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Resumen

Abstract

Antecedentes: Se ha informado que niveles de ci-
tocinas proinflamatorias como IL-6 y TNF-o pue-
den determinar el grado de inflamacién de la coli-
tis ulcerosa cronica idiopdtica (CUCI).

Objetivo: Medir la expresion del gen de IL-6 y
TNF-o en pacientes con CUCI y compararla con
la de sujetos sanos y con inflamacién inespecifica,
asi como determinar su correlacién con la activi-
dad histoldgica.

Pacientes y métodos: Se estudiaron 36 pacientes
con CUCI, 13 controles sanos y 11 con inflamacién
sin enfermedad inflamatoria intestinal (EEI). A
partir de la extraccion del dcido desoxirribonuclei-
co total, se sintetizdé 4cido desoxirribonucleico
de cadena complementaria mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). La cuantifi-
cacién relativa de la expresion se realizo a través
de la PCR en tiempo real para IL-6 y TNF-a. El
andlisis estadistico se llevd a cabo con la prueba
de Kruskal-Wallis y la correlacién de Spearman.
Resultados: La expresion de IL-6 aumentd en pa-
cientes con CUCI activa en comparacién con los
controles (p = 0.004) y con los enfermos con CUCI
en remision (p = 0.014). No existid diferencia sig-
nificativa entre los pacientes con CUCI activa y
controles inflamados (p = 0.446). La expresion

Background: It has been reported that pro-infla-
mmatory cytokines levels like IL-6 and TNF-o
can determine the degree of inflammation of ul-
cerative colitis (UC).

Aims: To measure the gene expression of IL-6
and TNF-o. in patients with UC and controls
and to correlate with histological activity.
Patients and methods: We studied 36 patients
with UC, 13 healthy controls and 11 with infla-
mmation. After total ribonucleic acid (RNA) ex-
traction, complementary deoxyribonucleic acid
(DNA) was synthesized by polymerase chain
reaction (PCR) and relative expression was de-
termined through real-time PCR for IL-6 and
TNF-o. Statistical analysis was performed using
the Kruskal-Wallis test and Spearman correla-
tion.

Results: The expression of IL-6 increases in pa-
tients with active UC compared to controls (p
= 0.004) as well as UC patients in remis-
sion (p = 0.014). There was no significant
difference between patients with active UC and
controls with inflammation. (p = 0.446). Gene
expression of TNF-o. was higher in biopsies from
patients with UC activity compred with control
subjects (p = 0.004), as well as those in remission



del gen de TNF-o. es mayor en biopsias con CUCI
en actividad en comparacion con sujetos controles
(p = 0.004) y en remision (p = 0.001). La expre-
sién de IL-6 correlacioné de manera significativa
(p = 0.02) con la actividad histoldgica.
Conclusiones: La expresion del gen de IL-6 y
TNF-0. estd aumentada en pacientes con CUCI
activa. La IL-6 es mejor marcador de inflamacién
intestinal ya que su expresion correlaciona con la
actividad histolégica.

Palabras clave: colitis ulcerativa, expresion genéti-
ca, interleucina 6, factor de necrosis tumoral alfa,
recto. México.

Introduccion

La enfermedad inflamatoria intestinal (EII) com-
prende dos entidades clinicas, la colitis ulcerativa
crénica idiopdtica (CUCI) y la enfermedad de Cro-
hn (EC), cuya etiologia se desconoce y en las que
factores genéticos, ambientales e inmunoldgicos
contribuyen a su patogénesis.'*

La inflamacién es una reaccién del organismo
en que las células inmunitarias producen una va-
riedad de citocinas que favorecen esta condicién.’
En la actualidad se desconoce si lo que ocurre es
una respuesta exagerada a la microbiota intestinal
con un proceso de hipersensibilidad o si se tra-
ta de un proceso de hiposensibilidad que podria
actuar como factor desencadenante. Sin duda,
ambas condiciones pueden suscitarse, siempre en
combinacion con el factor ambiental y la predispo-
sicién genética. El conocimiento de los mecanis-
mos inmunolégicos desencadenados en la EIl ha
permitido identificar nuevas estrategias terapéu-
ticas mediante el bloqueo directo de citocinas
proinflamatorias como la IL-6 y el TNF-o. La
CUCI presenta una respuesta inmunitaria anormal
en la mucosa intestinal.® En la CUCI se informa un
aumento en la respuesta del sistema inmunitario
que conduce a la producciéon de mediadores infla-
matorios como citocinas y moléculas de adhesién
que causan destruccion celular.” Por lo anterior, es
importante considerar el papel que pueden tener
las citocinas IL-6 y TNF-a en las diferentes si-
tuaciones de la enfermedad (como actividad y
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0.001). The expression of IL-6 correlated
0.02) with histological acti-

