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Resumen

1. RESUMEN

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) abarca una serie de patologias crénicas, caracterizadas
por desarrollar una inflamacion a nivel intestinal. Las dos patologias méas representativas de la Ell
son la Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU). En los ultimos 50 afios, su
prevalencia en paises industrializados ha incrementado hasta los 120-200 casos anuales por cada
100,000 habitantes. En Espafia, la incidencia actual es similar a la de otros paises europeos, con
aproximadamente 16 casos por cada 100.000 habitantes y afio. Se trata de patologias de origen no
totalmente conocido, en las que interviene una combinacion de factores genéticos, inmunoldgicos y

ambientales, necesarios para desencadenar los sintomas a los que se asocian.

Al ser una patologia cronica, el objetivo del tratamiento médico es reducir la inflamacién que se
produce y recuperar la integridad de la mucosa intestinal. Histéricamente se han usado tratamientos
como corticoides e inmunosupresores para el tratamiento de la Ell, pero el desarrollo de las terapias
bioldgicas abrié un nuevo campo en la farmacoterapia de estas patologias. Los primeros farmacos
biolégicos aprobados para la Ell fueron los anti-TNF o inhibidores del factor de necrosis tumoral,
en el afio 2000. Pese a su eficacia para inducir la remision de la enfermedad, un 30-50% de los
pacientes tratados no responden inicialmente al tratamiento biologico, y hasta un tercio de los

pacientes que si lo hacen pueden perder la respuesta al farmaco a lo largo del seguimiento.

En este trabajo de tesis nos propusimos identificar biomarcadores de prediccion de respuesta al
tratamiento biolégico con objeto de optimizar el uso de la terapia anti-TNF en pacientes con Ell,
evitando el desarrollo de efectos secundarios adversos asociados y favoreciendo un mejor
aprovechamiento de los recursos del sistema sanitario publico. En primer lugar, reclutamos de
manera prospectiva dos cohortes independientes de pacientes con EC o con CU, que no hubieran
sido tratados previamente con terapia bioldgica anti-TNF. A los pacientes incluidos voluntariamente
en el estudio, se les extrajo una muestra de sangre antes del inicio del tratamiento y se les realizé un
seguimiento clinico durante los 12 meses posteriores al mismo. Durante el seguimiento, se
evaluaron diferentes parametros clinicos y se clasificd a los pacientes como respondedores/no
respondedores a los 3 meses (corto plazo; grupos STR/NSTR, respectivamente) o a los 12 meses
(largo plazo, grupos LTR/NLTR, respectivamente) del comienzo del tratamiento. Una vez
clasificados los pacientes, se seleccion0d aleatoriamente un numero representativo de cada grupo

para analizar el perfil protedmico de los mismos mediante SWATH.
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Resumen

Para la EC, identificamos como factores clinicos de respuesta primaria al tratamiento (a corto plazo,
STR): la edad y el diagnéstico reciente. Como factores de no respuesta primaria (NSTR)
identificamos: el tratamiento con corticoides durante la induccion de la enfermedad, la reseccion
intestinal previa y el indice de actividad de la enfermedad (CDAI) basal elevado. En el andlisis
protedmico de las muestras de plasma, identificamos un total de 14 proteinas con expresion
diferencial entre ambos grupos de pacientes STR y NSTR (>2,4 veces y significacion estadistica
por prueba t con p<0,01), como potenciales biomarcadores de respuesta primaria al tratamiento
bioldgico. Estas proteinas se relacionaron con la hemostasia, la funcion plaquetaria, el citoesqueleto
celular, la respuesta inflamatoria y la glucolisis. En base a sus valores de expresion diferencial, las
proteinas enolasa 1 (alfa-enolasa 0 ENOA) y vinculina (VINC) fueron validadas en una cohorte de
113 pacientes con EC mediante ELISA. A partir de los valores obtenidos en este ensayo, solamente
VINC aporté valor al modelo de prediccion de respuesta generado a partir de las variables clinicas
seleccionadas (corticoides en la induccion, reseccion intestinal previa y CDAI basal) (AUC (95%
1C)=0.919 (0.862-0.977), p<0.000). Cuando comparamos los valores de VINC entre los pacientes
con respuesta mantenida y aquellos con pérdida de respuesta a los 12 meses, observamos que estos
eran significativamente mas altos en el grupo de pacientes con respuesta a largo plazo (NLTR: 0,8
(0,2-1,5) vs LTR: 1,2 (0,8-2,1); p=0,038). No obstante, aunque la concentracion plasmatica basal de
VINC afiadié valor al modelo multivariante de prediccion a largo plazo, la capacidad discriminante
de dicho modelo fue discreta (AUC (IC 95%)=0,696 (0,592-0,800), p<0.001).

En el caso de los pacientes con CU, no pudimos identificar ninguna variable clinica relacionada con
la respuesta al tratamiento bioldgico, posiblemente debido al tamafio muestral. En el analisis
proteOmico, manteniendo los mismos parametros definidos anteriormente para la EC,
seleccionamos un total de 10 proteinas como biomarcadores candidatos de STR, relacionadas con la
fase aguda, el sistema del complemento, la inmunidad innata, el transporte y el mantenimiento del
epitelio intestinal. En este caso, no pudimos validar ninguna de ellas al no disponer de una cohorte

suficiente de pacientes.

En resumen, la protedmica SWATH resultd una técnica valida para identificar potenciales
marcadores de respuesta al tratamiento anti-TNF. El uso de estos biomarcadores candidatos en
combinacion con parametros clinicos relacionados con la enfermedad podria resultar Gtil para
identificar a los pacientes con EIl que pueden beneficiarse de los farmacos anti-TNF, antes de
comenzar la terapia. Ello evitaria el desarrollo de efectos secundarios indeseables y permitiria a los
pacientes beneficiarse de tratamientos de segunda linea mas eficaces, mejorando su calidad de vida

y optimizando el uso de los recursos médicos.
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Resumen

Palabras clave: Enfermedad Inflamatoria Intestinal; Enfermedad de Crohn; Colitis Ulcerosa; Anti-
TNF; Proteémica SWATH:; Biomarcadores; Vinculina
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Abstract

Inflammatory Bowel Disease (IBD) encompasses a series of chronic pathologies, characterized by
developing intestinal inflammation. The two most representative pathologies of IBD are Crohn's
Disease (CD) and Ulcerative Colitis (UC). In the last 50 years, the prevalence of these pathologies
in industrialized countries has increased to 120-200 annual cases per 100,000 inhabitants. In Spain,
the current incidence is similar to that of other European countries, with approximately 16 cases per
100,000 inhabitants per year. The ethology of IBD is not fully known, but a combination of genetic,

immunological, and environmental factors is necessary to trigger the associated symptoms.

Because IBD is a chronic pathology, the aim of medical treatment is to reduce the inflammation and
to recover the integrity of the intestinal mucosa. Historically, corticosteroids and
immunosuppressants have been used for the treatment of IBD, but the development of biologic
therapies opened a new field in the pharmacotherapy of these pathologies. Tumor necrosis factor
(TNF) inhibitors were the first class of biologics approved to treat IBD in the year 2000. Despite its
effectiveness in inducing disease remission, 30-50% of treated patients do not initially respond to
biological treatment, and up to a third of patients who do respond may lose response to the drug

throughout follow-up.

In this thesis we set out to identify biomarkers for predicting response to biological treatment in
order to optimize the use of anti-TNF therapy in patients with IBD, avoiding the development of
associated adverse side effects and favouring better use of the resources of the public health system.
First, we prospectively recruited two independent cohorts of patients with CD or UC who had not
been previously treated with anti-TNF therapy. We collected a blood sample from the patients
before the start of treatment, and performed clinical follow-up for 12 months after treatment. During
follow-up, different clinical parameters were evaluated and patients were classified patients as
responders/non-responders at 3 months (short-term; STR/NSTR groups, respectively) or at 12
months (long-term, LTR/NLTR groups, respectively) after the start of the treatment. Once the
patients were classified, a representative number of samples from each group was randomly

selected to analyse the proteomic profile using SWATH.

For CD, we identified the clinical factors of primary response to treatment (short term, STR): age
and recent diagnosis. As primary non-response (NSTR) factors we identified: treatment with
corticosteroids during disease induction, previous intestinal resection and high baseline CD activity
index (CDALI). In the proteomic analysis of the plasma samples, we identified a total of 14 proteins
with differential expression between the STR and NSTR patient groups (>2.4 fold change and

statistical significance by t test with p<0.01) as potential biomarkers of primary response to
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biological treatment. These proteins were related to haemostasis, platelet function, cellular
cytoskeleton, inflammatory response and glycolysis. Based on their differential expression values,
the proteins enolase 1 (alpha-enolase or ENOA) and vinculin (VINC) were validated by ELISA in a
cohort of 113 patients with CD. Based on the values obtained in this assay, only VINC contributed
to the response prediction model generated from the selected clinical variables (corticosteroids at
induction, previous intestinal resection and baseline CDAI) (AUC (95% CI)=0.919 (0.862-0.977),
p<0.000). When we compare VINC values between patients with sustained response and those with
loss of response at 12 months, we observed that they were significantly higher in the group of
patients with long-term response (NLTR: 0.8 (0.2-1.5) vs. LTR: 1.2 (0.8-2.1); p=0.038). However,
although the baseline plasma concentration of VINC contributed to the multivariate long-term
prediction model, the discriminant capacity of this model was modest (AUC (95% CI)=0.696
(0.592-0.800), p<0.001).

In the case of patients with UC, we were not able to identify any clinical variable related to the
response to biological treatment, possibly due to the sample size. In the proteomic analysis,
maintaining the same parameters defined above for CD, we selected a total of 10 proteins as
candidate biomarkers of STR, related to the acute phase, the complement system, innate immunity,
transport and maintenance of the intestinal epithelium. In this case, we could not validate any of

them as we did not have a sufficient cohort of patients.

In summary, SWATH proteomics was a valid technique to identify potential markers of response to
anti-TNF treatment. The use of these candidate biomarkers in combination with disease-related
clinical parameters could be useful in identifying IBD patients who may benefit from anti-TNF
drugs, before starting therapy. This would prevent the development of undesirable side effects and
would allow these patients to benefit from more effective second-line treatments, improving their

quality of life and optimizing the use of medical resources.

Keywords: Inflammatory bowel disease; Crohn’s Disease; Ulcerative Colitis; Anti-TNF; SWATH

proteomics; Biomarkers; Vinculin.
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2. INTRODUCCION

2.1. Enfermedad Inflamatoria Intestinal

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIl) engloba una serie de patologias crénicas con una
evolucion y pronostico variables en cada individuo. Se trata de una afeccion inflamatoria remitente-
recidivante que afecta principalmente al tracto gastrointestinal y se caracteriza por la inflamacion
cronica de las mucosas y submucosas, la pérdida de la integridad de las uniones estrechas epiteliales
y una respuesta inmune desregulada (1,2). Los pacientes con EIl suelen presentar un amplio
espectro de sintomas, que incluyen dolor abdominal, diarrea, aumento de las deposiciones y
rectorragia (3). La Ell afecta a ambos sexos por igual y su prevalencia en paises desarrollados se
estima en torno al 0,3%. La incidencia de la Ell ha aumentado de forma continua en las Gltimas
décadas, con especial énfasis en paises de Africa, Asia y América del Sur envueltos en el proceso
de industrializacion (4,5). En Espafia, la incidencia de la Ell es de 16 casos por cada 100.000

habitantes, similar a la de otros paises del norte de Europa (6).

2.2. Clasificacion de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal

En términos generales, cuando nos referimos a Ell solemos hablar de Enfermedad de Crohn (EC) o
Colitis Ulcerosa (CU), pero también engloba la colitis indeterminada que no puede clasificarse
como EC o CU y que supone menos del 10% de los casos de Ell (7). A continuacion, se describen

los rasgos generales de estas dos patologias.

2.2.1. Enfermedad de Crohn

La EC es una EIll crénica y de causa no totalmente conocida, en la que puede verse afectado
cualquier tramo del tracto digestivo. Se caracteriza por alternar periodos de actividad de la
enfermedad, denominados brotes y donde se manifiestan los sintomas, con periodos de remision o
inactividad. Aunque la actividad inflamatoria de la patologia se desarrolla, principalmente, en el
tracto gastrointestinal, la EC tiene también caracter sistémico, pudiendo afectar a otros érganos en
forma de manifestacion extraintestinal (1).

La EC afecta a todas las capas de la pared intestinal debido a que produce un dafio transmural
(Figura 1), que puede condicionar la aparicion de estenosis en algunas zonas del intestino e, incluso,
llegar a ocasionar una oclusion completa de la luz intestinal. A nivel endoscdpico, nos podemos
encontrar una afectacion parcheada, con zonas afectadas y zonas libres de enfermedad. Las zonas

afectadas presentan Ulceras, generalmente longitudinales y sobre un patrén de mucosa empedrado.
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En funcion de la edad al diagndstico, la localizacion y el comportamiento de la enfermedad, la EC
se describe de distinta forma siguiendo la clasificacién de Montreal (8—-10) (Tabla 1). En funcién de
esta clasificacion, la EC puede cursar con distinta sintomatologia, asociarse con mas o menos
frecuencia a complicaciones, precisar una cirugia, y progresar, con mayor o menor brevedad, a
formas més complejas de la patologia que pueden requerir diferentes tratamientos. Por todo esto, la
EC debe considerarse como una enfermedad variable a lo largo del tiempo, con cambios en su

localizacion y su comportamiento.

Figura 1.Anatomia de la Enfermedad de Crohn (EC). Esta afeccidn se caracteriza por presentar lesiones
parcheadas en cualquier parte del tubo digestivo y producirse un dafio transmural. Imagen tomada de: Kumar
V. Robbins. Patologia Humana. 10 ed. Elsevier; 2018.

Tabla 1. Clasificacion de Montreal para la EC. En funcién de la edad al diagnéstico, su localizacion y
comportamiento, la EC se describe de forma diferente siguiendo esta clasificacion.

DIEgNAgSAI'II_CO LOCALIZACION COMPORTAMIENTO
Al <16 ANOS L1: ILEAL B1: INFLAMATORIO
A2 17-40 ANOS L2: COLICO B2: ESTENOSANTE
A3 > 40 ANOS L3: ILEOCOLICO B3: PENETRANTE
L4: TRACTO DIGESTIVO p: AFECTACION
SUPERIOR PERIANAL

Segun la localizacion de la afectacion en el intestino, la clasificacion de Montreal cataloga la EC en
4 tipos (Figura 2):
- lleal (L1): Esta afectada la ultima porcion del intestino delgado, el ileon terminal. Alrededor

del 30% de los pacientes con EC presentan una afectacion aislada del intestino delgado (11). Se
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suele manifestar con dolor agudo en la zona de la fosa iliaca derecha y es comin que se presenten
estenosis y fistulas (1). Las fistulas son conexiones anormales entre dos cavidades, 0 entre una
cavidad y el exterior del cuerpo, y pueden acompariarse de abscesos abdominales y complicaciones,

derivando incluso a un manejo hospitalario con tratamiento quirargico y médico.

- Cdlico (L2): Supone la afectacion de alguna zona del intestino grueso. Alrededor del 20%
de los pacientes presentan este tipo de EC (11), el cual esta ocasionalmente asociado a enfermedad
perianal (EPA) y manifestaciones extraintestinales. Puede manifestarse dolor en la palpacién de la

fosa iliaca derecha durante la exploracion abdominal (1).

- leocolico (L3): Se trata de la afectacion méas frecuente en la EC dado que casi un 50% de
los pacientes la presentan (11). En este caso, la zona afectada es el ileon distal y alguna parte del
colon, normalmente aquellas proximas al ileon, como es el ciego y la valvula ileocecal. Como

ocurre en la afectacion ileal, puede aparecer también obstruccion intestinal, fistulas y abscesos (1).

- Tracto digestivo superior (L4): Es la localizacion menos frecuente de la enfermedad,
apenas lo presentan un 10% de los pacientes (11). Se ve afectada la zona del estomago y el duodeno
e intestino delgado proximal. No suele verse como una afectacion aislada, sino que suele asociarse a
alguna de las anteriores. Como sintomas caracteristicos estan la dispepsia y los vomitos, si existe

estenosis (1).

L1 L2 L3 L4

Figura 2. Clasificacion de la EC en funcion de su localizacion en el tramo intestinal. Imagen tomada de:
Lancet 2012; 380: 1590-1605.
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Como se ha comentado anteriormente, la clasificacion de Montreal también describe el tipo de dafio
que se presenta en el intestino. Segln este, existen 3 tipos de patrones de enfermedad: inflamatorio,
estenosante y penetrante o fistulizante. En la mayoria de los pacientes suele haber una transicion de
un tipo de comportamiento menos agresivo a otro mas agresivo. Asi, la EC se inicia normalmente
con un patrén inflamatorio, que evoluciona hacia un patrén estenosante y/o perforante hasta en el

90% de los casos (12). A continuacion, se describen estos 3 patrones:

- Patron inflamatorio (B1): También denominado patron no estenosante 0 no penetrante. Se
caracteriza por actividad inflamatoria a nivel de la zona afectada en el intestino. Endoscopicamente,
se pueden apreciar Ulceras a nivel de la mucosa, la capa mas interna del tracto gastrointestinal. Este
patron suele cursar con dolor abdominal, diarrea con o sin productos patoldgicos y astenia; en
ningln caso se asocia a la presencia de estenosis o fistulas. La gravedad del patrén inflamatorio
dependera de la extension de la enfermedad, y su manejo suele realizarse mediante tratamiento

farmacologico (1).

- Patron estenosante (B2): Caracterizado por la presencia de estenosis y fibrosis, como
consecuencia de la inflamacion permanente y el constante proceso reparador, que termina dejando
tejido cicatricial que le resta elasticidad al intestino. Estas estenosis intestinales provocan que la luz
del intestino se reduzca, influyendo ocasionalmente en la movilidad intestinal al dificultar el paso
de las heces hasta ocasionar oclusion intestinal. Este proceso puede generar un dolor tipo célico,
distension abdominal y, en ocasiones, vomitos. Aungue el tratamiento médico es una opcion, no
suele tener buena respuesta debido a que el componente de la afectacion es fibrético y suele requerir
cirugia para resecar la zona intestinal afectada. La intervencion quirdrgica dependerd, en gran

medida, del componente fibrotico e inflamatorio de la estenosis y de la longitud de la misma (1).

- Patron penetrante o fistulizante (B3): Es el patrén mas evolucionado de dafio transmural

en el intestino y se asocia a la presencia de fistulas y abscesos que pueden requerir de cirugia (1).

- Afectacion perianal (P): Caracterizada por la presencia de fisuras, fistulas o abscesos en la
zona perianal, puede aparecer asociada a cualquier patron y comportamiento. Se presenta como la
primera manifestacion de la EC en, aproximadamente, el 10% de los pacientes. Ademas, alrededor

del 75% de los pacientes con EC diagnosticada presentan afectacion perianal (13).
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Figura 3. Clasificacion de la EC en funcion del patrén evolutivo de la enfermedad. Imagen tomada de:
Lancet 2012; 380: 1590-1605.

En resumen, en la EC los brotes suelen cursar con dolor abdominal (presente en, al menos, el 70%
de los pacientes), caracteristico de una localizacion u otra seglin la zona del abdomen donde se
presente. La diarrea es también otro sintoma frecuente de la EC y se presenta, aproximadamente, en
el 80% de los casos, debido a la disbiosis, la mala absorcion de sales biliares y la propia
inflamacién, entre otras causas. Ademas, la diarrea puede acompafarse de productos patoldgicos
como sangre 0 moco. A todos estos sintomas también se puede asociar la pérdida de peso, presencia

de masa abdominal palpable a la exploracion y fiebre, en casos mas graves (14).

Debido a la variabilidad de brotes entre pacientes, y con objeto de disponer de una herramienta de
valoracion estandarizada, se desarroll6 el indice de actividad de la enfermedad clinica (CDAI; del
inglés, Clinical Disease Activity Index) como medida de actividad clinica de la EC (15) (Tabla 2).
En funcion del valor alcanzado al aplicar el CDAL, el brote de actividad de la EC se clasifica como
remision asintomatica, brote leve, brote moderado o brote grave (Tabla 3). En el caso de los
pacientes que presentan EPA, también se requiere una valoracion de la evolucion de su patologia.
Entre otras escalas, la FDA (del inglés, fistula drainage assessment) se utiliza para medir la
curacion de las fistulas en ensayos clinicos. El examen requiere realizar una presion suave sobre los
orificios fistulosos; segun la respuesta, se define como ‘remision’ a la ausencia de drenaje, y como

‘respuesta’ a la reduccion de, al menos, el 50% del drenaje a traves de las fistulas.
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Tabla 2. indice de actividad de la enfermedad clinica (CDAI) para medir la actividad clinica de la EC.

Factor multiplicador

Deposiciones liquidas

. . 2 X (suma de los ultimos 7 dias)
diarias (numero)

Ninguno =0
. Leve=1 i .
Dolor abdominal Moderado=2 5 x (suma de los altimos 7 dias)

Grave=3

Bueno=0

Ligeramente decaido=1
Estado general Malo=2 X7
Muy malo=3
Terrible=4

Acrtritis o artralgia =1
Uveitis o iritis =1
. EN/ PG/ EA =1

S EREEES Enfermedad Perianal =1 RAL
Otra fistula =1

Fiebre >37.8°C =1

No=0

Toma de antidiarreicos Si=1 x 30
No=0
Masa Abdominal Dudoso=1 x10
Si=2
Hematocrito Hombres (DA del 47%) X 6
Mujeres (DA del 42%)
Estandar (kg) )
Peso Actual(kg) 100 x (1-actual/ estandar)

EN, Eritema nodoso; PG, pioderma gangrenoso; EA, estomatitis aftosa; DA, desviacion absoluta.

Tabla 3. Clasificacion del brote de actividad segun la puntuacién de CDAI.

Remision asintomatica 0 — 149 puntos
Brote leve 150 — 220 puntos
Brote moderado 221 — 450 puntos
Brote grave 450 - 1100 puntos
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2.2.2. Colitis Ulcerosa

Como ya hemos avanzado, la CU es otra de las principales EIl. Al igual que la EC, es de tipo
cronico y de causa parcialmente conocida. Ademas, también tiene caracter sistémico y presenta

manifestaciones extraintestinales, aunque con menos frecuencia (16).

En la mayor parte de los casos, la CU comienza como una inflamacion del recto y se extiende a
otros segmentos del colon, habitualmente de manera continua y simétrica. Se caracteriza por afectar
exclusivamente a la mucosa, siendo la aparicion de estenosis y fistulas menos frecuente que en la
EC. No obstante, los pacientes con CU son mas propensos a presentar pseudopoélipos en la mucosa
intestinal (Figura 4). Para una correcta valoracion endoscopica, se debe valorar la granularidad

mucosa, el patron vascular, la presencia de Glceras y la friabilidad al paso del endoscopio (2).

Figura 4. Anatomia de la Colitis Ulcerosa (CU). Esta afeccion se caracteriza por una afectacion continua
de la mucosa intestinal. Imagen tomada de: Kumar V. Robbins. Patologia Humana. 10 ed. Elsevier; 2018.

La clasificacion de Montreal ordena a esta patologia, segin su extension y gravedad, de la forma en

que se recoge en la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion de Montreal para la Colitis Ulcerosa (CU). En funcion de la extensién y gravedad, la
CU se describe siguiendo esta clasificacion.

EXTENSION

GRAVEDAD

E1l. Proctitis ulcerosa

S0. Remisién clinica

E2. Colitis izquierda o Colitis ulcerosa distal

S1. Leve

E3. Pancolitis o Colitis ulcerosa extensa

S2. Moderada

S3. Grave
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Segun su extension o zona anatdmica afectada, la CU se clasifica en (Figura 3):

- Proctitis ulcerosa (E1): Solamente afecta al recto. Por ello, normalmente se acepta que los
pacientes que presentan proctitis ulcerosa no tienen dafio mas alla a partir de los 15 cm desde el

esfinter anal. Afecta al 30-50% de los pacientes con CU (17).

- Colitis izquierda o CU distal (E2): Se encuentra afectado el recto, sigma y colon
descendente hasta llegar al colon transverso. También se puede encontrar afectacion hasta el &ngulo
esplénico que forma el colon descendente con el colon transverso. Afecta al 20-30% de los

pacientes con CU (17).

- Pancolitis 0 CU extensa (E3): Entre el 25-50% de los pacientes diagnosticados de proctitis
ulcerosa o colitis distal pueden progresar a afectaciones méas extensas a lo largo del tiempo. En
la pancolitis 0 CU extensa, la afectacion se extiende pasado el angulo esplénico, pudiendo llegar
hasta el colon ascendente. Es la presentacion de la enfermedad menos frecuente, afectando a un

20% de los pacientes, y la que puede presentar los cuadros mas graves (17).

Figura 5 Clasificacion de la CU en funcion de la zona anatémica afectada. E1, Proctitis ulcerosa; E2,
Colitis Izquierda; E3, Pancolitis. Fuente: (18)

En funcidn de la gravedad de la enfermedad, podemos clasificar la CU como:

- Remision clinica (S0): Asintomatico, no existe actividad inflamatoria manifiesta. Coincide
con un periodo de inactividad de la enfermedad (17).

