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RESULTADOS	
  

Se	
   incluyeron	
  20	
  pacientes	
  con	
  EC	
  sometidos	
  a	
   resección	
   ileocecal	
  y	
  

10	
   controles	
   sin	
   EC	
   pero	
   que	
   requirieron	
   resección	
   ileocecal	
   como	
  

parte	
  del	
  tratamiento	
  de	
  su	
  patología	
  de	
  base.	
  

5.1	
  Criterios	
  de	
  normalización	
  y	
  estandarización	
  (LIMA-­‐R	
  y	
  Qlucore)	
  	
  

Al	
   realizar	
   una	
   aproximación	
   del	
   resultado	
   del	
   transcriptoma	
  

mediante	
  el	
  programa	
  QLucore,	
  utilizando	
  la	
  función	
  de	
  PCA,	
  y	
  previo	
  

a	
   realizar	
   cualquier	
   interpretación	
   de	
   los	
   resultados,	
   se	
   verificó	
   la	
  

presencia	
   de	
   outliers	
   (que	
   son	
   sujetos	
   con	
   un	
   expresión	
   distinta	
   al	
  

resto	
   de	
   sujetos	
   del	
   estudio	
   y	
   cuya	
   inclusión	
   puede	
   implicar	
   una	
  

importante	
  alteración	
  de	
  la	
  varianza	
  del	
  conjunto)	
  en	
  relación	
  a	
  todas	
  

las	
  otras	
  muestras	
   (pacientes	
  y	
  controles)	
  y	
  se	
  encontró	
  que	
  uno	
  de	
  

los	
  pacientes	
  presentaba	
  esta	
  característica.	
  Se	
  trata	
  de	
  una	
  mujer	
  de	
  

24	
  años,	
  fumadora	
  activa	
  (tanto	
  al	
  diagnóstico	
  como	
  al	
  momento	
  de	
  

la	
   cirugía:	
   10	
   cigarrillos/día)	
   sin	
   historia	
   familiar	
   de	
   EC	
   y	
   con	
   una	
  

enfermedad	
   ileal	
   con	
   patrón	
   estenosante,	
   sin	
   afectación	
   perianal	
   y	
  

que	
   evolutivamente	
   no	
   presentó	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica.	
   Su	
  

hallazgo	
  queda	
  demostrado	
  en	
  la	
  Figura	
  16.	
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Figura	
  16.	
  Demostración	
  de	
  la	
  paciente	
  considerada	
  como	
  outlier	
  identificada	
  como	
  

1055.	
  

Por	
  otra	
  parte,	
  también	
  se	
  observó	
  la	
  presencia	
  de	
  4	
  pacientes	
  con	
  un	
  

patrón	
   de	
   expresión	
   genética	
   distinto	
   al	
   resto	
   de	
   pacientes.	
   Estos	
  

pacientes	
   fueron	
   considerados	
   como	
   “pacientes	
   problema”.	
   Sus	
  

características	
  comparativas	
  con	
  el	
  resto	
  de	
  pacientes	
  se	
  encuentran	
  

en	
  la	
  Tabla	
  13	
  y	
  su	
  hallazgo	
  se	
  muestra	
  en	
  la	
  Figura	
  17.	
  

Tabla	
  13.	
  Características	
  comparativas	
  entre	
  los	
  pacientes	
  “problema”	
  (n=	
  4)	
  y	
  el	
  

resto	
  de	
  pacientes	
  (n	
  =	
  15)	
  (datos	
  expresados	
  en	
  mediana	
  (intervalo	
  interquartil)	
  

para	
  variables	
  continuas	
  y	
  frecuencias	
  (%)	
  para	
  variables	
  categóricas).	
  

Característica	
   Pacientes	
  
“problema”	
  

n	
  =	
  4	
  

Resto	
  de	
  
pacientes	
  
n	
  =	
  15	
  

P	
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Edad	
  al	
  diagnóstico	
   27	
  (19-­‐33)	
   26	
  (21-­‐37)	
   ns	
  

0,038	
  Sexo	
  masculino	
   0	
   11	
  (73)	
  

IMC	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  cirugía	
   22,4	
  (18,6-­‐

22,4)	
  

20,8	
  (18,4-­‐

23)	
  

ns	
  

Fumador	
  activo	
  al	
  diagnóstico	
   4	
  (100)	
   13	
  (87)	
   ns	
  

Fumador	
  activo	
  al	
  momento	
  de	
  

la	
  cirugía	
  

3	
  (75)	
  

	
  

11	
  (73)	
  

	
  

ns	
  

	
  

Historia	
  familiar	
  de	
  EII	
   0	
   3	
  (20)	
   ns	
  

ns	
  Enfermedad	
  perianal	
   2	
  (50)	
   2	
  (13)	
  

Localización	
  

	
  	
  	
  	
  L1	
  

	
  	
  	
  	
  L3	
  

	
  

3	
  (75)	
  

1	
  (25)	
  

	
  

9	
  (60)	
  

6	
  (40)	
  

ns	
  

	
  

Tiempo	
  desde	
  el	
  diagnóstico	
  

hasta	
  la	
  cirugía	
  

69	
  	
  (21-­‐69)	
   77(33-­‐

114,5)	
  

ns	
  

Indicación	
  de	
  la	
  cirugía	
  

	
  	
  	
  	
  B2	
  

	
  	
  	
  	
  B3	
  

	
  

3	
  (75)	
  

1	
  (25)	
  

	
  

7	
  (47)	
  

8	
  (53)	
  

ns	
  

Complicaciones	
  post-­‐quirúrgicas	
   2	
  (50)	
   3	
  (20)	
   ns	
  

	
  

Longitud	
  resecada	
  >	
  20cm	
   2	
  (50)	
   5	
  (33)	
   ns	
  

Tratamiento	
  previo	
  a	
  la	
  cirugía	
   	
   	
   	
  

	
  	
  Salicilatos	
  

	
  	
  Corticoides	
  

	
  	
  Antibióticos	
  (últimas	
  4	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

semanas)	
  

	
  	
  Tiopurinas/metotrexate	
  

	
  	
  Anticuerpos	
  anti-­‐TNF	
  

1	
  (25)	
  

2	
  (50)	
  

0	
  

	
  

3	
  (75)	
  

2	
  (50)	
  

6	
  (40)	
  

5	
  (33)	
  

5	
  (33)	
  

	
  

12	
  (80)	
  

4	
  (27)	
  

ns	
  

ns	
  

ns	
  

	
  

ns	
  

ns	
  



	
   	
   	
   Zabana	
  Y	
   	
  

	
  

	
  	
  	
  115	
  

	
   	
   	
   	
  

Recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
   0	
   5	
  (33)	
   ns	
  

	
  

	
  

Figura	
  17.	
  Demostración	
  de	
  los	
  pacientes	
  “problema”.	
  	
  

A	
  partir	
  de	
  este	
  momento	
  y	
  para	
  todos	
  los	
  análisis,	
  se	
  decidió	
  retirar	
  

tanto	
   a	
   la	
   paciente	
   outlier	
   como	
   a	
   los	
   “pacientes	
   problema”	
   para	
  

evitar	
  trabajar	
  con	
  perfiles	
  de	
  expresión	
  que	
  presenten	
  influencia	
  de	
  

otros	
  fenómenos	
  diferentes	
  a	
  los	
  de	
  las	
  condiciones	
  de	
  este	
  estudio,	
  

ya	
  que	
  el	
  perfil	
  de	
  expresión	
  tanto	
  de	
  los	
  pacientes	
  “problema”	
  como	
  

del	
   outlier	
   eran	
   diferentes,	
   como	
   puede	
   verse	
   demostrado	
   en	
   la	
  

Figura	
   18.	
   Por	
   tanto,	
   finalmente	
   se	
   incluyeron	
   15	
   pacientes	
   y	
   10	
  

controles.	
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## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ##
## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ## ##

Controles	
  

Pacientes	
  
problema	
  
+	
  outlier	
  

Resto	
  de	
  pacientes	
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B.	
  

	
  

Figura	
   18.	
   	
   A.	
   Perfiles	
   de	
   expresión	
   diferente	
   entre	
   los	
   pacientes	
   “problema”,	
   la	
  

paciente	
  outlier	
   (amarillo)	
   y	
   el	
   resto	
   de	
   pacientes	
   	
   (azul:	
   no	
   recurrencia,	
   naranja:	
  

recurrencia)	
   y	
   controles	
   (verde).	
   B.	
   Significado	
   del	
   rango	
   de	
   colores	
   y	
   su	
   relación	
  

con	
  el	
  FC.	
  

	
  

5.2	
  Características	
  basales	
  

5.2.1	
  Pacientes	
  vs.	
  controles	
  

Las	
  características	
  basales	
  y	
  del	
  momento	
  de	
  la	
  cirugía	
  se	
  recogen	
  de	
  

los	
   pacientes	
   en	
   la	
   Tabla	
   14;	
   de	
   los	
   controles	
   en	
   la	
   Tabla	
   15	
   y	
   la	
  

comparativa	
  de	
  pacientes	
  y	
  controles	
  en	
  la	
  Tabla	
  16.	
  

Tabla	
  14.	
  Características	
  demográficas	
  de	
  los	
  pacientes	
  con	
  EC	
  (datos	
  expresados	
  en	
  

mediana	
   (intervalo	
   interquartil)	
   para	
   variables	
   continuas	
   y	
   frecuencias	
   (%)	
   para	
  

variables	
  categóricas).	
  

Característica	
   n	
  =	
  15	
  
Edad	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  cirugía	
   35	
  años	
  (29-­‐44)	
  

11	
  (73)	
  
21	
  (18-­‐23)	
  

Sexo	
  masculino	
  
Índice	
  de	
  masa	
  corporal	
  (IMC)	
  al	
  momento	
  	
  
de	
  la	
  cirugía	
   	
  
Historia	
  familiar	
  de	
  EII	
   3	
  (20)	
  
Localización	
   L1:	
  8	
  (53)	
  	
  	
  L3:	
  7	
  (47)	
  

Enfermedad	
  perianal	
   4	
  (20)	
  
13	
  (87)	
  Fumador	
  activo	
  al	
  diagnóstico	
  

5" 3" 2" %2" %3" %5"FC#

Rango#de#colores#
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Fumador	
  activo	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  cirugía	
   11	
  (73)	
  
Tratamiento	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  cirugía	
   Nada	
  o	
  salicilatos:	
  3	
  (20)	
  

Inmunomoduladores:	
  10	
  
(67)	
  
Anticuerpos	
  anti-­‐TNF:	
  
2(13)	
  

Tiempo	
  desde	
  el	
  diagnóstico	
  de	
  la	
  EC	
  hasta	
  
la	
  cirugía	
  	
  

77,8	
  meses	
  (33-­‐114,5)	
  	
  
1	
  (7)	
  

Resección	
  intestinal	
  previa	
  
Indicación	
  de	
  la	
  cirugía	
   estenosis:	
  7	
  (47)	
  

absceso/fístula/plastrón:	
  8	
  
(53)	
  

Complicaciones	
  quirúrgicas	
   3	
  (20)	
  
	
  

	
  

Tabla	
   15	
   Características	
   demográficas	
   de	
   los	
   controles	
   (datos	
   expresados	
   en	
  

mediana	
   (intervalo	
   interquartil)	
   para	
   variables	
   continuas	
   y	
   frecuencias	
   (%)	
   para	
  

variables	
  categóricas).	
  

Característica	
   n	
  =10	
  
Edad	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  cirugía	
   65	
  años	
  (62-­‐73)	
  
Sexo	
  masculino	
   7	
  (70)	
  
IMC	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  cirugía	
   28	
  (24-­‐30)	
  
Fumador	
  activo	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  
cirugía	
  

0	
  

Historia	
  familiar	
  de	
  EII	
   0	
  
Historia	
  familiar	
  de	
  cáncer	
  
colorrectal	
  

2	
  (20)	
  

Antecedente	
  previo	
  de	
  
apendicectomía	
  

4	
  (40)	
  

Otras	
  enfermedades	
  intestinales	
   1	
  (10)	
  síndrome	
  de	
  intestino	
  
irritable	
  

Diagnóstico	
  final	
  de	
  cáncer	
  
colorrectal	
  

8	
  (80)	
  

Otros	
  diagnósticos	
  finales	
   1	
  (10)	
  lipoma	
  ulcerado	
  
1	
  (10)	
  fibrosis	
  focal	
  



	
   	
   	
   Zabana	
  Y	
   	
  

	
  

	
  	
  	
  119	
  

Tabla	
   16.	
   Comparación	
   de	
   pacientes	
   con	
   EC	
   vs.	
   controles,	
   en	
   relación	
   a	
   sus	
  

características	
   basales	
   (datos	
   expresados	
   en	
  mediana	
   (intervalo	
   interquartil)	
   para	
  

variables	
  continuas	
  y	
  frecuencias	
  (%)	
  para	
  variables	
  categóricas).	
  

Característica	
   Pacientes	
  
n	
  =	
  15	
  

Controles	
  
n	
  =	
  10	
  

P	
  

Edad	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  
cirugía	
  

35	
  años	
  (29-­‐
44)	
  

65	
  años	
  (62-­‐
73)	
  

<	
  0,0001	
  

Sexo	
   11(73)	
   7	
  (70)	
   ns	
  
IMC	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  
cirugía	
  

21	
  (18-­‐23)	
   28	
  (24-­‐30)	
   <	
  0,0001	
  

Fumador	
  activo	
  al	
  
momento	
  de	
  la	
  cirugía	
  

11	
  (73)	
   0	
   <	
  0,0001	
  

	
  

Cabe,	
  por	
  tanto,	
  destacar	
  que	
  los	
  pacientes	
  con	
  EC	
  eran	
  más	
  jóvenes,	
  

con	
   una	
   	
   mayor	
   proporción	
   de	
   fumadores	
   y	
   más	
   delgados	
   que	
   los	
  

controles.	
  

	
  

5.2.2	
  Pacientes	
  con	
  vs.	
  sin	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  

Después	
   de	
   la	
   resección	
   ileocecal	
   todos	
   los	
   pacientes	
   recibieron	
  

tratamiento	
  de	
  profilaxis	
  de	
  la	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica,	
  iniciado	
  de	
  

forma	
   inmediata	
   (8	
   pacientes	
   recibieron	
   tiopurinas	
   únicamente,	
   6	
  

pacientes	
  tiopurinas	
  asociadas	
  los	
  primeros	
  3	
  meses	
  a	
  metronidazol	
  y	
  

1	
  paciente	
  adalimumab).	
  Evolutivamente,	
  a	
  los	
  18	
  meses	
  5	
  pacientes	
  

presentaron	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
   (todos	
  endoscópica,	
  

2	
   clínica	
   y	
   radiológica).	
  Dos	
  pacientes	
  presentaron	
   recurrencia	
  post-­‐

quirúrgica	
  a	
   los	
  6	
  meses,	
  2	
  a	
   los	
  12	
  meses	
  y	
  1	
  a	
   los	
  18	
  meses	
  post-­‐

cirugía.	
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La	
   comparación	
   de	
   las	
   características	
   basales	
   entre	
   pacientes	
   con	
  

recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   de	
   aquellos	
   sin	
   recurrencia	
   se	
  

recoge	
  en	
  la	
  Tabla	
  17.	
  

Tabla	
   17.	
   Comparación	
   de	
   características	
   clínicas	
   entre	
   pacientes	
   con	
   recurrencia	
  

post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   de	
   aquellos	
   sin	
   recurrencia	
   (datos	
   expresados	
   en	
  mediana	
  

(intervalo	
   interquartil)	
   para	
   variables	
   continuas	
   y	
   frecuencias	
   (%)	
   para	
   variables	
  

categóricas).	
  

Característica	
   No	
  recurrencia	
  
n	
  =	
  10	
  

Recurrencia	
  
n	
  =	
  5	
  

P	
  	
  

Edad	
  al	
  diagnóstico	
   24	
  (18,8-­‐34,8)	
   37	
  (27,5-­‐43,5)	
   ns	
  
ns	
  
ns	
  
ns	
  

Sexo	
  masculino	
   7	
  (70)	
   4	
  (80)	
  
IMC	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  
cirugía	
  

21,7	
  (18,9-­‐24)	
   19,5	
  (17,8-­‐21)	
  

Fumador	
  activo	
  al	
  
diagnóstico	
  

8	
  (80)	
   5	
  (100)	
  

Fumador	
  activo	
  al	
  
momento	
  de	
  la	
  cirugía	
  

7	
  (70)	
   4	
  (80)	
   ns	
  

Historia	
  familiar	
  de	
  EII	
   3	
  (30)	
   0	
   ns	
  
Enfermedad	
  perianal	
   1	
  (10)	
   1	
  (20)	
   ns	
  
Localización	
  
	
  	
  	
  	
  L1	
  
	
  	
  	
  	
  L3	
  

	
  
5	
  (50)	
  	
  
5	
  (50)	
  

	
  
4	
  (80)	
  
1	
  (20)	
  

ns	
  
	
  

Tiempo	
  desde	
  el	
  
diagnóstico	
  hasta	
  la	
  cirugía	
  
(meses)	
  

69,5	
  (27-­‐115,7)	
   77,8	
  (19,7-­‐
107,6)	
  

ns	
  

Indicación	
  de	
  la	
  cirugía	
  
	
  	
  	
  	
  B2	
  
	
  	
  	
  	
  B3	
  

	
  
6	
  (60)	
  
4	
  (40)	
  

	
  
1	
  (20)	
  
4	
  (80)	
  

ns	
  

Complicaciones	
  post-­‐
quirúrgicas	
  

2	
  (20)	
   1	
  (20)	
   ns	
  

Tratamiento	
  preventivo	
  de	
  
la	
  recurrencia	
  post-­‐
quirúrgica	
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  Tiopurinas/metotrexate	
  
	
  	
  Tiopurinas	
  con	
  
metronidazol	
  
	
  	
  Adalimumab	
  

3	
  (30)	
  
6	
  (60)	
  
	
  
1	
  (10)	
  

5	
  (100)	
  
0	
  
	
  
0	
  

ns	
  
ns	
  
	
  
ns	
  

Longitud	
  resecada	
  >20cm	
   2	
  (20)	
   3	
  (60)	
   ns	
  
	
  

5.3	
  Histología	
  convencional	
  

Los	
   resultados	
   comparativos	
   entre	
   pacientes	
   con	
   recurrencia	
   post-­‐

quirúrgica	
   precoz	
   frente	
   a	
   los	
   pacientes	
   sin	
   ella	
   en	
   lo	
   que	
   refiere	
   al	
  

análisis	
   histológico	
   convencional	
   (estudio	
   macroscópico	
   y	
  

microscópico)	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  cirugía	
  quedan	
  reflejados	
  en	
  la	
  Tabla	
  

18.	
  	
  

Tabla	
  18.	
  Resultados	
  del	
  análisis	
  histológico	
  entre	
  pacientes	
   con	
   recurrencia	
  post-­‐

quirúrgica	
  y	
  pacientes	
  sin	
  esta	
  condición	
  (datos	
  expresados	
  en	
  frecuencias	
  (%)).	
  

