?. Alguns investigadors
afirmen que es podrien considerar en fases més precoces els tractaments amb
possibilitat de modificar 1’evolucié de la malaltia, és a dir, immunomoduladors i

farmacs biologics amb 1’esperanga d’alterar 1’evoluci6 natural de la malaltia.

Els farmacs que s’utilitzen per induir la remissio de la malaltia lleu a moderada
inclouen 5-aminosalicilats, budesonida i antibiotics. Malgrat aixo, no s’ha
demostrat de forma constant 1’eficacia de mesalazina ni dels antibiotics en la
inducci6 de la remissid. Per la malaltia moderada a greu, s’utilitzen els esteroids
sistemics, immunomoduladors (azatioprina, 6-mercaptopurina, metotrexate) i

terapies biologiques.

Aquestes ultimes actuen sobre citoquines proinflamatories(TNF) que participen
en els processos inflamatoris relacionats amb la MII. El TNF té una funcié
important en la cadena inflamatoria de la MC, i es relaciona amb la induccio de
moltes altres respostes proinflamatories en el tub digestiu, com 1'activaci6 dels
macrofags que dona lloc a 1'alliberacié de mediadors proinflamatoris. Aquests
mediadors indueixen l'expressi6 de molecules d’adhesio, que donen lloc a
I'arribada de noves cellules inflamatories fins la mucosa. El TNF altera la

integritat de les membranes epitelials i contribueix a la lesio intestinal.

18
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Intermediate to high risk for progression*
Low risk for progression

Active smoking

Mon-smaking Young age at onset <18
Mild initial presentation MNeon-inflammatory disease behavior
inflammatory disease behavior Extensive smalllarge bowel disease
Mo perianal disease initial steroid need
Mo extra-intestinal manifestations perianal disease

extra-intestinal manifestations

|
Colonic disease (+/- l Isolated small
small bowel disease) bowel disease

Smoking cessation
Sulphasalazine and/or antibiotics

Smoking cessation
azathioprine or MTX
Smoking cessation Infliximab induction 0-2-6

Responsa 1 To responss " budesonmlaa'cnrhcostermds |
. e " remission Responsa but Mo rasponse
Continue and pons no remission
obsarve v
Taper and stop continue Surgery
and observe No immunomodulators Experimental drugs

rasponse _

Realapse within one continue

year? immunomodulators +
il il infliximab
maintenance

Infliximab and azathioprine or MTX
* Should include molecular marker-analysis as NOD2Z, ASCA, anti-I2, anti-cBir1,...

Figura 2: Possible algoritme terapeutic en la MC organitzat segons risc de
progressio de la malaltia'.

1.4.1 Paper d’Adalimumab en la Malaltia de Crohn

La inclusi6 del primer antagonista del TNF, Infliximab, en els algoritmes
terapeutics va ser un dels avanc¢os més importants en el tractament de la MC a la
ultima decada. S’ha demostrat que Infliximab indueix rapidament i manté la

remissio en pacients amb MC activa.

Adalimumab és el segon antagonista del TNF que s’ha autoritzat per la MC als

Estats Units i a la Unid Europea. Esta autoritzat actualment pel tractament de
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I"artritis reumatoide, 1"artritis psoriasica, I'espondilitis anquilopoietica i la MC, i
esta pendent per 1'any la probable autoritzacié en la MC pediatrica i en la CU.

Actualment no disposem de cap altre tractament anti-TNF aprovat per la MC.

Es un anticés monoclonal IgGi huma totalment recombinant, estructuralment
identic als anticossos humans, caracteristica que redueix la possibilitat de
desenvolupar resposta inmune. S’autoadministra per via subcutania, i presenta
una vida mitja de 12-14 dies (Figura 3). Es va crear utilitzant regions variables
(porcions dels anticossos que confereixen 1’especificitat en la unié a 1’antigen)
dels anticossos humans que apareixen de forma natural i que es troben en els
linfocits B de 1 sang periferica de voluntaris sans. S'uneix amb elevada afinitat i
especificitat al TNF unit a la membrana i soluble, impedint que activi als
receptors del TNF de la superficie cellular p55 i p75. També modula les
respostes biologiques d’altres molecules que son induides o regulades per TNF

(ELAM-1,VCAM-1, ICAM-1)=2.

La diferencia principal amb la molecula de Infliximab, és que aquesta és un
anticos monoclonal anti-TNF de classe IgG1 quimerica, amb un 25% de molecula
d’origen muri, localitzada a la porci0 Fab de I'anticos, encarregada

especificament de reconeixer especificament el TNF huma.
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Figura 3: Anticos monoclonal huma anti-TNF

L’aprovacio es va basar en les dades de quatre assajos pivotals d”Adalimumab,

realitzats en més de 1400 pacients adults amb MC activa entre moderada i greu.

A l'estudi CLASSIC I es va demostrar que els dos regims d’induccié amb
Adalimumab a la setmana 0 i setmana 2 (160/80 i 80/40mg) son dosis de carrega
eficaces per induir la resposta clinica i remissio en pacients amb MC de
moderada a greu que mai han rebut tractament anti-TNF®, malgrat que el de

160/80mg seria el regim posologic optim d’induccid.

L’estudi CLASSIC II va determinar que després d'una dosi d’induccio
d’Adalimumab , els regims posologics de manteniment amb Adalimumab 40mg
quinzenal o 40mg setmanal son més eficacos que placebo en el manteniment de

la remissio en pacients amb MC moderada a greu durant 56 setmanes'.

Posteriorment, 1'estudi CHARM va demostrar que en comparacié amb placebo,
el tractament de manteniment amb Adalimumab 40mg de forma quinzenal i

Adalimumab 40mg setmanal, tenia la mateixa eficacia en el manteniment de la
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remissio clinica i la resposta en pacients amb MC moderada a greu'®. En un
subanalisi d’aquest estudi, es va detectar que el tractament continu amb
Adalimumab tant de forma bisetmanal com setmanal, va donar lloc a un
augment estadisticament significatiu de la taxa de remissio, millora de la qualitat
de vida, menys brots de malaltia i reduccié dels ingressos hospitalaris per totes
les causes i les relacionades amb la MC, en comparacié amb el tractament sols

durant la induccid/reinicile.

L’estudi GAIN va ser el primer estudi aleatoritzat, emmascarat i controlat amb
un placebo que va avaluar l'eficacia d”Adalimumab en els pacients que no havia

sigut efica¢ a un primer antagonista del TNF (Infliximab)?’.

A la taula 4 es presenta el consens d"tis d"Adalimumab en la MC.

Fa més de 10 anys que s'utilitza Adalimumab pel tractament de maultiples
indicacions en el camp de la reumatologia (artritis reumatoide, artritis psoriasica,
espondilitis anquilopoietica), amb una base de dades de seguretat de més de

200000 pacients tractats.

Aquest farmac també es tolera bé en la MC moderada-greu, i ha demostrat un
perfil de seguretat més que acceptable. La base de dades d’estudis clinics amb
Adalimumab en la MC, ha demostrat que la incidencia de reaccions adverses
lleus, greus i reaccions adverses que hagin portat a 1’abandonament dels estudis
clinics va ser major en els pacients tractats amb placebo que en el grup tractat
amb Adalimumab. Es van produir infeccions oportunistes en aproximadament el

2% dels pacients tractats amb Adalimumab.
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Taula 4: Consens de la AGA (American Gastroenterology Association) de 1'ts

d’Adalimumab a la MC

Induccid resposta En adults o infants amb MC moderada-severa, que han
fallat o en tractament concomitant amb salicilats,
antibiotics, esteroides o inmunomoduladors.

Induccio remissio En adults o infants amb MC moderada-severa, que han

fallat o en tractament concomitant amb salicilats,

antibiotics, esteroides o inmunomoduladors.