- Leve (S1): No hay actividad inflamatoria elevada, tampoco sintomas sistémicos, pero si
podemos encontrar un leve aumento de la frecuencia de las deposiciones (1 6 2 mas de los normal)

y aparecer algo de sangre en las heces y molestias abdominales (17).
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- Moderada (S2): Comienza a existir una actividad inflamatoria evidente, ligeros sintomas
sistémicos y deposiciones diarias mas frecuentes, en torno a 3 6 4 por encima del habito normal del
paciente. El sangrado en las heces empieza a ser mas evidente, sin existir un compromiso
fisiolégico (17).

- Grave (S3): Existe una actividad inflamatoria intensa, con presencia de sintomas muy
evidentes y generalizados, con un aumento de mas de 5 deposiciones por encima del habito
deposicional normal. Los pacientes pueden presentar dolor intenso y sangrado evidente que no

precisa de ir acompafiado de heces. Esta pérdida puede ocasionar anemia y cursar con fiebre (17).

Al igual que la EC, la CU alterna periodos de remision asintomaticos con brotes o periodos de
actividad, en los que la intensidad y el tipo de sintomas son muy variables. En el caso de la CU,
cerca del 90% de los pacientes con actividad presentan sangrado rectal, diarrea 0 aumento de
deposiciones (2). La pérdida de peso no suele ser tan frecuente como en la EC, y una presentacion
grave de la enfermedad, con pérdida de peso, fiebre, taquicardia, nduseas y vomitos, no suele
aparecer en mas del 15% de los casos (2). Como herramienta de medida estandarizada de la
actividad de la CU disponemos del indice de Mayo (19), o indice de Mayo parcial en caso de no
disponer de endoscopia del paciente (Tabla 5). La medida de este indice nos permite clasificar los

brotes de actividad como se resume en la Tabla 6.

Tabla 5. indice de Mayo parcial para medir la actividad clinica de la CU.

Normal

Deposiciones 1-2 deposiciones mas de lo habitual
diarias (ntmero) | 3-4 deposiciones mas de lo habitual
>5 deposiciones mas de lo habitual

w N - O

Sin sangre

Hilos de sangre en menos de la mitad de las deposiciones
Presencia de sangre evidente en casi todas las deposiciones
Solo sangre

Sangre en heces

W N - O

Normal

Valoracion Enfermedad leve
médica global Enfermedad moderada
Enfermedad grave

W N - O
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Tabla 6. Clasificacion de la actividad de la CU segun puntuacion del indice de Mayo.

Remisién < 2 puntos
Enfermedad leve 2-4 puntos
Enfermedad moderada 5-7 puntos
Enfermedad grave > 7 puntos

2.3. Manifestaciones extraintestinales de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal

Al ser una patologia de base autoinmune, la Ell tiene caracter sistémico y puede afectar a otras
localizaciones aparte del sistema digestivo. Estas denominadas manifestaciones extraintestinales
(MEI) pueden desarrollarse a lo largo de la evolucién de la enfermedad (20) y afectar a las
articulaciones, piel, ojos, higado, asi como al rifion y vias urinarias. En la Tabla 7, se recogen de

manera resumida las MEI descritas por la Organizacion Europea de Enfermedad de Crohn y Colitis

(2,20).

Tabla 7. Manifestaciones extraintestinales (MEI) en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII).

Manifestaciones reumatologicas u
osteoarticulares

Artritis periférica
Artritis axial
Osteopatia metabdlica
Otras

Manifestaciones dermatoldgicas o
cutaneas

Eritema nodoso
Pioderma gangrenoso
Estomatitis aftosa
Psoriasis

Otras

Manifestaciones hepatobiliares

Colelitiasis

Esteatosis hepética

Colangitis esclerosante primaria
Otras

Manifestaciones oftalmologicas

Escleritis y Epiescleritis
Uveitis

Manifestaciones uroldgicas y renales

Calculos, Fistulas, Obstrucciones
Glomerulonefritis, Nefropatias, Amiloidosis
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En general, las MEI pueden clasificarse en 3 tipos: las que tienen relacion directa con la Ell (son las
consideradas como verdaderas manifestaciones extraintestinales, e incluyen la espondiloartitis
periférica, uveitis, eritema nodoso, pioderma gangrenoso, etc.), las enfermedades inmunomediadas
asociadas (psoriasis, hidradenitis supurativa, etc.), y las que aparecen como consecuencia de las
complicaciones de la propia EIl o del tratamiento seguido por el paciente (osteoporosis,
nefrolitiasis, fendmenos tromboembdlicos, etc.) (14).

- Manifestaciones reumatoldgicas: son aquellas que afectan a las articulaciones o musculo
esquelético, y son las MEI mas frecuentes de la EIl. Aquellas con relacion directa con la Ell son la
artritis axial y periférica. La osteopatia metabdlica aparece por el déficit nutricional de minerales y
vitaminas esenciales para el mantenimiento de la médula dsea, y surge como consecuencia de las
complicaciones de la EIl. Ademéas de estas, la osteoporosis y la necrosis avascular son
manifestaciones que pueden aparecer como consecuencia del tratamiento de la Ell. De entre todas

ellas, las artralgias inespecificas son las mas frecuentes.

- Manifestaciones dermatoldgicas 0 mucocutaneas: aparecen en cualquier localizacion de la
piel o de las mucosas, y afectan al 15% de los pacientes (21). Ademas de las manifestaciones
‘verdaderas’ y debidas al tratamiento, existen lesiones cutaneas relacionadas con alteraciones del
sistema inmune, como la psoriasis. La MEI dermatologica més frecuente es el eritema nodoso,

aunque también cabe mencionar el pioderma gangrenoso, la estomatitis aftosa y la psoriasis.

- Manifestaciones oftalmologicas: Los sintomas oftalmoldgicos suelen ser inespecificos y es
importante tenerlos presentes. En ocasiones, estas manifestaciones pueden preceder al diagndstico
de la Ell y afectar a varias estructuras oculares. Destacan la blefaritis, dacrioestenosis, conjuntivitis,

queratitis, escleritis, epiescleritis, uveitis o neuritis.

- Manifestaciones hepatobiliares: Son unas de las MEI mas frecuentes de la EIl y
normalmente cursan de manera independiente a la actividad intestinal. Las mas importantes son la
colelitiasis , la esteatosis hepatica y la colangitis esclerosante primaria, sin olvidar las alteraciones

hepéticas por medicamentos, en especial por tiopurinas y metotrexato.

- Manifestaciones renales y del aparato urinario: Aunque son también frecuentes en la Ell,
suelen estar relacionadas con la actividad de la enfermedad. Las complicaciones uroldgicas son mas
frecuentes que las renales e incluyen la formacion de célculos y fistulas o la obstruccion de la via
urinaria por extension del proceso inflamatorio intestinal. Los tratamientos para estas
manifestaciones abarcan desde recomendaciones dietéticas hasta cirugia. Entre las complicaciones

renales encontramos la glomerulonefritis, nefropatias tubulointersticiales y amiloidosis.
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2.4. Etiologia de la Enfermedad Infamatoria Intestinal

Aunque la etiologia de la EIl no ha sido completamente definida, se sabe que implica una
combinacion de factores genéticos, ambientales e inmunoldgicos, que promueven la disfuncién de
la barrera intestinal, el dafio tisular y la desregulacién del sistema inmunitario (Figura 4) (22,23). A

continuacion, describimos brevemente el papel que desarrolla cada uno de estos factores en la ElI.

y entorno

Factores
microbiales

Respuesta
innata

Factores genéticos

Figura 6. Etiologia de la Ell. Se muestran los distintos factores etiologicos relacionados con el desarrollo
de la Ell. Fuente: (22).

2.4.1. Lagenética en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal

Existen diversos estudios que han investigado el papel que desempefia la genética en el desarrollo y
progresion de la Ell (24),(25),(26). Gemelos monocig6ticos tienen hasta un 58% de concordancia
para desarrollar Ell, y pacientes con familiares de primer grado que padecen la enfermedad tienen
un riesgo de entre cuatro a seis veces mayor de desarrollar la afeccion (24),(27). Asi pues, es

necesaria la investigacion de los genes (y proteinas) especificos involucrados en la Ell, asi como de
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sus interacciones, para comprender de una manera mas completa la etiologia y fisiopatologia de la
enfermedad.

El desarrollo de las técnicas de secuenciacion de ADN permitié que, en 2001, se descubriera el
primer locus de susceptibilidad a EC en el cromosoma 16, conteniendo el gen NOD2, también
conocido como CARD15 (28,29). Las variantes genéticas de NOD2 han sido asociadas a un defecto
en el reconocimiento intracelular de los microorganismos (30). En la EC, los pacientes portadores
de genes NOD2 heterogéneos tienen de 2 a 4 veces mas riego de desarrollar la enfermedad,
mientras que aquellos con alelos homogéneos incrementan ese riesgo a entre 20 y 40 veces (31).
Ademas de este, se han estudiado otros genes, identificandose fuertes asociaciones entre NOD2 e
IL23R y ATG16L1. El gen IL23R estd implicado en la diferenciacion de los linfocitos Th-17 vy,
asociado a ello, la produccion desregulada de citoquinas. Los linfocitos Th-17 secretan
interleuquina-17 (IL-17), que es un efector clave en el desarrollo de colitis en modelos animales
(32,33). En la actualidad, la evaluacion de mutaciones genéticas en la EIll constituye Unicamente
una herramienta de investigacion aun no probada en la clinica como instrumento de diagndstico,
tratamiento o prondstico (34).

Los estudios de asociacion del genoma completo han facilitado también el andlisis de los
antecedentes genéticos y de las vias patogénicas, contribuyendo al desarrollo de la denominada
terapia especifica de vias de sefializacion. Sin embargo, estos estudios identificaron un namero muy
elevado de posibles variantes genéticas con una puntuacion de bajo riesgo para cada una (33).
Recientemente, un reandlisis in silico del conjunto de datos publicos disponibles de microarrays de
transcriptomica en pacientes de Ell, ha identificado un grupo de genes con expresion diferencial
que podria participar en la patogénesis y progresion de la Ell y afectar la respuesta de los pacientes
al tratamiento (35). Estos genes corresponden a SELE, AQP9, FPR2, TREM1 y HCAR3, y
participan en procesos tales como la respuesta inmune, la inflamacion o el transporte celular.

A pesar de la carga genética, el ambiente y otros factores influencian las variaciones en el tipo de
Ell y el curso natural de la enfermedad que ocurre, incluso, entre gemelos (36). En este sentido,
estudios de asociacion del epigenoma completo también han asociado cambios epigenéticos

especificos de la mucosa rectal con la severidad y el pronostico de la Ell (37).

2.4.2. El sistema inmune en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal

El sistema inmunoldgico se divide en dos ramas principales, la respuesta inmune innata y la
adaptativa. Las células inmunes innatas (neutrofilos, monocitos, macréfagos y células dendriticas),

responden de forma répida e inespecifica a patdgenos u otras entidades extrafias como primera linea
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de defensa. Una vez activadas, las células inmunes innatas provocan inflamacién liberando
citoquinas y quimioquinas, activando la cascada del complemento y fagocitando patdgenos y restos
celulares. Ademas, algunas células inmunes innatas captan, procesan y presentan antigenos para
activar la respuesta inmune adaptativa, actuando como células presentadoras de antigeno. La
inmunidad adaptativa depende de esta presentacion de antigeno y del entorno de citoquinas
generado por la respuesta innata, y es altamente especifica. Las células clave del sistema
inmunoldgico adaptativo son las células Ty las células B CD4 y CD8. Las células NK y las células
v0 son linfocitos T citotoxicos que se encuentran en el limite entre la inmunidad innata y adaptativa.
Existen numerosos datos que apoyan el hecho de que ambos sistemas inmunoldgicos, innato y
adaptativo, desemperian un papel clave en el origen y desarrollo de la Ell (38).

Una caracteristica clave en la aparicion, progresion y pronostico de la EIl es una mucosa intestinal
con un sistema inmune aberrante. Se trata de un trastorno cronico, caracterizado por el ataque del
sistema inmunoldgico al propio tracto gastrointestinal del paciente. La infiltracion del tejido
intestinal por células T inflamatorias y la acumulacion de varias citoquinas proinflamatorias
asociadas con células T activadas, constituye un denominador comun de la enfermedad en todos los
pacientes con EIl (38). En general, la Ell surge sobre una base de caracteristicas genéticas que
incluyen diferentes moléculas, como las mencionadas NOD2, IL23R y ATG16L1, y otras como
NKX2-3 o STAT3, que favorecen la autoinmunidad del sistema inmunoldgico (39). A su vez,
factores ambientales diversos, como las particulas de alimentos y la flora microbiana del tracto
gastrointestinal pueden inducir el sistema inmunologico del intestino. En un tracto gastrointestinal
sano, existe un equilibrio entre las células inmunitarias. Dicho equilibrio se consigue gracias a la
funcidn antiinflamatoria de las células T reguladoras (Treg)(40), que proceden bien de las células T
del timo (Treg naturales), bien del desarrollo periférico de células T-naive (Treg adaptativas) en
respuesta a citoquinas antiinflamatorias como el TGF-$ (41,42). En el intestino delgado, las células
Treg que expresan FOXP3 residen en la lamina propia y expresan el receptor CCR4 y CCR9 (43).
Tras su estimulacion, las células Treg reducen la actividad de otras células inmunes al producir IL-
10 y TGF-B, provocando la muerte de otras células inmunes por apoptosis o dano celular directo por
enzimas (44),(45),(46). La falta de células Treg funcionales causada por la falta de expresion de
FOXP3, conduce a una afeccion denominada sindrome IPEX, que afecta al tracto gastrointestinal y
causa diarrea e ileo, o falta del peristaltismo o motilidad intestinal relacionada con la obstruccion
intestinal (47). Los resultados contradictorios respecto a la frecuencia de células Treg en sangre
periférica de pacientes con Ell, enfatizan la necesidad de determinar las funciones de las Treg en la

patogénesis de la EIl (48).
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Los recientes avances tecnoldgicos han contribuido a un mejor conocimiento de los tipos celulares
implicados en la fisiopatologia de la Ell, revelando una amplia gama de diferentes subconjuntos
fenotipicos de células T y la plasticidad entre ellos (Figura 7). La comprension de los mecanismos
que controlan los cambios entre estos fenotipos, asi como de los comportamientos de estos
diferentes subconjuntos celulares, promoviendo o aliviando la enfermedad, podria favorecer el

desarrollo de terapias mas especificas para cada paciente y cada etapa de la enfermedad (43).
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Figura 7. Subgrupos de células T y funciones en la mucosa intestinal en la Ell. Fuente: (38).

2.4.3. Factores ambientales

Las poblaciones con alta prevalencia de Ell, establecidas en América del Norte y Europa,
experimentaron el mayor aumento en la incidencia de la enfermedad hacia la segunda mitad del
siglo XX. Aunque la incidencia se esté estabilizando en los denominados ‘paises occidentales’, la
prevalencia sigue siendo alta. Por otro lado, en los paises recientemente industrializados, cuyas
sociedades se han vuelto mas ‘occidentalizadas’, la EIll tiene una incidencia cada vez mayor.

Ademas, poblaciones como Japo6n y la India, anteriormente consideradas de ‘bajo riesgo’, estan
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presenciando un aumento de la incidencia (4,6,49). Las influencias ambientales potencialmente
relevantes como factor de riesgo para la EIll abarcan todo el espectro de la vida, y se cree son
responsables del incremento de la incidencia de la enfermedad en el siglo XXI.

Debido a que la EIl suele cursar con la desnutricion en pacientes, se ha estudiado su relacion con
los habitos dietéticos (50), hallandose el consumo de alimentos ricos en azlcar un factor de riesgo
para la EC (51). El héabito tabaquico es también un importante factor de riesgo en la EC (52),
agravando el curso de la enfermedad y la respuesta al tratamiento (53,54). Este no es el caso de la
CU, donde la nicotina del tabaco podria ejercer un efecto protector en pacientes fumadores
mediante un mecanismo desconocido (55). Otro factor importante considerado en este apartado es
la microbiota intestinal. Esta comunidad de microorganismos residentes en el tubo digestivo
participa en los procesos inmunoldgicos del individuo para mantener la homeostasis y esta muy
ligada al desarrollo de la EIl. Una baja biodiversidad de microbiota contribuye al proceso
inflamatorio y altera la produccion intestinal de acidos grasos de cadena corta, contribuyendo a la
disfuncion de la barrea de la mucosa intestinal y la alteracion de la diferenciacion de los linfocitos T
(56,57).

Ademas de estos, existen otros factores ambientales potenciales que pueden contribuir a la
patogénesis de la EIl, como son el modo de parto, la lactancia materna, la exposicion a antibioticos
en la infancia, y otras exposiciones posteriores, en la edad adulta, como el estrés y el estilo de vida,
junto con las infecciones, el uso de antibidticos, los niveles bajos de vitamina D, la extirpacion
quirurgica del apéndice y diversos farmacos. Se han realizado numerosos estudios de intervencion
con objeto de modificar los factores de riesgo y el curso de la Ell, como son estudios sobre el habito
tab&quico. Asi, por ejemplo, en pacientes con EC que dejaron de fumar durante méas de 29 meses, se
redujo el riesgo de sufrir un brote y la necesidad de corticoides o inmunosupresores (49).

A lo largo del tiempo, se han desarrollado distintos modelos que intentan explicar el desarrollo de la
Ell a partir de la interaccion de factores ambientales. En este sentido, la teoria de la higiene
relaciona el incremento de la incidencia de la enfermedad con la mejora de las medidas higiénicas
ocurridas durante el siglo XX, relativas al progreso en la potabilizacidn del agua, la conservacion de

alimentos, todo ello asociado al incremento de las enfermedades alérgicas (58).

2.5. Terapias en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal

En el tratamiento de la Ell cabe destacar, en primer lugar, la cirugia. La reseccion intestinal ha sido
la Unica opcidn en casos graves tanto de EC como de CU. Sin embargo, la compleja patogénesis de

la EIl involucra a numerosos factores que desencadenan intrincados procesos inflamatorios,
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ofreciendo abundantes objetivos terapéuticos (59). Actualmente, existen documentos de
posicionamiento terapéutico, desarrollados por las sociedades cientificas para la EC y la CU
(60,61). Previamente al desarrollo de los farmacos de ultima generacion, se utilizaban moléeculas
antiinflamatorias e inmunosupresoras para el tratamiento de la EIl, como corticoides,
aminosalicilatos, metotrexato, azatioprina y otras moléculas. Durante las dos Gltimas décadas, la
llegada de las terapias bioldgicas ha introducido el concepto de estrategias de tratamiento dirigido,
centradas en controlar la inflamacion y alterar el curso de la enfermedad. El objetivo terapéutico es
la mejoria de la sintomatologia, la curacion de la mucosa y la prevencién de la recidiva. Aunque
estos nuevos medicamentos mejoraron los resultados de salud, en muchos pacientes se observa
fracaso del tratamiento, ya sea como no respuesta primaria o secundaria. Ademas, el uso de
bioldgicos conlleva el riesgo de eventos adversos raros pero graves, que incluyen infecciones
graves, reacciones autoinmunes paraddjicas y una ligera elevacion del riesgo de malignidad (62).
En consecuencia, es necesario establecer nuevas aproximaciones farmacéuticas altamente eficientes
y seguras, que mejoren los resultados clinicos, endoscdpicos e histologicos. A continuacion,
describimos brevemente los farmacos disponibles para el tratamiento de las Ell y otras terapias

innovadoras.

2.5.1. Corticoides

Los corticoides constituyeron la primera aproximacion de tratamiento eficaz para la EIl.
Actualmente, la terapia con corticoides es la mas utilizada en la mayoria de los brotes graves de EC
y CU. Sin embargo, aunque poseen un gran poder antiinflamatorio, su uso no esta indicado para el
mantenimiento de la remision. Existen dos tipos de corticoides: los clasicos, como la prednisona, y
los de baja biodisponibilidad, como la budesonida o la beclometasona. Los corticoides clasicos
tienen un mayor efecto antiinflamatorio que los de baja biodisponibilidad, pero acarrean mayores
efectos adversos. Por tanto, en los casos en que no sean necesarios los sistémicos, se optara por los
corticoides de baja disponibilidad, ya que el uso de los primeros se asocia a la retencion de liquidos,
alteracion de los niveles de glucosa, alteracién en la absorcién de calcio y otros efectos que pueden
acarrear complicaciones, principalmente, en pacientes mayores y pluripatoldgicos (60,63),(61) .

2.5.2. Aminosalicilatos

Los aminosalicilatos son una familia de farmacos con diversas formulaciones que liberan el
principio activo, la mesalazina, en sitios previstos. Aunque se desconoce el mecanismo de accion
exacto, se cree que debe estar relacionado con un efecto tépico sobre la mucosa gastrointestinal y

no asociado a un efecto sistétmico. Los aminosalicilatos tienen una amplia variedad de funciones
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antiinflamatorias e inmunomoduladoras, incluyendo: bloqueo de la produccion de IL-1 y TNF-a, y
de la union de TNF-a a su receptor; inhibicion de la ciclooxigenasa y la 5-lipoxigenasa; bloqueo de
la actividad inflamatoria y quimiotactica de la prostaglandina E2 y los leucotrienos,
respectivamente; propiedades antioxidantes y secuestrador de radicales libres; inhibicion de la
presentacion de antigenos, la proliferacion de células T, la produccion de anticuerpos por células B,
las células T citotdxicas, las células NK, y la activacion y expresion de moléculas de adhesién en
células endoteliales. Muchos de los efectos antiinflamatorios de los aminosalicilatos pueden
explicarse por la inhibicion de la via de sefalizacion del factor de transcripcion nuclear NFkB (64).
En general, los aminosalicilatos llevan usandose para tratar la EIl desde los afios 70 y son bien
tolerados por los pacientes. Existen presentaciones orales y topicas y se usan en pacientes de CU,
tanto para la induccion a la remision como para el mantenimiento de esta. Sin embargo, estudios
comparativos de aminosalicilatos (sulfasalazina, mesalazina y mesalazina) frente a placebo y
corticoides en pacientes con EC, han concluido que la sulfasalazina es moderadamente efectiva para
el tratamiento de la EC activa, mostrando un leve beneficio sobre la mesalazina (60,61). La
mesalazina y las preparaciones de mesalazina no son eficaces para inducir la remision en la EC
activa (65).

2.5.3. Inmunomoduladores

Las tiopurinas y el metotrexato son los tratamientos inmunosupresores que Se usan con Mmas
frecuencia en pacientes con EIl. Por su parte, las tiopurinas (azatioprina y mercaptopurina) son
capaces de obtener una remision duradera con un bajo coste econémico, pese a no mostrar un perfil
de seguridad ideal. Se utilizan, solas 0 en combinacion con otros agentes (66), para mantener la
remision clinica y endoscdpica. En la EC, la monoterapia con tiopurinas solamente se aconseja para
el mantenimiento de la remisién en pacientes corticodependientes. Por el contrario, en pacientes con
CU, las tiopurinas se utilizan ampliamente y estan indicadas para el mantenimiento de la remision,
asi como para su induccién en casos particulares (66). Aunque no se conoce cOmo actuan las
tiopurinas especificamente, como posibles mecanismos de accion han sido sugeridos la inhibicion
de la sintesis de &cidos nucleicos, el dafio al ADN o la induccion de apoptosis, entre otros.

En el caso del metotrexato, aunque fue originalmente disefiado como antineoplésico, actualmente se
utiliza en enfermedades de base autoinmune. Se trata de un antagonista del acido folico que actua
bloqueando la sintesis de las purinas, produciendo potentes efectos antiinflamatorios. En la Ell, el
metotrexato se suele usar en casos de intolerancia a tiopurinas (1). Al igual que estas, se usa solo o

en combinacién con otros agentes biologicos para disminuir la inmunogenicidad a la terapia. Como
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efecto secundario, el metotrexato interfiere en la absorcion de &cido félico, por lo que se requiere

tratamiento suplementario del mismo (67).

2.5.4. Terapias biologicas

El Gltimo escalon de tratamiento en la Ell lo constituyen las terapias bioldgicas. Segun recoge la
directiva 2001/89 del Parlamento Europeo “Un medicamento biolégico es un producto cuyo
principio activo es biolodgico. Una sustancia bioldgica es aquélla que se produce o se extrae a partir
de una fuente bioldgica y que necesita, para su caracterizacion y determinacion de su calidad, una
combinacion de ensayos fisico-quimicos y bioldgicos junto con el proceso de produccion y su
control”. Por ello, se consideran medicamentos bioldgicos los medicamentos inmunolégicos, los
medicamentos derivados de la sangre o el plasma humanos y los medicamentos de terapia
avanzada, los cuales tienen una fabricacion mas compleja que las medicinas de sintesis quimica
(68).