Característica	
   No	
  recurrencia	
  
n	
  =	
  10	
  

Recurrencia	
  	
  
n	
  =5	
  

P	
  

Estudio	
  macroscópico	
  
PARED	
   	
   	
   	
  
Estenosis	
  por	
  
engrosamiento	
  

9	
  (90)	
   5	
  (100)	
   ns	
  

Fístulas	
   2	
  (20)	
   4	
  (80)	
   ns	
  
ns	
  Depósito	
  de	
  fibrina	
   8	
  (80)	
   3	
  (60)	
  

	
   	
   	
   	
  
SEROSA	
   	
   	
   	
  
Adhesión	
  a	
  estructuras	
  
vecinas	
  

1	
  (10)	
   4	
  (80)	
   0,033	
  

Fat	
  wrapping	
   1	
  (10)	
   1	
  (20)	
   ns	
  
MUCOSA	
   	
   	
   	
  
Lesiones	
  aftoideas	
   1	
  (10)	
   3	
  (60)	
   ns	
  
Apariencia	
  en	
   5	
  (50)	
   1	
  (20)	
   ns	
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empedrado	
  	
   	
   	
   	
  
Úlceras	
  serpinginosas	
   6	
  (60)	
   4	
  (80)	
   ns	
  
Áreas	
  sana	
   6	
  (60)	
   2	
  (40)	
   ns	
  

Estudio	
  microscópico	
  
Presencia	
  de	
  márgenes	
  
afectados	
  

5	
  (50)	
   5	
  (100)	
   ns	
  

Afectación	
  transmural	
   10	
  (100)	
   5	
  (100)	
   ns	
  
Fisuras	
   7	
  (70)	
   2	
  (40)	
   ns	
  
Úlceras	
   10	
  (100)	
   5	
  (100)	
   ns	
  
Agregados	
  linfoides	
  
transmurales	
  

10	
  (100)	
   5	
  (100)	
   ns	
  

Granulomas	
  no	
  
caseificantes	
  

4	
  (40)	
   1	
  (20)	
  

Plexitis	
  mientérica	
   4	
  (40)	
   1	
  (20)	
   ns	
  
Hipertrofia	
  de	
  plexos	
  
nerviosos	
  

10	
  (100)	
   5	
  (100)	
   ns	
  

Fibrosis	
  submucosa	
   10	
  (100)	
   5	
  (100)	
   ns	
  
Infiltrado	
  
linfoplasmocitario	
  

10	
  (100)	
   5	
  (100)	
   ns	
  

Folículos	
  linfoides	
   10	
  (100)	
   5	
  (100)	
   ns	
  
Necrosis	
  parcheada	
   3	
  (30)	
   1	
  (20)	
   ns	
  
Irregularidades	
  de	
  
vellosidades	
  

10	
  (100)	
   5	
  (100)	
   ns	
  

Metaplasia	
  
pseudopilórica	
  

5	
  (50)	
   4	
  (80)	
   ns	
  

Irregularidades	
  de	
  las	
  
criptas	
  

8	
  (80)	
   4	
  (80)	
   ns	
  

	
  

	
  

5.4	
  Estudio	
  genómico:	
  recurrencia	
  vs.	
  no	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  

precoz	
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Según	
   los	
   criterios	
   de	
   selección	
   que	
   se	
   comentó	
   en	
   el	
   capítulo	
   de	
  

materiales	
   y	
   métodos,	
   de	
   todos	
   los	
   SNP	
   valorados	
   en	
   el	
   estudio	
  

genómico	
   (Anexo	
   2)	
   se	
   han	
   excluido	
   ciertos	
   SNP.	
   La	
   lista	
   de	
   SNP	
  

excluidos	
  y	
  sus	
  motivos	
  se	
  exponen	
  en	
  la	
  Tabla	
  19.	
  

Tabla	
  19.	
  Lista	
  de	
  genes	
  excluidos	
  del	
  análisis	
  genómico.	
  

Motivo	
  de	
  exclusión	
   SNP	
   Gen	
  representado	
  

Control	
  del	
  genotipado	
   rs4077515	
  
rs1250550	
  
rs2301436	
  
rs1456896	
  
rs1800795	
  

CARD9	
  
ZMIZ1	
  
CCR6	
  
IKZF1	
  
IL6	
  

Control	
  de	
  monomorfismo	
   rs121909601	
  
(GG)	
  
rs2066845	
  (CC)	
  
rs137853580	
  
(GG)	
  
rs137853579	
  
(GG)	
  

IL10RB	
  
NOD2	
  (G908R)	
  
IL10RA	
  
IL10RA	
  

Control	
  de	
  tasa	
  de	
  

genotipado	
  

rs35873774	
  
rs12720356	
  
rs694739	
  
rs1805192	
  
rs11225394	
  
rs6478108	
  
rs684302	
  

XBP1	
  
TYK2	
  
PRDX5	
  
PPAR	
  
MMP8	
  
TNFSF1	
  
TPH1	
  

Control	
  de	
  frecuencias	
  

alélicas	
  

rs11175593	
  
rs11209026	
  

MUC19	
  
IL23R	
  

Control	
  del	
  equilibrio	
  de	
  

Gardy-­‐Weinberg	
  

	
  

rs2066844	
  
rs7927997	
  
rs4958847	
  

NOD2	
  (R702W)	
  
C11orf30	
  
IRGM	
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Del	
   listado	
   original	
   de	
   genes	
   los	
   que	
   se	
   presentan	
   a	
   continuación	
  

(Tabla	
   20)	
   han	
   demostrado	
   una	
   asociación	
   significativa	
   con	
   la	
  

presencia	
  de	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  en	
  este	
  estudio.	
  

	
  

Tabla	
   20.	
   Genes	
   que	
   se	
   asocian	
   con	
   la	
   presencia	
   de	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
  

precoz.	
  

Gen	
   SNP	
   Cambio	
   Mejor	
  

modelo	
  

OR	
   	
   P	
  	
  

C1orf106	
   rs7554511	
   A/C	
   Dominante	
  

(CC)	
  

1	
  	
   	
   0,0003	
  

DLG5	
   rs2579176	
   C/T	
   Co-­‐

dominante	
  

1	
   	
   0,0392	
  

ORMDL3	
  

GSDMB	
  

ZPBP2	
  

IKZF3	
  

rs2872507	
   A/G	
  
Recesivo	
  

(AA)	
  

0,15	
  

(0,02-­‐

1,19)	
  

	
  

0,0232	
  

IGF1R	
   rs1357112	
   C/T	
   Dominante	
  

(AA)	
  

1	
   	
   0,0459	
  

IL23R	
   rs11209026	
   A/G	
   Dominante	
  

(GG)	
  

1	
   	
   0,0163	
  

IRF1	
  

SLC22A4	
  

(OCTN1)	
  

SLC22A5	
  

(OCTN2)	
  

IL3	
  

rs12521868	
   G/T	
  
Recesivo	
  

(AA)	
  

2,98	
  

(1,03-­‐

8,62)	
  

	
  

0,0459	
  

IRGM	
   rs133619	
   A/G	
   Recesivo	
   6,70	
   	
   0,0348	
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(GG)	
   (1,06-­‐

42,45)	
  

TNFRSF6B	
  

RTEL1	
  

SLC2A4RG	
  

	
  

rs4809330	
  

	
  

A/G	
  

	
  

Recesivo	
  

(AA)	
  

	
  

13,49	
  	
  

(1,08-­‐

168,23)	
  

	
   	
  

0,0252	
  

SMAD3	
   rs17293632	
   C/T	
   Recesivo	
  

(AA)	
  

4,47	
  

(1,17-­‐

17,06)	
  

	
   0,0292	
  

TAGAP	
   rs212388	
   A/G	
   Recesivo	
  

(GG)	
  

0	
   	
   0,0483	
  

TNFSF11	
   rs2062305	
   A/G	
   Aditivo	
   2,62	
  

(1,16-­‐

5,91)	
  

	
   0,0149	
  

ZNF365	
   rs10761659	
   A/G	
   Dominante	
   1	
   	
   0,0322	
  

	
  

De	
   los	
   genes	
   portadores	
   de	
   SNP	
   que	
   se	
   asocian	
   de	
   forma	
   más	
  

relevante	
   a	
   la	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   cabe	
   destacar	
  

aquellos	
  con	
  OR	
  significativas:	
  

• ORMDL3	
   (orosomucoid	
   1-­‐like	
   3),	
   es	
   un	
   gen	
   vinculado	
   a	
   la	
  

unión	
  proteica	
  y	
  que	
  es	
  especialmente	
  frecuente	
  en	
  población	
  

asiática	
   y	
   que	
   se	
   ha	
   asociado	
   al	
   riesgo	
   de	
   asma	
   (264)	
   y	
   a	
   la	
  

respuesta	
  a	
  los	
  corticoides	
  en	
  pacientes	
  con	
  asma	
  (265).	
  En	
  los	
  

últimos	
   estudios	
   de	
   GWAS	
   se	
   ha	
   relacionado	
   al	
   riesgo	
   de	
  

padecer	
   CU	
   (266).	
   De	
   todas	
   formas	
   en	
   este	
   estudio	
   el	
   tener	
  

este	
   polimorfismo	
   parece	
   conferir	
   un	
   efecto	
   protector	
   de	
  

presentar	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz.	
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• IRF1	
   (interferón	
   regulatory	
   factor	
   1).	
   Este	
   gen	
   activa	
   la	
  

transcripción	
   de	
   los	
   interferones	
   alfa	
   y	
   beta.	
   También	
   ha	
  

demostrado	
  jugar	
  un	
  papel	
   importante	
  en	
   la	
  regulación	
  de	
   la	
  

apoptosis	
  y	
  la	
  supresión	
  de	
  tumores.	
  La	
  asociación	
  de	
  este	
  gen	
  

y	
   el	
   riesgo	
   de	
   EC	
   ya	
   es	
   conocida,	
   formando	
   parte	
   del	
   locus	
  

IBD5	
  haplotipo	
  (junto	
  a	
  OCTN1	
  y	
  el	
  OCTN2)	
  (267),	
  aunque	
  no	
  

se	
   ha	
   descrito	
   previamente	
   como	
   factor	
   de	
   riesgo	
   para	
   la	
  

recurrencia	
  post-­‐quirúrgica.	
  

• IRGM	
  (immunity-­‐related	
  GTPase	
  family).	
  Este	
  gen	
  codifica	
  una	
  

proteína	
  importante	
  en	
  la	
  respuesta	
  inmune	
  innata	
  al	
  regular	
  

la	
   autofagia	
   en	
   respuesta	
   a	
   patógenos	
   intracelulares.	
   Se	
   ha	
  

descrito	
   que	
   mutaciones	
   en	
   este	
   gen	
   aumentan	
   en	
   la	
  

susceptibilidad	
   de	
   la	
   EC,	
   e	
   incluso	
   a	
   la	
   recurrencia	
   post-­‐

quirúrgica	
  precoz	
  (250).	
  	
  	
  

• La	
  sonda	
  rs4809330	
  se	
  la	
  relaciona	
  con	
  tres	
  genes	
  vecinos:	
  

o TNFRSF6B	
  (tumor	
  necrosis	
  factor	
  receptor	
  superfamily,	
  

member	
   6b,	
   decoy):	
   gen	
   de	
   la	
   súper-­‐familia	
   de	
   los	
  

receptores	
  del	
   factor	
  de	
  necrosis	
  tumoral.	
  La	
  proteína	
  

codificada	
   por	
   este	
   gen	
   tiene	
   un	
   rol	
   regulador	
   en	
   la	
  

supresión	
  de	
  la	
  muerte	
  celular	
  (apoptosis)	
  mediada	
  por	
  

FasL	
   (Fas	
   ligand),	
   actuando	
   como	
   un	
   receptor	
   que	
  

compite	
   con	
   los	
   receptores	
   de	
  muerte	
   celular	
   para	
   la	
  

unión	
   con	
   los	
   ligandos.	
   Una	
   sobre-­‐expresión	
   de	
   este	
  

gen	
  se	
  ha	
  relacionado	
  con	
  tumores	
  gastrointestinales.	
  

Es	
  un	
  factor	
  de	
  riesgo	
  conocido	
  para	
  la	
  EC,	
  aunque	
  no	
  

existe	
   evidencia	
   de	
   su	
   asociación	
   con	
   la	
   recurrencia	
  

post-­‐quirúrgica.	
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o RTEL1	
   (regulator	
   of	
   telomere	
   elongation	
   helicase	
   1).	
  

Este	
  gen	
  codifica	
  una	
  helicasa	
  de	
  DNA	
  cuya	
  función	
  es	
  

aportar	
   estabilidad,	
   protección	
   y	
   elongación	
   de	
   los	
  

telómeros.	
  	
  

o SLC2A4RG	
   (solute	
  carrier	
   family	
  2	
  member	
  4	
   (SLC2A4)	
  

regulator):	
   la	
   proteína	
   codificada	
   por	
   este	
   gen	
   es	
   un	
  

factor	
   de	
   transcripción	
   nuclear	
   que	
   junto	
   al	
   factor	
   2	
  

potenciador	
  de	
  miocitos	
  activa	
  al	
  gen	
  SLC2A4.	
  	
  

• SMAD3	
   (SMAD	
   family	
   member	
   3).	
   Las	
   proteínas	
   SMAD	
  

(proteínas	
   intracelulares,	
   cuyo	
   nombre	
   viene	
   de	
   la	
  

combinación	
  de	
  dos	
  proteínas:	
  MAD	
  y	
  SMA)	
  son	
  transductores	
  

de	
   señal	
   y	
   moduladores	
   transcripcionales	
   que	
   participan	
   de	
  

múltiples	
  vías	
  de	
  señalización.	
  Se	
  ha	
  asociado	
  con	
  el	
  riesgo	
  de	
  

presentar	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  de	
  forma	
  global	
  (249).	
  

• TNFSF11	
   (tumor	
  necrosis	
   factor	
   (ligand)	
  superfamily,	
  member	
  

11).	
   Este	
   gen	
   codifica	
   una	
   proteína	
   fundamental	
   para	
   la	
  

diferenciación	
  y	
  activación	
  de	
  los	
  osteoclastos.	
  Rol	
  importante	
  

en	
  la	
  regulación	
  de	
  la	
  apoptosis.	
  Mutaciones	
  en	
  este	
  gen	
  son	
  

conocidas	
  por	
  ser	
  factor	
  de	
  riesgo	
  de	
  osteopenia	
  asociada	
  a	
  la	
  

EC	
  (268).	
  

Colectivamente,	
   el	
   perfil	
   genético	
   de	
   los	
   pacientes	
   con	
   recurrencia	
  

post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   sugiere	
   potenciales	
   alteraciones	
   a	
   nivel	
   de	
   la	
  

inmunidad	
  innata,	
  en	
  particular	
  de	
  la	
  autofagia	
  (SMAD3,	
  IRF1,	
  IRGM)	
  

y	
   a	
   nivel	
   del	
   ciclo	
   celular	
   (TNFSFR6/RTEL1,	
   TNFS11,	
   SLC2A4RG,	
  

SMAD3).	
   El	
   análisis	
   de	
   la	
   función	
   de	
   estos	
   genes	
   mediante	
   la	
  

herramienta	
   del	
   Genecodis	
   revela	
   el	
   vínculo	
   de	
   estos	
   genes	
   con	
   el	
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cáncer,	
   la	
   interacción	
   citoquina-­‐recetor,	
   la	
   endocitosis,	
   la	
   adhesión	
  

celular,	
  la	
  apoptosis	
  y	
  el	
  ciclo	
  celular.	
  

	
  

5.5	
  Análisis	
  del	
  transcriptoma	
  

El	
  primer	
  paso	
  para	
  confirmar	
  que	
  los	
  resultados	
  del	
  transcriptoma	
  no	
  

son	
  un	
  hallazgo	
  casual,	
  fruto	
  de	
  las	
  múltiples	
  comparaciones,	
  se	
  llevó	
  

a	
  cabo	
  la	
  correlación	
  (coeficiente	
  de	
  Pearson)	
  de	
  expresión	
  (qPCR)	
  de	
  

10	
   genes	
   pre-­‐seleccionados	
   con	
   sus	
   valores	
   obtenidos	
   en	
   el	
  

transcriptoma	
   mediante	
   el	
   array	
   de	
   cDNA.	
   Sus	
   hallazgos	
   quedan	
  

demostrados	
   en	
   la	
   Tabla	
   21	
   y	
   dado	
   el	
   resultado	
   global	
   (correlación	
  

estadísticamente	
  significativa	
  en	
  el	
  80%	
  de	
  los	
  genes:	
  8	
  de	
  10	
  con	
  un	
  

coeficiente	
   de	
   Pearson	
   mayor	
   de	
   0,45),	
   puede	
   darse	
   por	
   válidos	
   y	
  

extrapolables	
  para	
  el	
  análisis	
  a	
  los	
  resultados	
  del	
  array.	
  	
  

Tabla	
   21.	
   Correlaciones	
   qPCR-­‐array	
   de	
   10	
   genes	
   seleccionados	
   (coeficiente	
   de	
  

Pearson).	
  Si	
  en	
  el	
  array	
  se	
  estudiaban	
  varias	
  sondas	
  del	
  mismo	
  gen,	
  en	
  esta	
  tabla	
  se	
  

expresa	
   el	
   mejor	
   resultado	
   de	
   correlación.	
   En	
   negrita	
   los	
   resultados	
  

estadísticamente	
  significativos	
  

Gen	
  	
   Coeficiente	
  de	
  
Pearson	
  

Regresión	
  
lineal	
  

P	
  

MUC2	
   -­‐0,69	
   0,473	
   <	
  0,0005	
  
TMIGD1	
  (GE781695)	
   -­‐0,82	
   0,666	
   <	
  0,0005	
  
PKIB	
  	
   -­‐0,72	
   0,523	
   <	
  0,0005	
  
MALM2	
  (GE873468)	
   -­‐0,56	
   0,310	
   <	
  0,0005	
  
SMAD3	
  (GE802702)	
   0,45	
   0,454	
   0,001	
  
HNF4a	
   -­‐0,45	
   0,191	
   0,002	
  
HNF4g	
   -­‐0,77	
   0,385	
   <	
  0,0005	
  
CNNY	
  (GE576979)	
   0,36	
   0,130	
   0,012	
  
MST1	
   0,46	
   0,214	
   0,001	
  
SLC22A5	
   -­‐0,26	
   0,065	
   0,080	
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5.5.1	
   Pacientes	
   con	
   EC	
   vs.	
   controles:	
   realce	
   de	
   la	
   actividad	
   de	
   la	
  

matriz	
  extracelular	
  

Para	
   evitar	
   la	
   influencia	
   de	
   la	
   inflamación	
   en	
   el	
   transcriptoma	
   (que	
  

podría	
   enmascarar	
   particularidades	
   no	
   inflamatorias	
   y	
   diferenciales	
  

entre	
   los	
   grupos	
   de	
   pacientes)	
   se	
   realizó	
   la	
   comparación	
   del	
  

transcriptoma	
   del	
   tejido	
   ileal	
   sano	
   de	
   controles	
   con	
   el	
  

macroscópicamente	
   no	
   inflamado	
   de	
   pacientes.	
   Esta	
   comparación	
  

encontró	
  718	
  genes	
  con	
  una	
  expresión	
  diferencial	
  significativa	
  (FDR	
  <	
  

0,005),	
  de	
  estos	
  258	
  sobre-­‐expresados	
  (FC	
  ≥	
  2)	
  y	
  171	
  infra-­‐expresados	
  

(FC	
   ≤	
   -­‐2)	
   en	
   los	
   pacientes	
   en	
   comparación	
   con	
   los	
   controles	
   (Anexo	
  

11).	
  	
  

Las	
  vías	
  enriquecidas	
  en	
  el	
  conjunto	
  de	
  genes	
  infra-­‐expresados	
  en	
  los	
  

pacientes	
  con	
  EC	
  se	
  exponen	
  en	
   la	
  Figura	
  19,	
  mientras	
  que	
  aquellas	
  

enriquecidas	
  por	
  los	
  genes	
  sobre-­‐expresados	
  se	
  muestran	
  en	
  la	
  Figura	
  

20.	
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Figura	
  19.	
  Vías	
  enriquecidas	
  en	
  el	
  conjunto	
  de	
  genes	
  infra-­‐expresados	
  en	
  pacientes	
  

con	
  EC.	
  

	
  
Figura	
   20.	
   Vías	
   enriquecidas	
   en	
   el	
   conjunto	
   de	
   genes	
   sobre-­‐expresados	
   en	
  

pacientes	
  con	
  EC.	
  

metabolismo	
  de	
  
xenobió�cos	
  y	
  drogas	
  
(p450)	
  

moléculas	
  de	
  adhesión	
  
celular	
  

rght	
  juncrons	
  

diges�ón	
  y	
  absorción	
  
protéica	
  

metabolismo	
  del	
  
re�nol	
  

diges�ón	
  y	
  absorción	
  
de	
  proteínas	
  

adhesión	
  focal	
  

interacción	
  con	
  el	
  
receptor	
  de	
  la	
  matrix	
  
extracelular	
  

vía	
  de	
  la	
  señalización	
  
de	
  la	
  insulina	
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No	
   se	
   encontró	
   ningún	
   perfil	
   de	
   expresión	
   diferencial	
   en	
   relación	
   a	
  

características	
   propias	
   de	
   EC	
   como	
   el	
   patrón	
   de	
   la	
   enfermedad,	
   la	
  

indicación	
  quirúrgica,	
  la	
  presencia	
  de	
  enfermedad	
  perianal	
  asociada	
  o	
  

el	
   tratamiento	
   al	
   momento	
   de	
   la	
   cirugía	
   (bien	
   fueran	
   salicilatos,	
  

inmunomoduladores,	
  antibióticos	
  o	
  tratamiento	
  con	
  anticuerpos	
  anti-­‐

TNF).	
  

No	
  obstante,	
  el	
  análisis	
  del	
  transcriptoma	
  indica	
  que	
  los	
  pacientes	
  con	
  

EC	
  sufren	
  un	
  descenso	
  de	
  funciones	
  claves	
  de	
  desintoxicación	
  celular,	
  

en	
   el	
   fortalecimiento	
   de	
   las	
   uniones	
   para-­‐celulares,	
   en	
   el	
  

metabolismo	
   energético,	
   así	
   como	
   en	
   funciones	
   reguladoras	
   de	
   la	
  

inmunidad	
   innata.	
   Por	
   otra	
   parte,	
   parecen	
   tener	
   una	
   respuesta	
  

inflamatoria	
   relevante,	
   así	
   como	
   una	
   elevada	
   actividad	
   reparativa	
   a	
  

nivel	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular.	
  	