Manteniment remissio

Perdua resposta o intolerancia
A Infliximab

Induccid resposta i manteniment

de la MC perianal fistulitzant

En adults i nens

En adults

En adults amb MC moderada-severa, que han
fallat o en tractament concomitant amb salicilats,

antibiotics, esteroides o inmunomoduladors
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1.5 MALALTIA DE CROHN i microbiota intestinal

1.5.1 Microbiota intestinal en pacients sans

L’intesti huma és 1’habitat natural d"una poblacié6 nombrosa, diversa, complexa
i dinamica de microorganismes, principalment bacteris, perdo també virus ,
llevats i arqueus que s’han adaptat a la vida en les superficies mucoses o a la

llum intestinal 8.

L’ecosistema microbia de l'intesti inclou especies nadives que colonitzen
permanentment el tracte gastrointestinal i una serie variable de microorganismes
vius que transiten temporalment pel tracte digestiu. Els bacteris comensals
s’adquireixen al néixer i durant el primer any de vida, mentre que les bacteris en
transit s'ingereixen continuament a través de la dieta. La poblacié microbiana de
I'intesti huma inclou uns 100 milions de bacteris d'unes 500 a 1000 especies

diferents.

La gran biodiversitat d’especies dins 1’ecosistema intestinal facilita la vida i el
desenvolupament del conjunt, que inclou no només a les comunitats bacterianes
si no també a 1’hoste huma. Per aquest ultim, la presencia de la microbiota
bacteriana no és imprescindible per la vida, pero si té un impacte important en la
seva fisiologia. La relacid de 1'hoste amb la seva microbiota és de simbiosi, o sia,
que la relaci6 entre ambdds comporta beneficis per almenys un d’ells (en aquest

cas pels dos), sense que existeixi cap perjudici per a cap de les dues parts .

Estudis amb colonitzacié intestinal controlada han permés identificar tres

funcions primaries de la microbiota intestinal:

24



Estudi de I'efecte del tractament amb Adalimumab sobre la microbiota associada a la mucosa intestinal en
pacients amb malaltia de Crohn.

a) funcions de nutrici6 i metabolisme, com resultat de 1"activitat bioquimica de
la flora, que inclouen recuperaci6 d’energia en forma d’acids grassos de
cadena curta, produccié de vitamines i efectes favorables sobre la absorcié

de calci i ferro en el colon

b) funcions de proteccié, prevenint la invasié6 d’agents infecciosos o el

sobrecreixement bacteria d’espécies residents amb potencial patogen

c) funcions trofiques sobre la proliferaci6 i diferenciacié de 1"epiteli intestinal i

sobre el desenvolupament i modulacié del sistema inmune 18.

S’ha posat de manifest que la microbiota comensal dels intestins esta constituida
principalment per bacteris de metabolisme anaerobi que pertanyen als 4 filums
(Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria i Proteobacteria). Entre aquests, els
constituents majoritaris son representants de 4 grups: Bifidobacterium, Bacteroides,
Clostridis del cluster XIVa (grup de Clostridium coccoides) i Clostridis del claster
IV (grup de Clostridium leptum)®. Els membres del domini Bacteria son
predominants en la comunitat intestinal, pero0 també s’hi han trobat fongs i
Archaea, representant menys del 0,05% i el 1% de la poblacio total

respectivament.

Actualment s’ha vist que la comunitat bacteriana que es pot trobar als intestins
és especifica per a cada individu pel que fa a diversitat, és estable al llarg del
tracte gastrointestinal i existeix certa estabilitat temporal?*. A més, entre
diferents individus s’ha pogut observar que existeix una part de la comunitat

que és comuna (un 30-40% aproximadament), mentre que la resta és variable.
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Aixo indicaria que per al bon funcionament intestinal cal que hi hagin un conjunt

concret d’especies.

1.5.2 Microbiota intestinal i malaltia inflamatoria intestinal

La presencia de bacteris a la llum i les mucoses de l'intesti és una condici6 sine
qua non en la patogenia de les lesions croniques de 1'intesti associades a CU o
MC. S’ha demostrat que els bacteris del tracte intestinal sén importants pel
desenvolupament de la inflamaci6, essent necessaris per tal que aquesta s’inicit
en models de MII emprant animals immunodeprimits 2. En pacients amb MC
ileal, 1’'exposici6 de l'ili terminal després de cirurgia a contingut fecal esta

associat amb un augment de la inflamaci6 2>

En aquests pacients existeix una resposta immune exagerada enfront als bacteris
de la microbiota habitual. Aquest mecanisme fisiopatologic és decisiu en la
generaci6 de les lesions mucoses, ja que la derivacié6 del contingut fecal

aconsegueix una important remissi6 inflamatoria .

Diversos factors poden explicar aquesta reactivitat anormal del sistema immune
enfront a la microbiota autoctona, destacant la susceptibilitat genética de
I'individu, defectes en la barrera mucosa intestinal i/o desequilibris en la

comunitat bacteriana de I"ecosistema del tracte digestiu (Figura 4)
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Susceptibilitat genetica

Factors ambientals

4/\

Defectes en la Defectes en

barrera mucosa I'ecosistema microbia

\/

Inflamacio intestinal

Figura 4: Factors involucrats en la reactivitat anormal dels sistema immune

enfront a la microbiota.

1.5.3 La disbiosi a la Malaltia de Crohn

Diversos estudis de la composici6 bacteriana del lumen en pacients amb MII
basats en cultiu i técniques moleculars han demostrat que existeix un trencament
en el balang entre especies protectores i els seus productes respecte a bacteris

intestinals perjudicials i els seus metabolits toxics (situaci6 coneguda com a

disbiosi) 26-31.
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Encara no esta clar si els bacteris associats a la mucosa intestinal de pacients amb
MII, i en particular amb MC, serien els agents etiologics primaris de la malaltia o
colonitzadors secundaris oportunistes que s’estableixen en un colon ja alterat.
Tot i aixi, les especies que componen aquesta fraccié diferent poden ser un grup
important per determinar la patogénesis de la MC aixi com també poden tenir
aplicaci6 a nivell de diagnostic, ja que s’ha vist que pacients amb MC i individus
control sén clarament diferenciables en base als microorganismes que

constitueixen la comunitat 26:30.

En diversos estudis recents, s’ha observat que en individus amb MC, la
comunitat bacteriana és caracteristica de cada persona, no canvia
significativament al llarg del tracte intestinal, i és independent de si existeixen
signes inflamatoris de la mucosa o no. No obstant, aquesta comunitat bacteriana

no és estable al llarg del temps i presenta una major variabilitat, és més fluctuant.

A més, com s’ha comentat, en pacients amb MC existeix una alteracié de la
microbiota intestinal respecte poblacié sana, podent-se establir dos grups
clarament diferenciables en base a aquesta A la taula 5 es resumeixen les

alteracions més importants detectades en aquests estudis comentats
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Taula 5: Variacions microbiota bacteriana en MC 3

Bacteris fecals Bacteris associats a mucosa

Microbiota inestable al llarg del | Augment de la concentracié de bacteris
temps?3! totals?”

Presencia de bacteris poc habituals?3 Augment de la concentracié d’anaerobis
totals i facultatius®

Disminucio de la biodiversitat®!3436
Disminuci6 de la quantitat i la biodiversitat de Firmicutes (en particular de membres
del subgrup C. leptum)»313234

Disminucio de la concentracid de Faecalibacterium prausnitzii 35235

Disminucio de  bifidobacteris i
lactobacils?®

Augment d’enterobacteris?*
AIEC associat a CD ileal3?

MAM,microorganismes associats a mucosa; AIEC, adherent-invasive E. coli MAP, Mycobacterium avium subespécie

pseudotuberculosis

Retornant al concepte de disbiosi, s’han detectat dos grups d’especies en diferent
proporcid en pacients amb MC. Aquelles que es troben en menor proporcio de
I'habitual, principalment Firmicutes, particularment del subgrup Lachnosipiraceae.
A destacar dins aquest subgrup, Faecalibacterium prausnitzii que sembla trobar-se
en menor prevalenga en aquest pacients, juntament amb els Bifidobacterium i
Bacteroides vulgatus (membres dominants en la microbiota associada a la mucosa
intestinal de poblacié sana), i bacteris de l’acid lactic (que s’utilitzen com a

probiotics i presenten activitat immunomoduladora).

