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RESUMEN

Una elevada proporcion de los pacientes con enfermedad de
Crohn desarrollan estenosis intestinales, debidas al deposito
anomalo de fibra, y requieren a menudo la reseccion del seg-
mento afectado. A pesar de su evidente relevancia clinica, la
fibrogénesis intestinal ha recibido muy poca atencién, en
comparacion con el esfuerzo investigador destinado a la fi-
brosis hepatica, pulmonar, renal o cutinea.

Parece haber una cierta predisposicion genética para el de-
sarrollo de fibrosis intestinal, y un metaanalisis ha demos-
trado que las tres variantes principales del gen NOD2/
CARDI5 se asocian con esta complicacion. En los tltimos
afos, en la enfermedad de Crohn se han descrito una serie
de alteraciones en la sintesis de colageno, expresion de diver-
sos factores profibrogénicos y antifibrogénicos y funcion de
los fibroblastos intestinales y, mas recientemente, se ha lo-
grado atenuar el desarrollo de fibrosis intestinal en diversos
modelos experimentales. No obstante, son necesarios mas es-
tudios para poder comprender mejor la fibrogénesis intesti-
nal y desarrollar estrategias eficaces para su prevencién y
tratamiento.

FIBROGENESIS AND INFLAMMATORY BOWEL
DISEASE

A substantial proportion of patients with Crohn’s disease de-
velops intestinal stenosis due to anomalous fiber deposits.
These patients frequently require resection of the affected
segment. Despite its evident clinical significance, intestinal fi-
brogenesis has received little attention in comparison with re-
search into hepatic, pulmonary, renal or cutaneous fibrosis.
There seems to be a certain genetic predisposition to develo-
ping intestinal fibrosis. A meta-analysis has demonstrated
that the three main variants of the NOD2/CARDI5 gene are
associated with this complication. In Crohn’s disease, a se-
ries of alterations in collagen synthesis, expression of va-
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rious pro- and anti-fibrogenic factors and intestinal fibro-
blast function have been described in the last few years.
More recently, the development of intestinal fibrosis has
been attenuated in several experimental models. Neverthe-
less, further studies are required to improve our understan-
ding of intestinal fibrogenesis and to develop effective strate-
gies for its prevention and treatment.

RELEVANCIA CLINICA DE LA FIBROSIS INTESTINAL

La enfermedad de Crohn (EC) es una entidad relativamen-
te prevalente en nuestro medio (100-150 pacientes por
100.000 habitantes, lo cual supone unos 50.000 pacientes
en Espafia y medio millén en Europa), y su incidencia ha
aumentado muy notablemente en los ultimos afios. La EC
se caracteriza por ser una enfermedad muy heterogénea, lo
cual ha obligado a proponer diversas clasificaciones, basa-
das en el comportamiento clinico o el fenotipo de cada pa-
ciente. Las dos clasificaciones mds recientemente descri-
tas (Viena y Montreal) definen 3 fenotipos principales:
inflamatorio, estenosante y fistulizante!?. Los pacientes
con EC estenosante se caracterizan por presentar una nota-
ble reduccién de la luz que dificulta el trdnsito intestinal
(fig. 1). En estos pacientes los sintomas mas frecuentes
son el dolor abdominal, de caracteristicas oclusivas, junto
a la distensiéon abdominal, las nduseas y los vomitos, a
menudo en ausencia de sintomas y pardmetros analiticos
sugestivos de actividad inflamatoria*.