  

	
  

5.5.2	
  Expresión	
  genética	
  de	
  la	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  

Tomando	
   en	
   cuenta	
   todo	
   el	
   transcriptoma,	
   sin	
   criterios	
   previos	
   de	
  

selección,	
   el	
   resultado	
   del	
   estudio	
   de	
   vías	
   enriquecidas	
   y	
   funciones	
  

biológicas	
  (GSEA)	
  quedan	
  expuestos	
  en	
  la	
  Tabla	
  22.	
  	
  

Tabla	
  22.	
  Vías	
  enriquecidas	
  y	
  funciones	
  biológicas	
  más	
  relevantes	
  entre	
  recurrencia	
  

y	
  no	
  recurrencia.	
  Las	
  vías	
  descritas	
  de	
  forma	
  individual	
  son	
  aquellas	
  que	
  presentan	
  

mayor	
  diferencia	
  entre	
  recurrencia	
  y	
  no	
  recurrencia	
  (FDR	
  <	
  25%	
  o	
  P	
  <	
  0,005).	
  

	
   Recurrencia	
   No	
  recurrencia	
  

	
  

Organización	
  los	
  filamentos	
  
de	
  actina	
  
Unión	
  a	
  proteínas	
  no	
  

Cascada	
  JAK-­‐STAT	
  
Complejo	
  de	
  la	
  unión	
  apical	
  
Transporte	
  de	
  carbohidratos	
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plegadas	
  
Adhesión	
  de	
  sustrato	
  
celular	
  
Regulación	
  de	
  la	
  migración	
  
celular	
  

Unión	
  de	
  lípidos	
  
Actividad	
  de	
  transporte	
  
transmembrana	
  de	
  hidrógeno	
  
Desmontaje	
  de	
  componentes	
  
celulares	
  

	
  

Respuesta	
  inmune	
  
adaptativa	
  

	
  

Regulación	
  positiva	
  en	
  
respuesta	
  a	
  estímulos	
  

	
   Adhesión	
  a	
  la	
  matriz	
  celular	
  
Biosíntesis	
  de	
  los	
  lípidos	
  de	
  
membrana	
  

	
   Transporte	
  de	
  potasio	
  
Homeostasis	
  del	
  número	
  de	
  
células	
  

	
  

Complejo	
  de	
  puertas	
  por	
  
voltaje	
  de	
  potasio	
   Uniones	
  fosfolipídicas	
  

	
   Matriz	
  mitocondrial	
   Complejo	
  del	
  proteosoma	
  
	
  

Es	
   difícil	
   extraer	
   conclusiones	
   definitivas	
   del	
   análisis	
   GSEA,	
   pero	
   los	
  

pacientes	
  con	
  EC	
  que	
  no	
  presentan	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  

tienen	
  actividades	
  reparativas	
  e	
  inmunológicas	
  más	
  evidentes	
  que	
  los	
  

pacientes	
   que	
   sí	
   que	
   la	
   presentan.	
   En	
   ambos	
   grupos	
   aparecen	
  

actividades	
   de	
   recuperación	
   de	
   la	
   homeostasis	
   celular,	
   aunque	
  

implicando	
  distintos	
  mecanismos.	
  

Al	
  analizar	
  el	
  transcriptoma	
  del	
  tejido	
  ileal	
  de	
  forma	
  individual	
  (LIMA-­‐

R),	
  no	
  se	
  consiguió	
  ningún	
  gen	
  con	
  un	
  FDR	
  de	
  0,	
  así	
  que	
  con	
  criterios	
  

estadísticos	
  menos	
  restrictivos	
   (P	
  =	
  0,005)	
   los	
  genes	
  encontrados	
  en	
  

los	
   pacientes	
   que	
   presentaron	
   recurrencia	
   en	
   comparación	
   con	
  

aquellos	
  que	
  no	
  la	
  presentaron	
  quedan	
  reflejados	
  en	
  la	
  Tabla	
  23	
  y	
  en	
  

la	
  Figura	
  21.	
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Tabla	
  23	
  Transcriptoma	
  de	
  la	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  según	
  LIMA-­‐R	
  (P	
  <	
  

0,005	
  y	
  FC	
  ≤	
  -­‐1,5	
  o	
  ≥	
  1,5)	
  

Identificador	
   Gen	
   FC	
   P	
  

GE53136	
   CUTL2	
   -­‐1,919	
   0,004	
  
GE475923	
   MAML2	
   -­‐1,755	
   0,002	
  
GE61398	
   CABYR	
   -­‐1,641	
   0,001	
  
GE578953	
   UNC13C	
   -­‐1,585	
   0,002	
  
GE83480	
   TRIM51	
   -­‐1,521	
   0,004	
  
GE581231	
   MGC45922	
   -­‐1,507	
   0,004	
  
GE523463	
   UBE2Z	
   1,534	
   0,001	
  
GE57294	
   SQLE	
   1,605	
   0,003	
  
GE83081	
   DNAH3	
   1,650	
   0,001	
  
GE81178	
   PLG	
   1,659	
   0,002	
  
GE56226	
   GOLGA1	
   1,726	
   0,001	
  
GE739928	
   C10orf112	
   1,743	
   0,001	
  
GE82253	
   C14orf118	
   1,762	
   0,001	
  
GE840484	
   MED9	
   1,772	
   0,001	
  
GE85234	
   ASTN	
   1,782	
   0,003	
  
GE84857	
   C6orf208	
   1,837	
   0,005	
  
GE575009	
   PPAPDC1A	
   1,880	
   0,001	
  
GE643432	
   C10orf9	
   1,907	
   0,001	
  
GE82575	
   MST1	
   2,096	
   0,002	
  
GE80398	
   AKR1C2	
   2,310	
   0,003	
  
GE57008	
   CLDN2	
   2,325	
   0,004	
  
GE519515	
   PKIB	
   2,809	
   0,001	
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A.	
  

	
  

B.	
  

	
  !5# !3# !2# 2# 3# 5#FC#

Rango#de#colores#
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Figura	
  21.	
   	
  A.	
  Heatmap	
  de	
  los	
  genes	
  con	
  expresión	
  diferencial	
  entre	
  pacientes	
  con	
  

(fucsia)	
   y	
   sin	
   (amarillo)	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   (según	
   análisis	
   de	
  

QLucore).	
  B.	
  Significado	
  del	
  rango	
  de	
  colores	
  y	
  su	
  relación	
  con	
  el	
  FC.	
  

	
  

Agrupando	
   todos	
   estos	
   genes	
   según	
   las	
   características	
   de	
   su	
  

expresión	
   en	
   la	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   (GENECODIS)	
   los	
  

resultados	
  de	
  los	
  genes	
  infra-­‐expresados	
  se	
  representan	
  en	
  la	
  Figura	
  

22	
  mientras	
  que	
  los	
  sobre-­‐expresados	
  en	
  la	
  Figura	
  23.	
  

	
  

	
  
Figura	
  22.	
  Genes	
  infra-­‐expresados	
  en	
  los	
  pacientes	
  con	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica,	
  

según	
   su	
   agrupación	
   funcional	
   y	
   tomando	
   en	
   cuenta	
   los	
   procesos	
   biológicos	
  

(GENECODIS).	
  

	
  

exocitosis	
  

vía	
  de	
  señalización	
  del	
  
Notch	
  

mo�lidad	
  ciliar	
  o	
  flagelar	
  

capacitación	
  espermá�ca	
  

ciclo	
  celular	
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Figura	
   23.	
   Genes	
   sobre-­‐expresados	
   en	
   los	
   pacientes	
   con	
   recurrencia	
   post-­‐

quirúrgica,	
   según	
   su	
   agrupación	
   funcional	
   y	
   tomando	
   en	
   cuenta	
   los	
   procesos	
  

biológicos	
  (GENECODIS).	
  

	
  

Los	
   resultados	
   anteriores	
   sugieren	
   que	
   en	
   los	
   pacientes	
   con	
  

recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  existen	
  cambios	
  singulares	
  a	
  nivel	
  

del	
   ciclo	
   celular,	
   principalmente	
   por	
   lo	
   que	
   respecta	
   a	
   la	
  

remodelación,	
   polarización	
   o	
   transformación	
   celular,	
   donde	
  

probablemente	
   la	
  vía	
  del	
  destino	
  celular	
  Notch	
   juega	
  un	
   importante	
  

papel.	
  Por	
  otro	
  lado,	
  estos	
  pacientes	
  también	
  mantienen	
  una	
  elevada	
  

actividad	
   de	
   la	
   matriz	
   extracelular,	
   vinculada	
   principalmente	
   a	
   la	
  

reparación	
  del	
  tejido	
  intestinal.	
  En	
  conjunto,	
  estos	
  datos	
  sugieren	
  que	
  

los	
   pacientes	
   con	
   recurrencia	
   tienen	
   una	
   actividad	
   biológica	
  

diferencial	
   focalizada	
   en	
   la	
   remodelación	
   de	
   las	
   lesiones	
   a	
   nivel	
   del	
  

epitelio.	
  Para	
  intentar	
  precisar	
  los	
  mecanismos	
  subyacentes	
  en	
  la	
  EC	
  y	
  

biosíntesis	
  del	
  colesterol	
  

adhesión	
  celular	
  
independiente	
  del	
  calcio	
  

regulación	
  	
  de	
  la	
  
fibrinolisis	
  

defosforilación	
  
fosfolipídica	
  

fibrinolísis	
  

desmontado	
  de	
  la	
  matríz	
  
extracelular	
  

remodelación	
  �sular	
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más	
  concretamente	
  en	
   la	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  se	
  optó	
  

por	
   profundizar	
   en	
   las	
   actividades	
   biológicas	
   destacadas	
   en	
   los	
  

pacientes	
  con	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica.	
  En	
  primer	
  lugar	
  se	
  decidió	
  

estudiar	
  si	
  el	
  gen	
  con	
  más	
  cambio	
  en	
  la	
  comparación	
  entre	
  pacientes	
  

y	
  controles,	
  TMIGD1,	
  se	
  asocia	
  a	
  alguna	
  de	
  las	
  actividades	
  singulares	
  

de	
  los	
  pacientes	
  con	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica,	
  ya	
  sea	
  a	
  nivel	
  de	
  la	
  

actividad	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular,	
  o	
  en	
  la	
  definición	
  del	
  linaje	
  de	
  las	
  

células	
  epiteliales.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  se	
  eligió	
  evaluar	
  las	
  vías	
  del	
  destino	
  

celular,	
  concretamente	
  la	
  vía	
  Notch,	
  para	
  investigar	
  su	
  relación	
  con	
  la	
  

recurrencia	
  post-­‐quirúrgica.	
  

	
  

5.6	
  Estudio	
  del	
  TMIGD1	
  

En	
  el	
   transcriptoma	
   de	
   los	
  pacientes	
   (tanto	
   si	
   se	
   toma	
  en	
  cuenta	
  el	
  

tejido	
   ileal	
   francamente	
   inflamado	
   como	
   el	
   macroscópicamente	
   no	
  

inflamado)	
  el	
  mRNA	
  de	
  TMIGD1	
  se	
  muestra	
  notoriamente	
  disminuido	
  

(Figura	
   24),	
   en	
   las	
   tres	
   sondas	
   que	
   se	
   han	
   utilizado	
   del	
   gen	
  

(GE696099,	
   GE48076	
   y	
   GE78195).	
   La	
   sonda	
   que	
   muestra	
   mayor	
  

diferencia	
   es	
   la	
   GE781695.	
   Las	
   diferencias	
   de	
   FC	
   entre	
   controles	
   y	
  

pacientes	
  quedan	
  reflejadas	
  en	
  la	
  Tabla	
  24.	
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A.	
  

	
  

	
  

B.	
  

	
  

Figura	
  24.	
  A.	
  Expresión	
  de	
  TMIGD1	
  entre	
  controles	
  (verde)	
  y	
  pacientes,	
  tanto	
  si	
  se	
  

compara	
   tejido	
   francamente	
   inflamado	
   (azul)	
   como	
   macroscópicamente	
   no	
  

inflamado	
  (malva).	
  B.	
  Significado	
  del	
  rango	
  de	
  colores	
  y	
  su	
  relación	
  con	
  el	
  FC.	
  

	
  

Tabla	
   24.	
   Diferencias	
   de	
   expresión	
   (transcriptoma)	
   del	
   TMIGD1	
   (GE781695)	
   en	
  

pacientes	
  en	
  comparación	
  con	
  controles.	
  

Tipo	
  de	
  tejido	
  ileal	
   FC	
  

Macroscópicamente	
  no	
  inflamado	
   -­‐26	
  

Inflamado	
   -­‐109	
  

	
  

No	
  hubo	
  diferencias	
  en	
  la	
  expresión	
  del	
  TMIGD1	
  mediante	
  el	
  estudio	
  

del	
   transcriptoma	
   en	
   la	
   comparación	
   de	
   los	
   pacientes	
   que	
  

posteriormente	
   presentaron	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   de	
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aquellos	
  que	
  no	
  la	
  presentaron,	
  tanto	
  en	
  el	
  tejido	
  inflamado	
  como	
  en	
  

el	
   no	
   inflamado.	
   La	
   expresión	
   de	
   TMIGD1	
   en	
   el	
   tejido	
   ileal	
   no	
  

inflamado	
  en	
  relación	
  a	
  la	
  recurrencia	
  se	
  describe	
  en	
  la	
  Tabla	
  25.	
  	
  

	
  

Tabla	
   25.	
   Diferencias	
   de	
   expresión	
   (transcriptoma)	
   del	
   TMIGD1	
   (GE781695)	
   en	
  

pacientes	
   que	
   posteriormente	
   presentaron	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   de	
  

aquellos	
  que	
  no	
  la	
  presentaron.	
  

Tipo	
  de	
  tejido	
  ileal	
  de	
  pacientes	
  
(frente	
  a	
  controles)	
  

FC	
  

No	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
   -­‐122,7	
  

Recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
   -­‐89,5	
  
	
  

Los	
  hallazgos	
  a	
  nivel	
  del	
  perfil	
  de	
  expresión	
  se	
  confirmaron	
  mediante	
  

la	
  realización	
  de	
  RT-­‐qPCR	
  (Figura	
  25).	
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Figura	
  25.	
  Correlación	
  entre	
   la	
  presencia	
  de	
  TMIGD1	
  en	
  el	
  microarray	
  de	
  RNA	
  y	
   la	
  

RT-­‐qPCR	
  (normalizado	
  por	
  el	
  gen	
  HK:	
  GAPDH).	
  Coeficiente	
  de	
  Pearson	
  =	
  -­‐0,816.	
  P	
  <	
  

0,0001.	
  R2	
  linear	
  =	
  0,666	
  

	
  

Ante	
   este	
   resultado	
   se	
   decidió	
   continuar	
   con	
   el	
   estudio	
   de	
   la	
  

expresión	
  de	
  TMGD1.	
  Se	
  realizaron	
  varias	
  comparaciones	
  del	
  nivel	
  de	
  

mRNA	
   (RT-­‐PCR)	
   de	
   TMIGD1	
   según	
   grupos.	
   Los	
   resultados	
   entre	
  

controles	
  y	
  pacientes	
  quedan	
  reflejados	
  en	
  la	
  Figura	
  26,	
  demostrando	
  

claramente	
  que	
   los	
  pacientes	
   tienen	
  menos	
  expresión	
  de	
  TMIGD1	
  si	
  

se	
   comparan	
   con	
   los	
   controles,	
   independientemente	
  del	
   tener	
   o	
   no	
  

inflamación.	
  

	
  
Figura	
   26.	
   Resultados	
   de	
   la	
   diferencia	
   de	
   expresión	
   de	
   RNAm	
   por	
   técnica	
   de	
   RT-­‐

qPCR.	
  *	
  p	
  <	
  0,007,	
  	
  en	
  comparación	
  con	
  la	
  expresión	
  en	
  pacientes,	
  según	
  el	
  margen	
  

sano	
  o	
  inflamado	
  (U-­‐Mann	
  bilateral,	
  mediana	
  e	
  intervalo	
  intercuartil).	
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Para	
  profundizar	
  el	
  conocimiento	
  del	
  TMIGD1	
  en	
  la	
  EC	
  se	
  comparó	
  la	
  

expresión	
   tomando	
   en	
   cuenta	
   si	
   los	
   pacientes	
   presentaban	
   en	
   el	
  

futuro	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  o	
  no	
  (tomando	
  en	
  cuenta	
  el	
  

margen	
   sin	
   inflamación).	
   Su	
   resultado	
   (Figura	
   27)	
   demuestra	
   que	
   la	
  

expresión	
   de	
   TMIGD1	
   en	
   el	
  momento	
   de	
   la	
   cirugía	
   no	
   influye	
   en	
   el	
  

desarrollo	
  precoz	
  de	
  recurrencia.	
  

	
  

Figura	
   27.	
   Diferencias	
   de	
   expresión	
   de	
   TMIGD1	
   comparando	
   controles	
   con	
  

pacientes	
  con	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  (RPQ)	
  y	
  sin	
  ella	
  (No	
  RPQ)	
  (U-­‐Mann	
  

bilateral,	
  mediana	
  e	
   intervalo	
   intercuartil).	
  *	
  p	
  <	
  0,032	
  vs	
  pacientes	
  con	
  RPQ	
  o	
  sin	
  

ella.	
  

Los	
  niveles	
  de	
  mRNA	
  de	
  TMIGD1	
  determinados	
  mediante	
  microarrays	
  

y	
  RT-­‐PCR	
  son	
  coincidentes,	
  tanto	
  respecto	
  a	
  los	
  márgenes	
  como	
  entre	
  

los	
  fenotipos	
  de	
  pacientes	
  analizados.	
  Para	
  comprobar	
  si	
  la	
  expresión	
  

de	
  TMIGD1	
   se	
   traducen	
  a	
  proteína	
  de	
   forma	
  equivalente,	
   se	
   realizó	
  

una	
  aproximación	
  mediante	
  western	
  blot.	
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Con	
  este	
  análisis	
  se	
  observó	
  que	
  la	
  proteína	
  de	
  TMIGD1	
  se	
  detectaba	
  

en	
   la	
   banda	
   correspondiente	
   al	
   peso	
   23-­‐24KDa	
   en	
   todas	
   las	
  

condiciones	
  del	
  estudio	
  (controles,	
  pacientes	
  con	
  margen	
  ileal	
  sano	
  o	
  

inflamado).	
   A	
   pesar	
   de	
   ello,	
   en	
   algunas	
   ocasiones,	
   en	
   muestras	
   de	
  

controles	
   o	
   pacientes	
   con	
  margen	
   ileal	
   sano,	
   se	
   detectó	
   una	
   tenue	
  

banda	
  de	
  29-­‐30KDa	
  (Figura	
  28).	
  	
  

	
  

	
  
	
  

Figura	
  28.	
  Western	
  blot	
  de	
  TMIGD1.	
  EC	
  =	
  enfermedad	
  de	
  Crohn	
  

	
  

Para	
  comprobar	
  que	
  los	
  cambios	
  observados	
  en	
  el	
  peso	
  molecular	
  de	
  

TMIGD1	
   no	
   eran	
   debidos	
   al	
   protocolo	
   de	
   extracción	
   proteica	
  

empleado	
   se	
   implementó	
   el	
   ensayo	
   con	
  muestras	
   sometidas	
   a	
   otra	
  

modalidad	
  de	
  extracción	
  (con	
  RIPA)	
  o	
  sin	
  precipitar.	
  	
  

En	
  este	
  estudio	
  se	
  emplearon	
  células	
  HT-­‐29	
  provenientes	
  de	
  cultivos	
  

celulares	
   de	
   adenocarcinoma	
   de	
   colon	
   de	
   origen	
   humano	
   como	
  

control	
   para	
   los	
   distintos	
   procesos	
   de	
   extracción.	
   Los	
   resultados	
   de	
  

estos	
  experimentos	
  quedan	
  reflejados	
  en	
  la	
  Figura	
  29,	
  demostrando,	
  

por	
  una	
  parte,	
  que	
  las	
  células	
  de	
  adenocarcinoma	
  colónico	
  presentan	
  

una	
  isoforma	
  más	
  pesada	
  (29-­‐30kDa)	
  que	
  la	
  de	
  pacientes	
  y	
  controles	
  

(23-­‐24KDa).	
   	