Per contra, les altres especies que mostren més prevalenga en la MC en els
estudis comentats serien el subgrup de Bacteroides fragilis, Clostridium spp i
Ruminococcus  torques®*. També s’ha detectat una major concentracio
d’Enterobacteriacies, destacant la presencia en un estudi d’un patovar adherent-
invasiu d’Escherichia coli (AIEC) amb propietats fenotipiques diferents dels E. coli
comensals i que s’ha trobat més freqiientment associat a la mucosa intestinal de

pacients amb CD d’afectacio ileal®.

29



Estudi de I'efecte del tractament amb Adalimumab sobre la microbiota associada a la mucosa intestinal en
pacients amb malaltia de Crohn.

Aquests bacteris que presenten una prevalenca diferent entre pacients control
sans i amb MC es podrien utilitzar amb finalitats terapeutiques o de diagnostic.
Aixi, per exemple, en un estudi del nostre grup®, es va observar que la
combinaci6 de la presencia Clostridium spp i E. coli amb l’absencia de
Faecalibacterium es detectava amb una probabilitat 100 vegades superior en MC.
Aquests microorganismes son bons indicadors de microbiota intestinal alterada
(disbiosi). Per tant, podrien utilitzar-se per al diagnostic, pero també per

monitorar quan hi ha un retorn a una condicié més propera a la sana.

1.5.4 Faecalibacterium prausnitzii i Malaltia de Crohn

Faecalibacterium prausnitzii és un microorganisme que forma part de la microbiota
intestinal normal, dins la familia dels Firmicutis. Metabolicament, és un bacteri

anaerobi estricte, utilitzador d’acetat i productor de butirat, D-lactat i fomarat.

La seva presencia, a més de a la mucosa intestinal, també s’ha detectat en femtes
i com a microorganisme colonitzador del bolus alimentari. La seva principal
funcio a l'intesti s’ha relacionat amb la produccié de butirat a partir de la
fermentaci6 de carbohidrats. El butirat és un acid gras de cadena curta que s’ha
revelat essencial per al bon funcionament de l'epiteli intestinal, ja que és la
principal font d’energia per als colonocits. A més, se li atribueixen propietats

protectores contra el cancer colorectal (CRC) i la MII ¥. El butirat pot reduir la
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inflamacio de la mucosa intestinal a traveés de la inhibicio de 'activacio del factor
de transcripcio NF-kB 3. Per tant, la deficiencia de bacteris productors de butirat

pot predisposar a certs individus a inflamaci¢ intestinal.
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1.6 Objectius de l'estudi

La nostra hipotesi es basa en que la supressi¢ de la resposta inflamatoria deguda
a la immunitat primaria de la mucosa intestinal, i secundariament la regressio de
I'estat inflamat a un estat “normal” en termes endoscopics i histologics induits
per Adalimumab, es pot traduir en un retorn al patré “sa” de la microbiota

intestinal.

Per comprovar aquesta hipotesi, s’han plantejat els segiients objectius de treball:

* Estudiar l'evolucio del patré microbia (fingerprint) de la mucosa colonica

de pacients amb MC, en els que s’inicia tractament amb Adalimumab.

* Avaluar si el control de l'activitat inflamatoria per Adalimumab en

pacients amb MC produeix canvis qualitatius en la microbiota intestinal.

Per tal d’assolir aquests objectius s’ha estudiat:

- El perfil molecular bacteria mitjangant PCR-DGGE

- La identificaci6 dels filotips corresponents a les bandes retallades i

seqiienciades dels gels

- L’analisi estadistica de similitud dels perfils moleculars bacterians

(clusters)
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Material

metodes
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2. MATERIALS i METODES

2.1 Selecci6 de pacients

L’estudi va rebre la conformitat del Comite Etic de 1'Hospital Universitari Dr.

Josep Trueta de Girona.

Els pacients introduits a I'estudi presentaven una MC de diferents localitzacions
com s”’especifica a la taula 5. Es van seleccionar d’acord als seglients criteris

d’inclusio:
a) Edat>16 anys.

b) Esta d’acord en firmar el consentiment informat per la participacidé en

I'estudi.

c) Diagnostic de MC basat en criteris establerts. Es van incloure aquells
pacients majors de 16 anys tributaris d’iniciar tractament amb
Adalimumab a criteri del seu digestoleg. En el moment de la inclusié tots
presentaven un brot lleu o moderat, amb un calcul del CDAI entre 150 i

450.

Els criteris d’exclusio utilitzats han estat els segtients:
a) Tractament amb qualsevol agent anti-TNFa en els tltims 6 mesos.

b) Us d’antibiotics les 4 setmanes previes a l'inici de 1'estudi.
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¢) Qualsevol dels criteris generals que contraindiquen el tractament amb

agents biologics.

2.2 Recopilacid d’informacio i consentiment informat

Com a requeriment imprescindible per participar a 1'estudi, era necessaria la
conformitat del pacient mitjancant la seva signatura del consentiment informat.
Totes les dades i parametres que es van obtenir s’han emprat sota una rigorosa

confidencialitat.

De cada pacient també es va obtenir dades del seu historial medic, exploracio
fisica, analitica clinica, medicacié previa i actual, estudis endoscopics, calculs

d’activitat inflamatoria global (CDAI) i endoscopica de la MC (SES-CD).

2.3 Recollida de mostres

En el treball es van estudiar 33 mostres de mucosa rectal, que corresponen a 11
pacients malalts de Crohn que complien els criteris d’inclusio, i que van iniciar
tractament amb Adalimumab per indicacié medica. Quatre pacients presentaven
corticodependencia motiu pel qual es va iniciar el tractament anti-TNFq; els sis
restants van desenvolupar resistencia a immunomoduladors (en tots els casos a
azatioprina). A comentar que tots els pacients inclosos eren “naive” a qualsevol

altre tractament anti-TNFa.

També es van estudiar mostres rectals de 4 controls sans.
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Taula 6. Dades cliniques dels individus inclosos a 1'estudi

Grup n Mitjana d’edat + SD (anys) Sexe (%oH/M)
Control 4 27 +5,4 25/75
MC 11 32,2+10,5 36,4/63,3
I-MC (L1) 6 34,8+ 9,6 17,6/83,6
C-MC (L2) 3 30,8+14,2 33,3/66,6
IC-MC (L3) 1 30 100/0
Gl alta (L4) 1 54 100/0

C: individus control, CD: pacients amb MC, I-CD: pacients amb MC ileal , IC-CD: pacients MC amb afectaci6 ileal i

colonica, C-CD: pacients amb CD colonica ; GI alta : gastrointestinal alta

Dels 11 pacients amb MC inclosos, 6 presentaven una localitzaci¢ ileal (L1), 3
afectacio colonica (L2), i dels dos restants un presentava una localitzacio ileo-

colica (L3) i 1"altim una afectacio gastrica i colica (L2+L4).

Pel que fa al grup control, es tractava de 4 pacients sans sense tractament

concomitant, dels que es van obtenir també mostres rectals al llarg del temps.

Les biopsies rectals es van obtenir durant una simple rectoscopia rutinaria a
I'hospital (sense necessitat de preparacio colica rectal) , amb presa de biopsies de
4 mostres de mucosa sana rectal a la setmana previa a l'inici del tractament amb
Adalimumab (temps 0), al mes de I'inici del tractament (temps 1) i als 3 mesos

(temps 3). (Figura 3)
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Inici tractament adalimumab

Pacients amb MC
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Recollida mostres (mesos)

Figura 5: Recollida mostres rectals per I'estudi

2.4 Processament de les mostres

Les mostres obtingudes i preservades en un tub Eppendorf® varen ser
traslladades en fred i, seguint el protocol de seguretat indicat pel transport de
mostres biologiques, fins a la Universitat de Girona (UdG). Alla van ésser
conservades posteriorment a -20°C fins el seu processat al laboratori de
Microbiologia molecular de seguretat biologica (nivell II), com és obligatori per

mostres d’origen huma.