Si bien s6lo el 10% de los pacientes con EC presenta un
fenotipo estenosante en el momento del diagndstico de la
enfermedad, el desarrollo posterior de estenosis es fre-
cuente, y puede afectar en algin momento de su evolu-
cién a cerca del 50% de los pacientes con EC°. Es impor-
tante seflalar que el desarrollo de un fenotipo estenosante
condiciona notablemente la calidad de vida de los pacien-
tes con EC, pues, ademds de los sintomas mencionados,
es causa de repetidos ingresos hospitalarios, en ocasiones
prolongados, debidos a episodios de oclusién o suboclu-
sién intestinal. Al no haber ningin tratamiento médico
especifico para esta complicacidon, muchos de estos pa-
cientes acabaran precisando tratamiento quirdrgico, que
consiste en la reseccién del segmento intestinal afectado.
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Fig. 1. Trdnsito intestinal correspondiente a un paciente con enferme-
dad de Crohn de fenotipo estenosante. La imagen radiologica muestra
una afeccion extensa del ileon terminal, con una clara reduccion de su
calibre, irregularidad de la mucosa y dilatacion de la asa preestendtica.

Esta alternativa, ademas, tiene el inconveniente de no ser
una solucién definitiva para los pacientes con EC, pues la
enfermedad reaparece en una gran proporcién de éstos,
pocos afios después de la primera intervencion, y el 40%
de los casos precisa una segunda intervencién quirtrgica®.
El desarrollo de estenosis en los pacientes con EC se debe
a alteraciones en los mecanismos de reparacion de las le-
siones ulcerativas que aparecen en los brotes de actividad
de esta enfermedad. La hipétesis mds aceptada en la ac-
tualidad es que el subgrupo de pacientes que desarrollan
una EC de fenotipo estenosante presenta una predisposi-
cién genética, que implica un proceso de reparacién de la
lesién intestinal anémalo, lo que conduce finalmente a
una excesiva proliferacion de fibroblastos y otras células
mesenquimales y a un mayor depdsito de colageno, lo
que acaba causando, en dltima instancia, la fibrosis intes-

tinal. No obstante, y a diferencia de la fibrosis hepatica,
pulmonar o cutdnea, que han sido motivo de intensa inves-
tigacion en los tltimos afios”$, hay muy poca informacién
sobre los mecanismos moleculares que regulan la fibrogé-
nesis intestinal en la EC, algo realmente sorprendente si
tenemos en cuenta su probada relevancia clinica.

FACTORES GENETICOS ASOCIADOS AL
DESARROLLO DE ENFERMEDAD DE CROHN
ESTENOSANTE

Es bien sabido que los factores genéticos desempefian un
papel importante en la fisiopatologia de 1la EC. En los ul-
timos afios, numerosos estudios han intentado establecer
la influencia que cada uno de dichos factores genéticos
ejerce tanto en la susceptibilidad (riesgo de desarrollar la
enfermedad), como en el fenotipo o curso clinico seguido
por la EC. El factor genético asociado de forma mds
constante a un fenotipo estenosante de la EC es el
NOD2/CARDI15%!!, cuyas tres variantes principales
(SNP8, SNP12 y SNP13) son, ademds, el principal factor
de susceptibilidad para desarrollar la EC. En ese sentido,
resulta muy util el metaanalisis publicado por Economou
et al'? en 2004, en el cual se incluyeron datos procedentes
de 42 estudios que habian evaluado la presencia de las
tres principales variantes del gen NOD2/CARDI15 en dife-
rentes cohortes de pacientes con EC. Este metaanalisis
demuestra que las variantes del gen NOD2 condicionan
un moderado incremento del riesgo de presentar un feno-
tipo estenosante, cuya odds ratio es de 1,94 (intervalo de
confianza [IC] del 95%, 1,61-2,34). Mas recientemente,
también se ha descrito la asociacién de un polimorfismo
(T280M) en el receptor de fractalkine, una quemoquina
implicada en los fendmenos de quemotaxis y de adhesiéon
leucocitaria al endotelio, a un mayor riesgo de presentar
EC estenosante'.