   Por	
   otro	
   lado,	
   quedó	
   demostrado	
   que	
   ni	
   la	
   forma	
   de	
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extracción	
  proteica	
  ni	
  el	
  procedimiento	
  de	
  precipitación	
  interfiere	
  con	
  

el	
  peso	
  molecular	
  del	
  TMIGD1	
  detectado	
  en	
  cada	
  ocasión.	
  

	
  	
  

Figura	
  29.	
  Experimentos	
  para	
  descartar	
  que	
  el	
  TMIGD1	
  tenga	
  un	
  peso	
  molecular	
  

diferente	
  al	
  esperado	
  debido	
  a	
  la	
  técnica	
  del	
  western	
  blot.	
  	
  

A	
  la	
  vez,	
  para	
  descartar	
  que	
  las	
  diferencias	
  de	
  peso	
  molecular	
  fueran	
  

debidas	
   a	
   que	
   TMIGD1	
   estuviera	
   deglicosilada	
   (lo	
   que	
   supondría	
  

detectarlo	
  en	
  la	
  banda	
  inferior),	
  se	
  realizó	
  un	
  ensayo	
  para	
  extraer	
  los	
  

grupos	
  glucídicos	
  de	
  todas	
  las	
  muestras	
  utilizadas	
  en	
  el	
  western	
  blot.	
  

A	
   las	
   muestras	
   del	
   estudio	
   de	
   pacientes	
   con	
   EC	
   se	
   incorporaron	
  

extractos	
   proteínicos	
   de	
   células	
   HT-­‐29	
   (control	
   monocelular)	
   y	
   a	
  

muestras	
   de	
   ratones	
   de	
   la	
   cepa	
   C57BL/J6	
   (control	
   intestinal	
  

pluricelular),	
   ambos	
   casos	
   con	
   isoformas	
   más	
   pesadas	
   de	
   TMIGD1.	
  

Los	
  resultados	
  quedan	
  expuestos	
  en	
  la	
  Figura	
  30	
  demostrando	
  que	
  el	
  

TMIGD1	
  se	
  encuentra	
  en	
  forma	
  no	
  glicosilada	
  en	
  todos	
  los	
  casos.	
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Figura	
  30.	
  Resultados	
  del	
  ensayo	
  de	
  deglicosilación	
  	
  

	
  

Los	
   resultados	
   anteriores	
   fueron	
   contrastados	
   en	
   la	
   base	
   de	
   datos	
  

UniProt	
   (http://www.uniprot.org/uniprot/Q6UXZ0)	
   que	
   confirmó	
   la	
  

presencia	
   de	
   dos	
   isoformas	
   de	
   esta	
   proteína	
   en	
   humanos:	
   una	
   de	
  

29KDa	
  y	
  otra	
  de	
  24KDa,	
  y	
  una	
  sola	
  en	
   ratones:	
  29KDa.	
  Por	
   tanto,	
  el	
  

peso	
   molecular	
   de	
   pacientes	
   y	
   controles	
   indica	
   que	
   la	
   isoforma	
  

mayoritaria	
  es	
  la	
  de	
  menor	
  tamaño.	
  

Dado	
   que	
   se	
   comprueba	
   que	
   no	
   existe	
   ninguna	
   influencia	
  

metodológica,	
   ni	
   de	
   las	
  modificaciones	
  estructurales	
  que	
  hagan	
  que	
  

TMIGD1	
  varíe	
  su	
  peso	
  molecular,	
  se	
  decidió	
  realizar	
   los	
  western	
  blot	
  

definitivos	
   con	
   todas	
   las	
   muestras	
   y	
   normalizarlos	
   con	
   GAPDH	
  

(proteína	
  HK).	
  	
  

A	
  partir	
  de	
  estos	
  hallazgos	
  se	
  repitieron	
  las	
  comparaciones	
  realizadas	
  

previamente	
   con	
   la	
   expresión	
   de	
   mRNA.	
   En	
   la	
   Figura	
   31	
   se	
   puede	
  

observar	
   la	
   traducción	
   a	
   proteína	
   entre	
   pacientes	
   y	
   controles	
  

tomando	
  en	
   cuenta	
   ambos	
  márgenes.	
   Como	
  puede	
   verse,	
   no	
  existe	
  

diferencia.	
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Figura	
  31.	
  Comparación	
  del	
  nivel	
  proteínico	
  de	
  TMIGD1	
  entre	
  pacientes	
  y	
  controles,	
  

tomando	
   en	
   cuenta	
   márgenes	
   inflamados	
   y	
   sanos	
   en	
   los	
   pacientes,	
   mediante	
  

western	
  blot	
  

	
  

Por	
  otra	
  parte,	
  cuando	
  se	
  realizó	
  la	
  comparación	
  de	
  nivel	
  de	
  proteína	
  

entre	
   pacientes	
   con	
   y	
   sin	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   pudo	
   verse	
  

como	
  los	
  pacientes	
  que	
  desarrollarán	
  recurrencia	
  tienen	
  menor	
  nivel	
  

de	
  TMIGD1	
  si	
  se	
  comparan	
  con	
  los	
  pacientes	
  que	
  posteriormente	
  no	
  

presentarán	
  recurrencia	
  (Figura	
  32).	
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Figura	
   32.	
   Comparación	
   del	
   nivel	
   proteínico	
   mediante	
   western	
   blot	
   de	
   TMIGD1	
  

entre	
   pacientes	
   con	
   (RPQ)	
   y	
   sin	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   (No	
   RPQ).	
   A.	
  

Medias	
  de	
   intensidad	
   integrada.	
  B.	
   Imágenes	
  del	
   gel	
  de	
  electroforesis.	
  HK:	
  house-­‐

keeping	
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Si	
  se	
  comparan	
  los	
  resultados	
  obtenidos	
  con	
  el	
  western	
  blot	
  y	
   los	
  de	
  

expresión	
   de	
   mRNA	
   se	
   comprueba	
   que	
   no	
   existe	
   correlación	
   lineal	
  

significativa	
   entre	
   ambos	
   (correlación	
   de	
   Pearson	
   =	
   0,122).	
   No	
  

obstante,	
   mientras	
   controles	
   y	
   pacientes	
   con	
   recurrencia	
   post-­‐

quirúrgica	
   precoz	
   mantienen	
   un	
   perfil	
   similar	
   entre	
   expresión	
   y	
  

proteína,	
   los	
   pacientes	
   sin	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
  

mantienen	
  una	
  diferencia	
  apreciable,	
  ya	
  que	
  respecto	
  a	
  los	
  controles	
  

la	
   presencia	
   de	
   proteína	
   es	
   mayor	
   pero	
   la	
   expresión	
   de	
   mRNA	
   es	
  

menor,	
   lo	
   que	
   sugiere	
   la	
   existencia	
   de	
   mecanismos	
   post-­‐

transcripcionales	
  de	
  regulación	
  de	
  TMIGD1	
  en	
  estos	
  pacientes	
  (Figura	
  

33).	
  

	
  

	
  

Figura	
   33.	
   Comparación	
   de	
   los	
   resultados	
   de	
   TMIGD1	
   a	
   nivel	
   proteínico	
   (western	
  

blot)	
  y	
  de	
  expresión	
  (mRNA:	
  RT-­‐qPCR).	
  RPQ	
  =	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica.	
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Finalmente,	
   para	
   complementar	
   la	
   información	
   sobre	
   TMIGD1,	
   se	
  

llevaron	
   a	
   cabo	
   técnicas	
   de	
   inmunolocalización	
   para	
   de	
   esta	
   forma	
  

demostrar	
   su	
   ubicación	
   a	
   nivel	
   tisular	
   e	
   intentar	
   hacer	
   una	
  

aproximación	
   a	
   la	
   función	
   que	
   esta	
   proteína	
   podría	
   tener	
   a	
   los	
  

pacientes	
  con	
  EC.	
  Ya	
  que	
  por	
  investigaciones	
  previas	
  (269)	
  el	
  TMIGD1	
  

parece	
  estar	
   localizado	
  en	
   las	
   células	
  epiteliales	
   se	
  decidió	
  hacer	
  un	
  

ensayo	
   de	
   inmunofluorescencia	
   co-­‐localizando	
   TMIGD1	
   y	
   NOD2	
  

(Figura	
  34).	
  Se	
  decidió	
  incluir	
  la	
  co-­‐localización	
  con	
  NOD2	
  dado	
  que	
  es	
  

una	
  proteína	
  citoplasmática	
  de	
  especial	
  relevancia	
  en	
  la	
  	
  patogenia	
  de	
  

la	
  EC.	
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Figura	
   34.	
   Co-­‐localización	
   mediante	
   inmunofluorescencia	
   de	
   TMIGD1-­‐NOD2.	
  

Contra-­‐tinción	
  nuclear	
  con	
  DAPI	
  (Azul	
  =	
  DAPI,	
  rojo	
  =	
  TMIGD1,	
  verde=	
  NOD2).	
  Escala	
  

=	
  20μm.	
  

	
  

De	
  forma	
  general	
  (controles	
  y	
  pacientes)	
  presentan	
  la	
  distribución	
  del	
  

TMIGD1	
  mayoritariamente	
  apical	
  en	
  las	
  células	
  epiteliales	
  intestinales	
  

bien	
  diferenciadas	
  ya	
  que	
  su	
  presencia	
  en	
  las	
  criptas	
  es	
  nula,	
  aunque	
  

sin	
  mantener	
  la	
  continuidad	
  de	
  la	
  señal	
  como	
  ocurre	
  en	
  los	
  controles.	
  

En	
   ocasiones,	
   los	
   pacientes	
   con	
   EC	
   muestran	
   una	
   localización	
  

citoplasmática.	
   	
   Para	
   precisar	
   su	
   localización,	
   TMIGD1	
   se	
   co-­‐localizó	
  

con	
   isomaltasa-­‐sucrasa,	
   enzima	
   del	
   ápice	
   de	
   los	
   microvilli	
   en	
   las	
  

células	
   epiteliales	
   del	
   intestino.	
   A	
   pesar	
   que	
   no	
   se	
   han	
   apreciado	
  

diferencias	
  sustanciales	
  entre	
  los	
  pacientes	
  con	
  y	
  sin	
  recurrencia	
  post-­‐

quirúrgica,	
  el	
  resultado	
  demostró	
  claramente	
  que	
  TMIGD1	
  se	
  halla	
  en	
  

los	
  microvilli	
  de	
  las	
  células	
  del	
  epitelio	
  intestinal	
  diferenciado	
  (Figura	
  

35).	
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Figura	
   35.	
   Co-­‐localización	
   mediante	
   inmunofluorescencia	
   de	
   TMIGD1-­‐Sucrasa-­‐

isomaltasa.	
   Contra-­‐tinción	
   nuclear	
   con	
  DAPI	
   (Azul	
   =	
   DAPI,	
   rojo	
   =	
   TMIGD1,	
   verde=	
  

Sucrasa-­‐isomaltasa).	
  Escala	
  =	
  20μm.	
  

	
  

5.6.1	
  	
  Conclusiones	
  del	
  estudio	
  del	
  TMIGD1	
  

TMIGD1	
   es	
   una	
   proteína	
   en	
   su	
   isoforma	
   truncada	
   (isoforma	
   2),	
   	
   no	
  

glicosilada,	
   menos	
   expresada	
   en	
   pacientes	
   que	
   evolutivamente	
  

presentaran	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz.	
  

TMIGD1	
   se	
   localiza	
   en	
   los	
   microvilli	
   de	
   las	
   células	
   epiteliales	
  

polarizadas	
  y	
  bien	
  diferenciadas,	
  lo	
  que	
  lo	
  relaciona	
  con	
  mecanismos	
  

de	
  recuperación	
  de	
  la	
  homeostasis,	
  cuya	
  función	
  aún	
  es	
  desconocida.	
  

Los	
  resultados	
  del	
  microarray	
  desvelan	
  acciones	
  de	
  renovación	
  ciliar	
  y	
  

diferenciación	
   de	
   las	
   células	
   del	
   epitelio	
   intestinal	
   que	
   pueden	
  

vincular	
   TMIGD1	
   con	
   las	
   vías	
   del	
   destino	
   celular,	
   como	
   la	
   vía	
   de	
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señalización	
  Notch	
  que	
  se	
  destaca	
  en	
  el	
  estudio	
  transcriptómico	
  de	
  la	
  

recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz.	
  	
  

	
  

5.7	
  Estudio	
  de	
  las	
  vías	
  del	
  destino	
  celular:	
  vía	
  Notch	
  

La	
  exploración	
  del	
  transcriptoma	
  de	
  la	
  recurrencia	
  reveló	
  una	
  vía	
  sin	
  

relación	
  a	
  la	
  inflamación	
  y	
  que	
  no	
  ha	
  estado	
  descrita	
  previamente	
  en	
  

relación	
  a	
  la	
  patogenia	
  de	
  la	
  EC:	
  la	
  vía	
  Notch.	
  Esta	
  vía	
  de	
  señalización,	
  

junto	
  con	
  las	
  vías	
  Wnt	
  y	
  Bmp,	
  se	
  encarga	
  de	
  definir	
  el	
  destino	
  de	
  las	
  

células	
  madre	
   en	
   las	
   criptas	
   intestinales.	
   A	
   pesar	
   de	
   que	
   estas	
   vías	
  

participan	
  en	
  definir	
  el	
  fenotipo	
  definitivo	
  en	
  diversos	
  tipos	
  celulares,	
  

su	
  papel	
  más	
  relevante	
  es	
  en	
  el	
  epitelio	
  intestinal	
  donde	
  adquieren	
  un	
  

papel	
   clave	
   en	
   el	
   mantenimiento	
   de	
   la	
   barrera	
   epitelial.	
   Por	
   tanto,	
  

una	
   hipótesis	
   en	
   relación	
   a	
   su	
   función	
   en	
   la	
   recurrencia	
   post-­‐

quirúrgica	
  podría	
  ser	
  que	
  los	
  pacientes	
  que	
  experimentan	
  recurrencia	
  

post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  pierden	
  el	
  equilibrio	
  homeostático,	
  de	
  las	
  vías	
  

que	
   controlan	
   el	
   destino	
   celular,	
   aún	
   más	
   que	
   los	
   pacientes	
   sin	
  

recurrencia,	
  a	
  pesar	
  de	
  que	
  ambos	
  padezcan	
  la	
  misma	
  enfermedad.	
  

Para	
  empezar	
  a	
  explorar	
  esta	
  hipótesis	
  se	
  comprobó	
  que	
  los	
  hallazgos	
  

del	
  transcriptoma	
  en	
  relación	
  a	
  uno	
  de	
  los	
  genes	
  implicados	
  en	
  la	
  vía	
  

Notch	
   (MAML2	
   -­‐mastermind-­‐like	
   2-­‐)	
   se	
   correlacionaban	
   con	
   los	
  

hallazgos	
  de	
   la	
  qPCR	
  en	
  el	
   tejido,	
   como	
  puede	
  verse	
  expuesto	
  en	
   la	
  

Figura	
   36.	
   La	
   proteína	
   codificada	
   por	
   este	
   gen	
   forma	
   parte	
   de	
   la	
  

regulación	
  positiva	
  la	
  vía	
  Notch.	
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Figura	
  36.	
  Correlación	
  entre	
   la	
  presencia	
  de	
  MAML2	
  en	
  el	
  microarray	
  de	
  RNA	
  y	
   la	
  

RT-­‐qPCR	
  (normalizado	
  por	
  el	
  gen	
  HK:	
  GAPDH).	
  Coeficiente	
  de	
  Pearson	
  =	
  -­‐0,556.	
  P	
  <	
  

0,0001.	
  R2	
  linear=	
  0,310	
  

 

 
El	
   siguiente	
   paso	
   fue	
   comprobar	
   la	
   presencia	
   de	
   proteínas	
  

relacionadas	
   con	
   las	
   vías	
  del	
  destino	
  celular.	
  Para	
  esto	
   se	
   realizó	
  un	
  

microarray	
   de	
   proteínas,	
   descrito	
   en	
   el	
   capítulo	
   de	
   materiales	
   y	
  

métodos.	
   	
  Las	
  medias	
  de	
  expresión	
  de	
  todas	
   las	
  proteínas	
  evaluadas	
  

se	
  encuentran	
  en	
  la	
  Tabla	
  26.	
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Tabla	
  26.	
  Medianas	
  de	
  expresión	
  de	
  proteínas	
  (pg/ml)	
  del	
  margen	
  intestinal	
  no	
  

inflamado	
  en	
  pacientes	
  por	
  microarrays	
  (intervalo	
  interquartil)	
  

Grupo	
  
funcional	
  

Proteína	
   Recurrencia	
  post-­‐
quirúrgica	
  precoz	
  

No	
  recurrencia	
  
post-­‐quirúrgica	
  

precoz	
  

Secreción	
   S100A8	
   11683	
  (9982-­‐
21785)	
  

8462	
  (6274-­‐
100006)	
  

S100A9	
   4471	
  (2820-­‐7067)	
   3465	
  (3126-­‐
3677)	
  

TFF3	
   31630	
  (11523-­‐
44651)	
  

12033	
  (4529-­‐
21200)	
  

DEFB1	
   2124	
  (1343-­‐5128)	
   1725	
  (1182-­‐
2421)	
  

MUC1	
   346	
  (266-­‐4117)	
   993	
  (433-­‐1290)	
  

MUC2	
   1551	
  (654-­‐1654)	
   1122	
  (779-­‐
1220)	
  

HP	
   59081	
  (51677-­‐
89623)	
  

76513	
  (27851-­‐
107315)	
  

De	
  la	
  vía	
  Wnt	
   APC	
   2890	
  (2039-­‐6019)	
   3295	
  (1113-­‐
5429)	
  

KLF4	
   2112	
  (1683-­‐5527)	
   1910	
  (1612-­‐
2109)	
  

CEACAM5	
   4687	
  (3316-­‐9928)	
   2360	
  (1864-­‐
4029)	
  

DSG2	
   5297	
  (3351-­‐7697)	
   3004	
  (2818-­‐
3127)	
  

B-­‐catenina	
   27590	
  (21653-­‐
54594)	
  

14760	
  (12641-­‐
33490)	
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De	
  la	
  vía	
  Bmp	
   BMPR1B	
   1968	
  (1313-­‐4070)	
   2234	
  (1056-­‐
3377)	
  

BMPR2	
   1988	
  (1461-­‐5513)	
   1508	
  (1338-­‐
1769)	
  

BMPR1AALK3	
   7835	
  (3338-­‐9736)	
   5080	
  (4196-­‐
8496)	
  

SMAD7	
   1562	
  (561-­‐2829)	
   1916	
  (1384-­‐
2861)	
  

SMAD4	
   4666	
  (3055-­‐11577)	
   3005	
  (1871-­‐
3468)	
  

TGFRII	
   6412	
  (3946-­‐10792)	
   4162	
  (3425-­‐
4704)	
  

De	
  la	
  vía	
  

Notch	
  

NOTCH1	
   1689	
  (850-­‐3501)	
   1245	
  (582-­‐
1409)	
  

NOTCH2	
   21194	
  (13115-­‐
33963)	
  

10556	
  (9222-­‐
17801)	
  

CyclinD1	
   10170	
  (6064-­‐
22325)	
  

3977	
  (3421-­‐
4528)	
  

ADAM17	
   12115	
  (7297-­‐
24901)	
  

7222	
  (5472-­‐
8966)	
  

HES1	
   910	
  (521-­‐2569)	
   1596	
  (840-­‐
2896)	
  

DLL1	
   4509	
  (2019-­‐8573)	
   2959	
  (2155-­‐
4055)	
  

MAML1	
   9410	
  (4984-­‐15742)	
   6049	
  (4996-­‐
7845)	
  

JAG1	
   10207	
  (5823-­‐
20748)	
  

5465	
  (4380-­‐
8128)	
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De	
   las	
   proteínas	
   evaluadas,	
   aquellas	
   con	
  expresión	
  diferencial	
   entre	
  

pacientes	
  con	
  o	
  sin	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  se	
  muestran	
  en	
  

la	
  Figura	
  37.	
  