Aquest estudi té com a objectiu I'estudi dels bacteris intimament associades a la

mucosa intestinal, al ésser aquests els que estan més directament en contacte
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amb l'hoste. Aix0, previament a l'extraccid del DNA genomic bacteria de les
biopsies, es van descartar aquells bacteris lleument adherides a la mucosa
intestinal mitjancant rentat amb PBS (phosphate buffer saline) durant tres cicles de
sonicaci6 suau de 30 segons amb un sonicador Labsonic 2000(Braun®).
Posteriorment es va realitzar 'estraccié del DNA mitjancant el kit comercial DNA
purification kit Nucleospin® Tissue (Macherey-Nagel®) seguint les instruccions del

fabricant.

Les extraccions de DNA obtingudes es van emmagatzemar a -20°C per al
posterior analisi de la la comunitat bacteriana mitjangant PCR-DGGE, tal com es

detalla a la figura 3.

2.5 Analisi de la comunitat bacteriana mitjancant PCR-DGGE

Per l'obtenci6 de la empremta molecular (fingerprint) de cada mostra es va
utilitzar el metode de PCR-DGGE (Polymerase chainreaction-Denaturing gradient
gel electrophoresis), que ofereix un patré de bandes representatiu dels principals
constituents de la comunitat. El protocol de tractament de les mostres per
I'analisi  bacteriologic mitjangant tecniques moleculars es resumeix

esquematicament a la figura 3.

El primer pas va ser ’amplificacié mitjan¢cant PCR amb els primers 357F i 907R
del fragment de 580pb del gen 16S rRNA que flanqueja les regions hipervariables
V3 a V5. Per la DGGE es va utilitzar el Ingeny phorU DGGE system (Vlissingen,

the Netherlands), a 60°C i TAE 0.5x. Es van carregar aproximadament 2ug de
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DNA producte de la PCR en cada carril del gel. En un gel de poliacrilamida al
6%, el gradient desnaturalitzant que es va utilitzar va ser del 30% al 70%.
L’electroforesi va correr 16 hores a 120V i el gel es va tenyir amb SYBR gold
(Molecular Probes, Paisley, UK) durant 45 minuts i e sva posar en un
transil.luminador de UV per ser fotografiat. Posteriorment es van retallar les
bandes del gel representatives per la seva presencia o absencia dins del mateix
pacient. El DNA de les bandes es va reamplificar mitjangant PCR i es va
seqiienciar. El protocol utilitzat ha sigut descrit anteriorment pel nostre grup
(Martinez-Medina el al %0. Les seqiieéncies es van analitzar per comparacié amb
les del National Center for Biotechnology Information (NCBI) utilitzant el software
BLAST® % i amb el software SequenceMatch de Ribosomal Database Project 11 3*
per determinar el filotip i la soca tipus més proximes, el que ens dona una

aproximacié més precisa a I'afiliacio taxonomica de les seqiiencies obtingudes.

Els gels DGGE es van normalitzar utilitzant el programa GelCompar II (Applied
Maths) utilitzant la barreja de bacteris que formen I'estandard. Es va realitzar un
analisi jerarquic amb els fingerprints (patr6 de bandes) bacterians de cada pacient
utilitzant el metode del UPGMA amb el coeficient Dice. D’aquesta manera es va
obtenir informacidé de la similitud entre els fingerprints de les mostres i la seva

evoluci6 general al llarg del tractament.
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Figura 6: Esquema de la seqiiencia metodologica seguida en el tractament de les
biopsies i la posterior determinacié molecular de la composici6 bacteriana. Es va
utilitzar la tecnica de PCR-DGGE.
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2.6  Quantificacié d’Escherichia coli, Faecalibacterium prausnitzii i cel-lules
humanes mitjancant PCR a temps real.

Aquesta tecnica, a diferencia de La PCR convencional, permet la quantificacio
dels bacteris objecte de l'estudi. Concretament es van realitzar 3 proves. El

protocol seguit esta descrit a la figura 4.

2.6.1 Quantificacio d’Escherichia coli.

La quantificacié6 de E. coli es va portar a terme amb un metode previament
descrit per Huijsdens et al*, en el qual s’utilitzen primers i una sonda basada en la

quimica Tagman que s'uneix al 16S rDNA.

Totes les mostres es van analitzar per triplicat. A més, es va afegir un tub
addicional que contenia un inocul de DNA de concentracido coneguda a mode

d’estandard intern amb la finalitat de detectar inhibicid de la reaccio.

2.6.2 Quantificacio de Faecalibacterium prausnitzii.

La quantificacié de F. prausnitzii es va realitzar mitjan¢ant un sistema de PCR a
temps real dissenyat en el nostre laboratori. Aquest sistema també es basa en 1'tis
de primers i una sonda Tagman que s'uneix al 16S rDNA. A més, el sistema

inclou segon joc de primers i sonda Tagman independent que permet la deteccié
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d'un DNA sintetic afegit a la mostra a mode de control intern d’amplificaci

(IAC), amb la finalitat de detectar inhibicions en la reaccio.

Totes les mostres problema es van analitzar per triplicat. Per cada reaccid, a més
del IAC, es va portar a terme un control positiu de quantificacio i dos controls

negatius.

2.6.3 Quantificacio de cél-lules humanes

Per normalitzar la mida mostral, es va realitzar una quantificacié de cel-lules
humanes utilitzant el control RTi-CKFT-18S kit (Eurogentec, Belgium) d’acord

amb el protocol recomanat per la casa comercial.

Cada mostra es va analitzar per triplicat. A més, es va afegir un tub addicional
que contenia un inocul de DNA de concentracié coneguda a mode d’estandard

intern amb la finalitat de detectar inhibicid de la reaccid.

Totes les amplificacions per PCR a temps real es van dur a terme en un 7500

Real-Time PCR System (Applied Biosystems) seguint un perfil de temperatures.
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2.7 Analisis de dades

Una vegada obtingudes les quantitats per mostra de E. coli i F. prausnitzii, es
varen normalitzar els resultats referenciant-los al nombre de cellules humanes
detectades en la mateixa mostra, a fi de corregir canvis quantitatius que
poguessin ser deguts a diferencies en la mida la mostra. Aixi mateix, també es va

calcular la proporci6 de F. prausnitzii/E. coli per cada mostra.

Totes les dades quantitatives varen ser analitzades en relacio a les dades
cliniques del pacient per evidenciar qualsevol relacié amb el tipus d’afectacié de
la malaltia de Crohn, I’activitat, els anys d’evolucio de la malaltia, tabaquisme i/o
I'existencia de reseccid intestinal previa a linici del tractament amb

Adalimumab.
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Resultats
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3. RESULTATS

3.1 Analisi de la comunitat microbiana per PCR-DGGE

Un primer analisi comparatiu visual dels gels de DGGE obtinguts pels controls i
per les mostres de pacients amb MC tractats amb Adalimumab, indica que en els
primers existeix una major homogeneitat al llarg del temps. A més s’observen
una serie de bandes que son comuns a tots els individus i que reflecteixen una

major homogeneitat en la composicié bacteriana dels controls.