Los primeros bioldgicos aprobados para Ell fueron los tratamientos anti-TNF, que actian captando
el factor de necrosis tumoral (TNF) circulante e inhibiendo su efecto, al no unirse a sus receptores
TNFR1 y TNFR2 (Figura 8). EI TNF es una citoquina proinflamatoria producida por macréfagos,
linfocitos, fibroblastos y otras células que intervienen en la respuesta inmune adaptativa durante el
desarrollo de la Ell. Debido el amplio espectro de patologias de base autoinmune donde interviene
el TNF, los tratamientos anti-TNF no son exclusivos para la Ell, sino que también se utilizan en
otros trastornos como la artritis reumatoide, la espondilitis anquilosante o la psoriasis. Infliximab
(Remicade®) fue el primer bioldgico anti-TNF que se comercializd. Obtuvo la autorizacion de la
AEMPS en 1999 y se trata de un anticuerpo monoclonal 1gG1 quimérico con la regién Fab de
origen murino (69) (Figura 9). Es frecuente que pacientes que no se encuentren en tratamiento
concomitante con un inmunosupresor, reciban terapia con hidrocortisona o polaramine para
minimizar la aparicion de efectos adversos relacionados con la infusion del biologico. Actualmente,
ademas del tratamiento intravenoso, hay disponible una presentacion subcutanea de uno de sus

biosimilares.
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El segundo anti-TNF que se sintetizé fue Adalimumab (Humira®), que se autorizd en 2003. Este, a
diferencia de Infliximab, es un anticuerpo monoclonal humano recombinante producido en células
de ovario de hamster chino (72) (Figura 9). Los efectos adversos por reacciones alérgicas suelen ser
menos frecuentes que con Infliximab. Solo tiene presentacion subcutanea. Golimumab (Simponi®)
fue el dltimo anti-TNF en comercializarse en Espafia en 2009 y solo estd indicado para el
tratamiento de la CU. Se trata de un anticuerpo monoclonal IgG1k humano, producido en una linea
celular de hibridoma murino mediante tecnologia de ADN recombinante (73), y, al igual que
adalimumab, solo se administra de manera subcutanea (Figura 9).

En general, los anti-TNF tienen un buen perfil de seguridad. Sin embargo, debido a la
inmunosupresién provocada por la inhibicion del TNF, hay algunos aspectos que deben ser
considerados en los pacientes que reciben tratamiento con estos agentes. En primer lugar, existe
riesgo de reactivacion de infecciones, como el VIH, VHB, VHC o la tuberculosis. Por ello,
previamente al inicio del tratamiento bioldgico, debe realizarse un cribado de infecciones. Del
mismo modo, estos pacientes son mas propensos a infecciones oportunistas, por lo que debe hacerse
un seguimiento a lo largo del tratamiento. Ademas, los pacientes con insuficiencia cardiaca pueden
ver agravada su patologia. Por otro lado, relacionado también con la inmunosupresion, el uso de los
farmacos anti-TNF se asocia a un mayor riesgo de cancer (1,2). Otro aspecto para discutir es el
precio de estos farmacos. Pese a que inicialmente era muy elevado, el precio actual se ha reducido
considerablemente al cumplir la vigencia de las patentes y poderse desarrollar los denominados

biosimilares, que son bioldgicos equivalentes en calidad, eficacia y seguridad, al bioldgico similar.

2.5.5. Otras terapias para ElI

Ademas de los anti-TNF utilizados en la practica clinica expuestos anteriormente, los progresos en
el campo de la biologia molecular y la compresién de las vias inmunoldgicas que participan en la
Ell han permitido aproximaciones a nuevas terapias farmacologicas, con un perfil de seguridad y
farmacocinética mejorado. Estas terapias incluyen nuevos biologicos que modulan la sefializacion

celular o que obstaculizan el trafico de leucocitos (59). Entre estas otras terapias tenemos:

- Anticuerpos anti-interleuquinas: Estos anticuerpos bloquean la actividad de las distintas
interleuquinas (IL) que regulan la respuesta inmune y participan en el desarrollo de la Ell. Hasta la
fecha, la Agencia Europea de Medicamentos ha aprobado los farmacos ustekinumab, que actla
sobre 1L-12/23, y risankizumab y mirikizumab, que actlan sobre IL-23 (74,75). Ademas de estos,
existen farmacos que bloquean otras IL o receptores de estas, que estan siendo actualmente

evaluados en ensayos clinicos.

37



Introduccion

- Anticuerpos anti-integrinas: Acttan bloqueando la adhesion y migracion de los linfocitos dentro
de la mucosa gastrointestinal durante la inflamacion. Vedolizumab es un anticuerpo monoclonal
aprobado por la Agencia Europea de Medicamentos, que pertenece a este grupo de farmacos. Su
diana terapéutica es la integrina 04p7, la cual se expresa en la superficie de una subpoblacion de
linfocitos T que migran preferentemente al tracto gastrointestinal y que causan la inflamacion

caracteristica de la EIl (76).

Ademas de estas terapias, existen las denominadas moléculas pequefias, que son moléculas orales

desarrolladas en los ultimos afios. Entre ellas cabe destacar:

- Inhibidores Janus quinasa o JAK: Su accion se centra en la inhibicion de la via JAK, que
participa en la produccion de citoquinas proinflamatorias relacionadas con la respuesta inmune
alterada en la Ell (77). En la actualidad, hay 3 farmacos comercializados de este tipo: tofacitinib,
que actua sobre JAK1 y JAK3 y solo esta aprobado para la CU (78); upacitinib, que inihibe a JAK-
1 (79); y filgotinib, que es un inhibidor competitivo y reversible del adenosin trifosfato, necesario

para activar la via de las JAK quinasas (80).

- Moduladores del receptor de la esfingosina 1-fosfato (S1P): SP1 participa en diversos procesos
relacionados con la migracion linfocitaria, permeabilidad endotelial, angiogénesis, diferenciacion,
proliferacion y apoptosis. Ozanimod se une con gran afinidad a los receptores 1 y 5 de S1P,
modulando su actividad, y estd indicado para el tratamiento de la CU activa con respuesta
inadecuada, pérdida de respuesta o intolerante al tratamiento convencional o bioldgico (81).

Ademas de estas terapias aprobadas, hay una bateria de nuevas moléculas que se encuentran en fase
de ensayos clinicos, donde se analiza tanto su actividad bioldgica como la seguridad de su uso.
Estas nuevas moléculas se sumaran en un futuro préximo al arsenal farmacoldgico actualmente

disponible para el tratamiento de la Ell (82).

2.6. Predictores de respuesta al tratamiento en pacientes de ElI

La evidencia clinica ha demostrado que la terapia anti-TNF produce una rapida remision de la
enfermedad, alta tasa de curacion de la mucosa y mejor calidad de vida, en aproximadamente el
60% de los pacientes con EIll. Sin embargo, entre el 15-40% de los pacientes no responden a la
terapia de induccion. Ademas, cerca del 50% de los pacientes con respuesta primaria pueden perder
posteriormente la respuesta a la terapia de mantenimiento (83). Por ello, es necesario disponer de
marcadores que permitan evaluar la respuesta terapéutica e identificar los pacientes capaces de
beneficiarse de la terapia bioldgica.
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La identificaciébn de marcadores de respuesta al tratamiento en la Ell, al igual que en otras
patologias, se ha realizado de forma paralela al desarrollo de dichas terapias. Una reciente revision
de Gisbert et al. (84), resume una serie de potenciales predictores de respuesta primaria a corto
plazo a agentes anti-TNF, asi como a agentes anti-adhesion o anti-interleuquinas. En general, los
diferentes predictores candidatos no han demostrado su utilidad: o esta es muy limitada o existe
controversia sobre su uso para este proposito. En concreto, para los anti-TNF, aunque se recoge una
elevada cantidad de predictores candidatos, ninguno de ellos cumple los criterios para ser aplicado
como tal en la EIll. Por ejemplo, factores como la edad, el género o el peso de los pacientes, y
factores relacionados con la enfermedad, como su duracion, extension/localizacion, fenotipo o
severidad, muestran resultados contradictorios o inconsistentes en los diversos estudios que han
analizado su utilidad como predictores de respuesta. Lo mismo ha ocurrido con el recuento de
parametros hematologicos y marcadores seroldgicos conocidos, como la proteina C reactiva (PCR),
albimina, anticuerpos perinucleares anti-citoplasma de neutréfilos (PANCA) y anti-Saccharomyces
cerevisiae (ASCA), y marcadores fecales como la calprotectina. Tampoco se han identificado
polimorfismos genéticos robustos con utilidad clinica para este proposito, siendo necesaria una
investigacion mas ambiciosa en este sentido, que abarque un amplio nimero de polimorfismos en
grandes cohortes de pacientes bien caracterizadas.

A pesar de todo ello, los marcadores mas utilizados para evaluar la eficacia del tratamiento anti-
TNF en la clinica son: calprotectina fecal, PCR, y la concentracion de anticuerpos anti-TNF y de
anticuerpos frente a estos, en sangre 0 mucosa. Ademas de estos, estan cobrando especial relevancia
otros como los transcritos de citoquinas de la mucosa, los microRNAs, el perfil de la microbiota
intestinal fecal y de la mucosa, o las caracteristicas histoldgicas de la mucosa (85).

2.6.1. La protedmica en la identificacion de marcadores de respuesta a anti-TNF

La protedmica es el estudio de la estructura, funcion e interacciones de las proteinas (86). En
general, la protedmica se refiere al analisis experimental y a gran escala de proteinas y proteomas
(conjunto completo de proteinas de un organismo o sistema). En las ultimas décadas, ha habido un

(174

esfuerzo importante para aplicar las distintas ciencias “Omicas” a la identificacion de marcadores
bioldgicos en el campo de las enfermedades humanas. Entre todas ellas, las técnicas en protedmica
ofrecen un potente enfoque para el diagndstico, vigilancia, seguimiento y control de las
enfermedades, asi como para el desarrollo de fA&rmacos. Las técnicas en protedmica engloban a una

multitud de metodologias, incluyendo la electroforesis bidimensional, la cromatografia liquida o la
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espectrometria de masas (MS), que se combinan entre si para el estudio proteico, que se realiza a
partir del analisis bioinformatico posterior.

En investigacion clinica, entre otras aplicaciones, la protedmica se utiliza para la busqueda de
biomarcadores predictores de enfermedades y biomarcadores de respuesta a farmacos (87). En el
caso de la Ell, existe un numero limitado de estudios que identifiqguen marcadores proteémicos con
aplicabilidad clinica. Ademas, tales estudios utilizan con frecuencia un reducido ndmero de
pacientes, no diferencian entre las diferentes patologias, o no realizan estudios de validacion
posteriores de los marcadores propuestos (88). Recientemente, utilizando muestras de suero y orina,
un estudio protedmico ha identificado diversos marcadores candidatos para la predisposicion a la
EIl en pacientes con un diagnostico reciente de la enfermedad. Dichas biomarcadores proteicos
estaban relacionados con la degranulacion de los neutrdfilos, la cascada del complemento, la
coagulacién y la respuesta inmune (89). No obstante, estos resultados no han sido validados aln v,
por tanto, tampoco han sido aplicados a la practica clinica. Respecto a la identificacion de
marcadores de respuesta a agentes anti-TNF en la Ell, tampoco hay muchos estudios protedmicos
hasta la fecha. Entre las diferentes técnicas protedmicas utilizadas para este proposito destacan el
SELDI-TOF MS (del inglés ‘Surface Enhanced Laser Desorption lonization-Time of Flight’) y la
electroforesis en gel bidimensional acoplada a MALDI-TOF MS (del inglés ‘Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-of-Flight’). La primera de ellas fue utilizada en 2 cohortes de pacientes
con EC o CU y 2 cohortes de control inflamatorio y control sano, para identificar biomarcadores
protedmicos en suero con alta capacidad diagndstica (90). Esta misma aproximacién también fue
utilizada en el primer estudio que buscdé marcadores protedmicos de respuesta a infliximab en una
cohorte de 20 pacientes, identificando, entre otros, al factor plaquetario 4 (91). Sin embargo, los
resultados de este estudio no fueron validados posteriormente. Con este mismo proposito de
identificar biomarcadores predictores de respuesta a infliximab, se utilizé la electroforesis en gel
bidimensional acoplada a MALDI-TOF MS en una cohorte de 18 pacientes con EC que presentaban
remision, respuesta y no respuesta primaria a la terapia, comparando los perfiles protedmicos
séricos previos al inicio de la terapia y posteriormente, a las 12 semanas de su inicio. Entre las
proteinas identificadas, la apolipoproteina A-I, apolipoproteina E, proteina del complemento C4-B,
plasmindgeno, serotransferrina, beta-2-glicoproteina 1 y clusterina, resultaron estar sobreexpresadas
en los grupos de respuesta y de no respuesta primaria. Asimismo, las proteinas glicoproteina alfa-2-
rica en leucina, proteina de union de vitamina D (VTDB), glicoproteina-alfa-1B y subcomponente
C1r del complemento, se encontraron incrementadas en el grupo de remisiéon. A pesar de los

resultados, estos no fueron validados en una cohorte suficientemente amplia de pacientes (92). En
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alguno de estos estudios, y en otros no mencionados aqui, se han identificado biomarcadores
potencialmente Utiles para el diagndstico temprano o la clasificacion de la Ell, que podrian resultar
de mayor utilidad que los utilizados actualmente. Aunque no disponemos todavia de un marcador
que cumpla todos los criterios necesarios para su implementacion clinica, los resultados obtenidos
hasta la fecha demuestran la utilidad de la protedmica para identificar marcadores candidatos de
respuesta a tratamientos bioldgicos en la Ell. Esto resulta 16gico puesto que la interaccion entre los
factores ambientales y genéticos implicados en la etiologia de la enfermedad esta asociada a la

inevitable alteracion del proteoma.

La protedmica mediante SWATH (del inglés, ‘Sequential Window Acquisition of all THeoretical
Mass Spectra’) es una técnica innovadora de MS que monitoriza todos los péptidos detectables en
una muestra y en una sola carrera (93). Esta técnica utiliza un método de adquisicion independiente
de datos para adquirir todas las transiciones detectadas, a alta resolucion. Las intensidades de sefial
registradas se pueden consultar para obtener una indicacién de la abundancia de cualquier proteina
de interés, permitiendo su cuantificacion (94). Para ello se construye una libreria de transiciones que
relaciona la transicion (par precursor-fragmento) con un péptido de determinada secuencia y con
una proteina. Después, las transiciones adquiridas mediante SWATH se relacionan con la proteina
de interés mediante esa libreria y se compara la intensidad registrada para las distintas transiciones
entre las muestras estudiadas. Esta novedosa técnica ha demostrado tener una alta precision en la
cuantificacion masiva de proteinas (95) y, ademas, se ha utilizado en diversas patologias para la
identificacion de biomarcadores (96). Sin embargo, todavia no ha sido utilizada para identificar
posibles marcadores de respuesta a tratamientos bioldgicos en la Ell.
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3. HIPOTESIS/OBJETIVOS

La terapia anti-TNF ha surgido como la opcion terapéutica de eleccion para el tratamiento de la EC
y la CU. Sin embargo, un porcentaje importante de pacientes no responde tras 12 semanas de
tratamiento, o pierde la respuesta a lo largo del seguimiento. Pese al esfuerzo realizado, no existen
biomarcadores predictores de respuesta al tratamiento que se utilicen en la préactica clinica actual
para identificar aquellos pacientes capaces de beneficiarse de la terapia bioldgica. El analisis de
proteinas en sangre es una fuente importante de marcadores bioldgicos cuya identificacion ha sido
previamente relacionada con las caracteristicas clinicas de los pacientes, su prondstico o la
resistencia a la terapia. La técnica proteomica SWATH utiliza un método altamente sensible, capaz
de incrementar notablemente el rendimiento en la identificacion y cuantificacion de péptidos. Sin
embargo, esta técnica no ha sido aplicada hasta la fecha en la Ell.

La hipotesis del presente trabajo es que el analisis protedmico mediante SWATH de las muestras de
plasma de pacientes con Ell, de forma previa al inicio del tratamiento anti-TNF, podria resultar Gtil
para identificar marcadores de respuesta a la terapia. EI uso de estos biomarcadores, solos o0 en
combinacion con parametros clinico-patoldgicos relacionados con la enfermedad, podria ayudar a
predecir la respuesta de los pacientes al tratamiento. Esto permitiria identificar anticipadamente
aquellos pacientes capaces de beneficiarse de la terapia bioldgica y distinguirlos de los que no. De
este modo, este segundo grupo de pacientes con pronostico de no respuesta a la terapia anti-TNF
podria favorecerse de tratamientos con otro mecanismo de accion, que podrian resultar mas eficaces

y que incluyen a moléculas como ustekinumab, vedolizumab e inhibidores de JAK, entre otros.

Los objetivos de esta tesis doctoral fueron los siguientes:

1. Identificacién y validacion de potenciales marcadores de respuesta a farmacos anti-TNF en

pacientes con EC y pacientes con CU mediante la técnica protedmica SWATH.

2. Identificacion de factores demograficos y clinicos relacionados con la respuesta de los

pacientes con EC y pacientes con CU a la terapia anti-TNF.

3. Analizar la capacidad predictiva individual y combinada de los diferentes biomarcadores y
factores clinico-patologicos identificados para seleccionar los pacientes con EC y los pacientes con

CU que pueden beneficiarse del tratamiento anti-TNF.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Diseno

Estudio observacional, prospectivo y multicéntrico que se coordind desde la Unidad de Aparato
Digestivo del Hospital Universitario Reina Sofia de Cordoba y el Instituto Maimonides de
Investigacion Biomédica de Cérdoba (IMIBIC), en cooperacion con los Servicios de Digestivo de
los Hospitales Universitarios de La Princesa (Madrid) y Galdakao-Usansolo (Bizkaia). Se disefiaron
dos estudios en paralelo, en pacientes que padecian EC o CU y que iniciaban tratamiento con
terapias bioldgicas anti-TNF (infliximab, adalimumab o sus biosimilares y golimumab).

La valoracion principal del estudio fue la no respuesta primaria (NSTR del inglés “no short-term

remission”) o pérdida de respuesta al tratamiento anti-TNF, basada en los siguientes criterios:

- Enfermedad de Crohn: Aumento de CDAI >150 puntos; Actividad endoscépica o radiologica;
Presencia de drenaje a través de las fistulas en el caso de EPA; Aparicidn de nuevas fistulas en el
caso de EPA; Tratamiento con corticoides; Intensificacion del tratamiento biolégico; Cambio de

tratamiento bioldgico; Cirugia o dilatacion endoscopica.

- Colitis ulcerosa: Aumento de indice parcial de Mayo >2; Actividad endoscopica o radioldgica;
Tratamiento con corticoides; Intensificacion del tratamiento bioldgico; Cambio de tratamiento

biolégico; Cirugia o dilatacion endoscopica.

4.2 Aspectos éticos

Ambos estudios fueron evaluados y aprobados para su ejecucion por el Comité de Etica del
Hospital Universitario Reina Sofia de Coérdoba, cumpliendo con los principios éticos para la
investigacion médica en seres humanos y de confidencialidad proclamados en la Declaracion de
Helsinki (ultima revision de 2013) y en la Ley 14/2007, de 3 de julio, de investigacion biomédica.
La inclusion de cada paciente en el estudio requirié la firma de la hoja de informacion del paciente
y el consentimiento informado, disefiados para el estudio. Los datos clinicos y analiticos de los
pacientes fueron recogidos por el equipo clinico que forma parte del proyecto e incorporados a un
fichero de SPSS anonimizado, para garantizar la fidelidad de los datos y preservar el anonimato y

confidencialidad en el tratamiento de datos de caracter personal. La informacién obtenida durante el
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proyecto se tratdé de forma andnima, dando cumplimiento a la Ley Organica 3/2018, de 5 de
diciembre, de Proteccién de Datos Personales y garantia de los derechos digitales.

4.3 Pacientes

Se reclutaron, de forma prospectiva, una cohorte consecutiva de pacientes adultos (>18 afios) que
iniciaban tratamiento con anti-TNF para el tratamiento de su Ell y que aceptaban voluntariamente
participar en el proyecto con la firma del consentimiento informado. La actividad de la EC se
evalué segun el CDAI, en el caso de enfermedad luminal, o el FDA, en el caso de EPA. La
actividad de la CU se midio usando el indice de Mayo parcial. Como criterios de exclusion se
consideraron los siguientes: artritis reumatoide concomitante, gestacion o lactancia, tratamiento
previo con un farmaco bioldgico, contraindicacion de tratamiento con farmacos bioldgicos,
sindrome de intestino corto, portador de ostomia, cirugia abdominal en los Ultimos 6 meses antes
del inicio del tratamiento, infeccion activa por VHC o VHB, infeccion por VIH, e inicio del
tratamiento por otra indicacion distinta a su Ell. Estos criterios fueron compartidos para ambos
estudios. Ademas de estos, se establecié como criterio de exclusion en el grupo de EC el estar

diagnosticado de CU, y viceversa.

4.4 Recopilacion y anélisis de datos

Se realizé un seguimiento a los pacientes durante 12 meses, programando las visitas cada 3 meses
para evaluar la respuesta al farmaco, coincidiendo con el seguimiento clinico habitual. En cada
visita se realiz6 una analitica y se calculé el CDAL, en el caso de la EC, y el indice de Mayo parcial,

en el caso de la CU (Figura 10).

Visitas de seguimiento

Visita Basal
3/6/9/12 Meses

e Cumplimiento de criterios de inclusién e Valoracién de CDAI / Mayo
¢ Firma del Consentimiento Informado ¢ Revision de medicacion concomitante
* Valoracién del CDAI / Mayo ¢ Revision de acontecimientos adversos

¢ Muestra de sangre para analitica y analisis

protedmico

Figura 10. Esquema del seguimiento realizado a los pacientes de Ell incluidos en el estudio.
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Las variables demograficas (género, edad), parametros clinico-patologicos (fumador, tratamiento
anti-TNF, indicacion del tratamiento, tratamiento inmunomodulador concomitante, induccion con
corticoides, indice de masa corporal (IMC), tiempo desde el diagndstico, clasificacion Montreal,
EPA, MEI, apendicetomia, reseccion intestinal previa, cirugia perianal previa, CDAI basal) y
antecedentes de enfermedad previa se recogieron en la visita basal. La analitica de sangre incluyé
los pardmetros normales de hemoglobina, leucocitos, albumina, plaquetas, ferritina, PCR y

velocidad de sedimentacidon globular (VSG).

4.5 Manejo de las muestras de plasma

Se recogieron muestras de plasma de los pacientes antes de comenzar con la terapia anti-TNF. Para
ello, se extrajeron 9mL de sangre periférica mediante puncion venosa en un miembro superior del
paciente, utilizando un tubo EDTA-K3 VACUETTE® (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria).
Posteriormente, y siempre en un plazo inferior a 1h tras su recoleccién, la muestra de sangre se
centrifugo a 15009 y 4°C, durante 10min, en una centrifuga refrigerada con rotor oscilante (Themo
Scientific, San Diego, California, EE.UU). Tras la centrifugacion, la fase acuosa superior,
correspondiente al plasma sanguineo, se recuperd con cuidado de no arrastrar células blancas de la

interfase leucocitaria, se fracciond en tubos de 1mL y se almacen¢ a -80°C hasta su analisis.

4.5.1 Preparacion de las muestras para el anélisis protedmico

Tras descongelarlas en hielo, las muestras de plasma se sometieron a un procedimiento de deplecion
mediante el kit “Hu-14 Multiple Affinity Removal System” (Agilent Technologies, Wilmington,
DE, EE.UU) para mejorar la resolucion y el rango dinamico de la cromatografia
liquida/espectrometria de masas (LC/MS). Se trata de un sistema de centrifugacion en columnas de
afinidad (Figura 11) que retiene las 14 proteinas mas abundantes del plasma humano, que
constituyen, aproximadamente, el 94% de la masa total de proteinas plasmaticas y que podrian
interferir en el posterior andlisis protedmico. En concreto, las proteinas eliminadas en este proceso
fueron la albumina, inmunoglobulina G (IgG), anti-tripsina, IgA, transferrina, haptoglobulina,
fibrinbgeno, alfa2-macroglobulina, alfal glicoproteina acida, IgM, apolipoproteina A-I,
apolipoproteina A-Il, proteina del complemento C3 y transtirretina. Posteriormente, las muestras
deplecionadas fueron concentradas en un volumen final de 200pL mediante el kit ‘Agilent Spin

Concentrators for Proteins’ para su analisis protedmico.
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Figura 11. Sistema de eliminacion de afinidad
maltiple. A partir de la centrifugacion secuencial de las
muestras de plasma en columnas de afinidad, las 14
proteinas mas abundantes son eliminadas de las
muestras de plasma antes del andlisis protedmico. H,
proteinas de alta abundancia; L, proteinas de baja
abundancia.
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Para la deplecion, en primer lugar, se atemperé la columna de afinidad y se diluyeron las muestras
de plasma 1:20 con buffer A (100uL plasma + 1.900uL buffer A). Cada muestra se paso6 un total de
10 veces por su columna correspondiente, en volimenes de 200uL cada vez, hasta completar los
2mL totales de muestra diluida. Brevemente, se afiadieron 200uL de muestra diluida de plasma en
la columna situada sobre un tubo de recoleccion F1. Tras reposar 5min a temperatura ambiente
(TA), se centrifugaron las muestras 1min a 100g y lavo la columna con 400uL de buffer A. A
continuacion, se centrifugaron durante 2,5min a 100g y se realiz6 un segundo lavado con buffer A,
utilizando un nuevo tubo F2 en esta ocasion. Antes de volver a pasar otros 200uL de muestra, se
eliminaron las proteinas unidas a la columna (usando la jeringa de 2,5mL de buffer B disponible) y
se rehidratd (con la jeringa de 5mL de buffer A). Tras completar la deplecién de los 2mL de
muestra de plasma diluida, los volimenes de los tubos F1 y F2 resultantes se juntaron en un solo
tubo y se concentraron en un volumen final de 200pL mediante el kit ‘Spin Concentrators for
Proteins’ (Figura 12). Para ello, la muestra deplecionada se depositd en la respectiva columna del

kit y se centrifugd a 5.000g hasta obtener un volumen final de 200pl.