SINTESIS DE COLAGENO Y OTROS COMPONENTES
DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

Diversos estudios realizados en las décadas de los ochen-
ta y noventa utilizaron técnicas de inmunohistoquimica,
hibridacién in situ y northern blot para estudiar los tipos
celulares presentes en la pared intestinal, asi como para
cuantificar el depdsito de coldgeno y de otros componen-
tes de la matriz extracelular, en muestras de intestino de
pacientes afectados de EC estenosante, EC no estenosan-
te, colitis ulcerosa (CU) y en sujetos sanos. Graham et al'*
demostraron que en el intestino de los pacientes con EC
estenosante hay un mayor nimero de células musculares
lisas, tanto en la capa muscularis mucosa como en la mus-
cularis propia; asimismo, se produce una mayor sintesis y
depdsito de coldgeno y se detecta también un aumento re-
lativo del coldgeno tipo V. Otros autores's, en cambio, al
comparar los hallazgos obtenidos en los pacientes con EC
y CU observaron que en el intestino de los pacientes con
EC hay una mayor expresién de procoldgeno I, Il y IV
que en el de los pacientes con CU. M4s recientemente, se
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ha descrito la presencia de grandes acumulaciones de
mastocitos en las estenosis intestinales. Los mastocitos se
concentran en la capa muscular del intestino y su localiza-
cién coincide con el depdsito de laminina, pero no con el
de otros componentes de la matriz extracelular, como fi-
bronectina o vitronectina'®. Esta observacién sugiere que
los mastocitos participan en la fibrogénesis intestinal, ac-
tivando células mesenquimales de la capa muscular, que
serian las responsables de la sintesis anémala de laminina.
La presencia de unos valores altos de laminina y bajos de
coldgeno IV en el plasma de los pacientes afectados de
EC y CU" apoya esta hipétesis.

FACTORES PROFIBROGENICOS INTESTINALES

Una vez descubierta la presencia de alteraciones en la sin-
tesis de coldgeno y de otros componentes de la matriz ex-
tracelular en los pacientes con EC, el foco de atencidn de
la mayorfa de los trabajos se centr6 en el estudio de diver-
sos factores profibrogénicos o antifibrogénicos, como po-
sible explicacidn a las alteraciones observadas. Dammeier
et al'® hallaron un notable incremento del ARN mensajero
del connective tissue growth factor (CTGF) en el intesti-
no de pacientes con EC o CU, respecto a muestras de in-
testino sano. Ademads, el mismo trabajo demostré que la
expresion de dicho factor era maxima en zonas de fibrosis
o inflamacién muy grave, y también que habia una estre-
cha correlacion entre la expresion de CTGF y la de trans-
Sforming growth factor (TGF) B1 (su inductor), coldgeno I
y fibronectina. En otro estudio similar, Di Mola et al'® ha-
llaron una expresiéon de CTGF 5 veces mayor en la EC
que en la CU o en muestras de colon sano, utilizando hi-
bridacién in situ y northern blot.

Ademais del CTGF, dos de los factores con mayor capaci-
dad para inducir fibrosis en diversos tejidos son el TGF-$3
y el insulin-like growth factor (IGF) 1. En un interesante
estudio, Lawrance et al*® demostraron que la localizacién
de la inflamacién intestinal (limitada a la ldmina propia
en la CU y transmural en la EC) es la que determina el in-
cremento de la expresiéon de TGF-f y IGF-1 en el intesti-
no, el cual origina finalmente el depésito anémalo de co-
lageno, con un incremento de la ratio coldgeno
III/coldgeno, y el desarrollo de fibrosis. En otras palabras,
segin estos autores seria Unicamente la localizacién
transmural de la inflamacién, y no una alteracién especi-
fica de la EC, lo que explicaria la tendencia a desarrollar
estenosis intestinal transmural en la EC y no en la CU.

La presencia de una expresién aumentada de IGF-1 y de
su receptor en los pacientes con EC se ha confirmado en
otros estudios?'?2, en los que se ha observado también un
mayor numero de fibroblastos y miofibroblastos, asi
como una mayor sintesis de procoldgeno al.

METALOPROTEINASAS Y DEGRADACION
DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

En cualquier tejido se produce de forma fisiolégica un
equilibrio entre la sintesis y la degradacién de coldgeno y
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de otros componentes de la matriz extracelular. Las meta-
loproteinasas son un grupo numeroso de enzimas implica-
das en este tltimo proceso, de forma que una alteraciéon
en su funcidén (o en la de las moléculas que regulan su ac-
tividad) puede ser causa de fibrogénesis patoldgica.