En termes generals podem afirmar que cada individu, tant els controls sans com
malalts, conserven el seu patré al llarg del temps durant els 3 mesos de
tractament, amb lleugeres variacions. Aquestes variacions son qualitativament
més importants en els pacients de Crohn que en els controls sans. Els canvis en
composicid especifica observats en les mostres control no van comportar

"aparicié o desaparicio d’especies indicadores de salut colica.
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Figura 7: PCR-DGGE de mostres de controls sans

& s A G bl
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Figura 8: PCR-DGGE de mostres de malalts de Crohn
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A la figura 5, es mostren els gels amb els perfils de bandes de PCR-DGGE dels 4
controls, tant al temps 0, 1i 3. A la figura 8, es reflecteixen el perfil de varis dels
pacients amb MC inclosos. Cada banda representa una especie bacteriana.
S’'indiquen amb lletres les més representatives, les quals varen ser retallades,

sotmeses a reamplificacio i posterior seqtienciacio.

Com s’expressa a la Figura 8, l'analisi visual dels gels de PCR-DGGE de les
mostres dels pacients inclosos a l'estudi revela una major heterogeneitat
temporal traduida en l'aparicio i desaparici6 o disminuciéo de la intensitat
d’algunes de les bandes. Per exemple, la banda “b” de la mostra del pacient
MCI10 desapareix progressivament al llarg del temps de tractament. El mateix
ocorrer amb la banda “a” del pacient MCO09 i la banda “b” del MCO1. Per altra
part, s'observa com algunes bandes apareixen o augmenten la seva intensitat al
llarg del temps, com la “a” i la “b” dels pacients MC03 i MCO01, respectivament.
Aix0 es traduiria en que els pacients amb MC tractats amb Adalimumab

presenten canvis en la composicié de la microbiota al llarg del temps.

Durant l'estudi dels gels de PCR-DGGE, vam obtenir un resultat peculiar no
esperat. Un dels pacients estudiats (A10), va ser exclos de l'estudi al presentar
durant el primer mostreig (temps 0) una severa disbiosi (Figura 9). Es visible per
I'aparici6 d’'una banda molt densa i clarament dominant en la PCR-DGGE, i
I’absencia de la diversitat esperada. L’analisi d’aquesta banda dominadora va
revelar que es tractava de Enterococcus faecalis, una especie causant d’infeccid
intestinal i que en el moment de la presa de la primera mostra rectal devia

formar part majoritaria del conjunt de bacteris presents en la mucosa intestinal

47



Estudi de 1'efecte del tractament amb Adalimumab sobre la microbiota associada a la mucosa intestinal en
pacients amb malaltia de Crohn.

del pacient. Aquesta infecci6 va ser corroborada per dades cliniques. A part de la
dada merament anecdotica, aquest resultat confirma la utilitat del metode per

obtenir informacio real de la composicid bacteriana de les mostres.

Figura 9: PCR- DGGE del pacient A10

En l’analisi jerarquic dels perfils bacterians, els pacients analitzats s’agrupen en
dos grans clusters, associats al seu diagnostic (Control o MC), indicant que
existeixen diferencies en la composicié de la microbiota associada a la mucosa

intestinal d’ambdds grups, d’acord amb el que s’ha observat en estudis previs®.
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Les mostres analitzades, principalment s’agrupen per pacient, indicant que cada
individu (ja sigui C o MC) presenta un patrd microbia caracteristic, relativament

estable al llarg del temps (Figura 10).
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Figura 10. Analisi jerarquic dels perfils bacterians de cada mostra mitjancant el
metode de UPGMA utilitzant el programa GelCompar (Applied Maths.).
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Una vegada realitzada la seqiienciacié del DNA de les bandes, es van poder
determinar els probables filotips i soques corresponents, aportant una important
informacio sobre la naturalesa dels canvis que tenen lloc tant en les mostres

control com en les mostres de tractament (Taula 7).

El posterior analisi d’aquestes bandes va revelar l'origen de les mateixes,
aportant informacio interessant sobre la naturalesa dels canvis que tenen lloc

tant en les mostres control com en les de tractament.

Especies ben conegudes per ser més prevalents en pacients amb MC com
Ruminicoccus spp i Clostridium spp, han desaparegut o reduit considerablement la
intensitat de la banda com demostren les 37 seqiiencies analitzades dels 11
pacients amb MC d’aquest estudi (excepte pel pacient 170, que correspondria al
pacient MCO01, on al temps 3 apareixen bandes que després de la seqiienciacio

son suggestives de Clostridium spp i Corinebacterium).

D’altra banda, bacteris indicadors de normalitat en relaci6 a la composicio
bacteriana com per exemple Bacteroides spp reapareixen al llarg del tractament.
Especialment remarcable, és 1’aparicio de bandes que pertanyen al que avui en
dia es considera indicador bacteria de salut colonica: Faecalibacterium prausnitzii.
Aquestes bandes incrementen la seva intensitat, i per tant la seva presencia i pes
en la comunitat bacteriana analitzada en els pacients 148, 149 i A16 (pacients
MC09, MC11 i MC07). La menor representacio d’aquest microorganisme ja es va
observar en estudis previs en pacients amb MC amb un 52% de presencia enfront

al >90% de presencia en persones sanes*.

50



Estudi de 1'efecte del tractament amb Adalimumab sobre la microbiota associada a la mucosa intestinal en
pacients amb malaltia de Crohn.

Taula 7:

seqlienciacio.

Identificaci6 de les bandes dels gels de DGGE després de la

DGGE
band

Observations

Accession Description Strain RD Il

Similarity (%)