	
  

Comunes	
  a	
  las	
  

tres	
  vías	
  de	
  

destino	
  

celular	
  

HNF1A	
   12384	
  (9726-­‐
22523)	
  

10499	
  (8440-­‐
1321)	
  

HNF4A	
   3826	
  (2120-­‐8579)	
   2408	
  (1761-­‐
4261)	
  

HNF4G	
   3036	
  (1942-­‐5991)	
   1398	
  (987-­‐
1961)	
  

De	
  

señalización	
  

IL17	
   2671	
  (1936-­‐6170)	
   3409	
  (2276-­‐
3928)	
  

IL17F	
   1451	
  (1048-­‐4649)	
   2375	
  (1151-­‐
3426)	
  

TGFB1	
   4477	
  (2462-­‐5262)	
   5824	
  (4379-­‐
6851)	
  

GP96	
   3134	
  (1699-­‐6091)	
   3933	
  (3424-­‐
5219)	
  

ATF2	
   7949	
  (3097-­‐11161)	
   2763	
  (2529-­‐
3358)	
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Figura	
  37.	
  Diferencias	
  en	
  la	
  expresión	
  de	
  proteínas	
  (pg/mL)	
  entre	
  los	
  pacientes	
  con	
  

EC	
   que	
   experimentan	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   o	
   no.	
   A.	
   Proteínas	
   con	
  

diferencia	
   estadísticamente	
   significativa.	
   B.	
   Proteínas	
   con	
   diferencia	
   que	
  muestra	
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una	
   tendencia	
   estadísticamente	
   significativa.	
   RPQ	
   =	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
  

precoz.	
  	
  

	
  

Estos	
   hallazgos	
   confirman	
  que	
   los	
   pacientes	
   con	
   EC	
   que	
   desarrollan	
  

recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   presentan	
   niveles	
   diferentes	
   de	
  

proteínas	
   relacionadas	
  con	
  varias	
  vías	
  del	
  destino	
  celular,	
   sobretodo	
  

la	
   vía	
   Notch,	
   en	
   comparación	
   con	
   los	
   pacientes	
   con	
   EC	
   y	
   sin	
  

recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz.	
   Las	
   diferencias	
   entre	
   pacientes	
  

con	
  y	
  sin	
   recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  alcanzan	
   la	
  significación	
  

estadística,	
   mostrando	
   cambios	
   en	
   proteínas	
   relacionadas	
   con	
   la	
  

diferenciación	
  de	
   los	
   linajes	
  celulares	
  del	
  epitelio,	
  y	
  una	
  tendencia	
  a	
  

disminuir	
  la	
  citoquina	
  anti-­‐inflamatoria	
  TGFβ1	
  en	
  la	
  recurrencia	
  post-­‐

quirúrgica,	
   que,	
   entre	
   la	
   gran	
   variedad	
   de	
   procesos	
   biológicos	
   que	
  

controla,	
  destaca	
  la	
  modulación	
  de	
  procesos	
  de	
  diferenciación	
  celular	
  

en	
   distintos	
   epitelios.	
   Cabe	
   recordar	
   que	
   estos	
   son	
   hallazgos	
   del	
  

estudio	
  del	
  tejido	
  ileal	
  macroscópicamente	
  no	
  inflamado	
  proveniente	
  

de	
  las	
  piezas	
  de	
  resección	
  ileocecal.	
  

Por	
  último,	
  se	
  utilizaron	
  las	
  muestras	
  ileales	
  incluidas	
  en	
  parafina	
  para	
  

identificar	
   como	
   los	
   cambios	
   a	
   nivel	
   molecular	
   detectados	
   pueden	
  

afectar	
   el	
   linaje	
   definitivo	
   que	
   adquieren	
   las	
   células	
   del	
   epitelio	
  

intestinal.	
  Para	
  ello,	
  se	
  estudiaron	
  células	
  caliciformes	
  (tinción	
  azul	
  de	
  

Alcian),	
   la	
   proliferación	
   epitelial	
   (anti-­‐Ki67,	
   Dako,	
   Dinamarca)	
   y	
   las	
  

células	
   madre	
   (anti-­‐Lrg5,	
   LSBio,	
   EEUU).	
   El	
   estudio	
   de	
   estas	
   estirpes	
  

celulares	
   epiteliales	
   en	
   las	
   criptas	
   intestinales	
   (donde	
   se	
   localiza	
   la	
  

actividad	
   principal	
   de	
   las	
   vías	
   del	
   destino	
   celular	
   como	
   Notch)	
  

demuestra	
  que	
   los	
   pacientes	
   con	
   recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  

tienen	
   mayor	
   concentración	
   de	
   células	
   caliciformes	
   en	
   las	
   criptas	
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(Figura	
  38	
  A).	
  Estos	
  resultados	
  muestran	
  una	
  alteración	
  de	
  base	
  en	
  la	
  

concentración	
  de	
  células	
  caliciformes	
  en	
  el	
  momento	
  de	
  la	
  resección	
  

intestinal.	
   Los	
   pacientes	
   que	
   desarrollarán	
   recurrencia	
   presentan	
  

mayor	
  concentración	
  de	
  células	
  caliciformes	
  en	
  las	
  criptas	
  ileales	
  que	
  

los	
   que	
   no	
   la	
   presentarán	
   (Figura	
   38	
   B).	
   De,	
   todas	
   formas,	
   al	
  

contrastar	
   estos	
   resultados	
   con	
   las	
   biopsias	
   obtenidas	
   en	
   el	
  

seguimiento	
   endoscópico	
   posterior	
   a	
   la	
   cirugía,	
   no	
   se	
   apreció	
   un	
  

mantenimiento	
   de	
   esta	
   diferencia	
   en	
   el	
   número	
   de	
   células	
  

caliciformes	
   según	
   las	
   biopsias	
   provinieran	
   de	
   un	
   íleon	
   con	
   o	
   sin	
  

recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   (Figura	
   38	
   B).	
   También	
   se	
   evaluó	
   la	
  

presencia	
  de	
  células	
  caliciformes	
  en	
  las	
  columnas	
  vellositarias	
  (Figura	
  

38	
  C),	
  aunque	
  en	
  este	
  caso	
  no	
  existe	
  diferencia	
  entre	
  pacientes	
  que	
  

desarrollarán	
  o	
  no	
  recurrencia	
  respecto	
  a	
  la	
  condición	
  control.	
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Figura	
   38.	
   A.	
   Células	
   caliciformes	
   en	
   las	
   criptas	
   del	
   margen	
   no	
   inflamado	
   entre	
  

pacientes	
  con	
  y	
  sin	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz.	
  Tinción	
  azul	
  de	
  Alcian.	
  X200	
  

aumentos.	
   RPQ	
   =	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz.	
   B.	
   Distribución	
   de	
   células	
  

caliciformes	
   en	
   criptas	
   en	
   controles,	
   piezas	
   de	
   resección	
   (margen	
   sano)	
   y	
   en	
  

biopsias	
   de	
   seguimiento	
   (con	
   y	
   sin	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz).	
   C.	
  

Distribución	
  de	
  células	
  caliciformes	
  en	
  columnas	
  en	
  controles,	
  piezas	
  de	
  resección	
  

(margen	
  sano)	
  y	
  en	
  biopsias	
  de	
  seguimiento	
  (con	
  y	
  sin	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  

precoz).	
  

	
  

El	
   resto	
   de	
   células	
   epiteliales	
   analizadas	
   y	
   de	
   los	
   marcadores	
   de	
  

proliferación	
   celular	
   no	
   mostraron	
   cambios	
   significativos	
   entre	
  

pacientes	
  con	
  y	
  sin	
  recurrencia	
  (Anexo	
  12).	
  

	
  

5.7.1	
  Conclusiones	
  del	
  estudio	
  de	
  la	
  vía	
  Notch	
  

Una	
  distinta	
  actividad	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  señalización	
  Notch	
  se	
  ha	
  detectado	
  

en	
   la	
   pieza	
   de	
   resección	
   del	
   íleon	
   de	
   pacientes	
   con	
   EC	
   que	
  

desarrollarán	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz,	
   lo	
   que	
   sugiere	
   una	
  

base	
  fisiopatológica	
  de	
  	
  esta	
  complicación	
  en	
  la	
  EC.	
  	
  

Varias	
   de	
   las	
   proteínas	
   que	
   participan	
   en	
   esta	
   vía	
   (CYCLIN	
   D1,	
  

NOTCH2,	
   CEACAM,	
   HNFAG)	
   presentan	
   una	
   expresión	
   diferencial	
   y	
  

estadísticamente	
  significativa	
  entre	
  los	
  pacientes	
  que	
  evolutivamente	
  

presentarán	
  recurrencia	
  precoz	
  en	
  comparación	
  con	
  aquellos	
  que	
  no	
  

la	
  presentarán.	
  	
  

La	
   producción	
   de	
   TGFβ1	
   	
   está	
   disminuida	
   en	
   los	
   pacientes	
   que	
  

presentarán	
   recurrencia	
   precoz,	
   lo	
   que	
   podría	
   corresponder	
   a	
   una	
  



	
   	
   	
   Zabana	
  Y	
   	
  

	
  

	
  	
  	
  161	
  

menor	
   modulación	
   en	
   la	
   diferenciación	
   celular	
   en	
   el	
   epitelio	
  

intestinal.	
  

Un	
  gran	
  número	
  de	
  células	
  caliciformes	
  en	
  las	
  criptas	
  podrían	
  ser	
  un	
  

marcador	
   precoz	
   de	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   a	
   nivel	
   tisular.
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La	
  transcriptómica	
  es	
  una	
  herramienta	
  útil	
  para	
  descifrar	
  la	
  patogenia	
  

de	
  enfermedades	
  complejas,	
  como	
  es	
   la	
  EC.	
  Su	
  ventaja	
  fundamental	
  

radica	
  en	
  la	
  capacidad	
  de	
  estudiar	
  los	
  perfiles	
  de	
  expresión	
  entre	
  dos	
  

condiciones	
  de	
  manera	
  general,	
  pero	
  también	
  delineando	
  fenotipos	
  o	
  

fases	
   evolutivas	
   diferentes,	
   consiguiendo	
   mayor	
   precisión	
   que	
   el	
  

estudio	
   genómico	
   tradicional	
   (estudios	
   de	
   asociación	
   o	
   GWAS).	
   De	
  

todas	
   formas,	
   a	
   la	
   par	
   de	
   la	
   evolución	
   del	
   conocimiento	
   sobre	
   la	
  

expresión,	
   parece	
   que	
   existen	
   eventos	
   más	
   complejos	
   que	
  

únicamente	
   la	
   transcripción,	
   además	
   del	
   hecho	
   que	
   supone	
   el	
  

descubrimiento	
  continuo	
  de	
  nuevos	
  mRNA	
  implicados	
  (212).	
  Por	
  otra	
  

parte,	
   el	
   estudio	
   del	
   transcriptoma	
   mediante	
   la	
   tecnología	
   de	
  

microarrays	
   utiliza	
   un	
   abordaje	
   bioinformático	
   que	
   debe	
   ser	
  

corroborado	
   mediante	
   técnicas	
   como	
   la	
   qPCR	
   o	
   el	
   estudio	
  

proteómico,	
   por	
   lo	
   que	
   utilizar	
   únicamente	
   la	
   transcriptómica	
   es	
  

insuficiente	
   para	
   definir	
   de	
   forma	
   taxativa	
   una	
   vía	
   como	
   alterada	
   o	
  

para	
   sugerir	
   un	
   biomarcador	
   en	
   una	
   condición	
   particular,	
   como	
  

podría	
  ser	
  la	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  en	
  el	
  caso	
  de	
  la	
  EC.	
  	
  

El	
  objetivo	
  de	
  este	
  trabajo	
  ha	
  sido	
  estudiar	
  en	
  profundidad	
  los	
  perfiles	
  

de	
  expresión	
  génica	
   intestinal	
  en	
  un	
  subgrupo	
  bien	
  caracterizado	
  de	
  

pacientes	
  con	
  EC,	
  tanto	
  comparándolo	
  con	
  controles	
  como	
  intentado	
  

determinar	
   el	
   perfil	
   de	
   expresión	
   génica	
   de	
   una	
   de	
   las	
   limitaciones	
  

más	
  importantes	
  de	
  la	
  cirugía	
  en	
  la	
  EC:	
  la	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica.	
  

Se	
  ha	
  optado	
  por	
  este	
  abordaje	
  para	
  poder	
  explorar	
  todo	
  el	
  conjunto	
  

de	
  transcriptos	
   (mRNA)	
  conocidos	
  hasta	
  el	
  momento,	
  con	
   la	
   idea	
  de	
  

tener	
  una	
  visión	
  amplia	
  de	
  los	
  fenómenos	
  biológicos	
  que	
  se	
  suceden	
  

en	
  el	
  EC	
  y	
  en	
  la	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica,	
  en	
  particular.	
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Los	
  resultados	
  más	
  relevantes	
  obtenidos	
  de	
  este	
  estudio	
  son:	
  

• La	
   EC	
   tiene	
   un	
   perfil	
   de	
   expresión	
   génica	
   diferente	
   a	
   los	
  

controles,	
  del	
  que	
  destaca	
  un	
  descenso	
  de	
  funciones	
  claves	
  de	
  

desintoxicación	
   celular,	
   fortalecimiento	
   de	
   las	
   uniones	
   para-­‐

celulares,	
   metabolismo	
   energético,	
   así	
   como	
   en	
   funciones	
  

reguladoras	
   de	
   la	
   inmunidad	
   innata.	
   Por	
   otra	
   parte,	
   la	
   EC	
  

presenta	
   una	
   respuesta	
   inflamatoria	
   excesiva,	
   así	
   como	
   una	
  

elevada	
  actividad	
  reparativa	
  a	
  nivel	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular.	
  

• En	
   este	
   estudio,	
   el	
   patrón	
   de	
   la	
   enfermedad,	
   la	
   indicación	
  

quirúrgica,	
  la	
  presencia	
  de	
  enfermedad	
  perianal	
  asociada	
  o	
  el	
  

tratamiento	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  cirugía	
  no	
  parecen	
  influir	
  en	
  el	
  

perfil	
  de	
  expresión	
  de	
  los	
  pacientes	
  con	
  EC.	
  

• La	
   inflamación	
   intensa	
   puede	
   ocultar	
   vías	
   alteradas	
  

ocasionando	
   “ruido	
   de	
   fondo”.	
   Cabe	
   puntualizar	
   que	
   el	
  

análisis	
   de	
   la	
   parte	
   no	
   inflamada	
   del	
   tejido	
   intestinal	
   es	
   una	
  

estrategia	
   utilizada	
   con	
   relativa	
   frecuencia,	
   donde	
   se	
   ha	
  

demostrado	
   la	
   importancia	
   que	
   aporta	
   este	
   tejido	
   dado	
   que	
  

refleja	
   la	
   fisiopatología	
   de	
   la	
   enfermedad	
   de	
   forma	
   más	
  

precisa,	
   ya	
   que	
   estas	
   áreas	
   pueden	
   presentar	
   cambios	
  

moleculares	
   y	
   patogénicos	
   muy	
   tempranos	
   sin	
   una	
   excesiva	
  

influencia	
  de	
  la	
  inflamación	
  (106,252).	
  

• Existe	
  un	
  subgrupo	
  de	
  pacientes	
  con	
  EC,	
  sin	
  recurrencia	
  post-­‐

quirúrgica	
   precoz,	
   que	
   en	
   este	
   estudio	
   se	
   ha	
   definido	
   como	
  

pacientes	
   “problema”	
   y	
   que	
   tiene	
   un	
   perfil	
   de	
   expresión	
  

diferencial	
  tanto	
  	
  en	
  relación	
  a	
  los	
  controles	
  como	
  a	
  la	
  mayoría	
  

de	
  pacientes.	
  Este	
  hallazgo	
  sugiere	
   la	
  existencia	
  de	
   fenotipos	
  

moleculares	
   de	
   la	
   enfermedad,	
   no	
   obstante	
   esto	
   deberá	
   ser	
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contrastado	
  en	
  otros	
  estudios	
  con	
  cohortes	
  más	
  amplias	
  para	
  

relacionarlo	
   con	
   la	
   clínica,	
   la	
   genética	
   y	
   la	
   microbiota	
  

intestinal.	
  

• La	
   única	
   característica	
   histológica	
   diferencial	
   en	
   las	
   piezas	
  

quirúrgicas	
   de	
   aquellos	
   pacientes	
   que	
   evolutivamente	
  

presentarán	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   es	
   la	
   mayor	
  

presencia	
  de	
  adhesión	
  a	
  estructuras	
  vecinas.	
  En	
  este	
  estudio,	
  

el	
  hecho	
  de	
  dejar	
  márgenes	
  con	
   inflamación	
  microscópica	
  en	
  

la	
   anastomosis	
   ileo-­‐cólica	
   no	
   se	
   ha	
   asociado	
   a	
   una	
   mayor	
  

incidencia	
  de	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica.	
  

• El	
   estudio	
   genómico	
   revela	
   que	
   la	
   recurrencia	
   se	
   asocia	
   a	
  

autofagia	
   y	
   apoptosis	
   deficitarias	
   (autofagia:	
   IRF1,	
   IRGM;	
  

apoptosis:	
  TNFSFR6/RTEL1,	
  TNFS11).	
  

• De	
   forma	
  preliminar,	
  el	
  estudio	
   transcriptómico	
  muestra	
  que	
  

los	
  pacientes	
  que	
  no	
  presentarán	
   recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  

precoz	
   tienen	
   actividades	
   reparativas	
   e	
   inmunológicas	
   en	
   el	
  

momento	
  de	
  la	
  cirugía	
  más	
  evidentes	
  que	
  los	
  pacientes	
  que	
  sí	
  

que	
   la	
  presentarán.	
  En	
   todo	
  el	
   grupo	
  de	
  pacientes,	
   con	
  y	
   sin	
  

recurrencia,	
   aparecen	
   actividades	
   de	
   recuperación	
   de	
   la	
  

homeostasis	
   celular,	
   aunque	
   implicando	
   distintos	
  

mecanismos.	
  	
  

• Los	
   pacientes	
   con	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
  

presentan	
   cambios	
   singulares	
   a	
   nivel	
   del	
   ciclo	
   celular,	
  

principalmente	
   en	
   lo	
   que	
   respecta	
   a	
   la	
   remodelación,	
  

polarización	
   o	
   transformación	
   celular,	
   así	
   como	
   una	
   elevada	
  

actividad	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular,	
  vinculada	
  principalmente	
  a	
  

la	
  reparación	
  del	
  tejido	
  intestinal.	
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Después	
   de	
   esta	
   descripción	
   general	
   de	
   los	
   hallazgos	
   del	
   estudio	
  

transcriptómico,	
   histológico	
   y	
   genómico,	
   se	
   optó	
   por	
   estudiar	
   a	
  

profundidad	
  dos	
  hallazgos	
  relevantes:	
  el	
  gen	
  con	
  mayor	
  diferencia	
  en	
  

la	
   comparación	
   entre	
   pacientes	
   y	
   controles,	
   TMIGD1	
   y	
   la	
   vía	
   del	
  

destino	
   celular	
  Notch	
   y	
   su	
   relación	
  en	
   la	
   recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  

precoz.	
  

El	
  TMIGD1	
  (transmembrane	
  and	
  immnuglobulin	
  domain	
  containing	
  1)	
  

es	
   un	
   gen	
   del	
   que	
   poco	
   se	
   sabe,	
   probablemente	
   porque	
   su	
  

representación	
  en	
  el	
  microarray	
  de	
  cDNA	
  es	
  reciente	
  (269).	
  Tan	
  solo	
  

existen	
  dos	
  referencias	
  bibliográficas	
  que	
  lo	
  mencionan	
  (269,270).	
  La	
  

referencia	
  más	
  antigua	
  data	
  del	
  2011	
  (269)	
  y	
  se	
  describe	
  este	
  gen	
  en	
  

el	
   estudio	
   del	
   transcriptoma	
   de	
   lesiones	
   pre-­‐cancerígenas,	
   en	
   la	
  

secuencia	
  de	
   la	
   formación	
  del	
  cáncer	
  colorrectal	
  a	
  partir	
  de	
   lesiones	
  

polipoideas	
   y	
   de	
   la	
   relación	
   inversa	
   entre	
   el	
   grado	
   de	
   lesión	
   y	
   la	
  

producción	
   tanto	
   de	
   mRNA	
   como	
   de	
   proteína	
   de	
   TMIGD1.	
   En	
   ese	
  

estudio,	
   se	
   demuestra	
   que	
   TMIGD1	
   en	
   la	
   mucosa	
   cólica	
   normal	
   se	
  

encuentra	
  confinada	
  a	
  las	
  criptas	
  de	
  las	
  células	
  o	
  las	
  vellosidades	
  del	
  

intestino	
   delgado	
   (donde	
   están	
   las	
   células	
   diferenciadas).	
   Los	
  

resultados	
  se	
  comparan	
  frente	
  a	
  líneas	
  celulares	
  de	
  cáncer	
  colorrectal	
  

(SW480	
   y	
   Caco	
   2),	
   deduciendo	
   que	
   TMIGD1	
   es	
   una	
   proteína	
  

glicosilada	
   y	
   no	
   secretada,	
   con	
   un	
   peso	
   molecular	
   de	
   38	
   kDa	
  

(diferente	
  a	
  las	
  isoformas	
  recogidas	
  hasta	
  el	
  momento	
  en	
  el	
  Uniprot	
  y	
  

que	
   son	
  de	
  29	
  y	
  24	
  kDa),	
   sin	
  especular	
  el	
  por	
  qué	
  de	
  este	
  hallazgo.	
  