En un primer estudio, Bailey et al? hallaron tanto un au-
mento del nimero de células inflamatorias positivas para
gelatinasa B como una mayor expresion extracelular de
stromelysin, limitada a 4reas de fibrosis intestinal en los
pacientes con EC. Resultados parecidos se obtuvieron en
un estudio mas reciente, realizado en pacientes de edad
pediatrica afectados de EC y CU. De nuevo, se observd
un incremento de la expresion de la metaloproteinasa
stromelysin, tanto en la EC como en la CU, respecto a los
controles sanos. En cambio, no hubo diferencias en la ex-
presion del tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP)
1 entre los 3 grupos®. Es posible que el incremento en la
expresioén de metaloproteinasas descrito en los dos traba-
jos anteriores no sea exclusivo de la enfermedad inflama-
toria intestinal, sino comun a cualquier otra entidad que
curse con ulceraciones del intestino. Asi lo sugieren los
resultados de un estudio en el que, ademds de EC y CU,
se incluyé a pacientes afectados de colitis isquémica. En
este estudio se analiz6 la expresion de diferentes metalo-
proteinasas y sus inhibidores, mediantes hibridacién in
situ e inmunohistoquimica, y se concluyé que hay un pa-
tron de sobreexpresion de diversos factores (colagenasa
3, stromelysin 2 y TIMP 3) comiin a las 3 entidades que
cursan con ulceracién colénica (EC, CU y colitis isqué-
mica), que no se observa en el colon sano?.

TECNICAS DE AISLAMIENTO DE FIBROBLASTOS
INTESTINALES

Es bien sabido que diversas células mesenquimales, como
los fibroblastos, los miofibroblastos y las células muscu-
lares lisas, desempefian un papel fundamental en el desa-
rrollo de la fibrosis en diferentes tejidos. En cambio, es
todavia motivo de controversia si la causa inicial de la fi-
brosis reside en alteraciones primarias de dichas células o
bien si éstas sélo actian como efectoras, respondiendo a
sefiales que tienen lugar con anterioridad y, probablemen-
te, relacionadas con el fendmeno inflamatorio. Para acla-
rar este punto, en el caso de la fibrogénesis intestinal aso-
ciada a la EC se han desarrollado en los ultimos afios
diversas técnicas que permiten obtener fibroblastos y
otras células mesenquimales a partir de muestras de intes-
tino, para ser luego estudiadas in vitro, desde un punto de
vista tanto morfolégico y funcional.

Hay dos tipos de técnicas para obtener fibroblastos a par-
tir de muestras de intestino: a) técnicas basadas en el so-
brecrecimiento (outgrowth), que consisten en mantener
un fragmento de mucosa intestinal en condiciones de cul-
tivo favorables, de forma que, pasado un tiempo, los fi-
broblastos son los tnicos tipos celulares capaces de adhe-
rirse al pléstico y proliferar®®?’, y b) técnicas basadas en
la digestién enzimatica del tejido, mediante las cuales se
realiza un proceso de triturado mecdnico y digestion enzi-
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Fig. 2. Estudio inmunohistoquimico de un cultivo de fibroblastos intesti-
nales, procedentes de un paciente con enfermedad de Crohn. A) La to-
talidad de las células presentan una intensa expresion de vimentina en
su citoplasma. B) La tincion mediante o-actina permite diferenciar una
proporcion de células que expresan este marcador (miofibroblastos),
mientras que la mayoria de las células son negativas para o-actina (fi-
broblastos). C) Tan sdlo alguna célula aislada presenta positividad
para desmina en este tipo de cultivos (células musculares lisas).

matica de la mucosa intestinal, como paso previo al culti-
vo descrito anteriormente?®.