Figura 12. Columna de concentracion de
proteinas. La muestra de plasma deplecionado se
deposita en la columna, dentro del tubo
correspondiente. El tubo se centrifuga hasta obtener
el volumen de concentracién requerido.
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4.5.2 Analisis mediante protedmica SWATH

Este analisis fue realizado con el apoyo del Servicio de Proteémica del IMIBIC. Para la preparacion
de las muestras, estas se limpiaron para eliminar cualquier contaminante mediante la precipitacion
de proteinas con acido tricloroacético/acetona. A continuacion, las muestras se diluyeron en 50pL
de RapiGest SF al 0,2% (Waters, Milford, MA, EE.UU) en bicarbonato de amonio 50mM, se
calculd la concentracion de proteina total mediante el kit de andlisis Qubit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE.UU) y se tomaron 50ug de proteina para digerir con tripsina
siguiendo un protocolo adaptado de Vowinckel (97) de Vowinckel. Brevemente, las muestras de
proteinas se incubaron con ditiotreitol 5mM a 60°C durante 30min, y luego con 10mM de
yodoacetamida a TA y oscuridad durante 30min. A continuacion, se afiadio tripsina (‘Sequencing
Grade Modified Trypsin’; Promega, Madison, WI, EE.UU) a una relacion 1:40 (tripsina:proteina) y
se incubd a 37°C durante 2h; tras este tiempo, se afladié la misma cantidad de tripsina y se incubd
de nuevo a 37°C durante otras 15h. Finalmente, el RapiGest se precipitd tras incubar con éacido
trifluoroacético al 0,5% a 37°C durante 1h, y se centrifugo durante 10 minutos a 15000 g a 4°C. El
volumen final se ajustd con agua milliQ y acetonitrilo a una concentraciéon final de 0,5ug

péptido/uL, 2,25% de acetonitrilo y 0,2% de TFA.

4.5.2.1 Creacion de la biblioteca espectral

Para construir las bibliotecas espectrales de masas tdndem (MS/MS), las soluciones de péptidos se
analizaron por un enfoque de adquisicién dependiente de datos (DDA) con nano-LC y MS/MS.
Para obtener una buena representacion de los péptidos y proteinas presentes en las 20 muestras, se
prepararon viales agrupados que consistian en mezclas iguales de las muestras originales. Se tomo
1ug de cada mezcla o ‘pool’ de muestras (2uL) y se separd en un sistema nano-LC Ekspert nLC415
(Eksigent, Dublin, CA, EE.UU.), utilizando una columna Acclaim PepMap C18 (75um x 25cm,
3um, 100 A) (Thermo Fisher scientific) con un caudal de 300nL/min (Figura 13). Como solventes
A'y B se utilizaron agua y acetonitrilo, respectivamente, ambos conteniendo 0,1% de acido formico.
El gradiente de carrera empleado fue del 5% al 30% de solvente B durante 120min, 10min al 90%
de solvente By, finalmente, 20min al 5% de solvente B para el equilibrado de la columna (tiempo
total de carrera de 150min).
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Figura 13. Sistema nano-LC (Ekspert nLC415).

Utilizando una columna de HPLC Acclaim

PepMap 100 C18 para el analisis de alta resolucion
L de péptidos tripticos.

A medida que se eluyeron los péptidos, se inyectaron directamente en un espectrometro de masas
hibrido con analizador cuadrupolo-tiempo de vuelo TRIPLE TOF 5600+ de alta resolucion (Sciex,
Redwood City, CA, EE.UU) (Figura 14), con un sistema de adquisicion dependiente de datos "top
65" en modo de ion positivo. Se us6 una fuente ESI NanoSpray Il (Sciex) para la interfaz entre
nLC-MS/MS, con una aplicacion de 2.600V de tension. EI modo de adquisicion consistié en un
barrido de 250ms de 350 a 1.250m/z, seguido de un escaneo MS/MS de 230 a 1.700m/z (60ms de
tiempo de adquisicion, energia de colision rodante) de los principales 65 iones precursores del
barrido exploratorio, para un tiempo de ciclo total de 4,2s. Los precursores fragmentados fueron
afiadidos a continuacion a una lista de exclusion dindmica durante 15s; cualquier ion individual

cargado individualmente se excluyd del analisis MS/MS.

Figura 14. Espectrometro de masas hibrido con analizador
cuadrupolo-tiempo de vuelo TRIPLE TOF 5600+ de alta resolucion
(Siex).

La identificacion de péptidos y proteinas se realizo utilizando el software Protein Pilot (version

5.0.1, Sciex) con la base de datos Swiss-Prot (descargada en marzo de 2016), que contiene 20.200
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secuencias de proteinas, especificando yodoacetamida como alquilacion Cys. La tasa de falsos
descubrimientos (FDR) se fijo en 0,01 para péptidos y proteinas. Los péptidos identificados se
usaron para generar la biblioteca espectral para la extraccion de las areas de pico de los archivos de
datos SWATH, utilizando el flujo de trabajo ‘MS/MSAE with SWATH™ Acquisition MicroApp’
asociado al software PeakView (version 2.1, Sciex). Los péptidos con una puntuacion de confianza
superior al 99% (segun lo obtenido de la busqueda en la base de datos de ‘Protein Pilot’) se

incluyeron en la biblioteca espectral.

4.5.2.2 Cuantificacion relativa por la adquisicion de SWATH

Las muestras individuales se analizaron utilizando un método de adquisicion de datos
independiente. Cada muestra (2ul) se analizé utilizando el equipo LC-MS y el gradiente LC
descrito anteriormente para construir la biblioteca espectral, en lugar de utilizar el método de
adquisicion SWATH-MS. EI método consistia en repetir un ciclo de 60 escaneos TOF MS/MS (300
a 1.600m/z, modo de alta sensibilidad, tiempo de adquisicion de 90ms) de ventanas de aislamiento
de precursores secuenciales supeSTRuestas de ancho variable (supeSTRosicion de 1m/z), cubriendo
el rango de masa de 350 a 1.250m/z con un escaneo TOF MS previo (350 a 1.250m/z, tiempo de
adquisicion de 50ms) para cada ciclo. El tiempo total del ciclo fue 5,5s. Para cada conjunto de
muestras, se optimizd el ancho de las 60 ventanas variables de acuerdo con la densidad de iones
encontrada en las carreras previas DDA utilizando una hoja de calculo de ventana variable SWATH

de Sciex.

4.5.2.3 Analisis SWATH de datos

La extraccion de datos especificos de los fragmentos del cromatograma de iones del SWATH fue
realizado por PeakView (version 2.1) usando el MS/MSAE con SWATH Acquisition MicroApp
(version 2.0). Esta aplicacion proceso los datos utilizando la biblioteca espectral creada a partir de
los datos de la secuenciacion; hasta 10 péptidos por proteina y 12 fragmentos por péptido,
basandose en la intensidad de la sefial; cualquier fragmento de los péptidos compartido y
modificado fue excluido del procesamiento. Ventanas de diez minutos y anchos de 20ppm se
emplearon para extraer los cromatogramas de iones; se intentd cuantificar por SWATH todas las
proteinas en la libreria de iones que fueron identificadas por ProteinPilot con un FDR inferior al
1%.
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Los tiempos de retencién de los péptidos que se seleccionaron para cada proteina fueron realineados
en cada carrera de acuerdo con 118 péptidos enddgenos de la Apolipoproteina B-100, eluida a lo
largo de todo el eje de tiempo. Los cromatogramas de iones extraidos fueron generados para cada
uno de los fragmentos del i6n seleccionado; se obtuvieron las areas de pico para los péptidos
sumando las areas de pico de los correspondientes fragmentos de iones. PeakView calculé un FDR
y una puntuacién para cada péptido asignado de acuerdo con la cromatografia y los componentes
del espectro; sélo se utilizaron péptidos con un FDR inferior al 1% para la cuantificacion de la
proteina. La cuantificacion de proteinas se calculd sumando las areas de pico de los péptidos
correspondientes. MarkerView (version 1.2.1, Sciex) se utilizé para la normalizacién de la sefial; la
abundancia diferencial de proteina se calculé aplicando la prueba T mediante el software estadistico
SPSS version 15.0 (IBM coSTR, Chicago, IL, EE.UU.).

4.5.2.4 Analisis de las vias funcionales

Las vias funcionales de los biomarcadores identificados fueron analizadas por DAVID
Bioinformatics Resources 6.7 y por STRING 12.0.

4.5.2.5 Andalisis Estadistico

Las variables se mostraron en tablas de frecuencia o se expresaron como medias y desviaciones
estandar, para aquellas con distribucién normal, o como medianas y rango intercuartilico (IQR),
para aquellas con distribucion asimétrica. La prueba de Shapiro-Wilk se utilizd para estudiar la
distribucion de la muestra. La prueba de Chi cuadrado se usO para comparar variables cualitativas;
las pruebas T de Student o ANOVA para variables con distribucion normal, y U de Mann Whitney
o Kruskal-Wallis para distribuciones asimétricas. Se utilizé la regresion logistica para conocer el
efecto predictivo de uno o varios pardmetros clinicos y/o analiticos variables sobre la respuesta del
paciente a la terapia anti-TNF. El valor umbral optimo de los candidatos predictores para la
identificacion de pacientes con respuesta no primaria a anti-TNF fue establecida por la curva de la
caracteristica operativa del receptor (ROC), eligiendo el umbral mas bajo posible con el valor
predictivo negativo méas alto. Un valor de p menor que 0,05 fue considerado estadisticamente

significativo. Los analisis se realizaron con el software SPSS version 25.
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4.5.3 Validacion de marcadores

4.5.3.1 Cuantificacion de proteinas

El célculo de la concentracion de proteinas en las muestras se realiz6 mediante la técnica
colorimétrica de Bradford(98), utilizando el reactivo “Protein Assay Dye Reagent Concentrate”
(Biorad, Munich, Alemania) (Figura 15). El reactivo se encuentra a una concentracion 10x y hay
que realizar una dilucion 1:10 con agua destilada para su uso. Se realizaron diversas diluciones de la
muestra de plasma sanguineo hasta dar con una que permitiera su cuantificacion dentro de una recta
patrén de concentracion conocida. Dicha dilucion fue de 1:20.000. Para la cuantificacion se usaron
placas transparentes de 96 pocillos con fondo plano. En cada pocillo se afiadieron 20uL de la
muestra diluida més 180uL del reactivo Bradford diluido. Tras incubar 5 minutos en oscuridad, se
midié la absorbancia a 595nm en un espectrofotometro BioTek Power Wave XS (Agilent
Technologies) (Figura 15). Para la recta patron utilizamos albumina de suero bovino (BSA)
(BioRad) como proteina estandar, a la concentracion siguiente: 0,7ng/uL, 1,4ng/uL, 2,8ng/uL,
4,2ng/uL, 5,6ng/uL, 7,0ng/uL, 8,4ng/ul, 9,8ng/ul, 11,2ng/ul, 12,6ng/pulL y 14,0ng/uL.

Figura 15. Reactivo de Bradford vy
espectrofotometro. Utilizados para medir la
absorbancia en las muestras de plasma, como
medida de la concentracion de proteina.

4.5.3.2 Ensayo de ELISA

Se utilizaron los siguientes tests de ELISA (acronimo del inglés ‘Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay’) para calcular la concentracion de las proteinas alfa-enolasa (ENOA o ENO1) y vinculina
(VINC) en las muestras de plasma: ENO1 (Human) ELISA Kit KA3318 (Abnova, Taipei, Taiwan)
y VINC (Human) ELISA Kit ABIN6975111 (Antibodies-online, Aachen, Germany). En ambos
casos se siguieron las instrucciones del fabricante. Asi, en primer lugar, se determiné la dilucion
Optima de las muestras de plasma para cada prueba, utilizando la recta patron proporcionada en
cada uno de ellos. En el caso de ENOA, se determin6 que una dilucién 1:40 de la muestra con el

buffer de dilucion, era la méas apropiada. En el caso de VINC, se comprobd que era recomendable
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usar las muestras de plasma sin diluir, tal y como aconsejaba el fabricante. Estas pruebas se
realizaron utilizando muestras de todos los grupos de pacientes.

Para la recta patrén, reconstituimos el liofilizado del estandar afiadiendo 1mL de diluyente. Esta
dilucion se utilizé dentro de la primera hora tras su reconstitucion. Las concentraciones de la recta
patrén fueron de 30ng/mL, 15ng/mL, 7,5ng/mL, 3,75ng/mL, 1,875ng/mL, 0,938ng/mL,
0,469ng/mL, y Ong/mL en el caso de ENOA, y de 1.800pg/mL , 900pg/mL, 450pg/mL, 225pg/mL,
113pg/mL, 56pg/mL, 28pg/mL y Opg/mL en el caso de VINC. Para realizar el ensayo, se afiadieron
a cada pocillo 100uL de muestra, 0 estandar, previamente atemperados, y posteriormente se incubd
la placa a 37°C durante 2h. En el caso de VINC, a continuacién, se afiadieron 100uL del
correspondiente anticuerpo biotinilado a cada pocillo y se incubd la placa a 37°C durante 1h.
Seguidamente, se realizaron 3 lavados de los pocillos con 200uL de buffer de lavado 1x, dejando
transcurrir 2min entre cada lavado, se afladieron 100uL de avidina conjugada con peroxidasa de
rdbano picante (HRP) y se incubd 1h a 37°C. Tras hacer tres nuevos lavados, se afiadieron 90uL del
sustrato de deteccion, se incub6 30min a 37°C y oscuridad, y se pard la reaccion con 50uL de

solucion de parada antes de medir en el espectrofotometro.

En el caso de ENOA, tras la incubacion inicial con la muestra, se realizaron 3 lavados de los
pocillos, se afiadieron 100uL de anticuerpo secundario y se incubd la placa a 37°C durante 1h. Tras
hacer 3 nuevos lavados, se incubaron los pocillos con 100uL de Estreptavidina-HRP, a 37°C y
durante 30min. Posteriormente, se realizaron otros 3 lavados de los pocillos y se incubd a 37°C y
oscuridad, con 100uL del sustrato de deteccion, durante 10min. Finalmente, la reaccion se detuvo

con otros 100uL de solucion de parada y se leyo la absorbancia.

Para medir la concentracion de VINC o ENOA presente en cada muestra, se utilizé6 un
espectrofotometro BioTek Power Wave XS con el que se registrd la absorbancia de cada pocillo a
450nm, usando una longitud de onda de correccion a 540nm. Esta lectura a 540nm se resto de la
obtenida a 450nm (Figura 15).
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5. RESULTADOS

5.1 Enfermedad de Crohn. Respuesta primaria al tratamiento anti-TNF

5.1.1 Anadlisis de los factores clinicos y demograficos

Se analizaron los factores clinicos y demogréficos de los 113 pacientes con EC que iniciaron
tratamiento con anti-TNF, para determinar su valor como predictores de respuesta primaria a la
terapia. Del total de pacientes, el 85,8% mostré una remision mantenida (grupo STR, acrénimo del
inglés “Short Term Remission™) y un 14,2% mostro un fallo primario a la terapia bioldgica (NSTR)
a los 3 meses del inicio del tratamiento. En la tabla 8 se recogen las caracteristicas basales de los
pacientes de cada grupo. En relacion con el tratamiento bioldgico empleado, un 50,4% de los
pacientes recibié tratamiento con infliximab o su biosimilar, y un 49,6% recibié terapia con
adalimumab; no se observaron diferencias estadisticamente significativas sobre la respuesta al
tratamiento en funcion de la terapia usada. Los pacientes mas jovenes (NSTR: 53,5 (43,0-59,3) vs.
STR: 39,0 (27,5-50,0), p=0,005) y con un diagndstico mas reciente de la EC (NSTR: 22,0 (2,5-
26,0) vs. STR: 4,0 (1,0-13,0), p=0,021), fueron mas propensos a tener STR al tratamiento anti-TNF.
Al contrario, los pacientes con corticoides durante la induccién (NSTR: 50,0% vs. STR: 16,5%,
p=0,004), con, al menos, una reseccion intestinal previa (NSTR: 62,5% vs. STR: 20,6%, p=0,001) y
con un CDAI basal aumentado (NSTR: 235,5 (149,3-310,0) vs. STR: 91,2 U.l. (54,9-166,0),

p=0,000) se asociaron positivamente con una NSTR.
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Tabla 8. Relacion entre las caracteristicas demograficas y clinicas y la respuesta del paciente de EC a la terapia anti-TNF. Analisis univariante para

pacientes con respuesta primaria (STR) y pacientes sin respuesta primaria (NSTR).

Variable Valores perdidos NSTR (16) STR (97) OR (95% IC) p
Género (%, H) - 11 (68,8%) 53 (54,6%) 0,5 (0,2-1,7) 0,296
Edad (afios, media + DE) - 53,5 (43,0-59,3) 39,0 (27,5-50,0) 1,1(1,0-1,1) 0,009*
Tabaco 8 (7,1%)

Si 9 (69,2%) 46 (50,0%) 1 (Ref.)

No 4 (30,8%) 32 (34,8%) 0,6 (0,2-2,3) 0,486

Exfumador 0 (0,0%) 14 (15,2%) 0,0 (0,0-) 0,999
Anti-TNF -
Infliximab/Biosimilar (%) 9 (56,3%) 48 (49,5%) 1 (Ref.)
Adalimumab (%) 7 (43,8%) 49 (50,5%) 0,8 (0,3-2,2) 0,617
Indicacion del tratamiento -

Enfermedad luminal (%) 15 (93,8%) 84 (86,6%) 1 (Ref.)

Enfermedad perianal (%) 1 (6,3%) 8 (8,2%) 0,7 (0,1-6,0) 0,745

Enfermedad luminal y perianal (%) 0 (0,0%) 5 (5,2%) 0,0 (0,0-) 0,999
Tratamiento concomitante -

Ninguno (%) 2 (12,5%) 17 (17,5%) 1 (Ref.)

Azatioprina (%) 13 (81,3%) 74 (76,3%) 1,5(0,3-7,2) 0,619

Metotrexato (%) 0 (0,0%) 3 (3,1%) 0,0 (0,0-) 0,999

Otros (%) 1 (6,3%) 3 (3,1%) 2,8 (0,2-42,0) 0,449
Corticoides durante la induccion (%) - 8 (50,0%) 16 (16,5%) 5,1(1,7-15,5) 0,004*
IMC basal (kg/m?) 10 (8,8%) 23,0 (20,8-24,9) 22,4 (20,5-26,0) 1,0(0,8-1,1) 0,838
Tiempo desde el diagnéstico (afios, mediana [IQR]) 8 (7,1%) 22,0 (2,5-26,0) 4,0 (1,0-13,0) 1,1(1,0-1,2) 0,006*
Clasificacion Montreal - Edad 11 (9,7%)

Al <17 (%) 0 (0,0%) 7 (7,8%) 1 (Ref.)

A2 17-40 (%) 9 (75,0%) 64 (71,1%) 2,3x108(0,0-) 0,999

A3 >40 (%) 3 (25,0%) 19 (21,1%) 2,6x108(0,0-) 0,999
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Variable Valores perdidos NSTR (16) STR (97) OR (95% IC) p
Localizacién 3 (2.7%)

L1 lleal (%) 8 (53.3%) 39 (41.1%) 1 (Ref.)

L2 Colico (%) 1 (6,7%) 16 (16,8%) 0,3 (0,0-2,6) 0,281

L3 lleocdlico (%) 6 (40,0%) 37 (38,9%) 0,8 (0,3-2,5) 0,689

L4 Localizacion aislada de tramo superior (%) 0 (0,0%) 3 (3,2%) 0,0 (0,0-) 0,999
Comportamiento 8 (7,1%)

Inflamatorio (%) 5 (38,5%) 56 (60,9%) 1 (Ref.)

Estenosante (%) 1 (7,7%) 16 (17,4%) 0,7 (0,1-6,4) 0,753

Fistulizante (%) 7 (53,8%) 18 (19,6%) 4,4 (1,2-15,4) 0,023*

Estenosante y fistulizante (%) 0 (0,0%) 2 (2,2%) 0,0 (0,0-) 0,999
EPA (Si, %) 1 (0,9%) 2 (12,5%) 32 (33,3%) 0,3(0,1-1,3) 0,111
MEI (Si, %) 8 (7,1%) 2 (15,4%) 14 (15,2%) 1,0 (0,2-5,1) 0,987
Apendicetomia (Si, %) 8 (7,1%) 1 (7,7%) 8 (8,7%) 0,9 (0,1-7,6) 0,904
Reseccidn intestinal previa (Si, %) - 10 (62,5%) 20 (20,6%) 6,4 (2,1-19,8) 0,001*
Cirugia perianal previa (Si, %) - 0 (0,0%) 18 (18,6%) 0,0 (0,0-) 0,998
CDAI basal (Ul, media £ [IQR]) - 235,5 (149,3-310,0) 91,2 (54,9-166,0) 1,0 (1,0-1,0) 0,000*
Hemoglobina basal (g/L media + DE) 9 (8,0%) 12,7+1,0 13,0+15 0,8 (0,6-1,3) 0,384
Leucocitos basales (10%/mL, mediana, IQR) 9 (8,0%) 7,5 (5,5-11,7) 7,6 (5,6-10,4) 1,1 (0,9-1,2) 0,561
Plaquetas basales (103/mL, mediana, IQR) 10 (8,8%) 304,0 (223,0-356,5) 312,5 (263,5-363,5) 1,0 (1,0-1,0) 0,235
Albumina basal (g/dL, media £ SD) 22 (19.5%) 40+04 4.0+05 0.9 (0.2-3.8) 0.940
Ferritina basal (ng/mL, mediana, IQR) 19 (16.8%) 119.5 (51.2-187.3) 55.0 (26.0-114.9) 1.0 (1.0-1.0) 0.449
PCR basal (mg/L, mediana, IQR) 14 (12.4%) 2.3 (0.6-3.4) 4.4 (0.6-14.6) 1.0 (0.9-1.0) 0.253
VSG basal (mm/h, mediana, IQR) 34 (30.1%) 35.0(10.8-85.8) 27.0 (11.0-37.0) 1.0 (1.0-1.0) 0.121
ENOA basal (ug/mg proteina) 1 (0.9%) 0.1 (0.0-0.2) 0.1 (0.0-0.2) 0.1 (0.0-4.7) 0.199
VINC basal (pg/mg proteina) - 0.8 (0.2-1.2) 1.2 (0.6-2.0) 0.7 (0.4-1.2) 0.171

STR, respuesta primaria; NSTR, no respuesta primaria; OR, razon de probabilidades; IC, intervalo de confianza; DE, desviacion estandar; IQR, rango
intercuartilico; IMC, indice de masa corporal; Clasificacion Montreal - Edad, Edad al diagnostico; EPA, enfermedad perianal; MEI, manifestaciones
extraintestinales; CDAI, indice de actividad de la enfermedad de Crohn; PCR, proteina C reactiva; VSG, velocidad de sedimentacion globular; ENOA, alfa-
enolasa; VINC, vinculina.
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5.1.2 Protedmica

De las 300 proteinas cuantificadas en el andlisis proteémico, identificamos 18 de ellas
como potenciales biomarcadores de respuesta primaria al tratamiento anti-TNF (cambio
de expresion >2.4 y significacion estadistica por prueba t con p<0,01) (Tabla 9).

Tabla 9. Proteinas expresadas diferencialmente entre los grupos de pacientes de EC con
STR y NSTR. Numero de identificacion de la proteina (ID, base UniProt); abreviatura que la

identifica; valor de probabilidad (p); valor del cambio de expresion de la proteina en el grupo
STR respecto al grupo NSTR (FC); proceso(s) bioldgico en el que participa; funcion molecular.