Con	
   todo	
   ello,	
   se	
   concluye	
   que	
   la	
   expresión	
   de	
   TMIGD1	
   podría	
   ser	
  

considerada	
  un	
  marcador	
  de	
  diferenciación	
  celular,	
  cuya	
  expresión	
  se	
  

pierde	
  durante	
  la	
  transformación	
  celular.	
  El	
  análisis	
  in	
  silico	
  realizado	
  

en	
   ese	
   estudio	
   indica	
   que	
   el	
   TMIGD1	
   podría	
   jugar	
   un	
   papel	
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importante	
   en	
   la	
   adhesión	
   celular,	
   dado	
   que	
   contiene	
   un	
   dominio	
  

similar	
   a	
   las	
   inmunoglobulinas	
   que	
   es	
   común	
   a	
   las	
   moléculas	
   de	
  

adhesión	
   de	
   la	
   familia	
   Ig-­‐CAM	
   (cell	
   adhesion	
   molecules).	
   De	
   todas	
  

formas,	
  no	
   se	
   consigue	
  explicar	
   si	
   su	
   infra-­‐expresión	
  es	
  el	
  promotor	
  

de	
  la	
  progresión	
  de	
  la	
  carcinogénesis	
  en	
  el	
  epitelio	
  intestinal.	
  	
  

El	
  segundo	
  y	
  último	
  estudio	
  que	
  hace	
  referencia	
  a	
  TMIGD1	
  investiga	
  

el	
   transcriptoma	
   del	
   pseudomixoma	
   peritoneal,	
   siendo	
   uno	
   de	
   los	
  

genes	
   candidatos	
   relacionados	
   con	
   este	
   raro	
   tumor	
   de	
   células	
  

caliciformes	
   (270).	
   En	
   este	
   estudio	
   TMIGD1	
   se	
   encuentra	
   infra-­‐

expresado	
   (FC	
   -­‐6,62),	
   sin	
   conseguirse	
   realizar	
   la	
   tinción	
   mediante	
  

técnicas	
  de	
  inmunohistoquímica	
  dado	
  el	
  bajo	
  nivel	
  de	
  expresión,	
  pero	
  

también	
   por	
   la	
   “contaminación”	
   de	
   la	
   señal	
   de	
   las	
   células	
  

caliciformes.	
   Comparándolo	
   con	
   otras	
   líneas	
   de	
   cáncer	
   colorrectal	
  

(como	
  la	
  HT-­‐29),	
  se	
  observa	
  que	
  en	
  el	
  adenocarcinoma	
  colorrectal	
  la	
  

expresión	
   de	
   TMIGD1	
   se	
   encuentra	
   aún	
   más	
   disminuida	
   que	
   en	
   el	
  

pseudomixoma	
  peritoneal	
  (FC	
  de	
  -­‐50	
  hasta	
  -­‐100).	
  	
  

Al	
  igual	
  que	
  esas	
  dos	
  investigaciones	
  previas,	
  en	
  el	
  presente	
  estudio	
  la	
  

expresión	
   de	
   TMIGD1	
   está	
   disminuida	
   en	
   comparación	
   a	
   controles.	
  

No	
   obstante,	
   si	
   en	
   los	
   estudios	
   anteriores	
   su	
   disminución	
   está	
  

relacionada	
   a	
   mayor	
   transformación	
   neoplásica,	
   en	
   este	
   estudio	
   se	
  

vincula	
  con	
  una	
  mayor	
   inflamación	
   (Figura	
  27).	
  Esta	
  sería	
   la	
  primera	
  

ocasión	
   en	
   que	
   la	
   infra-­‐expresión	
   de	
   TMIGD1	
   se	
   relaciona	
   con	
   la	
  

intensidad	
   de	
   la	
   inflamación,	
   constituyendo	
   un	
   fenómeno	
  

potencialmente	
  relevante	
  para	
  la	
  diferenciación	
  de	
  líneas	
  celulares	
  a	
  

nivel	
   intestinal.	
   Esta	
   observación	
   es	
   similar	
   a	
   la	
   obtenida	
   en	
   las	
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investigaciones	
  previas	
  sobre	
  TMIGD1,	
  siendo	
  la	
  primera	
  ocasión	
  que	
  

se	
  lo	
  vincula	
  con	
  la	
  EC.	
  	
  

La	
  localización	
  de	
  TMIGD1	
  en	
  todos	
  los	
  estudios,	
  incluso	
  el	
  presente,	
  

es	
   predominantemente	
   en	
   los	
   microvilli	
   de	
   las	
   células	
   epiteliales	
  

polarizadas	
  y	
  bien	
  diferenciadas	
  como	
  lo	
  demuestra	
  el	
  hecho	
  que	
  su	
  

localización	
  sea	
  escasa	
  o	
  nula	
  en	
  las	
  criptas	
  de	
  las	
  glándulas	
  del	
  íleon,	
  

a	
   diferencia	
   de	
   la	
   señal	
   obtenida	
   en	
   las	
   células	
   de	
   las	
   columnas	
  

vellositarias.	
  A	
  pesar	
  de	
  ello,	
  en	
  ocasiones	
  y	
  sin	
  seguir	
  un	
  patrón	
  claro,	
  

TMIGD1	
   también	
   se	
   ha	
   detectado	
   a	
   nivel	
   citoplasmático.	
   En	
   el	
  

presente	
  estudio	
  TMIGD1	
  no	
  muestra	
  diferencia	
  de	
  sus	
  niveles	
  entre	
  

pacientes	
  con	
  EC	
  y	
  controles,	
  concuerda	
  con	
  la	
  isoforma	
  2	
  de	
  24	
  kDa	
  y	
  	
  

no	
   está	
   glicosilada.	
   Estos	
   hallazgos	
   no	
   coinciden	
   ni	
   con	
   el	
   hecho	
   de	
  

estar	
   glicosilada	
   ni	
   con	
   el	
   peso	
  molecular	
   de	
   38	
   kDa	
   del	
   estudio	
   de	
  

Cattaneo	
   y	
   colaboradores	
   (269).	
   A	
   pesar	
   de	
   ello	
   existen	
   diferencias	
  

claves	
  entre	
  los	
  dos	
  estudios	
  para	
  explicar	
  estas	
  circunstancias	
  y	
  van	
  

desde	
   diferencias	
   patológicas	
   hasta	
   en	
   su	
   localización,	
   tal	
   como	
   se	
  

señala	
  en	
  los	
  distintos	
  apartados	
  de	
  esta	
  discusión.	
  	
  

Sorprendentemente,	
  en	
  este	
  estudio	
  no	
  se	
  hallaron	
  diferencias	
  en	
  los	
  

niveles	
  proteínicos	
  de	
  TMIGD1	
  entre	
  la	
  homeostasis	
  y	
  la	
  inflamación,	
  

lo	
  que	
  podría	
  sugerir	
  que	
  TMIGD1	
  no	
  se	
  traduce	
  a	
  proteína	
  durante	
  la	
  

inflamación,	
   sino	
   más	
   bien	
   estabiliza	
   sus	
   niveles	
   cambiando	
  

probablemente	
  de	
   localización	
  en	
   la	
  célula.	
  Sin	
  embargo,	
   los	
  niveles	
  

de	
   TMIGD1	
   están	
   claramente	
   disminuidos	
   en	
   la	
   mucosa	
   de	
   los	
  

pacientes	
   que	
   presentarán	
   evolutivamente	
   recurrencia	
   de	
   forma	
  

precoz,	
  lo	
  que	
  sugiere	
  una	
  incapacidad	
  añadida	
  de	
  producir	
  TMIGD1.	
  

Otro	
   hallazgo	
   relevante	
   de	
   este	
   trabajo	
   es	
   la	
   correlación	
   entre	
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transcriptos	
   de	
   TMIGD1	
   (mRNA)	
   y	
   su	
   traducción	
   en	
   proteína.	
   Tanto	
  

en	
   controles	
   como	
   en	
   pacientes	
   que	
   en	
   un	
   futuro	
   presentarán	
  

recurrencia,	
   los	
   perfiles	
   de	
   expresión	
   genética	
   y	
   proteínica	
   son	
  

coincidentes,	
   lo	
   que	
   indica	
   que	
   la	
   producción	
   efectora	
   de	
   TMIGD1	
  

responde	
   a	
   una	
   activación	
   de	
   su	
   mRNA.	
   En	
   contrapartida,	
   los	
  

pacientes	
   que	
   no	
   presentarán	
   recurrencia	
   precoz	
   no	
   tienen	
   una	
  

correcta	
   correlación:	
   la	
   proteína	
   es	
   mayor	
   que	
   en	
   los	
   controles	
  

mientras	
  que	
  el	
  mRNA	
  es	
  notoriamente	
  menor.	
  Esto	
  podría	
   implicar	
  

la	
  presencia	
  de	
  un	
  mecanismo	
  post-­‐transcripcional	
  de	
   regulación	
  en	
  

estos	
  pacientes.	
  

A	
  pesar	
  de	
  que	
  el	
  conocimiento	
  de	
  TMIGD1	
  es	
  escaso,	
  su	
  función	
  se	
  

podría	
   inferir	
  del	
  análisis	
  de	
  otras	
  proteínas	
   similares	
  y	
  de	
   la	
  misma	
  

familia.	
   La	
   más	
   conocida	
   es	
   TMIGD2	
   (transmembrane	
   and	
  

immunoglobulin	
  domain	
  containing	
  2;	
  también	
  descrita	
  como	
  IGPR-­‐1:	
  

proline-­‐rich	
   receptor-­‐1	
   o	
   CD28H:	
   CD	
   28	
   homolog),	
   que	
   está	
  

ampliamente	
   expresada,	
   en	
   especial	
   por	
   células	
   epiteliales	
   de	
   casi	
  

todos	
   los	
  órganos,	
  células	
  T	
  y	
  endotelio.	
  Es	
  un	
  receptor	
  de	
  adhesión	
  

celular	
  que	
  regula	
  la	
  morfología	
  celular,	
  modula	
  la	
  formación	
  de	
  fibras	
  

de	
  actina	
  (resultado	
  del	
  estrés	
  celular)	
  y	
  la	
  adhesión	
  focal,	
  reduciendo	
  

la	
  migración	
  celular.	
  También	
  es	
  relevante	
  para	
  la	
  interacción	
  célula-­‐

célula	
  y	
  	
  la	
  angiogénesis.	
  Co-­‐estimula	
  las	
  células	
  T	
  en	
  el	
  contexto	
  de	
  la	
  

activación	
  mediada	
  por	
  los	
  receptores,	
  facilitando	
  la	
  proliferación	
  de	
  

células	
   T	
   y	
   la	
   producción	
   de	
   citoquinas	
   a	
   través	
   de	
   una	
   cascada	
  

dependiente	
  de	
   la	
   protein-­‐quinasa	
  B	
   (PKB)	
   (271,272).	
   TMIDG2	
   tiene	
  

dos	
   isoformas:	
   una	
   de	
   30,675	
   kDa	
   y	
   otra	
   de	
   30,319	
   kDa	
  

(http://www.uniprot.org/uniprot/Q96BF3),	
   aunque	
   parece	
   ser	
   que	
  

presenta	
   una	
   alta	
   glicosilación	
   in	
   vivo	
   por	
   lo	
   que	
   su	
   peso	
  molecular	
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en	
  los	
  estudios	
  experimentales	
  es	
  de	
  55	
  kDa	
  (271).	
  	
  TMIGD2	
  es	
  común	
  

en	
   todas	
   las	
   células	
   T	
   naïve	
   pero	
   se	
   pierde	
   conforme	
   las	
   células	
  

maduran	
   a	
   células	
   de	
  memoria.	
   Una	
   postulación	
   de	
   este	
   evento	
   es	
  

que	
  la	
  desaparición	
  gradual	
  de	
  TMIGD2	
  en	
  células	
  de	
  memoria,	
  frente	
  

a	
   estímulos	
   antigénicos,	
   facilita	
   un	
   mecanismo	
   de	
   protección	
   para	
  

controlar	
  la	
  respuesta	
  de	
  células	
  T	
  y	
  evitar	
  la	
  respuesta	
  excesiva	
  que	
  

podría	
  derivar	
  en	
  enfermedades	
  autoinmunes	
  o	
   infecciones	
  crónicas	
  

(272).	
   Se	
   conoce	
   la	
   existencia	
   de	
   TMIGD3	
   (transmembrane	
   and	
  

immunoglobulin	
  domain	
  containing	
  3)	
  aunque	
  esta	
  proteína	
  no	
  se	
  ha	
  

estudiado	
   en	
   ningún	
   escenario.	
   De	
   ella	
   se	
   describen	
   dos	
   isoformas:	
  

una	
   de	
   30,327	
   kDa	
   y	
   otra	
   de	
   38,976	
   kDa	
  

(http://www.uniprot.org/uniprot/P0DMS9).	
  En	
  general,	
   las	
  proteínas	
  

de	
  transmembrana,	
  como	
  TLRs	
  o	
  receptores	
  de	
  TNF	
  tienen	
  un	
  papel	
  

fundamental	
   en	
   diversos	
   procesos	
   biológicos:	
   morfogénesis,	
  

diferenciación	
   celular,	
   angiogénesis,	
   apoptosis	
   y	
   modulación	
   de	
   la	
  

respuesta	
  inmune	
  (273).	
  	
  

Es	
   relevante	
   comentar	
   el	
   hallazgo	
  de	
  que,	
   en	
   este	
   estudio,	
   TMIGD1	
  	
  

no	
  se	
  encuentra	
  glicosilada.	
  La	
  glicosilación	
  (o	
  glucosilación)	
  proteica	
  

es	
  un	
  proceso	
  de	
  adición	
  de	
  carbohidratos	
  a	
  una	
  proteína	
  y	
  parte	
  de	
  

un	
   grupo	
   de	
   eventos	
   de	
   modulación	
   proteica	
   post-­‐transcripiconal	
  

relacionados	
  con	
  varias	
   funciones	
  celulares	
   (274).	
  Habitualmente	
   las	
  

proteínas	
   que	
   reciben	
   una	
   cadena	
   de	
   glúcidos	
   lo	
   hacen	
   para	
   ser	
  

secretadas	
  o	
  formar	
  parte	
  de	
  la	
  superficie	
  celular	
  (como	
  podría	
  ser	
  el	
  

caso	
  de	
  las	
  proteínas	
  de	
  transmembrana).	
  Estos	
  carbohidratos	
  juegan	
  

un	
   papel	
   en	
   el	
   plegamiento	
   de	
   proteínas	
   en	
   el	
   retículo	
  

endosplasmático	
   rugoso,	
   en	
   el	
   destino	
   de	
   la	
   proteína	
   en	
   los	
  

compartimentos	
   intracelulares	
   y	
   en	
   las	
   interacciones	
   célula-­‐célula	
   y	
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en	
   el	
   anclaje	
   de	
   glicoproteínas	
   que	
   controlan	
   el	
   contacto	
   con	
  

microorganismos	
  en	
  los	
  epitelios.	
  Es	
  más	
  probable	
  que	
  TMIGD1	
  no	
  se	
  

encuentre	
  glicosilada	
  en	
  estado	
  basal	
  en	
  las	
  células	
  que	
  conforman	
  el	
  

intestino	
   delgado,	
   antes	
   de	
   considerar	
   que	
   lo	
   que	
   sufre	
   es	
   una	
  

desglicosilación	
   (pérdida	
   del	
   carbohidrato	
   añadido),	
   ya	
   que	
   se	
   halla	
  

en	
  este	
  estado	
  en	
  todos	
  los	
  sujetos	
  estudiados:	
  controles,	
  pacientes,	
  

tejido	
  no	
  inflamado	
  y	
  tejido	
  inflamado.	
  Debe	
  tenerse	
  en	
  cuenta	
  que	
  la	
  

única	
  publicación	
  que	
  concluye	
  que	
  TMIGD1	
  está	
  glicosilada	
  (269),	
  lo	
  

hace	
   estudiando	
   su	
   expresión	
   en	
   colon	
   y	
   no	
   en	
   íleon.	
   Es	
   un	
   hecho	
  

demostrado	
   que	
   la	
   expresión	
   genética	
   y	
   proteica,	
   así	
   como	
  

estructural	
   es	
   muy	
   distinta	
   en	
   estos	
   dos	
   órganos,	
   por	
   lo	
   que	
   la	
  

conclusión	
   de	
   este	
   estudio	
   no	
   rebate	
   el	
   hallazgo	
   del	
   estudio	
   de	
  

Cattaneo	
  y	
  colaboradores,	
  sino	
  que	
  lo	
  complementa.	
  	
  	
  

Con	
   el	
   conjunto	
   de	
   estas	
   evidencias	
   	
   (añadiendo	
   los	
   hallazgos	
   del	
  

análisis	
   global	
   del	
   perfil	
   de	
   expresión	
   de	
   los	
   pacientes	
   con	
   EC)	
   se	
  

podría	
  especular	
  que	
  la	
  función	
  de	
  TMIGD1	
  podría	
  estar	
  relacionada	
  

también	
   con	
   la	
   estabilización	
   de	
   los	
   contactos	
   célula-­‐célula	
   para	
  

formar	
  tight	
  junctions	
  en	
  las	
  células	
  epiteliales	
  y	
  que	
  en	
  los	
  pacientes	
  

con	
   EC	
   parece	
   estar	
   disminuida	
   notoriamente.	
   También	
   es	
   posible	
  

que	
   la	
   función	
   de	
   TMIGD1	
   sea	
   distinta	
   cuando	
   está	
   confinada	
   a	
   los	
  

microvilli;	
  en	
  ese	
  caso	
  podría	
  formar	
  parte	
  de	
  receptores	
  celulares	
  o	
  

bien,	
  serviría	
  para	
  fijar	
  sustancias	
  antimicrobianas	
  exocelulares	
  como	
  

MUC1	
  que,	
  precisamente,	
  se	
  sitúa	
  en	
  la	
  superficie	
  apical	
  de	
  las	
  células	
  

epiteliales.	
   Por	
   otra	
   parte,	
   cuando	
   se	
   encuentra	
   disperso	
   en	
   el	
  

citoplasma	
  (hecho	
  que	
  se	
  ha	
  demostrado	
  en	
  los	
  pacientes	
  con	
  EC	
  de	
  

este	
   trabajo),	
  podría	
  desempeñar	
  una	
   función	
  de	
   reorganización	
  del	
  

citoesqueleto,	
   como	
   se	
   ha	
   insinuado	
   para	
   TMIGD2,	
   o	
   quizá	
   sea	
  



174	
  	
  	
   	
  	
  	
  	
  	
  Discusión	
  

	
  

únicamente	
   consecuencia	
   de	
   la	
   disrupción	
   del	
   epitelio	
   intestinal,	
  

propia	
  de	
  la	
  inflamación.	
  	
  

El	
   estudio	
   transcriptómico	
   de	
   los	
   pacientes	
   que	
   presentarán	
  

evolutivamente	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   pone	
   en	
  

manifiesto	
   la	
   presencia	
   de	
   cambios	
   singulares	
   relacionados	
   a	
   la	
  

remodelación,	
   polarización	
   o	
   transformación	
   celular,	
   así	
   como	
   una	
  

elevada	
  actividad	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular	
  (vinculada	
  principalmente	
  

a	
   la	
   reparación	
   del	
   tejido	
   intestinal).	
   Estos	
   cambios	
   podrían	
   estar	
  

asociados	
  con	
  una	
  inadecuada	
  expresión	
  de	
  TMIGD1.	
  

TMIGD1	
   podría	
   estar	
   relacionado	
   con	
   el	
   contacto	
   célula-­‐célula	
   para	
  

intercambios	
  de	
   información,	
  de	
   función	
  y	
  de	
   señales	
   colaborativas.	
  