Hay diversos tipos de células mesenquimales que pueden
aislarse de la pared intestinal. Si bien a menudo se hace
referencia a ellas, de forma genérica, como «fibroblastos
intestinales» o «células mesenquimales del intestino»,
pueden diferenciarse 3 tipos celulares distintos mediante
inmunohistoquimica: a) fibroblastos, que son vimentina
(+), o-actina (-) y desmina (-); b) miofibroblastos, que se
diferencian de los anteriores por ser a-actina (+), lo cual
les confiere capacidad contrictil, y ¢) células musculares
lisas, que son positivas para los 3 marcadores menciona-
dos y suponen sélo un pequeilo porcentaje del total de cé-
lulas aisladas®*?? (fig. 2).

Las técnicas para aislar fibroblastos intestinales no pro-
porcionan un aislamiento «puro», sino una mezcla de es-
tos 3 tipos celulares. En este sentido, Strong et al® de-
mostraron que las técnicas que incluyen digestion
enzimdtica de la mucosa proporcionan un mayor porcen-
taje de miofibroblastos que las técnicas de sobrecreci-
miento. También se debe tener en cuenta que dicho feno-
tipo no es algo fijo en el tiempo, sino que puede
producirse una transformacién de un tipo celular a otro,
en funcién de diferentes estimulos. Asi, el TGF-B induce
la transformacién hacia un fenotipo tipo miofibroblasto®,

igual que cuando las células son cultivadas a baja densi-
dad?!, mientras que el IGF-1 induce la transformacién de
miofibroblastos en fibroblastos®.

ESTUDIOS MORFOLOGICOS Y FUNCIONALES
EN FIBROBLASTOS INTESTINALES AISLADOS

Diversos estudios han demostrado que los fibroblastos in-
testinales procedentes de pacientes con EC poseen una se-
rie de caracteristicas funcionales especificas. Este hecho
apoyaria la teoria que sostiene que hay una serie de altera-
ciones primarias en los fibroblastos intestinales como res-
ponsables, al menos en parte, de la fibrogénesis andmala
que tiene lugar en la EC. En uno de los primeros estudios,
Stallmach et al*> demostraron que los fibroblastos obteni-
dos de zonas estendticas del intestino de pacientes con EC
sintetizan una mayor cantidad de coldgeno, especialmente
de tipo III, y son mds sensibles a la accién estimuladora
del TGF-B1. Dos estudios?®* coinciden en sefialar que los
fibroblastos intestinales procedentes de pacientes con en-
fermedad inflamatoria intestinal (tanto EC como CU) pro-
liferan de forma mds rdpida, tanto basalmente como en
respuesta a diferentes estimulos, que los fibroblastos obte-
nidos a partir de muestras de colon sano. En uno de estos
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estudios® la capacidad de proliferacién fue mayor en la
EC estenosante que en la CU, mientras que en el otro es-
tudio® no se observaron diferencias entre las dos enfer-
medades. También se han observado diferencias en rela-
cién con la capacidad de activacién de los fibroblastos.
Vogel et al?”’ demostraron que los fibroblastos intestinales
procedentes de pacientes con EC y CU poseen una expre-
siéon mucho mayor de la molécula coestimuladora CD40.
Al ser expuestos al ligando de esta molécula (CD40L), se
produce una gran activacién de los fibroblastos, demos-
trada por el incremento de diversas moléculas de adhesion
en su superficie, como ICAM-1 y VCAM-1, la secrecién
de interleucina (IL) 8 y la capacidad de unirse a linfoci-
tos. Finalmente, los fibroblastos procedentes de pacientes
con EC estenosante expresan mds TGF-B2, menos TGF-
B3 y menos TIMP-1 que los fibroblastos obtenidos a par-
tir de muestras de colon sano*3.