ID Proteina p FC Proceso biolégico Funcion
maolaciilar
Glucdlisis/ Activacion de .,
P06733 ENOA 0,0001 3,9 plasmindgeno/ Regulacién de la U.nlon ADN/
e Liasa/ Represor
transcripcion
IS WG  GEEDy 45 cnesEm ey SessEen e
Hemostasis/ Funcién Plaquetaria
000151 PDLI1 0,0013 2,4 Adhesidn celular/ Citoesqueleto  Unidn actina
P52566 GDIR2 0,0013 4,9 Adhesidn celular/ Citoesqueleto  GTPasa
Q15942 7YX 0,0014 5,5 Adhesion celular/ Citoesqueleto  Umon metales/
Unién RNA
Glicdlisis/ Adhesion celular/ Unidn actina /
P0O4075 ALDOA  0,0021 3,3 Citoesqueleto/ Hemostasis/ Aldolasa
Funcién Plaguetaria
P26038 MOES 00023 2,5  ~dhesioncelular/ Citoesqueleto/ , Lo o
Hemostasis/ Funcion plaquetaria
P78417 GSTO1 0,0025 3,2 Respuesta inflamatoria O =ss
/ Transferasa
P12814 ACTNI 00025 3.  “dhesioncelular/ Citoesqueleto/ (Lo
Hemostasis/ Funcion plaquetaria
P37802 TAGL2  0,0027 64 dnesion celular/Citoesqueleto/ \, o oypering
Hemostasis/ Funcion plaquetaria
095810 SDPR  0,0027 4,2 Adhesion celular/ Citoesqueleto/ ;g i o0
Hemostasis/ Funcién plaquetaria
P50395 GDIB 0,0028 3,0 Respuesta inflamatoria GTPasa
P23528 COF1 00029 30  ~dhesioncelular/Citoesqueleto/ Lo o
Hemostasis/ Funcién plaquetaria
P26447 S10A4  0,0031 3,3 Atliseitern GRlEr )/ OPRED e o
/ Respuesta inflamatoria
L . Regulacion
Q15404 RSU1 0,0037 3,9 Adhesidn celular / Citoesqueleto actividad GTPasa
TEEET PIER  GEiee 57 CCresmEURGEIEEEEe e o e
/Hemostasis/Funcidn plaquetaria
P63104 1433Z 0,0078 4,2 Adhesidn celular / Citoesqueleto  Unidn proteinas
P60174 TPIS 0,0093 3,6 Glucdlisis Isomerasa/ Liasa
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El analisis funcional de las proteinas demostré que 17 de las 18 identificadas estan
reguladas por acetilacion. De todas ellas, 14 proteinas participan en la hemostasia y la
funcion plaquetaria y estan relacionadas con la adhesion celular y el citoesqueleto, 3
proteinas regulan la respuesta inflamatoria, y otras 3 estan relacionadas con la glucolisis
(Tabla 9). A continuacion, se describen brevemente las funciones y procesos bioldgicos
en los que participan las proteinas seleccionadas, segun se refleja en las base de datos

Uniprot:

- ENOA (Alfa-enolasa) se trata de una es una enzima glicolitica que cataliza la
conversion de 2-fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato, ademas de la glucdlisis, participa
en diversos procesos como el control del crecimiento, la tolerancia a la hipoxia y las
respuesta alérgica. Tambien interviene en el sistema fibrinolitico intravascular y
pericelular gracias a su capacidad para servir como receptor y activador del
plasmindgeno en la superficie celular de varios tipos de células, como leucocitos y

neuronas. Asimismo, estimula la produccién de inmunoglobulinas.

- VINC (Vinculina) es una proteina de union al filamento de actina (actina F), implicada
en la adhesion a la matriz celular y adhesion célula-célula. Regula la expresion de E-
cadherina y potencia la deteccion mediante el complejo E-Cadherina. También puede
estar implicada en funciones importantes para la morfologia y la locomocion celular
(99).

- PDLI1 (proteina 1 de dominio PDZ y LIM) es una proteina del citoesqueleto celular
que puede actuar como un adaptador para unir otras proteinas al propio citoesqueleto.
Participa en el ensamblaje y desensamblaje y direccionamiento de fibras de estrés en
fibroblastos. Es necesario para la localizacion de ACTN1 y PALLD en las fibras de
estrés y para la migracion celular y el mantenimiento de la polaridad celular de los

fibroblastos.

- GDIR2 (Inhibidor de disociacion Rho GDP 2) regula la reaccion de intercambio
GDP/GTP de las proteinas Rho, inhibiendo la disociacion del GDP y la posterior union
del GTP a ellas. Regula la reorganizacion del citoesqueleto de actina mediada por los

miembros de la familia Rho(100).

- ZY X (Zyxin) se trata de una proteina de la placa de adhesion. Se une a la alfa-actina y
a la proteina C reactiva. Tiene un papel importante para dirigir a los miembros de la

familia TES y ENA/VASP a adherencias focales y para la formacién de las estructuras
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ricas de actina. Se posiciona como un componente de la via de transduccién de sefiales

que media en los cambios estimulados por la adhesion en la expresion genética.

- ALDOA (Fructosa-bisfosfato aldolasa A) juega un papel clave en la glucolisis y en la
gluconeogénesis. Convierte la fructosa-1,6-bisfosfato a fosfato de dihidroxiacetona y
gliceraldehido-3-fosfato. También tiene funcién como proteina de andamiaje.

- MOES (Moesina) es una proteina de la familia ezrin-radizin-moesin que conecta el
citoesqueleto de actina con la membrana plasmaética, regulando asi la estructura y
funcién de los dominios especificos de la corteza celular. Interacciona con el
citoesqueleto de actina, produciendo su reordenamiento que da lugar a multiples
procesos celulares como la determinacion de la forma celular, el transporte de
membrana y la transduccion de sefiales. Actla sobre la homeostasis y la autotolerancia
de las células T y B, regulando la salida de linfocitos de los 6rganos linfoides. Modula
la biogenesis fagolisosomal en macrdfagos. Participa también en la formacion de

sinapsis inmunoldgicas (101).

- GSTO1 (Glutation S-transferasa omega-1) muestra actividades de tiol transferasa y
deshidroascorbato  reductasa dependientes de glutation. Participa en la
biotransformacién de arsénico inorganico y reduce el &cido monometilarsonico y el

acido dimetilarsinico.

- ACTNL1 (Alfa-actinina-1) es una proteina agrupadora que pertenece a la superfamilia
de proteinas reticulantes de actina filamentosa (actina F) se cree que se ancla a la actina

y a otras estructuras intracelulares.

- TAGL2 (Transgelin-2) se cree que ejerce funcion de supresion en tumores, pero aun

no se ha determinado su funcion especifica.

- SDPR (Proteina de respuesta a la privacion de suero o Cavina-2) participa en la
formacion de caveolas, que son pequefias invaginaciones de la membrana plasmatica
con la morfologia caracteristica en forma de matraz y que participan en diversos

procesos celulares, incluida la endocitosis.

- GDIB (Inhibidor de disociacién de Rab GDP beta) se trata de un inhibidor de la
disociacién del GDP que previene el intercambio de GDP a GTP de la mayoria de las
proteinas Rab. Al mantener estas pequefias GTPasas en su forma inactiva unida al PIB,

se regula el tréfico de la membrana intracelular. También regula negativamente el
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transporte de proteinas al cilio y la ciliogénesis mediante la inhibicion de RAB8A (Ras-
related protein Rab-8A).

- COF1 (Cofilina-1) es una proteina clave en la regulacion de la polimerizacion de
actina y ciclo de despolimerizacion. Desempefia un papel importante para la progresion
de los cigotos durante las primeras divisiones celulares, a través de la regulacion de la

dinamica de la actina.

- S10A4 (Proteina S100-A4) se trata de un cotransportador de sodio/bicarbonato que
juega un papel importante en la regulacion del pH intracelular, realiza esta funcion a
cambio de cloruro intracelular. Controla el pH neuronal y puede contribuir a la
secrecion de liquido cefalorraquideo. Reduce la excitabilidad de las neuronas
piramidales CA1 y modula la plasticidad sinéptica a corto plazo. Es necesario en las
células de la retina para mantener el pH necesario para una vision normal. En el rifién

también esté posicionado como un recuperador de bicarbonato.

- RSU1 (Proteina supresora de ras 1) desempefia un papel importante en la via de
transduccion de sefiales Ras. Capaz de suprimir la transformacion de V-Ras in vitro.

- PLEK (Pleckstrina) es el sustrato principal de la proteina C quinasa de las plaguetas.

- 1433Z (Proteina 14-3-3 zeta/delta) es una proteina adaptadora implicada en la
regulacion de un amplio espectro de vias de sefializacion especializadas (102). Se une a
un gran ndmero proteinas, generalmente por reconocimiento de un motivo de

fosfoserina o fosfotreonina.

- TPIS (Triosafosfato isomerasa) es una enzima metabdlica que cataliza la conversion
entre fosfato de dihidroxiacetona y D-gliceraldehido-3-fosfato en la glucolisis y
gluconeogénesis También esta relacionada con el metabolismo de los lipidos a traves

de la alternancia de glicerol-3- fosfato y la via de las pentosas.

5.1.3 Validacién de ENOA y VINC como potenciales marcadores de
respuesta primaria

Para validar los resultados de protedbmica mediante ELISA, se seleccionaron las
proteinas ENOA y VINC por su alto nivel de significacion (Tabla 9). De acuerdo con
los resultados obtenidos en la cohorte total de pacientes, ambas proteinas mostraron un
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aumento en plasma en el grupo STR, aunque dicho incremento no fue significativo. Sin
embargo, en el caso de la VINC hubo una tendencia hacia la significacion estadistica
(NSTR: 0.8 (0.2-1.2) vs. STR: 1.2 (0.6-2.0), p=0.054) (Tabla 8 y Figura 16).
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Figura 16. Validacion de los resultados de protedmica. Cuantificacion de la concentracion
plasmética de alfa-enolasa (ENOA) y vinculina (VINC) por ELISA. El tamafio de la muestra
fue de 97 para el grupo de respuesta primaria (STR) y 16 para el grupo de no STR (NSTR).

5.1.4 Valor pronostico de ENOA y VINC en la respuesta primaria

A continuacion, se analizé el valor de los parametros clinicos y patolégicos para
predecir la respuesta del paciente de EC al tratamiento con anti-TNF. La edad [OR: 1,1
(1,0-1,1), p=0,009)], la duracion de la enfermedad [OR: 1,1 (1,0-1,2), p=0,006], el
CDAI basal [OR: 1,0 (1,0-1,0), p=0,000], la administracion concomitante de corticoides
durante la induccion [OR: 5,1 (1,7-15,5), p=0,004] y la reseccion intestinal previa [OR:
6,4 (2,1-19,8), p=0,001] se identificaron como factores independientes de NSTR (Tabla
8). En un analisis multivariante, el tratamiento concomitante con corticoides [OR: 8,6
(1,7-43,4), p=0,009], la reseccién intestinal previa [OR: 10,5 (2,1-52,0), p=0,004] vy el
CDAI basal [OR: 1,0 (1,0-1,0), p=0,003] se mantuvieron como factores predictivos de
NSTR (Tabla 10). La inclusion en el andlisis de los niveles plasmaticos de VINC
basales incrementd el valor predictivo del modelo (Tabla 10). EI modelo ajustado
obtuvo un buen valor discriminante [AUC (95% IC) = 0,919 (0,862-0,977)] (Tabla 11y
Figura 17).
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Tabla 10. Andlisis multivariante para predecir fallo primario a la terapia anti-TNF en la
EC.

OR((95% IC) p OR (95% IC) p
Valores perdidos 9 10
Edad (afios) - - - -

Corticoides durante la induccion
8,6 (1,7-43,5)  0,009* | 14,4 (2,6-77,7) 0,002*

(%)

Duracion de la Enfermedad (afios) | - - - -
Reseccion intestinal (%) 10,5 (2,1-52,0) 0,004* | 14,8 (2,8-78,0)  0,001*
CDAI basal (AU) 1,0 (1,0-1,0) 0,003* [ 1,0 (1,0-1,0) 0,002*
VINC basal (pg/mg proteina) 0.5 (0.3-0.9) 0.032*

Tabla 11. Area bajo la curva del modelo multivariante de la figura 17. La tabla muestra la
comparacion del area bajo la curva obtenida para cada uno de los pardmetros individuales
incluidos en el modelo ajustado. Se muestran los datos del modelo ajustado considerando o no
la inclusion de VINC.

Variable AUC p 95% IC

VINC basal (pg/mg) 0,651 0,054 (0,500-0,802)
Corticoides en la induccién 0,668 0,032* (0,511-0,824)
Reseccidn Intestinal 0,709 0,007* (0,562-0,857)
Puntuacion CDAI 0,829 0,000* (0,718-0,940)
Modelo ajustado (sin VINC) 0,904 0,000* (0,838-0,970)
Modelo ajustado (con VINC) | 0,919 0,000* (0,862-0,977)
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Figura 17. Curva ROC del modelo propuesto para predecir la respuesta primaria al
tratamiento anti-TNF en pacientes con EC. La curva muestra como el modelo de regresion
puede predecir la respuesta primaria de los pacientes de EC a la terapia biol6gica a partir de los
niveles plasmaticos de VINC en combinacion con las caracteristicas clinicas descritas.

5.2 Enfermedad de Crohn. Respuesta secundaria al tratamiento anti-TNF

A los 12 meses de seguimiento tras el inicio del tratamiento con anti-TNF, los pacientes
fueron reagrupados considerando el mantenimiento o la pérdida de respuesta a la terapia
bioldgica a largo plazo. De esta forma, se generaron los grupos de respuesta sostenida o
respuesta secundaria (grupo LTR, acronimo del inglés “Long Term Remission”; n=75) y
de pérdida de respuesta secundaria (NLTR, del inglés “No Long Term Remission”;

n=38), que fueron comparados de nuevo entre si.

66



Resultados

5.2.1 Anadlisis de los factores clinicos y demograficos

Al reagrupar a los pacientes con EC en funcion de la respuesta al tratamiento a los 12
meses del inicio del mismo, el 66,4% mostro respuesta secundaria y el 33,6% restante
pérdida de respuesta. En la Tabla 12 se recogen las caracteristicas demogréaficas y
clinicas basales de los pacientes de cada grupo, LTR y NLTR. Al igual que con la
respuesta primaria, no observamos diferencias significativas relativas a la respuesta al
tratamiento en funcidn de la terapia biologica administrada. Ademas, la pérdida de
respuesta secundaria se asocié nuevamente a una evolucion mas larga de la enfermedad
(NLTR: 12,0 (4,0-21,2) vs. LTR: 3,0 (1,0-13,0); p=0,011), una mayor actividad de la
EC al inicio del tratamiento (NLTR: 149,2 (69,1-230,3) vs. LTR: 90,4 (50,5-152,7);
p=0,006) y haber sufrido, al menos, una reseccion intestinal previa (NLTR: 39,5% vs.
LTR: 20%; p=0,041) (Tabla 12).

En esta ocasion, al medir la concentracion plasmatica basal de ambas proteinas
seleccionadas, ENOA (NLTR: 0,1 (0,0-0,2) vs. LTR: 0,1 (0,0-0,3); p=0,031) y VINC
(NLTR: 0,9 (0,4-1,9) vs. LTR: 1,4 (0,9-2,1); p=0,002), observamos un incremento
significativo en el grupo de pacientes LTR respecto al grupo NLTR (Figura 18). Este
resultado coincidia el obtenido previamente mediante protedmica al comparar los

grupos de pacientes de respuesta primaria.
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Tabla 12. Relacién entre las caracteristicas demograficas y clinicas y la respuesta secundaria del paciente de EC a la terapia anti-TNF. Analisis

univariante para pacientes con respuesta secundaria (LTR) y pacientes sin secundaria (NLTR).

Variable Valores perdidos NLTR (38) LTR (75) OR (95% IC) p
Género (%, H) - 21 (56,8%) 42 (56 %) 0,9 (0,4-2,0) 0,848
Edad (afios, mediana [IQR]) - 45 (30,8-54,3) 39 (27-50) 1,0 (1,0-1,1) 0,096
Tabaco 8 (7,1 %)

Si 9 (27,3 %) 27 (37,5 %) 1 (Ref.)

No 21 (63,6 %) 34 (47,2%) 1,2 (0,3-5,4) 0,791

Exfumador 3(9,1%) 11 (15,3 %) 2,3(0,6-9,1) 0,248
Anti-TNF -
Infliximab/Biosimilar (%) 20 (52,6%) 37 (49,3%) 1 (Ref.)
Adalimumab (%) 18 (47,4%) 38 (50,7%) 0,9(0,4-1,9) 0,740
Indicacion del tratamiento -

Enfermedad luminal (%) 31 (81,6%) 68 (90,7%) 1 (Ref.)

Enfermedad perianal (%) 6 (15,8%) 3 (4%) 4,4 (1,0-18,7) 0,046

Enfermedad luminal y perianal (%) 1 (2,6%) 4 (5,3%) 0,55 (0,1-5,1) 0,598
Tratamiento concomitante -

Ninguno (%) 6 (15,8%) 13 (17,3 %) 1 (Ref.)

Azatioprina (%) 30 (78,9%) 57 (76 %) 1,1 (0,4-3,3) 0,809

Metotrexato (%) 1(2,6%) 2 (2,7 %) 1,1 (0,8-14,4) 0,952

Otros (%) 1(2,6%) 3 (4%) 0,7 (0,1-8,5) 0,722
Corticoides durante la induccion (%) - 9 (23,7 %) 15 (20%) 1,2 (0,5-3,2) 0,651
IMC basal (kg/m?) 10 (8,8%) 24,4 (4,0) 22,9 (3,8) 1,1 (1,0-1,2) 0,072
Tiempo desde el diagndstico (afios, mediana [IQR]) 8 (7,1%) 11,9 (3,0-20,5) 3,0 (1,0-13,0) 1,1(1,0-1,1) 0,018*
Clasificacion Montreal - Edad 11 (9,7 %)

Al <17 (%) 3 (9,4 %) 4 (5,7%) 1 (Ref.)

A2 17-40 (%) 23 (71,9 %) 50 (71,4%) 0,6 (0,1-3,0) 0,543

A3 >40 (%) 6 (18,8 %) 16 (22,9%) 0,5 (0,1-3,0) 0,442
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Variable Valores perdidos NLTR (38) LTR (75) OR (95% IC) p
Clasificacion Montreal - Localizacion 3 (2,7 %)

L1 lleal (%) 19 (51,4%) 28 (38,4%) 1 (Ref)

L2 Cdlico (%) 7 (18,9%) 10 (13,7%) 1,0 (0,3-3,2) 0,957

L3 lleocdlico (%) 11 (29,7 %) 32 (43,8%) 0,5 (0,2-1,2) 0,138

L4 Aislada de tramo superior (%) 0 3 (4,1%) 0(0,0-) 0,999
Comportamiento 8 (7,1%)

Inflamatorio (%) 15 (44,1%) 46 (64,8 %) 1 (Ref.)

Estenosante (%) 6 (17,6%) 11 (15,5%) 1,7 (0,5-5,3) 0,382

Fistulizante (%) 13 (38,2%) 12 (16,9%) 3,3 (1,3-8,8) 0,016*

Estenosante y fistulizante (%) 0 2 (2,8%) 0(0,0-) 0,999
Enfermedad Perianal (Si, %) 1 (0,9 %) 15 (39,5%) 19 (25,7%) 0,5(0,2-1,2) 0,135
Manifestaciones extraintestinales (Si, %) 8 (7,1%) 4 (12,1%) 12 (16,7%) 0,7 (0,2-2,3) 0,549
Apendicetomia (Si, %) 8 (7,1 %) 4 (12,1%) 5 (6,9%) 1,9 (0,5-7,4) 0,385
Reseccidn intestinal previa (Si, %) - 15 (39,5%) 15 (20%) 2,6 (1,1-6,2) 0,029*
Cirugia perianal previa (Si, %) - 9 (23,7%) 9 (12%) 2,3 (0,8-6,3) 0,115
CDAI basal (Ul, media £ [IQR]) - 157,5 (77,8-233,8) 90,3 (52-158,0) 1,0 (1,0-1,0) 0,011*
Hemoglobina basal (g/L media + DE) 9 (8,0%) 13,1 (1,4) 12,9 (1,5) 1,1 (0,8-1,5) 0,516
Leucocitos basales (10%/uL, mediana, IQR) 9 (8,0%) 7,2 (6,4-10,7) 7,6 (4,8-10,4) 1,0 (0,9-1,2) 0,637
Plaquetas basales (10%/uL, mediana, IQR) 10 (8,8%) 325,0 (245,5-376,0) 300,5 (267,8-354,0) 1,0 (1,0-1,0) 0,872
Albumina basal (g/dL, media + DE) 22 (19,5%) 4,0 (3,8-4,4) 4,0 (3,6-4,4) 1,8 (0,6-5,0) 0,271
Ferritina basal (ng/mL, mediana, IQR) 19 (16,8%) 82,8 (35,5-152,8) 50,9 (22,6-113,6) 1,0 (1,0-1,0) 0,877
CRP basal (mg/L, mediana, IQR) 14 (12,4 %) 2,8(0,8-12,1) 4,6 (0,6-14,3) 1,0 (1,0-1,0) 0,306
ESR basal (mm/h, mediana, IQR) 34 (30,1 %) 30,0 (12,5-60,5) 26,0 (10,0-26,0) 1,0 (1,0-1,0) 0,047
ENOA basal (ug/mg proteina) 1 (0,9 %) 0,1(0,0-0,1) 0,1(0,0-0,2) 0,1(0,0-1,4) 0,085
VINC basal (pg/mg proteina) - 0,8 (0,2-1,5) 1,2 (0,8-2,1) 0,7 (0,5-1,0) 0,038*

LTR, respuesta sostenida; NLTR, no respuesta sostenida; IMC, indice de masa corporal; CDAI, indice de actividad de la enfermedad de Crohn; PCR, proteina
C reactiva; VSG: velocidad de sedimentacién globular; ENOA, alfa-enolasa; VINC, vinculina; OR, razén de probabilidades; IC, intervalo de confianza; DE,
desviacion estandar; IQR, rango intercuartilico; Clasificacion Montreal - Edad, Edad al diagnostico.
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Figura 18. Validacion de ENOA y VINC en la respuesta secundaria al tratamiento anti-
TNF. Cuantificacion de la concentracién plasmatica de ENOA y VINC por ELISA. El tamafio
muestral fue 75 para el grupo de respuesta secundaria (LTR) y 38 para el de no LTR (NLTR).

5.2.2 Valor pronostico de ENOA y VINC en la respuesta secundaria

Al analizar los diferentes pardmetros clinicos, observamos que la duracion de la
enfermedad [OR: 1,1 (1,0-1,1), p=0,018], el CDAI basal [OR: 1,0 (1,0-1,0), p=0,011] y
la existencia de reseccidn intestinal previa al tratamiento [OR: 2,6 (1,1-6,2), p=0,029] se
mantenian como factores independientes de respuesta secundaria (Tabla 12). Asimismo,
la concentracion plasmaética basal de VINC [OR: 0,7 (0,5-1,0), p=0,038], pero no de
ENOA [OR: 0,1 (0,0-1,4), p=0,085], confirm¢d ser un predictor de respuesta sostenida al
tratamiento. En el analisis multivariante, la concentracion de VINC [OR: 0,7 (0,5-1,0),
p=0,031] agregaria valor predictivo de respuesta secundaria, al modelo compuesto por
la reseccion intestinal previa [OR: 2,9 (1,1-7,6), p=0,026] y el CDAI basal [OR: 1,0
(1,0-1,0), p=0,040]. La capacidad discriminante del modelo ajustado que incluye a estos
tres factores fue discreta, aunque significativa estadisticamente [AUC (IC 95%) = 0,696
(0,592-0,800)] (Tabla 13) (Figura 18).
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Tabla 13. Area Bajo Curva (AUC) del modelo multivariante propuesto para la respuesta
secundaria al tratamiento anti-TNF en la EC. La tabla muestra la comparacion del AUC
obtenido para los pardmetros individuales incluidos en el modelo ajustado.

Variable AUC p 95% IC
Reseccion intestinal 0,597 0,092 0,483-0,711
indice CDAI 0,660 0,006* 0,549-0,771
VINC Basal (pg/mg) 0,678 0,002* 0,567-0,789
Modelo ajustado 0,696 0,001* 0,592-0,800

Figura 189. Curva ROC del modelo de regresion para predecir respuesta secundaria al
tratamiento anti-TNF en la EC. EI modelo combina los niveles plasméticos de VINC con las
caracteristicas clinicas relacionadas con la actividad basal de la enfermedad y la presencia de
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5.3 Colitis Ulcerosa

5.3.1 Anadlisis de los factores clinicos y demograficos

En el caso de la CU, realizamos el analisis estadistico de los parametros clinicos y
demogréaficos obtenidos para los 24 pacientes incluidos en el estudio. De estos, el 33,3%

presentd NSTR al tratamiento, fallando al mismo en los 3 primeros meses tras su inicio.

En la Tabla 14 se recogen las caracteristicas clinicas basales de los pacientes de cada
grupo. En relacion con el tratamiento prescrito, un 91,6% de los pacientes inicio
tratamiento con infliximab o su biosimilar, un 4,2% recibi0 tratamiento con adalimumab
y otro 4,2% recibié golimumab. No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al tratamiento prescrito y la perdida de respuesta al mismo.
Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los grupos STR y NSTR
cuando se analizaron el resto de las variables clinicas registradas (Tabla 14).

Tabla 14. Relacion entre las caracteristicas demogréficas y clinicas y la respuesta primaria del
paciente con CU a la terapia anti-TNF. Analisis estadistico entre los grupos STR 'y NSTR.