Uno	
   de	
   los	
   mecanismos	
   más	
   importantes	
   de	
   esta	
   interacción	
   lo	
  

marcan	
  las	
  vías	
  del	
  destino	
  celular,	
  en	
  particular	
  la	
  vía	
  Notch,	
  ya	
  que	
  

su	
  función	
  se	
  fundamenta	
  en	
  la	
  inhibición	
  lateral,	
  fenómeno	
  evolutivo	
  

conservado	
   en	
   los	
  mamíferos	
   y	
   que	
   se	
   caracteriza	
   por	
   la	
   influencia	
  

que	
   una	
   célula	
   puede	
   ejercer	
   en	
   otra	
   adyacente	
   para	
   decidir	
   su	
  

destino	
   y	
   hacer	
   que	
   ésta	
   se	
   diferencie	
   en	
   distintos	
   tipos	
   celulares,	
  

según	
   las	
   necesidades	
   del	
   tejido	
   o	
   la	
   características	
   del	
   medio,	
  

manteniendo	
  así	
  el	
  equilibrio	
  entre	
  la	
  proliferación	
  y	
  la	
  diferenciación	
  

(275).	
   En	
   el	
   presente	
   estudio,	
   los	
   pacientes	
   que	
   presentarán	
  

recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  tienen	
  un	
  bloqueo	
  en	
  la	
  expresión	
  

de	
  TMIGD1	
  y	
  en	
  sus	
  niveles	
  proteínicos,	
  lo	
  que	
  indica	
  un	
  descenso	
  en	
  

la	
  diferenciación	
  celular.	
  Por	
  otra	
  parte,	
  si	
  se	
  considera	
  que	
  una	
  de	
  las	
  

principales	
   vías	
   de	
   gobierno	
   de	
   este	
   proceso	
   celular	
   es	
   la	
   vía	
   de	
  

señalización	
  Notch,	
   no	
   es	
   descabellado	
   sugerir	
   la	
   existencia	
   de	
   una	
  

interacción	
   entre	
   ambas	
   entidades	
   biológicas,	
   las	
   dos	
   relacionadas	
  



Zabana	
  Y	
   	
  

	
  

	
  	
  	
  175	
  

con	
  la	
  recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz,	
  una	
  a	
  nivel	
  de	
  proteína	
  y	
  la	
  

otra	
  a	
  nivel	
   celular.	
  No	
  obstante,	
  estos	
  datos	
  no	
  son	
  concluyentes	
  y	
  

serán	
  necesarios	
  estudios	
  adicionales	
  para	
  esclarecer	
  estos	
  aspectos.	
  

La	
   vía	
   de	
   señalización	
   Notch,	
   que	
   decide	
   el	
   destino	
   de	
   las	
   células	
  

madre	
  y	
  de	
  otras	
  de	
  tipo	
  progenitor	
   junto	
  a	
   la	
  vía	
  Wnt,	
   la	
  BMP,	
  y	
   la	
  

vía	
   Hedgehog,	
   es	
   fundamental	
   para	
   el	
   mantenimiento	
   de	
   la	
  

homeostasis	
  de	
  las	
  criptas	
  de	
  Lieberkühn	
  a	
  nivel	
  del	
  intestino	
  delgado	
  

ya	
   que	
   es	
   responsable	
   del	
   equilibrio	
   entre	
   las	
   estirpes	
   absortivas	
  

(enterocito)	
   y	
   las	
   secretoras	
   (células	
   caliciformes,	
   células	
  

enteroendócrinas,	
   células	
   penacho	
   -­‐	
   tuft	
   cells	
   -­‐	
   o	
   las	
   células	
   de	
  

Paneth).	
   La	
   vía	
  Notch	
  está	
   influida	
  por	
   factores	
   intrínsecos,	
  que	
   son	
  

los	
  factores	
  de	
  transcripción	
  expresados	
  por	
  las	
  células	
  y	
  por	
  factores	
  

extrínsecos,	
   que	
   provienen	
   del	
   microambiente	
   local	
   y	
   que	
   incluyen	
  

factores	
   de	
   crecimiento,	
   la	
   matriz	
   extracelular	
   (actividad	
   clave	
   que	
  

ejerce	
   una	
   profunda	
   influencia	
   en	
   las	
   decisiones	
   del	
   destino	
   celular	
  

(276))	
  y	
  el	
  contacto	
  físico	
  con	
  otras	
  células.	
  Los	
  mamíferos	
  expresan	
  4	
  

tipos	
  de	
  receptores	
  de	
  Notch:	
  NOTCH1	
  en	
  el	
  epitelio	
  de	
  las	
  criptas	
  de	
  

todo	
   el	
   intestino,	
   en	
   algunas	
   células	
   vellosas	
   epiteliales	
   y	
   en	
   el	
  

endotelio;	
  NOTCH2	
  en	
  el	
  epitelio	
  de	
  las	
  criptas	
  del	
  intestino	
  delgado,	
  

en	
   las	
   células	
   del	
   músculo	
   liso	
   y	
   en	
   las	
   células	
   presentadoras	
   de	
  

antígenos;	
   y	
   NOTCH3-­‐4,	
   que	
   quedan	
   restringidos	
   al	
   endotelio	
   y	
   el	
  

mesénquima	
   (277).	
   Por	
   otra	
   parte,	
   también	
   en	
   mamíferos,	
   los	
  

ligandos	
  de	
  Notch	
  son	
  DLL	
  (delta-­‐like)	
  1,	
  3	
  y	
  4	
  y	
  Jagged	
  1	
  y	
  2.	
  	
  Después	
  

de	
  unirse	
  un	
  ligando	
  de	
  Notch	
  de	
  una	
  célula	
  al	
  receptor	
  de	
  Notch	
  de	
  

la	
  célula	
  vecina,	
  el	
  receptor	
  sufre	
  una	
  serie	
  de	
  escisiones	
  proteolíticas	
  

liberando	
   al	
   citoplasma	
   celular	
   un	
   fragmento	
   activo:	
   el	
   dominio	
  

intracelular	
  del	
  Notch	
  (Notch	
  intracelular	
  domain:	
  NICD)	
  que	
  entra	
  en	
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el	
   núcleo	
   celular	
   donde	
   recluta	
   a	
   las	
   proteínas	
   adaptadoras	
  MAML	
  

(master-­‐mind-­‐like	
  proteins)	
   para	
   iniciar	
   la	
   expresión	
  de	
   genes	
  diana.	
  

Es	
  la	
  expresión	
  de	
  estos	
  genes,	
  influidos	
  por	
  varios	
  cofactores,	
  la	
  que	
  

determina	
  el	
  destino	
  celular	
  fina	
  l(275).	
  La	
  vía	
  de	
  señalización	
  Wnt	
  es	
  

fundamental	
   para	
   el	
   establecimiento	
   de	
   las	
   células	
   madres	
   en	
   el	
  

intestino	
  en	
  desarrollo,	
  así	
  como	
  para	
  el	
  desarrollo	
  de	
  criptas	
  durante	
  

el	
  período	
  postnatal.	
  Es	
  una	
  vía	
  que	
  complementa	
  a	
  la	
  vía	
  Notch	
  en	
  la	
  

diferenciación	
  celular	
  (278).	
  Notch	
  dirige	
  hacia	
  la	
  proliferación	
  celular	
  

si	
   la	
   señal	
   de	
  Wnt	
   es	
   alta,	
  mientras	
   que	
   si	
   la	
   señal	
   de	
  Wnt	
   es	
   baja,	
  

Notch	
  dirige	
  el	
  destino	
  hacia	
   la	
  diferenciación	
  enterocitaria	
   (279).	
  La	
  

inhibición	
  de	
  Notch	
  favorece	
  la	
  expansión	
  de	
  todos	
  los	
  tipos	
  celulares	
  

con	
  estirpe	
  secretora	
  (280).	
  

Las	
  mutaciones	
   de	
   los	
   componentes	
   de	
   la	
   vía	
  Notch	
   pueden	
   causar	
  

una	
   producción	
   insuficiente	
   o	
   inmadura	
   de	
   células	
   de	
   estirpe	
  

secretora	
  (281),	
  reduciendo	
  la	
  efectividad	
  de	
  la	
  barrera	
  mucosa	
  (282)	
  

(lo	
  que	
  podría	
   influir	
  en	
   la	
  traslocación	
  bacteriana)	
  o	
  aumentando	
  la	
  

propia	
  vulnerabilidad	
  a	
  la	
  inflamación	
  (283).	
  	
  

Se	
   han	
   identificado	
   componentes	
   de	
   la	
   vía	
   Notch	
   alterados	
   en	
   la	
  

enfermedad	
   inflamatoria	
   intestinal.	
   Por	
   ejemplo,	
   se	
   ha	
   demostrado	
  

que	
  la	
  expresión	
  anormal	
  de	
  Hes1	
  (hairy	
  enhacer	
  of	
  split	
  1;	
  gen	
  diana	
  

de	
  la	
  vía	
  Notch)	
  y	
  la	
  represión	
  de	
  Atoh1	
  (transcriptional	
  factor	
  atonal	
  

homolog	
  1:	
  factor	
  de	
  transcripción	
  responsable	
  del	
  destino	
  secretor)	
  

(281),	
  así	
  como	
  la	
  expresión	
  aberrante	
  de	
  NICD	
  (284)	
  se	
  han	
  asociado	
  

a	
   la	
  depleción	
  de	
  células	
  caliciformes,	
  típica	
  en	
   la	
  colitis	
  ulcerosa.	
  La	
  

inflamación	
  se	
  ha	
  asociado	
  a	
  un	
  aumento	
  de	
  la	
  diferenciación	
  de	
  las	
  

células	
  caliciformes	
  en	
   la	
  EC	
  y	
  no	
  en	
   la	
  CU.	
  De	
  todas	
   formas,	
  ambas	
  



Zabana	
  Y	
   	
  

	
  

	
  	
  	
  177	
  

entidades	
  que	
  comprenden	
  la	
  EII	
  presentan	
  una	
  disminución	
  marcada	
  

de	
   las	
   células	
   caliciformes	
   (285).	
   La	
   noxa	
   inflamatoria	
   activa	
   los	
  

procesos	
   de	
   regeneración	
   epitelial,	
   lo	
   que	
   se	
   consigue	
   con	
   la	
  

activación	
   de	
   las	
   células	
   madre,	
   la	
   proliferación	
   y	
   la	
   diferenciación	
  

celular,	
   intentando	
   de	
   esa	
   forma	
   obtener	
   la	
   curación	
   tisular	
  

(286,287).	
  En	
  la	
  EC	
  se	
  da	
  el	
  fracaso	
  persistente	
  del	
  conjunto	
  de	
  estos	
  

mecanismos	
   inmunológicos	
   y	
   de	
   reparación	
   tisular.	
   La	
   inflamación	
  

conduce	
  a	
   la	
   inhibición	
  de	
   la	
  vía	
  Notch	
   	
   y	
  esta	
  provoca	
  dos	
   tipos	
  de	
  

reacción	
   según	
   el	
   momento	
   en	
   el	
   que	
   sucede	
   (283):	
   en	
   la	
   etapa	
  

precoz	
   alivia	
   la	
   inflamación	
   aguda	
   previniendo	
   la	
   disminución	
   del	
  

número	
  de	
  células	
  caliciformes	
  (288),	
  mientras	
  que	
  genera	
  citoquinas	
  

anti-­‐inflamatorias	
  entre	
  las	
  que	
  se	
  encuentran	
  esteroides,	
  IL-­‐10,	
  óxido	
  

nítrico	
  y	
  TGF-­‐β,	
  con	
  la	
  intención	
  de	
  reparar	
  las	
  lesiones	
  tisulares	
  (289).	
  

En	
   etapas	
   tardías	
   del	
   proceso	
   inflamatorio	
   la	
   inhibición	
   de	
   Notch	
  

exacerba	
   la	
  enfermedad	
  al	
   alterar	
   la	
   regeneración	
  epitelial	
   (284).	
   Es	
  

característico	
   de	
   este	
   momento	
   evolutivo	
   de	
   la	
   inflamación	
   la	
  

secreción	
  IL-­‐6	
  (fundamentalmente	
  desde	
  miofibroblastos	
  intestinales	
  

y	
  células	
  dendríticas)	
  lo	
  que	
  perpetúa	
  la	
  inflamación	
  (a	
  través	
  de	
  la	
  vía	
  

de	
   activación	
   STAT3),	
   favoreciendo	
   la	
   proliferación	
   de	
   las	
   criptas	
  

mediante	
  la	
  producción	
  de	
  epimorfina	
  (290).	
  Se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  la	
  

expresión	
   de	
   NOTCH1	
   está	
   marcadamente	
   disminuida	
   en	
   la	
   capa	
  

epitelial	
   del	
   tejido	
   inflamado	
   (en	
   comparación	
   al	
   no	
   inflamado	
   del	
  

mismo	
  paciente	
  con	
  EC),	
  lo	
  que	
  demuestra	
  que	
  la	
  inflamación	
  sirve	
  de	
  

regulador	
  extrínseco	
  de	
   las	
   vías	
  del	
  destino	
  celular	
   (291).	
  Asimismo,	
  

en	
   modelos	
   murinos,	
   se	
   ha	
   demostrado	
   que	
   la	
   inhibición	
   de	
   la	
   vía	
  

Notch	
   favorece	
   el	
   aumento	
   de	
   células	
   caliciformes	
   (292),	
   siendo	
  

responsable	
   de	
   la	
   alteración	
   de	
   la	
   microbiota	
   intestinal	
   asociada	
   al	
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moco	
  que	
  a	
  largo	
  plazo	
  ocasiona	
  inflamación	
  crónica	
  intestinal	
  (293).	
  

Por	
   otra	
   parte,	
   se	
   ha	
   visto	
   que	
   el	
   restablecimiento	
   de	
   la	
   vía	
  Notch	
  

resulta	
  en	
  un	
  aumento	
  de	
  especies	
  de	
  la	
  familia	
  de	
  Lactobacilli	
  (294),	
  

grupo	
   que	
   ha	
   demostrado	
   su	
   función	
   en	
   el	
   mantenimiento	
   de	
   la	
  

homeostasis	
  intestinal	
  (295).	
  

En	
   este	
   estudio,	
   los	
   pacientes	
   que	
   en	
   un	
   futuro	
   desarrollarán	
  

recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
   presentan	
   en	
   el	
   estudio	
  

transcriptómico	
  una	
  marcada	
  disminución	
  de	
  MALM2	
   (Figura	
  22),	
   lo	
  

que	
   sugiere	
   una	
   inhibición	
   de	
   la	
   vía	
  Notch	
   que	
   se	
   puede	
   confirmar	
  

dado	
  el	
  mayor	
  número	
  de	
  células	
  caliciformes	
  en	
  la	
  zona	
  de	
  transición	
  

de	
   las	
   criptas	
   que	
   presentan	
   estos	
   pacientes	
   en	
   comparación	
   con	
  

aquellos	
   que	
   no	
   presentarán	
   recurrencia	
   (Figura	
   39).	
   A	
   nivel	
  

proteínico	
   los	
   pacientes	
   que	
   presentarán	
   recurrencia	
   tienen	
   mayor	
  

expresión	
  de	
  S100A8	
  (relacionada	
  por	
  la	
  matriz	
  extracelular	
  y	
  el	
  ciclo	
  

celular,	
   fundamental	
   para	
   la	
   respuesta	
   inflamatoria	
   aguda	
   y	
   la	
  

autofagia,	
   además	
   de	
   ser	
   parte	
   de	
   la	
   calprotectina),	
   CYCLIND1	
   (gen	
  

diana	
  para	
  la	
  proliferación	
  celular,	
  participa	
  tanto	
  en	
  la	
  vía	
  Wnt	
  como	
  

en	
   la	
   Notch),	
   NOTCH2	
   (receptor	
   de	
   Notch	
   preferentemente	
   de	
   las	
  

células	
   epiteliales	
   intestinales,	
   de	
   las	
   células	
   dendríticas	
   y	
   de	
   los	
  

macrófagos),	
   CEACAM5	
   (molécula	
   de	
   adhesión	
   celular,	
   fundamental	
  

para	
   los	
   procesos	
   de	
   señalización	
   intracelular	
   y	
   procesos	
   de	
  

remodelación	
   y	
   recuperación	
   de	
   la	
   homeostasis	
   celular)	
   y	
   HNF4G	
  

(factor	
  de	
   transcripción	
  expresado	
   fundamentalmente	
  en	
   las	
   células	
  

epiteliales	
  diferenciadas).	
  Por	
  otra	
  parte,	
  presentan	
  menor	
  expresión	
  

de	
   TGF-­‐β	
   (relacionada	
   con	
   la	
   generación	
   de	
   la	
  matriz	
   extracelular	
   y	
  

parte	
  de	
  la	
  vía	
  de	
  señalización	
  Wnt),	
  que	
  actúa	
  como	
  citoquina	
  anti-­‐

inflamatoria.	
   El	
   análisis	
   transcriptómico	
   y	
   proteínico	
   señala	
   una	
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actividad	
  relevante	
  de	
  Notch	
  sobre	
  Wnt	
  y	
  BMP	
  en	
   los	
  pacientes	
  que	
  

presentarán	
   recurrencia.	
   Esta	
   actividad	
   diferencial	
   de	
   Notch	
   se	
  

relaciona	
   con	
   la	
   proliferación	
   celular,	
   la	
   matriz	
   extracelular	
   y	
   la	
  

adhesión	
   celular	
   probablemente	
   con	
   la	
   intención	
   de	
   conseguir	
   una	
  

reparación	
   del	
   tejido	
   que,	
   por	
   un	
  motivo	
   que	
   aún	
  no	
   se	
   conoce,	
   es	
  

incapaz	
   de	
   generar	
   un	
   epitelio	
   en	
   buenas	
   condiciones	
   funcionales.	
  

Por	
   tanto,	
   parece	
   que	
   la	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   podría	
   ser	
   la	
  

consecuencia	
   la	
   pérdida	
   del	
   equilibrio	
   homeostásico	
   entre	
  

proliferación	
   y	
   diferenciación	
   en	
   la	
   línea	
   epitelial	
   y	
   subepitelial	
   del	
  

intestino.	
  	
  

Otro	
   dato	
   que	
   corrobora	
   estos	
   hallazgos	
   proviene	
   del	
   estudio	
  

genómico	
   de	
   este	
   trabajo	
   que	
   sugiere	
   que	
   los	
   pacientes	
   que	
  

desarrollarán	
   recurrencia	
   	
   presentan	
   una	
   apoptosis	
   deficitaria	
   (TNF-­‐

SFR6/RTEL1,	
   TNFS11).	
   Existen	
   estudios	
   donde	
   se	
   ha	
   constatado	
   que	
  

NOTCH1	
   se	
   encuentra	
   muy	
   disminuido	
   en	
   el	
   tejido	
   intestinal	
  

inflamado	
   de	
   los	
   pacientes	
   con	
   EC,	
   se	
   activa	
   gracias	
   al	
   tratamiento	
  

anti-­‐TNFα	
   consiguiendo	
   a	
   la	
   vez	
   una	
   potente	
   inducción	
   de	
   la	
  

apoptosis	
   (291).	
   Es	
   conocido	
   como	
   los	
   inhibidores	
   del	
   TNFα	
  

constituyen	
  uno	
  de	
  los	
  tratamientos	
  eficaces	
  para	
  la	
  prevención	
  de	
  la	
  

recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   (296,297).	
   En	
   este	
   mismo	
   sentido,	
   los	
  

pacientes	
   que	
   desarrollarán	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   precoz	
  

también	
  exhiben	
  la	
  presencia	
  de	
  SNP	
  en	
  genes	
  claves	
  de	
  la	
  regulación	
  

de	
   la	
   autofagia	
   (IRF1,	
   IRGM).	
   La	
   autofagia	
   interviene	
   en	
   distintos	
  

procesos	
   celulares	
   de	
   recuperación	
   de	
   la	
   homeostasis	
   celular,	
   de	
  

transformación	
   celular	
   y	
   en	
   la	
   defensa	
   intracelular	
   frente	
   a	
  

microorganismos.	
   Estos	
   procesos	
   están	
   íntimamente	
   regulados	
   por	
  

mecanismos	
  moleculares	
  entre	
   los	
  que	
   se	
  pueden	
   incluir	
   las	
   vías	
  de	
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destino	
   celular,	
   entre	
   otras.	
   Pero	
   por	
   otra	
   parte,	
   alguna	
   cepas	
  

agresivas	
  de	
  E.	
  coli	
  también	
  pueden	
  bloquear	
  la	
  autofagia	
  mediante	
  la	
  

modificación	
  de	
   la	
  expresión	
  de	
  miRNA	
  en	
  el	
   tejido	
   intestinal	
  de	
   los	
  

pacientes	
  con	
  EC	
   (233).	
  En	
  cualquier	
  caso,	
   las	
  alteraciones	
  genéticas	
  

pueden	
  facilitar	
   la	
   infección	
  de	
   las	
  células	
   intestinales,	
   influenciando	
  

en	
  su	
  función	
  celular	
  (por	
  ejemplo,	
  en	
  la	
  proliferación	
  y	
  definición	
  de	
  

los	
  linajes	
  celulares	
  definitivos)	
  y	
  aumentando	
  el	
  estrés	
  celular,	
  lo	
  que	
  

a	
  su	
  vez	
  puede	
  hacer	
   ineficaz	
  otros	
  mecanismos	
  de	
  defensa	
  como	
  la	
  

secreción	
  de	
  sustancias	
  antimicrobianas	
  mal	
  formadas	
  (mal	
  plegadas),	
  

incapaces	
  de	
  ejercer	
  el	
  control	
  de	
  la	
  microbiota	
  intestinal.	
  