MODELOS EXPERIMENTALES DE FIBROSIS
INTESTINAL

A diferencia de lo que ocurre en la colitis experimental,
en la que disponemos de un gran nimero de modelos ani-
males diferentes, hay pocos modelos experimentales
especificamente disefiados para reproducir la fibrosis in-
testinal. Este hecho ha sido una de las principales limita-
ciones para el desarrollo de nuevas estrategias de trata-
miento antifibrogénico en el intestino. En el afio 2003,
Lawrance et al** describieron un modelo de fibrosis intes-
tinal en el ratén, inducido por la administracién intracolé-
nica repetida y en dosis ascendentes del hapteno TNBS.
Los autores demostraron el desarrollo de un alto grado de
fibrosis intestinal, de forma practicamente constante, tan-
to en ratones CD1 como Balbc. Dos afios mas tarde, Va-
llance et al*® decribieron un nuevo modelo, basado en la
transfeccion de TGF-3 1 al epitelio colénico, mediante un
vector administrado en forma de enema. Una vez demos-
trada la eficacia de la transfeccién en el epitelio colénico,
los autores observaron que a dicha intervencion le sigue
la aparicién de células con fenotipo miofibroblasto y un
mayor depdsito de coldgeno, lo cual conduce a una inten-
sa fibrosis intestinal y, a menudo, a la oclusién intestinal.
Ademds de proporcionar un nuevo modelo experimental,
este trabajo demuestra, una vez mas, el papel clave que
desempeiia el TGF-J en la fibrogénesis intestinal.

A diferencia de los modelos previamente mencionados,
especificamente disefiados para estudiar la fibrosis intes-
tinal, debe de tenerse en cuenta que en la mayoria de los
numerosos modelos de colitis experimental actualmente
utilizados (como la colitis inducida por TNBS o por pep-
tidoglicano-polisacédrido en la rata), ademds de las lesio-
nes de tipo inflamatorio hay también un componente, méas
0 menos intenso, de fibrosis intestinal.

TERAPIA ANTIFIBROGENICA INTESTINAL

Son relativamente pocos los estudios que han evaluado
las posibles estrategias para prevenir o tratar la fibrosis
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intestinal. En el primero de ellos, Lawrance et al** logra-
ron atenuar de forma notable el desarrollo de fibrosis in-
testinal inducida por TNBS, especialmente cuando los
animales fueron pretratados con un oligonucledtido anti-
sentido para la subunidad p65 del factor de transcripcién
NF-xB, mientras que el efecto fue algo menor cuando el
tratamiento con el oligonucleétido se realizé una vez ya
establecida la fibrosis intestinal. En un segundo estudio se
ensayo6 el tratamiento con captopril, un inhibidor de la en-
zima de conversion de la angiotensina, en la colitis indu-
cida por TNBS en la rata. La eleccion de este farmaco se
basa en el hecho de que la angiotensina II ha demostrado
ser un factor clave en la fibrogénesis hepdtica, pulmonar
y renal. El pretratamiento con captopril redujo significati-
vamente la fibrosis intestinal que de forma caracteristica
presentan los animales 3 semanas después de la adminis-
tracion intracol6nica de TNBS. En este estudio se demos-
tré también una clara reduccién del TGF-B 1 colénico, lo
cual sugiere que el efecto antifibrogénico logrado por el
captopril podria estar mediado por este factor®’.

Finalmente, en un estudio mds reciente, Theiss et al®® de-
mostraron que la administracién de hormona del creci-
miento tiene un efecto antifibrogénico moderado en el
modelo de colitis experimental inducido por la injeccién
subserosa de peptidoglicano-polisacdrido en la rata, sin
que se observe, en cambio, ningin efecto antiinflamatorio.

CONCLUSIONES

A pesar de su relevancia clinica, los mecanismos que regu-
lan la fibrogénesis intestinal son todavia muy poco conoci-
dos. Se ha descrito una serie de alteraciones, tanto en el teji-
do intestinal como en los fibroblastos aislados, que parecen
contribuir a la fibrosis del intestino. No obstante, serdn ne-
cesarios muchos mas estudios para comprender mejor la fi-
siopatologia de la fibrosis intestinal y desarrollar estrategias
de prevencion y tratamiento de esta complicacion.
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