Variable p}g?:j%?s NSTR (8) STR (16) D

Genero (%, H) - 3(37,5%) 11 (68,8%) 0,204

Edad (afios, media =+ DE) - 4,6 +5,0 48+55 0,975

Tabaco (%) - 0,339
No 5 (62,5%) 9 (56,3%)

Si 1(12,5%) 0 (0,0%)
Exfumador 2 (25,0%) 7 (43,8%)

Anti-TNF (%) - 0,283
Infliximab/ Infliximab biosimilar 7 (87,5%) 15 (93,8%)
Adalimumab 1 (12,5%) 0 (0,0%)

Golimumab 0 (0,0%) 1 (6,3%)

0 - 1,000
Colitis ulcerosa grave 6 (75,0%) 13 (81,3%)

Enfermedad cronicamente activa 2 (25,0%) 3 (18,8%)

Tratamiento concomitante (%) 3 (12,5%) 0,564
Azatioprina 1 (12,5%) 1(7,7%)

Mesalazina 3 (37,5%) 8 (61,5%)
Ambos 4 (50,0%) 4 (30,8%)

Corticoides durante la induccion (Si) (%) - 2 (25%) 7 (43,8%) 0,657

IMC basal (Kg/m2) 4 (16,7%) 23,447 24954 0,502

(T;r:g;f"r’n‘ig?gﬁae;%%OSt'co - 30(10-30) |35(00-68  |0,226
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Variable ;’:‘r'girggs NSTR (8) STR (16) D
Montreal al diagndstico (%) 1 (4,2%) 1,000
Proctitis 2 (28,6%) 3 (18,8%)
Colitis izquierda 3 (42,9%) 7 (43,8%)
Pancolitis 2 (28,6%) 6 (37,5%)
Mayo parcial (%) - 0,054
Actividad leve-moderada 8 (100,0%) 9 (56,3%)
Actividad grave 0 (0,0%) 7 (43,8%)
Hemoglobina basal (g/L, media + DE) - 128+1.2 126 +1,3 0,696
Leucocitos basal (10%/mL, media = DE) - 92+31 85+25 0,539
Plaquetas basal (10°/mL, media + DE) 1 (4,2%) 361,3+92,8 352,9+104,3 0,852
Albumina basal (g/dL, media £ DE) 3 (12,5%) 40+0,3 3,7+0,6 0,250
Ferritina basal (ng/mL, mediana, IQR) 2 (8,3%) 31,3 (8,6-172,4) | 75,1 (37,5-136,8) | 0,145
PCR basal (mg/L, mediana, IQR) 1 (4,2%) 2,2 (0,8-95,2) [43,5(14,9-71,3) {0,135
VSG basal (mm/h, media + DE) 7 (29,2%) 30,4+ 27,4 33,0+27,9 0,851

STR, respuesta primaria; NSTR, no respuesta primaria; IMC, indice de masa corporal; PCR,
proteina C reactiva; VSG: velocidad de sedimentacion globular; DE, desviacion estandar; 1QR,
rango intercuartilico.

5.3.2 Protedmica

A partir del analisis protedmico de las muestras de plasma de pacientes con CU de los
grupos STR y NSTR, se cuantificaron un total de 260 proteinas. Tras el analisis
estadistico de los resultados, fijando un cambio de expresion diferencial entre los grupos
>2.4 veces y una significacion estadistica para la prueba t con p<0,010, seleccionamos
un total de 10 proteinas como potenciales marcadores de respuesta primaria al
tratamiento anti-TNF (Tabla 15). Debido a que no hemos conseguido una cohorte de
pacientes suficientemente amplia, no hemos podido validar ninguna de las proteinas

seleccionadas.
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Tabla 15. Proteinas expresadas diferencialmente entre los grupos STR y NSTR de
pacientes con CU. Se muestra la identidad y abreviatura de la proteina, valor de probabilidad
(p), valor del cambio de expresion de la proteina en el grupo NSTR respecto al grupo STR (FC),
proceso bioldgico en el que participa y funcién molecular.

s Funcién
ID Abrev. p FC Proceso bioldgico Molecular
Q96PD5 PGLYRP2 0,000 2,4  Inmunidad Hidrolasa
PO1009 SERPINAL 0002 -2.8 Fase agud_a/ Coagulacién/  Inhibidor
Hemostasis proteasas
P02753 RBP4 0,002 2,6  Transporte Unién retinol
T . Inhibidor
P29622 SERPINA4 0,003 2,8 Inhibicion endopeptidasas proteasas
P48740 MASP1 0,004 26 Inmunidad/ Activacion Hidrolasa /
Complemento Proteasa
P02745 C10A 0,004 24 Inmunidad/ Sistema del Componente del
Complemento Complemento
Transporte lipidos/ Inhibidor
P05154 SERPINA5 0,005 2,6 P ., P . proteasas /
Coagulacion/ Hemostasis L .
Unién heparina
PO7477  PRSS1 0006 -30 Digestion Al
Proteasa
Transporte Union lipidos
P08185 SERPINA6 0,010 3,0  glucocorticoides y 1P y
. esteroides
progestinas
P02747 c10C 0,010 24 Inmunidad/ Sistema del Componente del
complemento Complemento

A continuacidn, describimos brevemente las funciones y procesos bioldgicos en los que

participan las proteinas seleccionadas, segun se recoge en la base de datos UniProt:

- PGLYR2 (N-acetilmuramoil-L-alanina amidasa) puede participar como ‘scavenger’ a
través de la digestion de peptidoglicanos biolégicamente activos a fragmentos
bioldgicamente inactivos. No tiene actividad bacteriolitica directa. Hidroliza la union
entre los residuos de N-acetilmuramoilo y los residuos de L-aminoacidos en ciertos

glicopéptidos de la pared celular.

- SERPINA1 (Alfa-1-antitripsina) es un inhibidor de serina-proteasas. Su objetivo
principal es la elastasa, pero también presenta afinidad por la plasmina y la trombina.
Inhibe irreversiblemente la tripsina, la quimiotripsina y el activador del plasmindgeno.
La forma aberrante inhibe la sintesis de éxido nitrico inducida por insulina en plaquetas,
disminuye el tiempo de coagulacion y tiene actividad proteolitica frente a insulina y

plasmina.

74



Resultados

- RBP4 (Proteina de union al retinol 4) es miembro de la familia de las lipocalinas y la
principal proteina de transporte de retinol (vitamina A) en la sangre. Se encarga de
movilizar las reservas de retinol del higado hacia los tejidos periféricos. Transfiere el

retinol a STRAG, que a su vez facilita su transporte a través de la membrana celular.

- SERPINA4 (Kalistatina) inhibe las actividades amidolitica y kininogenasa de la
kalicreina tisular a través de la formacion de un complejo. La heparina bloguea la

formacion de dicho complejo y, por tanto, su efecto inhibidor sobre la kalicreina tisular.

- MASP1 (Serina-proteasa-1 asociada a lectina de unién a manosa) es una proteasa
clave que inicia la activacion de la via de las lectinas del sistema del complemento, que
desempefia un papel clave en la inmunidad innata al reconocer y neutralizar patdgenos a
través de fracciones de azlcar. MASP1 es activada tras la unién de mannan-binding
lectin (MBL) y ficolinas a los grupos de azucar de los patogenos, favoreciendo la
activacion de MASP2 o C2, o incluso directamente de C3, componente clave del
complemento. La isoforma 2 puede tener un efecto inhibidor sobre la activacion de la
via de las lectinas o puede escindir IGFBP5 (Insulin-like growth factor-binding protein

5). También participa en el desarrollo.

- C1QA (Subunidad A del subcomponente Clg del Complemento) es un
subcomponente que se asocia con las proenzimas Clr y C1s para generar C1, que es el
primer componente del sistema del complemento sérico. C1q interactta con el complejo
C1r,Cls; dependiente de Ca®', dando lugar a la activacion de C1 a través de la
interaccion de C1q con las regiones Fc de los anticuerpos 1gG o IgM presentes en los

complejos inmunes.

- SERPINAS (Inhibidor de serina proteasa plasmatica) es otro inhibidor irreversible de
serina proteasa, dependiente de heparina. Esta implicado en la regulacién de las
actividades proteoliticas intra- y extra-vasculares. En el plasma sanguineo, desempefia
funciones hemostaticas como factor procoagulante y proinflamatorio, al inhibir la
accion y generacion del factor de proteina C activado anticoagulante por el complejo
trombina/trombomodulina. También actta como factor anticoagulante al inhibir factores
de coagulacién sanguinea como la protrombina, factor Xl, factor Xa, kalicreina y
enzimas fibrinoliticas como los activadores del plasmindégeno. También puede
desempefiar un papel no inhibidor en plasma seminal y orina como transportador de

hormonas hidrofoébicas mediante su unién al acido retinoico.
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- PRSS1 (Serina proteasa 1), tambien referida como TRY1 o tripsindgeno, es una

proteina sintetizada en el pancreas y relacionada con la digestion de los alimentos.

- SERPINAG6 (Globulina de union a corticosteroides) es la principal proteina de
transporte de glucocorticoides y progestinas en la sangre de casi todas las especies de

vertebrados.

- C1QC (Subunidad A del subcomponente Clq del Complemento) es otro
subcomponente que forma parte del complejo C1q del sistema del complemento.
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6. DISCUSION

En pacientes con EC, la no respuesta primaria al tratamiento es mas frecuente en
pacientes de mayor edad y con una evolucion mas larga de la enfermedad (103),
dandole sentido a la estrategia terapéutica denominada “top-down”, basada en el uso
precoz de bioldgicos, solos 0 en combinacion, como terapia de primera linea cuando la
EC es diagnosticada. En comparacion, la estrategia “step-up” ofrece un riesgo de
toxicidad sistémica relativamente menor, al proporcionar una intensificacion gradual de
la terapia ajustada a la gravedad de la enfermedad. Sin embargo, esta estrategia
tradicional podria retrasar la supresion inflamatoria de la mucosa intestinal en pacientes
con un patron mas agresivo, provocando la intensificacion de la actividad de la
enfermedad y la resistencia a otros farmacos (104).

A pesar de la ventaja que podria ofrecer una estrategia “top-down”, el uso de bioldgicos
no esta libre de riesgos y efectos adversos. Por ello, es urgente la identificacion de
marcadores de respuesta a estos farmacos para ser implantados en la practica clinica. El
objetivo del presente estudio piloto ha sido demostrar la utilidad de la protedmica
SWATH para identificar potenciales marcadores de respuesta al tratamiento anti-TNF
en pacientes con EIll. El uso de estos nuevos marcadores, solos o0 en combinacidn con
parametros clinicos ya conocidos, podria ayudar a seleccionar a los pacientes con una
mayor probabilidad de respuesta al tratamiento biolégico. De esta forma, la terapia anti-
TNF podria administrarse de manera mas segura y eficaz, permitiendo al resto de
pacientes beneficiarse de tratamientos de segunda linea que pudieran resultarles mas
eficientes. Esto se traduciria en la aplicacion de una medicina personalizada en la Ell,

adaptando el tratamiento médico a las caracteristicas individuales de cada paciente.
Marcadores de respuesta al tratamiento anti-TNF en la Enfermedad de Crohn

En el caso de la EC, la protedmica SWATH identificd proteinas relacionadas con la
organizacion del citoesqueleto, la union celular, la hemostasia/funcion plaquetaria, el
metabolismo de carbohidratos y la respuesta inmune como posibles marcadores de
respuesta al tratamiento bioldgico. El citoesqueleto estd involucrado en un numerosas
funciones celulares, como el anclaje, la adhesion, la migracion y la sefializacion celular
(105). Ejerce funciones clave en el mantenimiento de la barrera celular a través de
uniones célula-célula o célula-matriz. Junto con la capa mucosa y el sistema

inmunoldgico celular, las células epiteliales del sistema digestivo forman la primera
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barrera fisica contra factores externos e, incluso, el microbioma intestinal, y permite la
absorcion de nutrientes y la deteccion inmunoldgica. Asi pues, la integridad del
citoesqueleto es fundamental para mantener la correcta funcionalidad de la barrera del
epitelio intestinal y juega un importante papel en el desarrollo de la EIl (106). En las
enfermedades inflamatorias inmunomediadas, los mediadores proinflamatorios pueden
inducir cambios en el citoesqueleto que causan defectos en la barrera intestinal (107).
Por tanto, no resulta extrafio que el mayor nimero de marcadores potenciales
identificados en nuestro estudio corresponda a proteinas relacionadas con el
citoesqueleto celular. En linea con el papel del TNF en la permeabilidad del epitelio
intestinal (108), nuestros resultados muestran que la respuesta a anti-TNF puede estar
condicionada por la expresion de proteinas involucradas en las estructuras de unién
celular. La VINC es una proteina fijadora de filamentos de actina (99) que, al igual que
RSUL1 (109), se localiza en las adherencias focales y participa en la adhesion a la matriz
celular. La disminucién de la expresién de VINC se ha descrito tanto en la Ell activa
como quiescente, sugiriendo que este cambio es una caracteristica estructural de la capa
epitelial en la Ell y no esta influenciada por el proceso inflamatorio. La inhibicion de la
expresion de VINC podria implicar una disminucion de la rigidez del citoesqueleto y la
alteracion de las propiedades mecanicas de la capa epitelial, aumentando el riesgo de
exposicion a bacterias (110). En nuestro estudio, VINC fue identificada como la
segunda proteina mas diferencialmente expresada y la quinta con un cambio de
expresion mayor entre los grupos STR y NSTR de pacientes con EC. El analisis de la
cohorte total de pacientes mediante ELISA confirmé parcialmente este resultado,
alcanzando la significacion estadistica cuando se analiz6 la respuesta secundaria a largo
plazo. En el caso de COF1, se trata de un factor de polimerizacion de actina que
controla la apertura de las uniones estrechas de la barrera epitelial y participa en el
proceso de invasion del epitelio colénico por el patdgeno Shigella (111). Ademas, el
aumento de la expresion de fosfo-COF1 se ha asociado con la capacidad migratoria de
las células dendriticas (112), con alto poder antigénico y con un papel principal en la
patogenia de la EIl (113). La 1433Z es una proteina de union a cadherina que participa
en la adhesion célula a célula y, aunque estd implicada en la regulacion de un gran

nimero de vias de sefializacion, no ha sido asociada con anterioridad a la EC.

Otras proteinas relacionadas con el citoesqueleto de actina expresadas diferencialmente
en el anélisis proteémico fueron: GDIR2 (100), TAGL2 (105,114), ZYX (115), PDLI1
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(116), SDPR, MOES, PLEK, y ACTN1 (117). GDIR1 es otro miembro de la familia
Rho GDI que regula la reorganizacion del citoesqueleto y cuya sobreexpresion en
células epiteliales intestinales primarias aisladas de pacientes con EC se ha asociado con
la destruccion de la homeostasis epitelial bajo inflamacion intestinal crénica (118).
SDPR es una proteina involucrada en la sefial de transduccién, que ha sido asociada con
PLEK en plaquetas; por su parte, ACTN1 y MOES han sido asociadas indirectamente
con PLEK y actina (117). Esto es particularmente interesante debido a que todas ellas
han sido anteriormente asociadas con la hemostasia/funcién plaquetaria, probablemente
debido a que la fisiologia celular de las plaquetas requiere la polimerizacion de la actina
(119). De hecho, el metabolismo de las plaquetas se ha asociado con una respuesta
terapéutica a infliximab en pacientes con EC (91). Las plaquetas son potentes
inmunomoduladores que reconocen y eliminan directamente a los patdgenos, reclutan y
facilitan la actividad inmunitaria de los leucocitos en zonas de infeccion e inflamacion
(120), e inducen la diferenciacion de los monocitos en células dendriticas (121,122). La
activacion de PLEK puede ser detectada pronto, tras la estimulacion plaquetaria (123), y
ha sido asociada a la polimerizacion de la actina y reorganizacion del citoesqueleto, la
agregacion plaquetaria, la secrecion granular o la migracion celular (117,124,125).
SDPR (126) y MOES pueden participar en distintos procesos relacionados con la
reorganizacion del citoesqueleto y la biologia plaquetaria, como la endocitosis, la
adhesion, la locomocion o la sefializacion. Ademas, la actividad de MOES est4 asociada
con la transduccidn de la sefial mediada por lipopolisacaridos en monocitos/macrofagos

a través de la induccion de la secrecion de TNF-a (127).

S10A4 fue la Ultima proteina relacionada con el citoesqueleto celular, identificada en
nuestro analisis como marcador de STR. Esta proteina de union a calcio es una promesa
terapéutica como marcador en Ell debido a que, al igual que el resto de proteinas
descritas anteriormente, amplifica la respuesta inflamatoria del microambiente (128).
Un estudio prospectivo que incluyé a 118 pacientes, identifico a la proteina sérica
S104A como marcador candidato para distinguir a la poblacion con EIll y entre
subgrupos de pacientes con EC (129). Ademas, componentes de la familia de proteinas
S-100, como son S10A8 y S10A9, fueron identificados dentro de los 5 genes maés
diferencialmente expresados en muestras de biopsia de mucosa de pacientes con EC,
con capacidad para predecir la respuesta de infliximab con un 100% de precision (130).

El resto de las proteinas relacionadas con la respuesta inflamatoria e identificadas en
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este estudio fueron GDIB y GSTO1. La expresion de GDIB ha sido asociada a la
reduccion de inflamacién en el microambiente tumoral (131) y la supresion de
metastasis (132), y es un predictor de supervivencia libre de recidiva tumoral en cancer
colorrectal (133). Ademas, GDIB participa en la apoptosis de neutréfilos
polimorfonucleares mediada por TNF-a (134). En concordancia con nuestros
resultados, los ratones con un déficit de GSTO-1 muestran una respuesta inflamatoria
mas grave y un mayor escape de bacterias del colon al sistema linfatico en un modelo
preclinico de EIll (135).

Ademas del citoesqueleto y la respuesta inflamatoria, los pacientes con EC del grupo
NSTR mostraron niveles mas reducidos de proteinas plasmaticas relacionadas con la
glucolisis. ENOA es una enzima multifuncional que actia como un sensor celular
universal y participa en diversas patologias, incluidos los trastornos inflamatorios (136).
Asi, ENOA ha sido identificada como la segunda proteina méas diferencialmente
expresada en patologias humanas (137). En células hematopoyéticas, ENOA sirve como
receptor del plasmindgeno (138), el cual se encuentra sobreexpresado en pacientes de
EC con falta de respuesta primaria a infliximab (92). En nuestro estudio, ENOA fue la
proteina mas diferencialmente expresada entre los grupos STR y NSTR de pacientes
con EC. A pesar de que la validacion mediante ELISA no pudo confirmar el resultado
de protedmica para ENOA en la respuesta primaria a la terapia anti-TNF, si lo confirmé
para la respuesta secundaria. Ademas de esta, otras proteinas relacionadas con la
glucdlisis, como ALDOA y TIPS, tambien fueron identificadas mediante SWATH
como proteinas con expresion disminuida en el grupo de pacientes NSTR. En general,
los pacientes con EIl muestran una fuerte serorreactividad frente a las enzimas
glucoliticas, habiendo sido identificados autoanticuerpos frente a ENOA en CU y EC
(139,140). Por tanto, la disminucion de enzimas glucoliticas en pacientes con Ell podria
estar asociada a una mayor produccion de anticuerpos frente a ellas, coincidiendo con
una enfermedad maés grave. Curiosamente, el citoesqueleto también puede afectar a la
via glucolitica, ya que la activacion completa de la glucdlisis requiere la remodelacion
del citoesqueleto de actina. La coordinacion entre ambos procesos puede facilitar la

biosintesis macromolecular necesaria para el crecimiento y division celular (141).
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Marcadores de respuesta al tratamiento anti-TNF en la Colitis Ulcerosa

La protedbmica SWATH identificé un total de 10 proteinas con expresion diferencial en
el plasma de pacientes con CU del grupo STR respecto al grupo NSTR, relacionadas
principalmente con la respuesta de fase aguda, el sistema del complemento, la
inmunidad innata, el transporte o el mantenimiento del epitelio gastrointestinal. Es
importante sefialar que un nimero importante de estas proteinas identificadas han sido
previamente propuestas como marcadores bioldgicos de CU (142). El analisis de los
parametros clinicos asociados con la actividad de la enfermedad, tales como la VSG o la
abundancia de leucocitos, plaquetas o de las proteinas PCR y ferritina (142), no
encontrd diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de pacientes STR y
NSTR. Asi pues, basandonos en los criterios clinicos, podriamos decir que la actividad
de la CU era similar en ambos grupos de pacientes. No obstante, las diferencias
observadas en algunas de las proteinas identificadas podrian indicar que existen perfiles
de mayor actividad de la CU en el grupo de pacientes STR. Asi, la SERPINAL es un
marcador que se encuentra incrementado en CU (142) y que en nuestro estudio esta
disminuido 2,8 veces, en el grupo NSTR respecto al grupo STR. Sin embargo, hay que
recordar que el kit de deplecién utilizado para eliminar las proteinas mas abundantes del
plasma, como paso previo al analisis proteémico, incluye en su lista a esta proteina. Por
tanto, pese a que el kit de deplecion se utilizo en las mismas condiciones para todas las
muestras (mismo volumen de plasma, mismo protocolo), las diferencias observadas
entre ambos grupos podrian estar sesgadas por el rendimiento de dicho kit. A pesar de
ello, encontramos diferencias significativas en otro grupo de proteinas, cuyos niveles en
plasma podrian estar indicando una respuesta al tratamiento dependiente de la actividad
de la EIl. Por ejemplo, en colitis experimental, la expresion de MASP2 en mucosa se
encuentra disminuida (143). Aungue en nuestro estudio detectamos un incremento de
MASP1 en el grupo NSTR (+2,6 veces), se sabe que MASP2 es activada por MASP1 en
la via de activacion del sistema del complemento (144,145); Kalistatina 0 SERPINA4 es
un inhibidor de la actividad serin proteasa que se encuentra disminuida
significativamente en plasma y biopsias de pacientes con CU y enfermedad activa frente
a controles sanos (146,147). De forma similar, encontramos en nuestro analisis que su
expresion en plasma esta incrementada 2,8 veces en el grupo NSTR vs. STR.
Curiosamente, otro grupo de inhibidores de serin proteasas de la misma familia, como

SERPINA4 y SERPINAS, también se encuentran sobreexpresados en el mismo grupo
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de pacientes; Por ultimo, encontramos a la proteina RBP4, cuyos niveles en el plasma
son 2,6 veces superiores en el grupo NSTR. Esta proteina es particularmente interesante
porque el retinol se asocia directamente y de forma positiva con la integridad del
epitelio intestinal y el mantenimiento de la inmunidad (148). Dado su papel protector, la
sobreexpresion de RBP4 en el grupo NSTR podria entenderse como una respuesta
fisiolégica a una CU maés activa. Sin embargo, se ha observado que las alteraciones en
RBP4 son independientes de la actividad de la enfermedad en EC y CU (149). Es mas,
en pacientes pediatricos, el incremento de RBP4 en suero correlaciona negativamente
con la actividad de la EIl (150). Es decir, pacientes con niveles mas altos de la proteina

tienen una enfermedad menos activa.

En este estudio, para facilitar su andlisis, solamente hemos considerado aquellas
proteinas con expresion diferencial estadisticamente significativa, fijando un valor de
p<0,01 y un cambio de expresion entre ambos grupos (FC) > 2.4 veces. No obstante, en
la larga lista de proteinas identificadas, encontramos méas proteinas que no han sido
tenidas en cuenta (0,01<p<0,02 y/o FC<2,4) cuya expresion diferencial entre ambos
grupos de pacientes STR/NSTR concuerda con la idea de que perfiles de CU menos
activos responden peor a la terapia anti-TNF. La proteina de fase aguda alfa-1-
glicoproteina acida (p=0,02 y FC=-4,3) es un marcador de CU (142) que, como
SERPINAL, se encuentra en la lista de proteinas deplecionadas y su expresion esta
reducida en el grupo NSTR; Otra proteina de fase aguda, la proteina amiloide sérica Al
(p=0,028 y FC=-7,2), es también un marcador candidato de CU cuyos niveles se
encuentran incrementados en pacientes (142) y que encontramos 7,2 veces disminuido
en el grupo NSTR en comparacion con el grupo STR; Por dltimo, la ficolina-3 (o0
ficolina-H) es una proteina relacionada con la activacion del complemento, cuya
concentracion sérica en pacientes con CU es significativamente menor respecto a los
controles sanos (151). En nuestro estudio, detectamos un incremento de 2,6 veces en el
grupo NSTR vs. STR (p=0,015).

A pesar de estos resultados, los pacientes que peor responden a la terapia bioldgica son,
en términos generales, aquellos que han fallado previamente a un bioldgico y los que
tienen mayor carga inflamatoria y actividad, determinada mediante endoscopia y el
analisis de biomarcadores como la calprotectina, y también en relacion con los niveles
de farmaco (91,152-154). El escaso numero de muestras que hemos podido recoger en

este estudio nos ha impedido confirmar estos resultados. Asimismo, es muy probable
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que el bajo tamafio muestral sea el responsable de no haber encontrado diferencias
significativas en los factores clinicos y demograficos entre los grupos STR y NSTR de
pacientes con CU. Por ultimo, las muestras utilizadas para el analisis proteémico fueron
seleccionadas cuando ya habiamos clasificado a los pacientes como STR 0 NSTR, pero
aun no disponiamos de los datos clinicos relativos a la respuesta a largo plazo. Al
finalizar el seguimiento de los pacientes a largo plazo, los grupos de respuesta y no
respuesta no se mantuvieron uniformes y, por ese motivo, no pudimos realizar el

analisis comparativo a este tiempo de estudio.