147(0)a AB382610.1 Uncultured bacterium clone: KC-C-078 29 Piglet caecum 099 Ruminacoccus bromii 1
Uncultured bacterium clone
147(0)b  EF405503.1 SITU_G_06_62 26 Human fecal sample 0.76 Phascolarctobacterium foecium
Uncultured Clostridia bacterium clone .
148(0)a DQO350809.1 Cleptsg a0 Human feces <0.6 no significant match
Homa sapiens fecal «
149(0)a DQ905754.2 Uncultured bacterium clone 29A-e9 99 sample 0.79 Ruminacoceus luti
Uncultured bacterium clone .
149(1)a DQ825272.1 RL185_aanB7f02 a8 Human feces 090 Feecalibacterium prausnitzii
Uncultured bacterium clone .
149(1)b  DO798468.1 RL181_aanS7b02 a7 Human feces 0.83 Faecalibacterium prausnitzii
Uncultured bacterium clone -
Cla EF405484 1 SITU_G_10_74 a9 Human fecal sample 0.95 Faecalibacterium prausnitzii
Uncultured bacterium clone -
Clb EF405484.1 SITU_G_10_74 a9 Human fecal sample 098 Faecalibacterium prausnitzii
AlQ(D)a EUT17955.1 Enterococcus faecium strain whis 97 Type strain 0.87 Enterococcus faecium X
AlD[O)b  FI378895.1 Enterococcus hiroe strain R5-1 29 Type strain 0.94 Enterococcus hiroe X
AlO|lla FJ378892.1 Enterococcus faecium strain B-30 a9 Type strain 0.95 Enterococcus faecium 1t
Al0(1l)b  EUTES615.1 Uncultured bacterium clone B5_249 a8 Fecal sample 091 Bacteroides vulgatus it
ALD|1)f  EF4136381 Eggerthella sp. SDG-2 100 Type strain 0.84 Eggerthella sp. ge3
Al0{l)g  AY321960.1 Eggerthella hengkengensis strain HKU12 100 Type strain 0.93  Eggerthello hongkongensis ir
AlO[3)a FJ2134731 Uncultured bacterium clone TSPB_182 a9 Air samples 0.82 Propionibacterium acnes 1
Al2(0)b  EU768790.1 Uncultured bacterium clone C5_772 98 Fecal sample 0.95  Bacteroides dorei i
Enviromental «
A12(0)c  AY3330951 Uncultured bacterium clone 3-3 91 sample <0.5 no significant match
Al2(1)c DQ2021941 Uncultured bacterium a6 Human feces 0.84 butyrate-producing bacterium SR1/1 it
170(0)a EU467277.1 Uncultured bacterium clone SPIM_f03 98 Spider monkey feces 0.65 Prevotellaceae bacterium P4P_62 P1 X
170{0)b  FJ375231.1 Uncultured bacterium clone PBM_b23 99 Polar bear feces 0.94 Ruminococcus gnovus X
Uncultured bacterium clone
170(1)a EU778318.1 RL38E 3a093f08 29 Mammal fecas 0.90 Prevotella sp. DIF_B112 *
Intestinal mucosa
170(1)c  AMO75720.1 Uncultured bacterium isolate CDO715 98 from CD 0.84 Catenibocterium mitsuokai *
Uncultured bacterium clone o
170(3)b  EF399597.1 SJTU_F 12 45 08 Human fecal sample 0.92 Clostridium innocuum
170(2)c  EU7E7107.1 Uncultured bacterium clone ©1_138 28 Fecal sample 0.79 Butirate producing bacterium iE
170(3)d EU767133.1 Uncultured bacterium clone C1_253 100 Fecal sample 0.92 Clostridium nexile 1t
170{3)e  AF2278281 Corynebacterium sp. 61722 ] Type strain 0.93 Corynebacterium sp. it
Al3(1l)a EUF789341 Uncultured bacterium clone SFIM_fo4 a7 Monkey feces 0.8 Clostridiales X
Non-adenoma X
Al13(1)b  EUS30381.1 Uncultured Ruminococcus sp 100 control 0.98 Ruminococcus gnovus
Al3(3)a GOBE28014.1 Uncultured bacterium clone A4-136 29 Human feces 0.85 Clostridium sp s
Uncultured bacterium clone P
Al3(3)b EUTFTE061.1 RL382_aaol6cl0 =] Human feces 0.94 Ruminococeus obeum; 1-33; AY169419
Ald{l)a FI357796.1 Clostridium sp. PNE-15 29 phenol treated soil 0.93 Clostridium sp. PNE-15 *
Al4(l)e  EU410376.2 Bufyricicoccus pullicascorum strain 25-3 =] Type strain 0.98 Butyricicoccus pullicaecorum X
Uncultured bacterium clane 1
Al4{3)a DQB07111.1 RL244 aaj46d07 =] human feces 0.20 genus Blautia
Als{l)a CPOQ1107.1 Eubacterium rectale ATCC 33658 100 Type strain 0.99 Eubacterium rectale x
Uncultured bacterium clene
Al5(1)b  FJ368834.1 TS4_a01b07 =] feces 0.93 Clostridium clostridioforme *
Al5(1)c  FIG792351 Uncultured bacterium clone 4-3H13 ] beef feces 0.80 Clostridiales X
Al6(3)a AJS1B875.1 Bacteroidessp. ANH 2438 <9 Type strain 0.98 Bocteroides sp. ANH 2438; AJ518875 1
Uncultured Ruminococcus sp. clone M3- non-adenoma .
Al6(3)b  EUS30485.1 &8 100 control 0.96 Ruminococeus torques
Uncultured bacterium clone cecal contents from N
AlG(3)c 504939671 PM3_a03bog 100 Mus musculus 0.95 Clostridium sp. HFTH-1

|: Disminucié intensitat banda X: Desapareix la banda 7: Augmenta la intesitat de la banda «:

Intensitat estable 3.: Apareix la banda
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Paral-lelament és important esmentar que els 11 pacients amb malaltia de Crohn
inclosos a l'estudi, van presentar una resposta clinica definida per la ECCO
(European Crohn’s and Colitis Organisation) com una disminucié del CDAI de
>100 punts respecte al valor basal. Més de la meitat van aconseguir remissio
clinica definida com disminucié del CDAI basal de >150 punts als 3 mesos del

tractament® (Taula 8).
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Taula 8: Caracteristiques cliniques del grup control i de pacients
(C01: control 1 / MCO01: malalt Crohn 1)

paclign ts Edat Sexe Diagnostic I“:A%AEESI%KI)C Montreal e\g?g; 6 CDAlI  SES-CD Tr:r?:::};?gts Resecci6  Tabaquisme

25 dona C

23 dona C

35 dona C

25 home C

30 home o) Ic-MC A213B1 1 actiu 17 Corticoides + no si

Azatioprina

25 dona (] I-MC A2 11B1 4 actiu 13 Azatioprina no si

54 home ()] C-MC, gastric A3 éiﬂ"l 2 actiu 18 Azatioprina no si

43 dona CD C-MC A2 12B1 17 actiu 12 Azatioprina no no
26 dona cD c-MC A212B1 0 actiu 14 Corticoides no no
21 dona Ccb I-MC A2 L1B1 0 actiu 5 Corticoides no no
34 dona cD c-MC A212B1 1 actiu 11 Corticoides no si (5/dia)
35 home (] I-MC A2 11B3 13 actiu 10 Corticoides Sl si

29 dona cD I-CD A2L11B3 2 actiu 14 Azatioprina no si

29 dona CcDh I-CD A2 11B1 10 actiu 20 Corticoides no no
45  dona D "gz’u?i’;fr:?a A3L1B3 3 actiu 9 Azatioprina no si
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Discussio
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Malgrat decades de recerca, I'etiologia de la MII continua encara inexplicada. De
totes maneres, el que cada vegada sembla més clar és que es tracta d"un desordre
de caracteristiques multifactorials. Considerant les dades epidemiologiques,
genetiques i immunologiques, es pot concloure que la MII és un desordre
heterogeni on factors hereditaris (genetica) i ambientals (microbiota intestinal,

dieta,...) interactuen produint la malaltia®.

L’evidencia obtinguda de diversos estudis recents ha tret a la llum la confirmacio
que la composicio i l'activitat de la microbiota intestinal en pacients amb MII és
anormal. Particularment, varis estudis han demostrat que aquests pacients
afectats es caracteritzen per una reducci6 de l'abundancia dels membres

dominants de la microbiota.

La voluntat del nostre estudi ha sigut determinar les caracteristiques de la
microbiota intestinal en els pacients amb MC de forma basal, i posteriorment
valorar com i quan s’afecten a 'iniciar tractament amb un antiinflamatori potent
que ha demostrat capacitat de curacié mucosa com és 1'anti-TNF especificament
I’Adalimumab.

Fins al moment no s’han publicat estudis on es valori el possible efecte del
tractament anti-TNFa i la microbiota intestinal. Els tltims anys s’han publicat
diversos articles on es valora l'efecte de varies substancies i la microbiota
intestinal. En un estudi recent, es va estudiar I'efecte del probiotic VSL#3 sobre la
microbiota intestinal en rates amb colitis induida per TNBS (trinitrobenzene

sulfonic acid), demostrant que el probiotic altera la composicié de la microbiota
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correlacionant-se amb una disminuci6 dels scores clinics de colitis*. En un altre
estudi, s’ha utilitzat la rifaximina, una nova molécula antibiotica bactericida amb
un ampli espectre d’accié sobre bacteris Gram-positius i Gram-negatius, tant
aerobis com anaerobis, amb una absorcié en el tracte gastrointestinal
practicament nul.la, i amb molt bona tolerancia. S’ha valorat el seu efecte en
pacients amb MC colica activa (CDAI>200), estudiant la seva microbiota
intestinal mitjangant PCR quantitatives i PCR-DGGE. Han demostrat que
malgrat I'estructura global de la microbiota colica no canvia, si que detecten un
increment de la concentracié de bacteris de la familia de les Bifidobacteris i de F.

Prausnitzii, conegut indicador de salut colica®.

Sota condicions de normalitat, la mucosa intestinal es troba en un estat de
“inflamacié controlada” regulada per un delicat equilibri entre citoquines pro
inflamatories i antiinflamatories. La lamina propria intestinal conté una
complexa poblacio de cellules immunes que equilibren la tolerancia
immunologica de la microbiota luminal amb la necessitat de defensar-se contra
patogens, 'excessiva entrada de bacteris intestinals, o ambdues. La MII es deu a
una alteracid del mecanisme immunitari local intestinal relacionada amb un
infiltrat de cellules d’immunitat innata (neutrofils, macrofags, cel-lules
dendritiques i cel'lules T natural killer) i d’'immunitat adaptativa (cel-lules B i T).
L’ increment del nombre i I'activacid d’aquestes cel-lules a la mucosa intestinal,
eleva els nivells locals de tumor factor necrosis (ITNFa), interleuquina-1f3,

interfero-y (IFN-vy) i interleuquina-23.