Las	
  células	
  caliciformes,	
  productoras	
  de	
  moco,	
  actúan	
  además	
  como	
  

importadores	
   antigénicos,	
   recolectando	
   antígenos	
   luminales	
   y	
  

presentándolos	
   a	
   las	
   células	
   dendríticas	
   de	
   la	
   lamina	
   propia	
  

(298,299).	
  Ya	
  se	
  ha	
  demostrado	
  como	
  los	
  márgenes	
  de	
  resección,	
  así	
  

como	
   el	
   tejido	
   inflamado	
   de	
   las	
   piezas	
   quirúrgicas	
   de	
   los	
   pacientes	
  

con	
   EC,	
   presentan	
   una	
   mayor	
   concentración	
   de	
   moco.	
   Se	
   ha	
  

especulado	
   que	
   el	
   aumento	
   de	
  moco	
   es	
   beneficioso	
   en	
   un	
   epitelio	
  

intestinal	
   de	
   estructura	
   conservada,	
   mientras	
   que	
   en	
   los	
   pacientes	
  

con	
  EC,	
  ante	
  la	
  pérdida	
  de	
  vellosidades,	
  este	
  aumento	
  de	
  moco	
  puede	
  

ser	
  nocivo	
  (300).	
  Es	
  posible	
  que	
  el	
  aumento	
  de	
  las	
  células	
  caliciformes	
  

en	
   los	
  pacientes	
  que	
  presentarán	
   recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  

responda	
  a	
  la	
  necesidad	
  del	
  epitelio	
  en	
  reparación	
  para	
  hacer	
  frente	
  a	
  

los	
  microorganismos	
   y	
   antígenos	
   luminales,	
   intentando	
   generar	
   una	
  

barrera	
   bien	
   cimentada.	
   Es	
   interesante	
   cómo	
   la	
   activación	
   (y	
   no	
   la	
  

inhibición)	
   de	
  Notch	
   se	
   ha	
   relacionado	
   con	
   la	
  metaplasia	
   de	
   células	
  

caliciformes	
   en	
   el	
   epitelio	
   pulmonar	
   (301),	
   lo	
   que	
   sugiere	
   que	
   la	
  

señalización	
  de	
  Notch	
  es	
  fundamental	
  para	
  la	
  especificación	
  del	
  linaje	
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pero	
   el	
   resultado	
   final	
   es	
   propio	
   del	
   contexto.	
   El	
   aumento	
   de	
   las	
  

células	
  caliciformes	
  es	
  un	
  hallazgo	
  relevante	
  de	
  este	
  estudio	
  dado	
  que	
  

es	
   una	
   alteración	
   histológica	
   precoz	
   y	
   presente	
   al	
   momento	
   de	
   la	
  

cirugía	
   de	
   los	
   pacientes	
   con	
   EC	
   que	
   posteriormente	
   tendrán	
  

recurrencia.	
   Este	
   hecho	
   podría	
   servir	
   de	
   marcador	
   de	
   riesgo	
   de	
  

recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   (con	
   lo	
   que	
   ello	
   supone	
   de	
   cara	
   a	
  

personalizar	
   el	
   tratamiento	
   preventivo	
   posterior),	
   actuando	
   como	
  

biomarcador	
  tisular.	
  A	
  pesar	
  de	
   la	
  relevancia	
  de	
  este	
  hallazgo,	
  no	
  se	
  

ha	
  podido	
  demostrar	
  que	
  en	
  biopsias	
  de	
  seguimiento	
  posteriores,	
  el	
  

aumento	
  o	
   la	
  disminución	
  del	
   número	
  de	
   las	
   células	
   caliciformes	
   se	
  

relacione	
   con	
   la	
   presencia	
   de	
   recurrencia	
   endoscópica	
   o	
   con	
   su	
  

resolución,	
   respectivamente.	
   Esto	
   probablemente	
   se	
   deba	
   a	
   un	
  

problema	
  del	
  tamaño	
  de	
  la	
  muestra,	
  por	
  lo	
  que	
  debería	
  corroborarse	
  

en	
  cohortes	
  mayores.	
  

De	
   las	
   vías	
   del	
   destino	
   celular	
   en	
   la	
   EC	
   se	
   ha	
   estudiado	
   la	
   vía	
  Wnt	
  

(específicamente	
   una	
   variante	
   de	
   uno	
   de	
   sus	
   co-­‐receptores:	
   LRP6),	
  

asociando	
  una	
  mutación	
  funcional	
  de	
  esta	
  vía	
  con	
  en	
  la	
  EC	
  de	
  debut	
  a	
  

edades	
   muy	
   tempranas	
   (302),	
   concluyendo	
   en	
   la	
   relevancia	
   del	
  

estudio	
   de	
   las	
   vías	
   del	
   destino	
   celular,	
   que	
   aglutinan	
   no	
   solo	
   los	
  

procesos	
   inflamatorios	
   per	
   se	
   sino	
   también	
   los	
   de	
   reparación.	
   Así	
  

mismo	
  se	
  ha	
  demostrado	
  que	
  el	
  NOTCH1	
  podría	
  ser	
  el	
  vínculo	
  entre	
  la	
  

inmunidad	
   innata	
   y	
   la	
   adaptativa	
   a	
   nivel	
   intestinal	
   (303).	
   Todo	
   esto	
  

hace	
   que	
   el	
   estudio	
   de	
   las	
   vías	
   del	
   destino	
   celular	
   supongan	
   un	
  

abordaje	
   interesante,	
   diferente	
   y	
   poco	
   explorado	
   dentro	
   de	
   la	
  

patogenia	
   de	
   la	
   EC.	
   Además,	
   las	
   vías	
   de	
   destino	
   de	
   las	
   células	
   del	
  

epitelio	
   intestinal	
  necesitan	
  estar	
   coordinadas	
   con	
   la	
   actividad	
  de	
   la	
  

matriz	
   extracelular	
   en	
   la	
   lámina	
   basal;	
   así,	
   las	
   células	
   del	
   epitelio	
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pueden	
  desplazarse	
  a	
  través	
  del	
  eje	
  cripta-­‐columna	
  vellositaria	
  sobre	
  

la	
  lámina	
  basal	
  totalmente	
  recuperada.	
  Parece	
  plausible	
  pensar	
  que	
  el	
  

acúmulo	
   de	
   células	
   caliciformes	
   en	
   las	
   zonas	
   de	
   transición	
   en	
   las	
  

criptas	
   de	
   los	
   pacientes	
   que	
   desarrollarán	
   recurrencia	
   podría	
   ser	
  

debido	
   a	
   cambios	
   en	
   la	
   movilidad	
   de	
   las	
   células	
   epiteliales.	
   No	
  

obstante,	
   no	
   se	
   puede	
   descartar	
   la	
   influencia	
   de	
   la	
   microbiota	
  

intestinal	
  en	
  la	
  selección	
  del	
  fenotipo	
  celular	
  definitivo	
  a	
  través	
  de	
  la	
  

vía	
  Notch	
  y	
  en	
  la	
  modulación	
  de	
  la	
  actividad	
  de	
  la	
  matriz	
  extracelular.	
  	
  

El	
  hecho	
  de	
  vincular	
   la	
  genética	
  a	
   los	
   fenotipos	
  de	
  una	
  determinada	
  

enfermedad	
   y	
   ver	
   su	
   efecto	
   en	
   tipos	
   celulares	
   relevantes	
   con	
   una	
  

función	
  conocida	
  para	
  esa	
  enfermedad	
  es	
  un	
  método	
  adecuado	
  para	
  

intentar	
   homogenizar	
   la	
   caracterización	
   de	
   los	
   subfenotipos	
   de	
   EC,	
  

que	
  en	
  este	
  trabajo	
  se	
  ha	
  conseguido	
  demostrar.	
  El	
  estudio	
  basado	
  en	
  

subtipos	
   celulares	
   específicos	
   consiguen	
   vincular	
   tanto	
   la	
   influencia	
  

de	
   factores	
   genéticos	
   como	
   del	
   medio	
   ambiente,	
   de	
   forma	
   más	
  

informativa	
  y	
  clínicamente	
  relevante	
  (252).	
  El	
  estudio	
  transcriptómico	
  

puede	
   ayudar	
   a	
   avanzar	
   en	
   la	
   medicina	
   personalizada	
   en	
   la	
   EC,	
   y	
  

particularmente	
   en	
   el	
   conocimiento	
   del	
   fenómeno	
   de	
   recurrencia	
  

post-­‐quirúrgica.	
   El	
   mayor	
   conocimiento	
   de	
   las	
   causas	
   de	
   la	
  

heterogeneidad	
   clínica	
   observada	
   en	
   enfermedades	
   como	
   la	
   EC	
  

debería	
  permitir	
  un	
  manejo	
  clínico	
  más	
  adecuado	
  y	
  personalizado	
  y,	
  

potencialmente,	
   el	
   desarrollo	
   de	
   nuevas	
   terapias	
   basadas	
   en	
   el	
  

hallazgo	
  de	
  nuevas	
  dianas.	
  

Como	
  queda	
  reflejado	
  en	
  este	
  trabajo,	
  se	
  está	
  viviendo	
  una	
  época	
  en	
  

la	
  que	
  el	
  conocimiento	
  proviene	
  no	
  solo	
  de	
  la	
  profundización	
  que	
  un	
  

enfoque	
  “ómico”	
  particular	
  puede	
  aportar	
  de	
  una	
  patología	
  concreta,	
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sino	
   en	
   la	
   complementación	
   del	
   estudio	
   “ómico”	
   a	
   diversos	
   niveles	
  

(integroma)	
  que	
  da	
  una	
  visión	
   tanto	
  profunda	
  como	
  a	
   la	
  vez	
  amplia	
  

de	
  una	
  enfermedad.	
  Esto	
  hace	
  que	
  sea	
  el	
  abordaje	
  adecuado	
  para	
  un	
  

condición	
   con	
   fisiopatología	
   multifactorial,	
   como	
   la	
   EC.	
   Siendo	
   la	
  

recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
   un	
   momento	
   en	
   el	
   que	
   la	
   mayoría	
   de	
  

factores	
   implicados	
   han	
   de	
   volver	
   a	
   ponerse	
   en	
   acción	
   para	
   acabar	
  

ocasionando	
   la	
   reaparición	
   de	
   lesiones,	
   este	
   es	
   un	
   escenario	
  

especialmente	
  atractivo	
  para	
  el	
  estudio	
  a	
  profundidad	
  de	
   las	
   causas	
  

de	
  la	
  enfermedad	
  en	
  general	
  y	
  en	
  la	
  aparición	
  del	
  brote	
  inflamatorio	
  

en	
  particular.	
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LIMITACIONES	
  DEL	
  ESTUDIO	
  	
  

1.	
   La	
   definición	
   de	
   tejido	
   sano	
   e	
   inflamado	
   en	
   la	
   muestra	
  

quirúrgica	
  se	
  realizó	
   in	
  situ,	
  basándose	
  exclusivamente	
  en	
  el	
  aspecto	
  

macroscópico	
  de	
  la	
  muestra,	
  no	
  en	
  datos	
  histológicos.	
  	
  

2.	
   Los	
   sujetos	
   control	
   en	
   este	
   estudio	
   son	
   pacientes	
   que	
   han	
  

requerido	
  una	
  resección	
  ileocecal	
  por	
  un	
  motivo	
  diferente	
  a	
  la	
  EC.	
  El	
  

80%	
  por	
  un	
  adenocarcinoma	
  de	
  colon	
  derecho.	
  De	
   todas	
   formas,	
   se	
  

ha	
  demostrado	
  que	
  el	
   transcriptoma	
  es	
   diferente	
   según	
   se	
   trate	
  de	
  

tejido	
  ileal	
  o	
  colónico,	
  incluso	
  distinto	
  según	
  la	
  zona	
  de	
  colon	
  que	
  se	
  

estudie	
   (213),	
   lo	
  que	
  hace	
  que	
  el	
   íleon	
  de	
   los	
   sujetos	
  control	
  pueda	
  

ser	
   considerado	
   como	
   normal	
   (cosa	
   que	
   además	
   se	
   confirma	
   por	
  

histología).	
   	
  

3.	
   Tanto	
  el	
  estudio	
  de	
  TMIGD1	
  como	
  el	
  de	
  la	
  vía	
  Notch	
  se	
  basan	
  

en	
  el	
  hallazgo	
  transcriptómico	
  de	
  genes	
  infra-­‐expresados.	
  Aunque	
  se	
  

sabe	
   que	
   el	
   estudio	
   de	
   genes	
   infra-­‐expresados	
   limita	
   su	
   utilización	
  

como	
   buenos	
   biomarcadores,	
   si	
   éstos	
   participan	
   en	
   una	
   vía	
   de	
  

señalización	
  que	
  se	
  aprecia	
  que	
  está	
  notablemente	
  enriquecida,	
  estos	
  

genes	
   pueden	
   dirigir	
   la	
   atención	
   hacia	
   mecanismos	
   moleculares	
  

alterados	
   en	
   la	
   EC,	
   por	
   lo	
   que	
   constituyen	
   dianas	
   interesantes	
   de	
  

estudio	
  (304).	
  

4.	
   A	
   pesar	
   de	
   que	
   en	
   el	
  momento	
   de	
   la	
   resección	
   intestinal,	
   el	
  

aumento	
   de	
   las	
   células	
   caliciformes	
   se	
   asocia	
   a	
   la	
   recurrencia	
   post-­‐

quirúrgica	
  precoz,	
  en	
  el	
  momento	
  en	
  el	
  que	
  se	
  constata	
  la	
  recurrencia	
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no	
   se	
   ha	
   visto	
   ninguna	
   diferencia	
   entre	
   las	
   muestras	
   con	
   y	
   sin	
  

recurrencia,	
   probablemente	
   por	
   un	
   problema	
   de	
   tamaño	
   muestral,	
  

por	
  lo	
  que	
  cabría	
  buscar	
  esta	
  característica	
  en	
  cohortes	
  mayores.	
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CONCLUSIONES	
  

Las	
  conclusiones	
  del	
  presente	
  trabajo	
  son:	
  

1.	
   A	
   nivel	
   transcriptómico	
   y	
   en	
   comparación	
   a	
   controles,	
   la	
   EC	
  	
  

presenta	
  un	
  descenso	
  de	
  funciones	
  claves	
  de	
  desintoxicación	
  celular,	
  

en	
   el	
   fortalecimiento	
   de	
   las	
   uniones	
   para-­‐celulares,	
   en	
   el	
  

metabolismo	
   energético,	
   así	
   como	
   en	
   funciones	
   reguladoras	
   de	
   la	
  

inmunidad	
  innata.	
  Denota,	
  además,	
  tanto	
  una	
  respuesta	
  inflamatoria	
  

excesiva	
   como	
  una	
   elevada	
   actividad	
   reparativa	
   a	
   nivel	
   de	
   la	
  matriz	
  

extracelular.	
  

2.	
   En	
   este	
   estudio,	
   el	
   patrón	
   de	
   la	
   enfermedad,	
   la	
   indicación	
  

quirúrgica,	
   la	
   presencia	
   de	
   enfermedad	
   perianal	
   asociada	
   o	
   el	
  

tratamiento	
  al	
  momento	
  de	
  la	
  cirugía	
  no	
  parecen	
  influir	
  en	
  el	
  perfil	
  de	
  

expresión	
  de	
  los	
  pacientes	
  con	
  EC.	
  

3.	
   La	
   inflamación	
   intensa	
   puede	
   ocultar	
   vías	
   alteradas	
  

ocasionando	
  “ruido	
  de	
  fondo”.	
  	
  

4.	
   Existe	
  un	
  subgrupo	
  de	
  pacientes	
  con	
  EC,	
  sin	
  recurrencia	
  post-­‐

quirúrgica	
  precoz,	
  que	
  en	
  este	
  estudio	
  se	
  ha	
  definido	
  como	
  pacientes	
  

“problema”	
   y	
   que	
   tiene	
   un	
   perfil	
   de	
   expresión	
   diferencial	
   tanto	
   a	
  

controles	
  como	
  al	
  resto	
  de	
  pacientes.	
  	
  

5.	
   La	
   única	
   característica	
   histológica	
   diferencial	
   en	
   las	
   piezas	
  

quirúrgicas	
   de	
   aquellos	
   pacientes	
   que	
   evolutivamente	
   presentarían	
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recurrencia	
  post-­‐quirúrgica	
  precoz	
  es	
  la	
  mayor	
  presencia	
  de	
  adhesión	
  

a	
  estructuras	
  vecinas.	
  	
  

6.	
   El	
   estudio	
   genómico	
   revela	
   que	
   la	
   recurrencia	
   puede	
   verse	
  

favorecida	
  por	
  alteraciones	
  en	
  la	
  autofagia	
  y	
  en	
  la	
  apoptosis.	
  

7.	
   A	
   nivel	
   transcriptómico	
   los	
   pacientes	
   con	
   recurrencia	
  

presentan	
  cambios	
  singulares	
  a	
  nivel	
  del	
  ciclo	
  celular,	
  principalmente	
  

por	
  lo	
  que	
  respecta	
  a	
  la	
  remodelación,	
  polarización	
  o	
  transformación	
  

celular,	
   así	
   como	
   una	
   elevada	
   actividad	
   de	
   la	
   matriz	
   extracelular,	
  

vinculada	
  principalmente	
  a	
  la	
  reparación	
  del	
  tejido	
  intestinal.	
  

8.	
   La	
  expresión	
  de	
  TMIGD1	
  está	
  disminuida	
  en	
  los	
  pacientes	
  con	
  

EC.	
  	
  

9.	
   TMIGD1	
  se	
  encuentra	
  en	
  los	
  microvilli	
  de	
  las	
  células	
  epiteliales	
  

polarizadas	
  y	
  bien	
  diferenciadas.	
  Es	
  una	
  proteína	
  que	
  pesa	
  24	
  kDa	
  y	
  

no	
  está	
  glicosilada.	
  

10.	
   Es	
   posible	
   que	
   los	
   pacientes	
   que	
   no	
   desarrollan	
   recurrencia	
  

precoz	
   presenten	
   un	
   mecanismo	
   de	
   regulación	
   post-­‐transcripcional	
  

de	
  TMIGD1.	
  

11.	
   Es	
  posible	
  que	
  TMIGD1	
  esté	
  relacionado	
  con	
  estabilización	
  de	
  

los	
   contactos	
   célula-­‐célula	
   en	
   el	
   epitelio	
   y	
   puede	
   formar	
   parte	
   de	
  

receptores	
  de	
  reconocimiento	
  o	
  de	
  estructuras	
  para	
  anclar	
  sustancias	
  

anti-­‐microbianas.	
  	
  

12.	
   Los	
   pacientes	
   que	
   desarrollarán	
   recurrencia	
   post-­‐quirúrgica	
  

precoz	
   presentan	
   una	
   inhibición	
   de	
   la	
   vía	
  Notch	
   al	
   momento	
   de	
   la	
  

resección	
  intestinal.	
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13.	
   Además	
  de	
   la	
  vía	
  Notch	
  que	
  controla	
  el	
  equilibrio	
  de	
  algunos	
  

linajes	
   de	
   células	
   epiteliales,	
   existen	
   otras	
   actividades	
   biológicas	
  

relacionadas	
  con	
  la	
  recuperación	
  de	
  la	
  homeostasis	
  intestinal	
  como	
  la	
  

proliferación	
   y	
   polarización	
   celular,	
   la	
   matriz	
   extracelular	
   y	
   la	
  

adhesión	
   celular,	
   probablemente	
   con	
   la	
   intención	
   de	
   conseguir	
   una	
  

reparación	
   del	
   tejido	
   que,	
   por	
   un	
  motivo	
   que	
   aún	
  no	
   se	
   conoce,	
   es	
  

ineficaz,	
  consiguiendo	
  un	
  epitelio	
  “mal	
  generado”.	
  	
  

14.	
   El	
  aumento	
  de	
  células	
  caliciformes	
  en	
  el	
  tejido	
  ileal	
  de	
  la	
  pieza	
  

de	
   resección	
   de	
   los	
   pacientes	
   que	
   presentarán	
   recurrencia	
   post-­‐

quirúrgica	
  podría	
  constituir	
  un	
  biomarcador	
  tisular	
  de	
  recurrencia	
  en	
  

el	
  momento	
  de	
  la	
  intervención	
  quirúrgica.	
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