En resumen, la protedbmica SWATH ha resultado una metodologia apta para la
identificacion de potenciales marcadores plasmaticos de respuesta a tratamiento en la
Ell. El andlisis basal de VINC en pacientes con EC afiadié valor a nuestro modelo
multivariante en el que, combinado con los parametros clinicos corticoides en la
induccion, reseccion intestinal previa y CDAI basal, podria resultar de utilidad para
predecir la respuesta primaria al tratamiento con anti-TNF. En la respuesta a largo
plazo, el analisis de VINC se mostrd aln mas robusto. A pesar de que en la practica
clinica, la pérdida de respuesta secundaria se deja en segundo plano y depende de
aspectos como la inmunogenicidad, la creacion de anticuerpos frente al farmaco, o los
niveles de farmaco (155), este resultado es interesante porque hemos identificado un
potencial biomarcador de respuesta a corto plazo que, ademas, advierte que la respuesta
se mantendra en el tiempo. Debido a ello, VINC podria ser una diana terapéutica
interesante para el tratamiento de la EC. En el caso de la CU, queda por determinar si
alguna de las proteinas identificadas, relacionadas con la respuesta de fase aguda, el
sistema del complemento, la inmunidad innata, el transporte o el mantenimiento del
epitelio gastrointestinal, puede resultar Util como marcador de respuesta al tratamiento
bioldgico. Por altimo, el hecho de no haber identificado proteinas comunes en ambas
patologias podria corresponder al hecho de que, a pesar de formar parte del grupo de
Ell, la EC y la CU se manifiestan de un modo diferente en cuanto a la zona de

afectacion, inflamacién, complicaciones o sintomas.
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Limitaciones

Existen diversas limitaciones en el desarrollo de esta tesis doctoral. Una de ellas es que,
cuando se planificd, ain no se analizaban marcadores como la calprotectina fecal o los
niveles de farmacos en sangre, disponibles actualmente en el laboratorio de rutina como
parametros Utiles en la practica clinica habitual para valorar la respuesta del paciente
con Ell al tratamiento farmacoldgico. Por tanto, no hemos podido evaluar la utilidad de
estos marcadores en nuestro estudio ni compararlos con los resultados obtenidos. Otra
de las limitaciones que hemos acusado ha sido la baja tasa de reclutamiento. En el caso
de la EC, pudimos salvar este obstaculo a través de la obtencion de muestras donadas de
otros centros hospitalarios. Gracias a ello, pudimos completar la validacién posterior al
estudio protedmico. En el caso de la CU, no conseguimos reclutar un namero suficiente
de muestras para este propdsito. No obstante, esperamos abrir colaboraciones
préximamente para validar los resultados de CU. Estos aspectos fueron reflejados en las

memorias de seguimiento del doctorado.
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7. CONCLUSIONES

89

El presente estudio identifico la edad, la duracion de la enfermedad, el
tratamiento concomitante con corticoides durante la induccion de la enfermedad,
la reseccion intestinal previa y el CDAI al inicio del tratamiento como factores
independientes de no respuesta primaria de los pacientes con EC al tratamiento
anti-TNF.

En la respuesta secundaria de los pacientes con EC al tratamiento, la duracion de
la enfermedad, la reseccion intestinal previa y el CDAI basal se mantuvieron
como factores independientes de respuesta al tratamiento en la EC.

El andlisis protedmico mediante SWATH de las muestras de plasma de los
pacientes con EC, identific6 un total de 18 proteinas diferencialmente
expresadas (FC>2,4 y p<0,001) entre los grupos de respuesta y no respuesta
primaria al tratamiento anti-TNF. La expresion de VINC y ENOA se relacion6
con la respuesta secundaria a la terapia anti-TNF.

El modelo multivariante formado por la combinacion de los parametros clinicos
tratamiento concomitante con corticoides, reseccion intestinal previa y CDAI
basal, junto con los niveles plasmaticos de VINC, mostr6 el mejor valor
predictivo de respuesta primaria al tratamiento anti-TNF en la EC.

El modelo multivariante formado por la combinacion de los parametros clinicos
reseccion intestinal previa y CDAI basal, mas la concentracion plasmatica de
VINC, mostro una capacidad discriminante significativa, aunque discreta, en la
respuesta secundaria de los pacientes con EC al tratamiento.

El analisis protedmico de las muestras de plasma de pacientes con CU identifico
un total de 10 proteinas con expresion diferencial (FC>2,4 y p<0,001), como
potenciales biomarcadores de respuesta al tratamiento bioldgico. La falta de una
cohorte de validacion impidié la validacion de los resultados, asi como la
identificacion de parametros clinicos asociados a la respuesta.
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Abstract: Therapy with anti-tumor necrosis factor (TNF) has dramatically changed the natural history
of Crohn’s disease (CD). However, these drugs are not without adverse events, and up to 40% of
patients could lose efficacy in the long term. We aimed to identify reliable markers of response to
anti-TNF drugs in patients with CD. A consecutive cohort of 113 anti-TNF naive patients with CD was
stratified according to clinical response as short-term remission (STR) or non-STR (NSTR) at 12 weeks
of treatment. We compared the protein expression profiles of plasma samples in a subset of patients
from both groups prior to anti-TNF therapy by SWATH proteomics. We identified 18 differentially
expressed proteins (p < 0.01, fold change > 2.4) involved in the organization of the cytoskeleton
and cell junction, hemostasis/ platelet function, carbohydrate metabolism, and immune response
as candidate biomarkers of STR. Among them, vinculin was one of the most deregulated proteins
(p < 0.001), whose differential expression was confirmed by ELISA (p = 0.054). In the multivariate
analysis, plasma vinculin levels along with basal CD Activity Index, corticosteroids induction, and
bowel resection were factors predicting NSTR.

Keywords: inflammatory bowel disease; Crohn’s disease; SWATH proteomics; predictive biomarkers;
anti-TNF-a therapy; vinculin

1. Introduction

Crohn’s disease (CD) is a chronic inflammatory bowel disease (IBD) that results from
an abnormal immune response to enteric microbes in genetically-predisposed individuals
and may affect any location of the gastrointestinal tract. As with other immune-mediated
disorders, gender-specific differences influence the onset, course, and therapy of IBD. In
particular, women suffering from IBD have a worse quality of life than men; because of
this, gender medicine could help address gender-specific issues that arise in the manage-
ment of IBD patients [1]. The classic therapy of CD consists of different combinations of
corticosteroids, immunosuppressive agents, and in some cases, surgery. However, new
therapeutic approaches have been proposed or developed in recent years. Diet can play a
fundamental role in the treatment of CD by modulating metabolic pathways, stimulating
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gene expression, and modifying the composition of the microbiota. In addition, diet can
increase the positive effects of biological therapies by preventing the relapse of the disease
after remission [2]. Among novel biologic drugs, tumor necrosis factor alpha (TNF-a)
inhibitors (or anti-TNF agents) such as infliximab, adalimumab, and biosimilars have
become a paramount therapeutic modality in CD [3,4]. TNF-a is a ubiquitous cytokine
whose blood levels significantly increase during the inflammation process occurring in
IBD. Anti-TNF agents bind to soluble TNF-a and its transmembrane precursor, thereby
blocking the interaction between TNF-a and type 1 and 2 TNF receptors and the subsequent
pro-inflammatory cell signaling. The use of anti-TNF agents promotes mucosal healing,
avoids the need for steroids, and reduces the need for surgery and hospitalizations, thus,
improving quality of life in IBD patients [5]. However, its effectiveness in patients with
CD is heterogeneous. Primary non-response to anti-TNF therapy occurs in up to 40% of
IBD patients in randomized trials and in 10-20% of patients in real-life series. Secondary
loss of response is also frequent in CD patients, with its incidence ranging from 23% to
46% at 12 months after anti-TNF initiation [6,7]. In addition, the chronic use of TNF-a
inhibitors is expensive and carries a significant risk of infections, paradox autoimmune
events, lymphoproliferative disorders, demyelinating disease, and heart disease [4].

The identification of non-invasive predictors of response to anti-TNF therapy would
result in a more efficient prescription of these drugs, thereby optimizing indications and
minimizing side effects and costs [8]. This is particularly attractive in CD given the avail-
ability of other biological therapies targeting different molecular pathways (e.g., anti-o437
integrin, the anti-p40 subunit of interleukin-12, and interleukin-23) [9]. Several studies
have aimed to identify reliable biomarkers of response to anti-TNF agents, most of them
focused on pharmacogenomics. Genetic variations involving the Fc receptor, apoptosis,
TNF signaling, and autophagy have been identified. Other studies have focused on mRNA
abundance in peripheral blood and intestinal tissue, microbiota analysis, or on protein
markers [8]. However, none of them was sufficiently accurate to be implemented in routine
clinical practice.

Proteomics has shown utility in discovering biomarkers related to IBD [10]. However,
no study has found definite proteomic predictors of the primary response to anti-TNF
agents in CD hitherto [11]. Sequential Window Acquisition of all THeoretical Mass Spectra
(SWATH) is one of the most promising approaches in proteomics. It consists of using the
information available in fragment ion spectral libraries to mine the complete fragment ion
maps generated using a data-independent mass spectrometry acquisition method [12]. The
aim of the present study was to identify biomarkers using SWATH proteomics to predict
short term clinical remission (STR) after initiating anti-TNF drugs in patients with CD.

2. Results
2.1. Descriptive Study and Clinical Predictors of Non-Short-Term Remission

One hundred and thirteen patients were clinically analyzed to determine their short-
term clinical response to anti-TNF therapy; of these, 85.8% of patients showed STR and
14.2% NSTR. Table 1 shows the baseline features of patients according to their clinical
response to therapy. Regarding the anti-TNF agent prescribed, 50.4% were treated with
infliximab or biosimilar, and 49.6% received adalimumab without statistical differences
in terms of therapeutic response. Younger patients (NSTR: 53.5 (43.0-59.3) years old vs.
STR: 39.0 (27.5-50.0) years old, p = 0.005) and with a more recent diagnosis of CD (NSTR:
22.0 (2.5-26.0) vs. STR: 4.0 (1.0-13.0), p = 0.021), were more likely to have an STR to anti-
TNF drugs. Conversely, corticosteroids induction (NSTR: 50.0% vs. STR: 16.5%, p = 0.006),
previous bowel resection (NSTR: 62.5% vs. STR: 20.6%, p = 0.001), and increased CDAI at
baseline (NSTR: 235.5 (149.3-310.0) vs. STR: 91.2 (54.9-166.0), p = 0.000) were positively
associated with NSTR (Table 1).
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Table 1. Relationship between demographic and clinical characteristics and patient response to

with non-STR.

anti-TNF therapy. Univariate analysis for patients with short-term remission (STR) and patients

Missing Values

Univariate Analysis

Variable

NSTR (16) STR (97) OR (95% CI) [4
Gender (% male) - 11 (68.8%) 53 (54.6%) 0.5(0.2-1.7) 0.296
Age (years, median, IQR) - 53.5 (43.0-59.3) 39.0 (27.5-50.0) 1.1 (1.0-1.1) 0.009 *
Smoking habit (%) 8 (7.1%)
No 9 (69.2%) 46 (50.0%) 1 (Ref.)
Yes 4 (30.8%) 32 (34.8%) 0.6 (0.2-2.3) 0.486
Former 0 (0.0%) 14 (15.2%) 0.0 (0.0-) 0.999
Anti-TNF -
Infliximab /biosimilar (%) 9 (56.3%) 48 (49.5%) 1 (Ref.)
Adalimumab (%) 7 (43.8%) 49 (50.5%) 0.8 (0.3-2.2) 0.617
Treatment indication -
Luminal disease (%) 15 (93.8%) 84 (86.6%) 1 (Ref.)
Perianal disease (%) 1(6.3%) 8 (8.2%) 0.7 (0.1-6.0) 0.745
Both (%) 0 (0.0%) 5 (5.2%) 0.0 (0.0-) 0.999
Immunomodulatory therapy -
None (%) 2 (12.5%) 17 (17.5%) 1 (Ref.)
Azathioprine (%) 13 (81.3%) 74 (76.3%) 1.5(0.3-7.2) 0.619
Methotrexate (%) 0 (0.0%) 3 (3.1%) 0.0 (0.0-) 0.999
Other (%) 1 (6.3%) 3 (3.1%) 2.8 (0.2-42.0) 0.449
Corticosteroids induction (yes, %) - 8 (50.0%) 16 (16.5%) 5.1(1.7-15.5) 0.004 *
Basal BMI (Kg/m?) (median, IQR) 10 (8.8%) 23.0 (20.8-24.9) 22.4 (20.5-26.0) 1.0 (0.8-1.1) 0.838
Disease duration (years, median, IQR) 8 (7.1%) 22.0 (2.5-26.0) 4.0 (1.0-13.0) 1.1 (1.0-1.2) 0.006 *
Montreal (age at diagnosis) 11 (9.7%)
<17 (%) 0 (0.0%) 7 (7.8%) 1 (Ref.)
17-40 (%) 9 (75.0%) 64 (71.1%) 2.3 x 108 (0.0-) 0.999
>40 (%) 3 (25.0%) 19 (21.1%) 2.6 x 108 (0.0-) 0.999
Montreal location 3(2.7%)
Tleal (%) 8 (53.3%) 39 (41.1%) 1 (Ref.)
Colonic (%) 1(6.7%) 16 (16.8%) 0.3 (0.0-2.6) 0.281
Tleocolonic (%) 6 (40.0%) 37 (38.9%) 0.8 (0.3-2.5) 0.689
Isolated upper disease (%) 0 (0.0%) 3(3.2%) 0.0 (0.0-) 0.999
Behavior 8 (7.1%)
Inflammatory (%) 5 (38.5%) 56 (60.9%) 1 (Ref.)
Stricturing (%) 1(7.7%) 16 (17.4%) 0.7 (0.1-6.4) 0.753
Fistulizing (%) 7 (53.8%) 18 (19.6%) 44 (1.2-154) 0.023 *
Fistulizing and Stricturing (%) 0 (0.0%) 2 (2.2%) 0.0 (0.0-) 0.999
Perianal disease (yes, %) 1 (0.9%) 2 (12.5%) 32 (33.3%) 0.3 (0.1-1.3) 0.111
Extraintestinal manifestation (yes, %) 8 (7.1%) 2 (15.4%) 14 (15.2%) 1.0 (0.2-5.1) 0.987
Appendicectomy (yes, %) 8(7.1%) 1(7.7%) 8 (8.7%) 0.9 (0.1-7.6) 0.904
Bowel resection (yes, %) - 10 (62.5%) 20 (20.6%) 6.4 (2.1-19.8) 0.001 *
Perianal surgery (yes, %) - 0 (0.0%) 18 (18.6%) 0.0 (0.0-) 0.998
Basal CDAI score (AU, median, IQR) - 235.5 (149.3-310.0) 91.2 (54.9-166.0) 1.0 (1.0-1.0) 0.000 *
Basal hemoglobin (g/L, mean =+ SD) 9 (8.0%) 127 +£1.0 13.0+15 0.8 (0.6-1.3) 0.384
Basal WBC (103/ uL, median, IQR) 9 (8.0%) 7.5 (5.5-11.7) 7.6 (5.6-10.4) 1.1 (0.9-1.2) 0.561
Basal platelets (10°/ uL, median, IQR) 10 (8.8%) 304.0 (223.0-356.5) 312.5 (263.5-363.5) 1.0 (1.0-1.0) 0.235
Basal albumin (g/dL, mean + SD) 22 (19.5%) 40+04 40+£05 0.9 (0.2-3.8) 0.940
Basal ferritin (ng/mL, median, IQR) 19 (16.8%) 119.5 (51.2-187.3) 55.0 (26.0-114.9) 1.0 (1.0-1.0) 0.449
Basal CRP (mg/L, median, IQR) 14 (12.4%) 2.3 (0.6-3.4) 4.4 (0.6-14.6) 1.0 (0.9-1.0) 0.253
Basal ESR (mm/h, median, IQR) 34 (30.1%) 35.0 (10.8-85.8) 27.0 (11.0-37.0) 1.0 (1.0-1.0) 0.121
Basal ENOA (g /mg protein) 1(0.9%) 0.1 (0.0-0.2) 0.1 (0.0-0.2) 0.1 (0.0-4.7) 0.199
Basal VINC (pg/mg protein) - 0.8 (0.2-1.2) 1.2 (0.6-2.0) 0.7 (0.4-1.2) 0.171

* BMI, body mass index; CDAI, Crohn’s Disease Activity Index; WBC, white blood cells; CRP, C-reactive protein;
ESR, erythrocyte sedimentation rate; ENOA, alpha-enolase; VINC, vinculin; OR, odds ratio; CI, confidence interval.

2.2. Proteomic Markers of Short-Term Remission

Three hundred plasma proteins were quantified in proteomic analysis. As potential

primary response biomarkers, we identified 18 differentially expressed proteins (p < 0.009
and fold change > 2.4): ENOA, VINC, PDZ, and LIM domain protein 1 (PDLI1), Rho
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GDP-dissociation inhibitor 2 (GDIR2), Zyxin (ZYX), Fructose-bisphosphate aldolase A
(ALDOA), moesin (MOES), glutathione S-transferase omega-1 (GSTO-1), alpha-actinin-1
(ACTN1), Transgelin-2 (TAGL2), serum deprivation-response protein/caveolae-associated
protein 2 (SDPR), Rab GDP dissociation inhibitor beta (GDIB), cofilin-1 (COF1), protein
5100-A4 (S10A4), Ras suppressor protein 1 (RSU1), pleckstrin (PLEK), 14-3-3 protein
zeta/delta (1433Z), and triosephosphate isomerase (TPIS) (Table 2). The functional pathway
analysis showed that 17 of these 18 identified proteins are regulated by acetylation. In
addition, 14 of these potential biomarkers of response to anti-TNF participate in hemosta-
sis/ platelet function (VINC, ALDOA, MOES, ACTN1, TAGL2, SDPR, COF1, and PLEK)
and/or are involved in the organization of the cytoskeleton and/or cell adhesion (VINC,
PDLI1, GDIR2, ZYX, ALDOA, MOES, ACTN1, TAGL2, SDPR, COF1, S10A4, RSU1, PLEK,
and 1433Z), 3 of them are related to the inflammatory response (GSTO1, GDIB, and S10A4)
and 3 proteins are involved in the glycolytic process (ENOA, ALDOA, and TPIS).

Table 2. Differentially expressed proteins identified in plasma samples of Crohn’s disease patients
with STR to anti-TNF. Statistical significance by t-test (p < 0.01).

Protein ID Protein p Fold Change Biological Process Molecular Function
Glycolysis/Plasminogen C g
P06733 ENOA 0.0001 3.9 activation,/ Transcription regulation DNA binding/Lyase/Repressor
Cell adhesion/Cytoskeleton; g
P18206 VINC 0.0007 4.6 Hemostasis /Platelet function Actin binding
000151 PDLI1 0.0013 24 Cell adhesion/Cytoskeleton Actin binding
P52566 GDIR2 0.0013 4.9 Cell adhesion/Cytoskeleton GTPase activity
Q15942 ZYX 0.0014 5.5 Cell adhesion/Cytoskeleton Metal binding/RNA binding
Glycolysis; Cell adhesion/Cytoskeleton; Actin
P04075 ALDOA 0.0021 33 yeoysts; et yros ’ binding/Fructose-bisphosphate
Hemostasis/Platelet function e
aldolase activity
Cell adhesion/Cytoskeleton; e g
P26038 MOES 0.0023 2.5 Hemostasis/Platelet function Actin binding
P78417 GSTO1 0.0025 3.2 Inflammatory response Oxidoreductase/Transferase
Cell adhesion/Cytoskeleton; e .
P12814 ACTN1 0.0025 3.2 Hemostasis,/Platelet function Actin binding
Cell adhesion/Cytoskeleton; 1
P37802 TAGL2 0.0027 6.4 Hemostasis /Platelet function Cadherin binding
Cell adhesion/Cytoskeleton; R,
095810 SDPR 0.0027 42 Hemostasis/Platelet function Lipid binding
P50395 GDIB 0.0028 3.0 Inflammatory response GTPase activation
Cell adhesion/Cytoskeleton; e .
P23528 COF1 0.0029 3.0 Hemostasis /Platelet function Actin binding
P26447 S10A4 0.0031 33 Cell adhesion/Cytoskeleton; Actin binding
Inflammatory response
. Positive regulation of
Q15404 RSU1 0.0037 3.9 Cell adhesion/Cytoskeleton GTPase activity
Cell adhesion/Cytoskeleton; S
P08567 PLEK 0.0048 5.7 Hemostasis/Platelet function Protein binding
P63104 14337 0.0078 4.2 Cell adhesion/Cytoskeleton Protein binding
P60174 TPIS 0.0093 3.6 Glycolysis Isomerase/Lyase

2.3. Validation of ENOA and VINC as Potential Markers of Short-Term Remission

ENOA and VINC were selected to perform the validation of proteomic results through
ELISA tests due to their higher level of significance (Table 2). According to ELISA, both
proteins showed a non-significant increase in plasma samples from STR patients. However,
in the case of VINC, the differential expression bordered on statistical significance when
NSTR and STR groups were compared (NSTR: 0.8 (0.2-1.2) vs. STR: 1.2 (0.6-2.0), p = 0.054)



Int. ]. Mol. Sci. 2023, 24, 8695

5o0f 14

ENOA (ng/mg prot)

VINC (pg/mg prot)

0.6

o
n

o
[N]

0.0

&~
=}

«
o

N
=)

-
(=)

(g
o

(Table 1 and Figure 1A). Moreover, when patients in the STR group were stratified into pa-
tients with sustained remission (SR) and patients with loss of response (LR) after 12 months
of therapy, we found statistically significant differences in plasma levels of VINC between
the SR (1.3 (0.8-2.1)) and LR groups (0.7 (0.2-1.8)) (p = 0.019), and between the SR and NSTR
groups (0.8 (0.2-1.2)) (p = 0.014) (Figure 1B). These differences were consistent with previous
results obtained in the proteomic analysis for VINC, only for SR (492,127.1 4 219,002.2)
and NSTR groups (106,569.3 £ 65,803.9) (p = 0.001).
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Figure 1. Validation of proteomics results. (A) Quantification of plasma concentration of alpha-
enolase (ENOA) and vinculin (VINC) by ELISA. The sample size was 97 for the short-term remission
(STR) group and 16 for the non-STR (NSTR) group. (B) Comparison of plasma levels for VINC by
ELISA, between the subgroups of STR patients with sustained remission (SR; n = 75), or loss of
response (LR; n = 22) after 12 months of therapy, and the NSTR group. Statistical significance between

groups (*).
2.4. Prognostic Value of ENOA and VINC in CD Patients Undergoing Anti-TNF Therapy

Next, we evaluated the prognostic value of clinical and pathological parameters to
predict the patient’s response to anti-TNF treatment. Age (OR: 1.1 (1.0-1.1), p = 0.009)),
disease duration (OR: 1.1 (1.0-1.2), p = 0.006), corticosteroids induction (OR: 5.1 (1.7-15.5),
p = 0.004) and mainly, bowel resection (OR: 6.4 (2.1-19.8), p = 0.001) and basal CDAI score
(OR: 1.0 (1.0-1.0), p = 0.000), were independent factors of NSTR (Table 1). In a multivariate
analysis, corticosteroids induction (OR: 8.6 (1.7-43.5), p = 0.009), bowel resection (OR:
10.5 (2.1-52.0), p = 0.004), and basal CDAI score (OR: 1.0 (1.0-1.0), p = 0.003) were factors
predicting NSTR. The inclusion of basal VINC levels, but not ENOA levels, in the analysis
increased the predictive capacity of the model (Table 3). A good discriminant capacity of the
adjusted model was obtained (AUC (95% CI) = 0.919 (0.862-0.977)) (Table 4 and Figure 2).
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Table 3. Multivariate analysis to predict NSTR to anti-TNF therapy in Crohn’s disease. The analysis
was performed separately, including exclusively clinical variables (without -w/o- VINC or ENOA),
and including clinical variables together with (w/) ENOA or VINC.

Multivariate Analysis

w/o VINC/ENOA w/ ENOA w/ VINC

Variable OR (95% CI) r OR (95% CI) r OR (95% CI) 4

Age (years) - - X X X X
Corticosteroids induction (%) 8.6 (1.7-43.5) 0.009 * 12.8 (2.4-68.8) 0.003 * 14.3 (2.6-77.7) 0.002 *

Disease duration (years) - - X X X X
Bowel Resection (%) 10.5 (2.1-52.0) 0.004 * 13.2 (2.5-68.9) 0.002 * 14.8 (2.8-78.0) 0.001 *
Basal CDAI score (AU) 1.0 (1.0-1.0) 0.003 * 1.0 (1.0-1.0) 0.001 * 1.0 (1.0-1.0) 0.002 *

Basal ENOA (p1g/mg protein) X X 0.0 (0.0-1.7) 0.067 X X
Basal VINC (pg/mg protein) X X X X 0.5(0.3-0.9) 0.032*

(*) Statistically significant as a predictor in the multivariate analysis.

Table 4. Area under the receiver operating characteristic curve (AUROC) of the multivariate models
in Figure 2. The table shows the comparison of AUROC obtained for the single parameters included
in the adjusted model and for their combination w/ or w/o vinculin.