La resposta immune inicial sobre la microbiota intestinal esta estretament

regulada, cosa que determina si la tolerancia immune o una resposta
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inflamatoria defensiva apareix. La distorsié de l’equilibri d’aquestes respostes

pot evolucionar cap a 'aparicié d"una MIL

La resposta innata del sistema immune proporciona una rapida resposta inicial
als bacteris. Cel-lules del sistema innat exposen els receptors encarregats de
reconeixer els patrons microbians, al contrari del reconeixement antigen-especific
del sistema immune adaptatiu. L’epiteli intestinal expressa diversos tipus de
receptors, que s’encarreguen de la defensa enfront la microbiota intestinal, pero
també 1'estat de l'epiteli i les celllules presentadores d’antigen indueixen els
mecanismes per mantenir '’homeostasi immune a lintesti. L’expressié dels
receptors de membrana foll-like (intracel-lular o basolateral) i la infra-regulacio6 de
I'expressio i resposta per part del receptors, limiten l’activacio de les cel-lules

epitelials intestinals pels bacteris luminals.

La continua presencia de microbiota intestinal és basica en la resposta immune
intestinal reguladora. Activades les cellules presentadores d’antigen,
normalment cel'lules dendritiques, presenten els antigens a les cel-lules T en els
organs limfoides intestinals, com son les plaques de Peyer, els noduls
mesenterics limfoides o fol-licles limfoides (Figura 11). Aquesta interacci6 inicia
la resposta adaptativa, desenvolupant-se posteriorment els limfocits de

memaoria.
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Figura 11. Sistema immunitari intestinal. Figura esquematica des del reconeixement de la
immunitat innata dels bacteris luminals fins el pas de les cel'lules T CD4+ activades a la

lamina propia.

La reaccio inflamatoria incontrolada que té lloc a la MII, probablement resulta de
la relacié entre deficiencies genetiques en el sistema immune i una exagerada
resposta adaptativa immune regulada per les cel'lules T. El rol crucial de les
cellules T CD4+ en la cascada inflamatoria de la MII ha sigut ben establerta.
L’activacié d’aquestes és un procés de varies fases que implica la hiperproduccioé

de citoquines?.
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Les cel-lules T helper (Th1, Th2 i Th17) i les T reguladores (Treg), sén subgrups de
les T CD4+. El seu paper és critic enfront patogens i 1'excessiva entrada de
microbiota intestinal en estats de normalitat (Figura 10 A), pero l'expansio i
sobreactivitat d’aquestes cel-lules pot esdevenir en una reacci6 inflamatoria
intestinal, com és el cas de la MIL Les cel'lules Th1l s’encarreguen de la resposta
immune cel-lular i es caracteritzen per secretar diverses citoquines com la IL-2,
IFN-v i TNF-a. Per contra les cel-lules Th2, intercedeixen en la resposta humoral
i secreten IL-4, IL-5, IL-6, II-10 i IL-13. Aquestes citoquines es regulen
reciprocament: IFN-y secretada per Thl és capa¢ de suprimir el
desenvolupament de les cel-lules Th2, mentre que la IL-4, IL10 i IL-13 secretades

per Th2, inhibeixen la resposta Th1.

Les Th17 representen una branca del sistema immune adaptatiu especialitzat en
millorar la proteccido de I'hoste enfront bacteris extracel-lulars, fongs o microbis

probablement no ben coberts per la immunitat Th1 i Th2.

Per estudis recents sabem que la MC hi ha un increment en la produccio a la
mucosa intestinal de citoquines de Th 17 (IL-17) i de citoquines Thl com el
IFN-v i TNF-a, mentre que en la CU no queda tan clar, malgrat sembla existir un
increment de citoquines Th2. Coneixent aquestes dades, la inhibici6 de la
resposta Th1 podria representar una fi molt important en el tractament de la MII,

especialment de la MC on hi ha evidencia que I'efecte Th1 és potent*$4,
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El TNF-a és un polipeptid sintetitzat per monocits, macrofags i limfocits T una
vegada activats, induint a altres macrofags intestinals, neutrofils, fibroblasts i
cel'lules muscul llis a elaborar prostaglandines, proteases, i altres mediadors
solubles inflamatoris. L’efecte lesiu del TNF-a es relaciona amb l’activacié de
fosfolipases, alliberacio de radicals lliures d’oxigen, activacié polimorfonuclear,
activaciéo de la sintesi d’altres citoquines proinflamatories (IL-1, IL-6 i IL-8),
activacié de metaloproteinases i del factor estimulador de colonies de granulocits
i macrofags®. Com s’ha comentat previament, a la MII existeix una augmentada
expressié augmentada de TNF-a; l'efecte d’aquest factor a nivell intestinal juga
un paper molt important en la inflamacié de la mucosa i la disrupcio de la
barrera epitelial, induint apoptosi de les cel-lules epitelials i la secrecié d’altres

citoquines proinflamatories

4
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/

TNF-or Receptor N\, FADD Caspasa 8 ——»| Apoptosis
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5 Proteina
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Figura 13. Esquema de la via de la senyal del TNF-a a la cél.lula efectora. Una vegada
lligat al receptor de membrana, entra a la cel-lula on recluta proteines citoplasmatiques al
death domain (DD) a través del factor associated death domain (FADD) i del TNF associated death
domain (TRADD). Per la via del FADD s’activa el sistema de les caspases que conduira a

I'apoptosi. Per la via del TRADD s’activen dos importants factors de transcripcio.
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D’acord amb el model fisiopatologic comentat, hauria d’existir una relacio causal
entre la flora enterica i la produccié local de TNF-a. Aquesta relacid s’ha
confirmat mitjancant dos estudis que han demostrat que la mucosa colica dels
pacients amb MII reacciona alliberant TNF-a al contacte amb antigens
bacterians®*2. En pacients amb MC activa refractaria als que s’ha administrat
Infliximab (primer tractament anti-TNF aprovat en MC), s’ha observat que el
numero de cel'lules mononuclears de la lamina propia que expressen TNF-a esta
significativament disminuit®, i que s’estimula I’apoptosi dels limfocits T activats
del colon®. Aix0 explicaria que els anti-TNF bloquejarien la resposta dels

limfocits Th1 de la mucosa intestinal, el que justificaria el seu tis en MIL

En pacients amb inflamaci6 intestinal com és el cas de la MII (Figura 12 B),
diversos factors contribueixen a augmentar 1'exposicidé bacteriana, incloent la
disrupcié de la capa de moc, la desregulacié6 de les unions de les cel-lules
epitelials, I'’augment de la permeabilitat intestinal, i 1" increment de 1’adherencia
bacteriana a les cel-lules epitelials. Aixo es traduira en un augment dels nivells
de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 i IL-23, que provocara una marcada expansio de la
lamina propia, amb increment del nombre de cel'lules T CD4+, especificament
del subgrups proinflamatoris (Th1l, Th2 i Th 17), els quals a la seva vegada

incrementaran els nivells de més citoquines, perpetuant el cicle inflamatori.

Un altre factor essencial en la defensa de l'hoste i en el manteniment de

I’'homeostasi immune sén les defensines, peptids endogens amb activitat
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bactericida (“antibiotics naturals”) contra bacteris Gram-negatiu i positiu, fongs,
virus i protozous. L’atenuacié de I'expressiéo d’aquestes defensines que es troba
en pacients amb MII, comporta una reduccié de l'activitat antibacteriana i una
especifica reduccié de les defensines de les cel-lules de Paneth ileals en pacients
amb MC ileal, mentre que en pacients a amb afectacio colonica es caracteritza per
una inducci6 de la mucosa perjudicial de [-defensines®%. Els bacteris
aprofitarien aquesta deficiencia de les defensines per perpetuar la inflamacid

(Figura 14).