Variable AUROC p 95% CI
Basal VINC (pg/mg) 0.651 0.054 (0.500-0.802)
Corticosteroids induction 0.668 0.032 (0.511-0.824)
Bowel resection 0.709 0.007 (0.562-0.857)
CDAI score 0.829 0.000 (0.718-0.940)
Adjusted model (w/o VINC) 0.904 0.000 (0.838-0.970)
Adjusted model (w/ VINC) 0.919 0.000 (0.862-0.977)
1.0
0.8
> 06
=
B
c
& o4
0.2
0.0
0.0 02 04 06 058 1.0
1-Specificity

Figure 2. The role of vinculin in the prognostic assessment of CD patient’s response to anti-TNF
drugs. The ROC curve showed that the regression model constructed using plasma levels of VINC in
combination with clinico-pathological parameters could predict the patient’s response to therapy.

3. Discussion

The present pilot study illustrated the utility of SWATH proteomics to identify po-
tential plasma biomarkers associated with a differential therapeutic response to anti-TNF
agents in CD. In a recent prospective, multicentre, UK-wide study (PANTS study), younger
age was associated with an increased likelihood of therapeutic response to infliximab in pa-
tients with CD [13]. Moreover, an increased CDAI score at baseline was strongly associated
with NSTR. In addition, the earlier prescription of anti-TNF could save bowel resection,
which has also been related to NSTR. Aligning with these data, we found that NSTR was
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more frequent in older patients and with a longer evolution of the disease. Early anti-TNF
therapy may improve the natural history of CD, supporting the currently recommended
top-down therapeutic approach according to disease severity and patient characteristics.
Patients with aggressive behavior of the disease may not benefit from the traditional step-up
approach, which could delay an effective suppression of mucosal inflammation, which, in
turn, could evolve to increased disease activity and resistance to other drugs [14]. However,
the top-down approach, including the use of biological therapy of CD is not without risks,
particularly the severe adverse events associated with the widespread use of biologic drugs.
Therefore, the identification of non-invasive biomarkers to predict response to anti-TNNF
agents would allow a more rational and efficient prescription of biological therapies in
clinical practice.

The SWATH proteomics identified plasma proteins involved in the organization of the
cytoskeleton and cell junction, hemostasis/platelet function, carbohydrate metabolism, and
immune response as potential biomarkers of STR. The cytoskeleton is involved in a number
of different cellular functions, such as scaffolding, adhesion, migration, and signaling [15].
It exerts key regulatory functions in the maintenance of cellular barriers by cell-to-cell
and cell-to-matrix adhesions. Together with the mucosal layer and the cellular immune
system, the epithelial cell layer of the gastrointestinal tract forms the first physical barrier
against external factors, including an aberrant intestinal microbiome, and allows for the
absorption of nutrients and immune detection. Therefore, the integrity of the cytoskeleton
is paramount to maintaining the epithelial barrier integrity, and its disruption is thought
to play a critical role in the pathogenesis of CD [16]. In immune-mediated inflammatory
diseases, pro-inflammatory mediators can induce cytoskeletal rearrangements that cause
inflammation-dependent defects in the intestinal barrier’s function [17]. It is not surprising
that maintaining the structure of the cytoskeleton was the biological process that accounts
for the largest number of proteins differentially expressed between patients with and
without therapeutic response to anti-TNF in the present study. Aligning with the role of
TNEF-a in damaging cell junctions [18], our results show that the response to anti-TNF agents
can be affected by proteins involved in these cellular structures. COF1 is a major actin-
polymerization factor that controls the opening of tight junctions in the epithelial barrier
and participates in the invasion process of the colonic epithelia by the enteric pathogen
Shigella [19]. Moreover, increased expression of phospho-COF1 has been associated with
the migratory ability of dendritic cells [20], which are the most potent type of antigen-
presenting cells and play a central role in the pathogenesis of IBD [21]. 1433Z is a cadherin-
binding protein that is involved in cell-to-cell adhesion. Although 1433Z is implicated in
the regulation of a large number of signaling pathways, this protein has not been previously
associated with CD. VINC [22] is an actin filament-binding protein that, like RSU1 [23],
colocalizes at focal adhesions and is involved in cell-matrix adhesion. Decreased expression
of VINC has been described in quiescent and inflamed IBD, suggesting that its abundance
change is a primary structural feature of the IBD epithelial layer and is not influenced by the
inflammatory process. VINC inhibition could imply a decrease in cytoskeletal stiffness and
the alteration of the mechanical properties of the epithelial layer, thus increasing the risk of
exposure to bacterial invasion [24]. In our study, VINC was the second more differentially
expressed protein and one of the five most overexpressed proteins identified by SWATH
proteomics. ELISA test partially confirmed this result, reaching statistical significance when
SR patients were compared with LR patients within the STR group, or with patients in the
NSTR group, in a larger cohort. Thus, VINC analysis at baseline could be useful to identify
SR patients and differentiate them from both LR patients and NSTR patients.

Other proteins related to the actin cytoskeleton that were found to be differentially
expressed in our proteomic analysis were GDIR2 [25], TAGL2 [15,26], ZYX [27], PDLI1 [28],
SDPR, MOES, PLEK, and ACTNT1 [29]. Upregulation of GDIR1 (another member of the Rho
GDI family that regulates reorganization of the actin cytoskeleton) in primary intestinal
epithelial cells isolated from patients with CD has been associated with the destruction
of epithelial homeostasis under chronic intestinal inflammation [30]. SDPR is a protein
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involved in signal transduction that has been physically associated with PLEK in platelets.
ACTN1 and MOES have been proposed to indirectly associate PLEK with actin [29]. This is
particularly interesting because all of them have been previously associated with hemosta-
sis/platelet function, probably due to platelets’ cellular physiology, which requires actin
polymerization [31]. Indeed, platelet metabolism has been associated with therapeutic
response to infliximab in patients with CD [32]. Platelets are potent immune modulators
and effectors which directly recognize and kill pathogens, allow to recruit leukocytes at
sites of infection and inflammation, and to facilitate their immune activity [33]. Platelets
may induce the differentiation of monocytes into dendritic cells and could stimulate the
activation of dendritic cells [34,35]. PLEK activation can be detected early after platelet
stimulation [36] and has been associated with actin polymerization and related processes
such as cytoskeletal reorganization, platelet aggregation, granule secretion, or cell spread-
ing [29,37,38]. SDPR [39] and MOES [40] may participate in different cytoskeletal reorganiza-
tion processes and platelet biology processes, such as endocytosis, adhesion, locomotion, and
signaling. Moreover, MOES activity is associated with lipopolysaccharide-mediated signal
transduction in monocytes/macrophages through the induction of TNF-a secretion [40].

S10A4 is a promising therapeutic target in IBD because, similar to other cytoskeleton-
related proteins described above, it also amplifies an inflammatory microenvironment [41].
A prospective study with 118 patients identified serum S10A4 protein as a candidate marker
to distinguish between IBD and non-IBD population and between CD subgroups [42].
Moreover, some members of the S-100 protein family, such as SI0A8 and S10A9, were
identified within the top five differentially expressed genes in mucosal biopsy samples from
CD patients, able to predict infliximab response with 100% accuracy [43]. The remaining
proteins related to the inflammatory response identified in this study were GDIB and
GSTOL1. The expression of GDIB has been associated with the reduction of inflammation in
the tumor microenvironment [44] and the suppression of metastasis [45], being a predictor
of relapse-free survival in colorectal cancer [46]. In addition, GDIB is involved in TNF-a-
mediated polymorphonuclear neutrophil apoptosis [47]. According to our results, GSTO-1
deficient mice show a more severe inflammatory response and increased escape of bacteria
from the colon to the lymphatic system in a preclinical model of IBD [48].

ENOA is a multifunctional enzyme that is involved in many diseases, including
inflammatory disorders [49], being identified as the second most differentially expressed
protein in human pathologies [50]. In hematopoietic cells, ENOA serves as a receptor of
plasminogen [51], which is upregulated in CD patients who show primary non-response to
infliximab [52]. Although the ELISA test could not confirm the results obtained for ENOA,
other proteins related to glycolysis, such as ALDOA and TPIS, were also identified by
proteomics as low-abundance proteins in NSTR patients. In general, IBD patients show
strong seroreactivity against glycolytic enzymes. Autoantibodies against ENOA have been
identified in ulcerative colitis and CD [53,54]. Therefore, the decrease in glycolytic enzymes
in IBD patients could be associated with a higher production of antibodies against enzymes
of this pathway, coinciding with more severe disease. Curiously, the cytoskeleton can also
impact the glycolytic pathway since full activation of glycolysis requires remodeling of the
actin cytoskeleton [55].

In combination with well-known clinical predictors, the biomarkers identified in this
study could help to better select CD patients who are candidates for anti-TNF therapy.
The measurement of plasma levels of VINC added value to the multivariate model when
combined with clinical parameters (basal CDAI score, bowel resection, and corticosteroid
induction) to predict the response to anti-TNF drugs. In this way, anti-TNF drugs could be
prescribed more safely, choosing those patients with an increased likelihood of therapeutic
response. Conversely, patients with expected adverse events and/or poor therapeutic
response to anti-TNF could be allocated to other biologic agents using different targets,
thus allowing for personalized medicine in CD.
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4. Materials and Methods
4.1. Study Design

We conducted a multicentre, observational, and prospective study of patients with
CD who started anti-TNF treatment (infliximab, adalimumab, or biosimilar infliximab).
The choice of the anti-TNF agent was at the discretion of the responsible physician, and
drugs were prescribed according to the licensed dosing schedule. The study protocol was
conducted according to the ethical principles contained in the Declaration of Helsinki,
and the research protocol was approved by the Andalusian Biomedical Ethics Committee
(record number 225, reference 2421). All the patients were informed and provided written
consent to participate.

4.2. Study Population

One hundred and thirteen adult patients suffering from CD, naive to anti-TNF drugs
and with indication to anti-TNF therapy due to clinical, endoscopic, or radiological activity,
were enrolled at three academic hospitals: Hospital Universitario Reina Sofia (Cérdoba,
Spain), Hospital Universitario de la Princesa (Madrid, Spain) and Hospital Universitario
de Galdakano (Bizkaia, Spain). Therapeutic response was evaluated 12 weeks after the
initiation of the anti-TNF drug, and patients were then classified as patients with STR or
patients with non-STR (NSTR). The primary outcome of the study was the absence of clinical
response, evaluated according to the Crohn’s Disease Activity Index (CDAI) in luminal
disease and to the Fistula Drainage Assessment in perianal disease. The criteria to consider
the absence of response were: CDAI > 150; endoscopic or radiologic activity; purulent
drainage after a gentle finger compression; new fistula; dose escalation; switch to a different
drug; addition of other immunosuppressants; surgery or endoscopic dilation [56,57]. STR
patients were additionally stratified into patients with SR and patients with LR after
12 months of therapy.

4.3. Plasma Samples

Plasma samples were collected within 2 days prior to the first dose of the anti-TNF
agent in EDTA-K3 9 mL tubes (K3E VACUETTE®, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria).
All samples were spun within the first hour after collection, at 3000 rpm and 4 °C for 10 min.
Plasma was immediately recovered and stored at —80 °C until analysis.

4.4. Sample Preparation for LC-MS Analysis

The proteomic analysis was performed on a subset of 20 patients randomly selected
and classified according to the primary outcome of the study as STR patients (n = 16; 8 SR
and 8 LR) or NSTR patients (1 = 4). The 14 most abundant proteins in the blood were
depleted using the Hu-14 Multiple Affinity Removal System kit (Agilent Technologies,
Wilmington, DE, USA) following the manufacturer’s instructions. Non-depleted proteins
were concentrated using 5000 molecular weight cut-off spin concentrators (Agilent Tech-
nologies). Samples were then cleaned to remove any contaminant by protein precipitation
with TCA /acetone and solubilized in 50 uL of 0.2% RapiGest SF (Waters, Milford, MA, USA)
in 50 mM ammonium bicarbonate. The total protein content was measured using the Qubit
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), and 50 pg of protein
was digested with trypsin following a protocol adapted from Vowinckel et al. [58]. Briefly,
protein samples were incubated with 5 mM dithiothreitol at 60 °C for 30 min and then with
10 mM iodoacetamide at room temperature and in darkness for 30 min. Sequencing Grade
Modified Trypsin (Promega, Madison, WI, USA) was added at a 1:40 trypsin:protein ratio
and incubated at 37 °C for 2 h; the same amount of trypsin was again added and incubated
at 37 °C for another 15 h. RapiGest was then precipitated by centrifugation after incubating
with 0.5% trifluoroacetic acid at 37 °C for 1 h. The final volume was adjusted with milli-Q
water and acetonitrile to a final concentration of 0.5 ug peptide/pL, 2.25% acetonitrile, and
0.2% trifluoroacetic acid.
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4.5. Creation of the Spectral Library

In order to build the MS/MS spectral libraries, the peptide solutions were analyzed by
a shotgun data-dependent acquisition (DDA) approach using nano-LC-MS/MS. To obtain
a good representation of the peptides and proteins present in all 20 samples, pooled vials
were prepared that consisted of equivalent mixtures of the original samples. One pg of
each pooled sample (2 uL) was separated into a nano-LC system Ekspert nLC415 (Eksigent,
Dublin, CA, USA) using an Acclaim PepMap C18 column (75 um x 25 cm, 3 um, 100 A)
(Thermo Fisher Scientific) at a flow rate of 300 nL/min. Water and acetonitrile, both
containing 0.1% formic acid, were used as solvents A and B, respectively. The gradient
run consisted of 5% to 30% B for 120 min, 10 min at 90% B, and finally 20 min at 5% B for
column equilibration, for a total run time of 150 min.

Once the peptides were eluted, they were directly injected into a hybrid quadrupole-
TOF mass spectrometer Triple TOF 5600+ (Sciex, Redwood City, CA, USA), operated
with a “top 65” data-dependent acquisition system in positive ion mode. A NanoSpray
IIT ESI source (Sciex) was used for the interface between nLC and MS, with a voltage
application of 2600 V. The acquisition mode consisted of a 250 ms survey MS scan from 350
to 1250 emphm/z, followed by an MS/MS scan from 230 to 1700 m/z (60 ms acquisition
time, rolling collision energy) of the top 65 precursor ions from the survey scan, for a total
cycle time of 4.2 s. The fragmented precursors were then added to a dynamic exclusion list
for 15 s. Any singly charged ions were excluded from the MS/MS analysis.

Peptide and protein identifications were performed using Protein Pilot software
(version 5.0.1, Sciex) with a human Swiss-Prot concatenated target-reverse decoy database
(downloaded in March 2016), which contains 20,200 target protein sequences, specifying
iodoacetamide as Cys alkylation. The false discovery rate (FDR) was set to 0.01 for both
peptides and proteins. The MS/MS spectra of the identified peptides were then used to
generate the spectral library for SWATH peak extraction using the add-in for PeakView
Software (version 2.1, Sciex) MS/MSALL with SWATH Acquisition MicroApp (version 2.0,
Sciex). Peptides with a confidence score above 99% (as obtained from the Protein Pilot
database search) were included in the spectral library.

4.6. Relative Quantification by SWATH Acquisition

Individual samples were analyzed using a Data-Independent Acquisition method.
Each sample (2 pL) was analyzed using the LC-MS equipment and LC gradient described
above for building the spectral library instead of using the SWATH-MS acquisition method.
The method consisted of repeating a cycle with 60 TOF MS/MS scans (300 to 1600 m/z,
high sensitivity mode, 90 ms acquisition time) of overlapping sequential precursor isolation
windows of variable width (1 m/z overlap) covering the 350 to 1250 m/z mass range with a
previous TOF MS scan (350 to 1250 m/z, 50 ms acquisition time) for each cycle. The total
cycle time was 5.5 s. The width of the 60 variable windows was optimized according to the
ion density found in the previous DDA runs using a SWATH variable window calculator
worksheet from Sciex.

4.7. SWATH Data Analysis

The targeted data extraction of the fragment ion chromatogram traces from the SWATH
runs was performed by PeakView (version 2.1) using the MS/MSALL with SWATH Ac-
quisition MicroApp (version 2.0). This application processed the data using the spectral
library created from the shotgun data. Up to 10 peptides per protein and 12 fragments
per peptide were selected, based on signal intensity; any shared and modified peptides
were excluded from the processing. Ten-minute windows and 20 ppm widths were used to
extract the ion chromatograms; SWATH quantitation was attempted for all proteins in the
ion library that were identified by ProteinPilot with an FDR below 1%. The retention times
from the peptides that were selected for each protein were realigned in each run according
to 118 endogenous peptides from the Apolipoprotein B-100, eluted along the whole time
axis. The extracted ion chromatograms were then generated for each selected fragment
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ion; the peak areas for the peptides were obtained by summing the peak areas from the
corresponding fragment ions. PeakView computed an FDR and a score for each assigned
peptide according to the chromatographic and spectra components; only peptides with an
FDR below 1% were used for protein quantitation. Protein quantitation was calculated by
adding the peak areas of the corresponding peptides. MarkerView (version 1.2.1, Sciex)
was used for signal normalization; differential abundance was tested by applying the T-test
at the protein level, using SPSS version 25.0 (IBM, Chicago, IL, USA).

4.8. Functional Pathways Analysis

Functional pathways from the identified candidate biomarkers were analyzed by
DAVID Bioinformatics Resources 6.7 [59,60].

4.9. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

An Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) test was used to quantify the
protein concentration of human alpha-enolase (ENOA) (Abnova, Taipei, Taiwan) and vin-
culin (VINC) (Antibodies-online, Aachen, Germany) in plasma samples from 113 patients
(97 STR and 16 NSTR). The assay was carried out following the manufacturer’s instructions,
and the obtained data were used to validate the proteomics results.

4.10. Statistical Analysis

Categorical variables were displayed in frequency tables, whereas continuous variables
were expressed as mean and standard deviation, or as median and interquartile ranges
(IQR) for those with asymmetric distribution. The Kolmogorov-Smirnov test was used to
check the normal distribution. The Chi-square test was used for frequencies, Student’s T- or
ANOVA tests for quantitative variables with normal distribution, and Mann-Whitney’s U
or Kruskal-Wallis for asymmetric distributions. A p-value of less than 0.05 was considered
statistically significant. All analyses were performed by using SPSS version 25.0.

5. Conclusions

To our knowledge, this is the first study that applied a SWATH proteomics approach
to identify potential biomarkers to predict therapeutic response to biologic agents in CD.
Identified plasma proteins were involved in critical hallmarks of the disease. In this sense,
depletion of cytoskeletal proteins in CD may trigger disruption of the intestinal epithelial
barrier and inflammation, which could translate into more severe disease and resistance
to therapy. VINC was a promising biomarker identified in the study, and its differential
expression was partially confirmed by ELISA. The combination of plasma VINC levels
and clinical data related to corticosteroid induction, bowel resection, and basal CDAI score
showed the best predictive value. The validation of candidate biomarkers identified in
this proteomic approach in a larger cohort is needed in order to select the appropriate
combination of them that, along with clinical features and other inflammatory markers,
allow for a more rational and efficient use of anti-TNF agents in clinical practice.

6. Patents
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Poster presentations

enteric microbial antigens and to disease exacerbation. We examined
whether increased faecal proteolytic activity predates endoscopic
disease and whether it correlates with disease activity as reflected by
faecal calprotectin level in CD patients post ileocecectomy resection.
Methods: CD patients who underwent ileocecectomy were prospec-
tively recruited between 2010-2017 at the Tel Aviv Medical Center
(TLVMC). Inclusion criteria were: clinical remission (CDAI <150) at
45 days post-surgery (Week 0), no residual disease and a non-stictur-
ing-non-penetrating disease phenotype. Patients were evaluated at
Weeks 0, 12,24, 36, and 48 for faecal calprotectin level (CLP), faecal
protease activity (PA) and disease activity was also assessed using
the CDALI. Faecal PA was assessed using an FITC-casein florescence
assay. All patients underwent scheduled colonoscopies at Weeks 24
and 48 to assess for disease recurrence. A Rutgeerts score of 2i2 was
considered as disease recurrence.

Results: Endoscopic evaluation of disease activity was documented
in 33 patients at Week 24 and in 26 patients at Week 48 post screen-
ing. Thirteen patients had endoscopic recurrence at Week 24. Seven
patients had endoscopic recurrence at Week 48. CLP levels at Week
12 were significantly higher in patients who suffered from disease
recurrence at Week 24 (141.2 = 147.4 vs. 398.0 = 283.6,p = 0.032).
CLP at Week 24 was significantly higher among patients with endo-
scopic disease recurrence at Week 48, compared with those who
remained in remission (912.0 = 1039.0 vs. 116.7 = 84.8, p = 0.028).
PA was not significantly higher in patients who suffered from endo-
scopic recurrence, was not elevated prior to disease recurrence and
did not correlate with CLP levels at the various time points.
Conclusions: Faecal PA is not associated with CD activity in post-
operative patients in contrast to faecal calprotectin level which is
associated with post-operative CD recurrence and may be used to
non-invasively monitor disease activity. Monitoring mucosal inflam-
mation with better non-invasive techniques is crucial to limit disease
progression and complications.
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Proteomic markers of response to anti-TNF drugs
in patients with Crohn's disease

R. Medina-Medina*, E. Iglesias-Flores, J. M. Benitez, S. Marin-
Pedrosa, 1. Salgueiro, G. Ferrin, C. I. Linares, S. Gonzélez-Rubio,

P. Soto, B. Gros, C. Moral, E. Alvarez, M. Rodriguez-Peralvarez,

E. Chicano-Gélvez, I. Ortea, V. Garcia-Sanchez, P. Aguilar-Melero
IMIBIC/Hospital Universitario Reina Sofia/Cérdoba University,
CORDOBA, Spain

Background: Therapy with anti-TNF has improved notably the man-
agement of Crohn's disease (CD).! However, 25-40% of patients
treated with these drugs lose response long-term.? In addition, these
treatments are expensive and not without risk of adverse events.
Therefore, it is essential to identify reliable markers that will select
those patients who can benefit of anti-TNF drugs, thus improving
their efficacy and safety

Methods: A consecutive cohort of CD patients, who were naive to
anti-TNF therapy, were enrolled and followed up during 12 months.
Demographic, analytical, nutritional and physiopathology were
recorded. Patients were stratified according to clinical response as
follows: (a) Non-primary response (NPR) at 12 weeks post-treat-
ment; (b) loss of response (LR) within 12 months; (c) sustained
clinical response (SCR). In addition, plasma samples were col-
lected previously to anti-TNF treatment and further analysed by

SWATH proteomics,’® to identify potential biomarkers of response
to anti-TNFE Anova or Kruskal-Wallis tests were used for analysis,
according to data distribution. Functional pathways of identified

biomarkers was analysed by DAVID Bioinformatics Resources 6.7.*

Results: In total, 54 CD patients were included. Most of them

(77.3%) showed an SCR. However, 4.5% of patients had NPR

and 18.2% LR. Patients with recent diagnosis of CD (<12 months)

were less likely to achieve SCD. Indeed, the interval from diagnosis
to anti-TNF therapy was shorter in patients NPR (0 = 0) as com-
pared with LR (9.9 = 5.9 years) and SCR (6.32 = 8.0 years) (p =

0.04). Increased blood leucocytes count before treatment was also

associated with NPR (NPR: 13.7 = 2.1 vs. LR: 8.4 = 2.3 and SCR:

7.6 £2.9) (p = 0.018). In addition, we have identified the overweight

as a factor of losing response during the first year of treatment (BMI:

NPR: 24.5 = 7.5, LR: 27.6 = 4.6 vs. SCR: 23.4 = 3.6) (p = 0.036).

As potential biomarkers of primary response we have identified 18

proteins up-regulated, related to hemostasis and metabolism of car-

bohydrates, all of them with p < 0.009 and a fold change > 2.4.

Seventeen of these proteins are regulated by acetylation. In addi-

tion, 4 proteins were potential biomarkers of loss of response (p <

0.05 and fold change from 0.5 to 1.4). Two of them related to lipids

metabolism.

Conclusions: Early need for anti-TNF and increased blood leuco-

cytes count, probably related to a more severe disease, are associated

with NPR. Overweight is associated with secondary loss of response
to anti-TNF. In addition, hemostasis, metabolism of carbohydrates
and lipids may be involved in the response to anti-TNF in CD.
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Fluorescence mediated tomography detects and
quantifies early intestinal neutrophil infiltration
in experimental colitis

T. M. Nowacki*!'2, P. Lenz®, D. Bettenworth?, M. Briickner?,

P. Tepasse?, A. Becker!, M. Wildgruber*, M. Eisenblitter*
Josephs-Hospital Warendorf, Department of Medicine I, Warendorf,
Germany, *University Hospital Miinster, Department of Medicine B,
Gastroenterology and Hepatology, Miinster, Germany, *University
Hospital Miinster, Institute of Palliative Care, Miinster, Germany,
*University Hospital Miinster, Translational Research Imaging
Center, Department of Clinical Radiology, Miinster, Germany

Background: Recruitment, infiltration, and activation of inflamma-
tory cells are crucial steps in the pathogenesis of IBD. The aim of this
study was the visualisation of these processes iz vivo and documen-
tation of the kinetics of infiltration in experimental colitis.
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