Figura 14: Efecte de les defensines en un investi inflamat com el de la MC i en un intesti sa.

Fins el moment tenim poca informaci6 de com tots aquests mediadors
inflamatoris descrits previament de la paret intestinal, afecten directament la
microbiota intestinal in vivo. Sabem que les especies Clostridium i Bacteroides son
els principals productors d’acids grassos de cadena curta (SCFA) al colon huma.
La disminucio dels grups de Clostridium IV i XIVa, dels quals forma part el

Faecalibacterium prausnitzii, principals bacteris productors de butirat, prodria
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explicar la disminucioé de la concentracié de SCFA trobades en mostres fecals de
pacients amb MII. El butirat actua com la major font d’energia pels colonocits, i
actua d’inhibidor de I'expressié de les citoquines proinflamatories a la mucosa
intestinal. A més, protegeix la barrera mucosa induint la produccié de mucina i
peptids antimicrobials (defensines), i millora la integritat de la barrera epitelial
incrementant I'expressio de les proteines d’unid. Per tant, una disminucié dels

nivells de butirat, explicaria l'estat inflamatori caracteristic de la MII®.

Traslladant tota aquesta informacio al nostre estudi, i tenint en compte els
resultats obtinguts, confirmem que els nostres pacients com ja es descriu a la
literatura, presenten una tendencia en estat basal a presentar perfils bacterians
perjudicials, que corroboraria el terme de disbiosi d’aquests pacients. La
presencia d’especies de Clostridium spp i Ruminiccocus spp en els nostres casos al
temps 1, podria explicar una probable disminucié de butirat a nivell de la
mucosa intestinal, i per tant un deficit dels seus efectes beneficiosos sobre la
mucosa i de l'efecte antiinflamatori, que permetria una major invasi6 de la

microbiota, i perpetuacio de la cascada inflamatoria de 1la MIL

Hem de tenir en compte que els 11 pacients inclosos presentaven abans de la
inclusio signes clinics de MC activa refractaria al tractament medic que portaven
fins al moment, i precisaven de la introduccio d'un anti-TNF (Adalimumab).
Després de 3 mesos de tractament, 7 estaven en remissid clinica i 4 havien
aconseguit resposta clinica definida com una disminucié de >100 punts del CDAI
respecte el valor basal. Per tant, a part de la resposta clinica obtinguda amb el

tractament anti-TNF, 'estudi de la microbiota ens ha demostrat una tendencia de
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recuperacio cap a patrons bacterians més propis de mucosa normal, amb

aparicio d’especies com Bacteroides o el bacteri F. prausnitzii.

L’efecte anti-TNF d’Adalimumab, al bloquejar part de la resposta inflamatoria
induida en aquests pacients amb MC, podria provocar de forma retrograda una
recuperacio de ’homeostasi de la mucosa intestinal, disminuint 1’activacio de
cel'lules T, i per tant limitant l'aparicié6 de citoquines pro inflamatories,
juntament amb una probable recuperacié de la barrera epitelial i de mucina
alterada en aquests pacients. Aquest efecte podria explicar la recuperaci6 del

perfil de la microbiota intestinal cap a patrons més caracteristics de mucosa sana.

Fins el moment utilitzem a la practica clinica el terme de remissid clinica,
endoscopica i/o analitica per definir 1'objectiu optim final del tractament de la
MII. Aquest canvi en el fingerprinting bacteria que hem obtingut en 1'estudi
podria ser utilitzat com un marcador de resposta del tractament anti-TNF o
d’altres tractaments en la MII, marcador que ens podria indicar la remissi6 de la

disbiosi bacteriana involucrada en la MII.

Queden encara dubtes per esvair sobre I'efecte real de la microbiota intestinal en
la MI], i els canvis d’aquesta durant el tractament amb anti-TNF. S’esta estudiant
el paper de les defensines a la cascada inflamatoria de la MII, pero creiem
interessant com a estudi de futur definir millor la relacié entre aquests peptids

endogens i la microbiota intestinal.
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Un altre punt a tenir en compte, i que en el nostre estudi no hem valorat, és
quina relaci6 podrien tenir els polimorfismes del NOD2 dels pacients estudiats i
els canvis observats de la microbiota intestinal. Actualment desconeixem com els
polimorfismes NOD2 incrementen la susceptibilitat de Malaltia de Crohn. La
importancia de la resposta de la microbiota intestinal en la MII s’ha posat de
relleu per l'associacié entre la MC i el gen NOD2, el qual codifica un sensor
intracel-lular de peptidoglica, component de la paret bacteriana. Existeixen tres
polimorfismes del gen NOD2 coneguts fins el moment, els portadors dels quals
presenten una major tendencia respecte als no-portadors de presentar una MC
amb afectacio ileal de comportament fibro-estenotic i amb majors requeriments
de reseccié quirurgica intestinal. Una opcio de futur seria ampliar el nostre

estudi amb aquestes dades genetiques dels pacients estudiats.
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Conclusions
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4. CONCLUSIONS del treball

El tractament amb Adalimumab s’associa a canvis en la composicio de la
microbiota, els quals poden ja observar-se a les poques setmanes de 1'inici

del tractament.

Aquests canvis s’expressen especialment en aquelles especies que altres
estudis mostren amb prevalences diferencials entre malalts de Crohn i
sans (Faecalibacterium o Ruminococcus) de manera que els patrons de
bandes dels MC tractats adquireixen elements propis dels patrons

COI'I'GSpOl’lel’ltS a mucoses normals.

Per a determinar si aquests patrons convergeixen cap als propis dels

controls sans manquen més pacients i mostres a llarg termini.

El fingerprinting bacteria pot esdevenir un marcador util en el seguiment
de resposta al tractament amb anti-TNFa i a d’altres tractaments, i també

per a distingir un brot d’alguna infeccio digestiva intercurrent.
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En resum, els resultats obtinguts després de I’analisi de la composicié bacteriana
de la mucosa intestinal de pacients de Crohn tractats amb Adalimumab, son
esperangadors ja que apunten a una recuperacié del patré normal a través de la
recuperacio d’especies propies de persones sanes i la desaparicié d’aquelles més
prevalents en malalts de Crohn. Aquesta “regressio” de la mucosa intestinal cap
a una posicié propia de mucoses sanes s’ha de confirmar amb un major niimero

de pacients analitzats i a més llarg terme.

Perspectives de futur:

* La utilitzacié en aquest estudi d'un grup control de voluntaris sans sense
cap tractament concomitant (no seguien tractament anti-TNFx), limita la
comparacié que podem fer amb el grup de pacients, ja que ens qiiestiona
si els resultats obtinguts en aquest segon grup son directament secundaris
a la influencia del farmac o bé sén una expressio secundaria a la millora
de la inflamaci6 de la mucosa que es produeix com a resposta al

tractament.

La necessitat d’obtenir un grup control més homogeni i més semblant
amb el grup de pacients, per tal de poder realitzar una millor comparacio,
ens ha fet valorar la possibilitat d"utilitzar com a grup control a pacients
amb artritis reumatoide que iniciin tractament amb Adalimumab. Els
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pacients amb aquesta afectacid reumatologica podrien suposar un bon

grup control per dues raons:

1) No tenen malaltia intestinal associada

2) El tractament anti-TNFa amb Adalimumab forma part de la seva

bateria de tractament.

* La possibilitat de poder definir quina relacid presenta la microbiota
intestinal i els seus canvis durant el tractament en pacients amb MC amb
polimorfismes del gen NOD?2, ens fa valorar 1'opcio d’afegir aquest estudi

genetic en un futur.

* Creiem que ampliar l'estudi dels canvis de la microbiota i la relacid
existent amb les defensines de la mucosa intestinal, podria ser de gran

interes.
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