(p
significantly (p
vity.
Conclusions: The gene expression of IL-6 and
TNF-o is increased in active UC. Interleukin 6 is
better marker of bowel inflammation because its
expression correlates with histological activity.

Key words: ulcerative colitis, gene expression,
interleukin-6, tumor necrosis factor-alpha, rec-
tum, Mexico.

remisién) con el fin de desarrollar nuevos métodos
diagnésticos y terapéuticos.®

Existen estudios en los que se informan dife-
rencias en la expresién génica de citocinas entre
los pacientes con EII y controles.” Sin embargo,
en pocos se analiza la relacion entre la expresion
génica y la actividad (clinica e histolégica) o las
diferentes situaciones de la enfermedad (remision,
actividad leve, moderada y grave). En este traba-
jo se realiza un andlisis cuantitativo del 4cido ri-
bonucleico mensajero (mRNA) del gen de IL-6 y
TNF-o en la mucosa intestinal de pacientes con
CUCI y se evalta su correlacién con el grado de
actividad histolégica para identificar un marcador
molecular de inflamacidn.

Pacientes y métodos

Pacientes

Se estudiaron 36 pacientes con CUCI, 19 con acti-
vidad (12 mujeres, edad media 37 + 2 afios) y 17
en remisién (9 mujeres, edad media 40 + 2 afios)
que acudieron a la Clinica de Enfermedad Inflama-
toria Intestinal del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn. Todos los
sujetos del estudio dieron su consentimiento para
participar en el estudio. El diagnéstico de CUCI se
confirmd por histopatologia. La actividad inflama-
toria se evalud en forma clinica y por endoscopia
seglin la puntuaciéon de MAYO vy la actividad his-
toldgica se establecid usando el sistema de gradiente
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Tabla 1.

en la mucosa rectal de pacientes con colitis ulcerosa cronica idiopatica y controles

Cantidad de biopsias de diferentes regiones de intestino empleadas en el estudio

Pacientes con CUCI Controles
Infl amado | Remisién Infl amado | No infl amado
{leon terminal-ciego 4 3 0 4
Colon ascendente-transverso 6 4 0 4
Colon descendente 6 4 0 4
Colon sigmoide 3 2 0 2
Recto 22 19 13 14
descrito por Riley.!’ Se incluyeron 13 controles sa-  Tabla 2.

nos (8 mujeres, edad media 40 + 2 afios) que acu-
dieron por pérdida de peso en estudio o que habian
cursado con anemia (ya resuelta) sin otras enferme-
dades asociadas (cdncer, enfermedad autoinmuni-
taria, colitis medicamentosa, colitis postradiacion,
colitis infecciosa, colitis isquémica, etc.), sin datos
clinicos o endoscépicos de EIl y que mostraran
una biopsia colénica de caracteristicas normales.
También se incluyé un grupo de 11 pacientes (5
mujeres, edad media 44 + 2 afios), con datos de
inflamacién (proctitis cronica leve), sin hallaz-
gos histoldgicos compatibles con EII y sin etio-
logia conocida.

Tejido

Se obtuvo un total de 60 biopsias de mucosa rectal
a las cuales se les cuantificd la expresion génica
de IL-6 y TNF-o. Para el gradiente de expresion de
IL-6, se tomaron biopsias de distintos segmentos
del intestino grueso (ciego, colon ascendente, co-
lon transverso, colon descendente, colon sigmoide
y recto), como se ilustra en la Tabla 1.

Las biopsias se colocaron en tubos crioviales con
1 mL de preservador de 4acidos nucleicos (RNA la-
ter®), se mantuvieron a temperatura ambiente por
un periodo de 6 a 8 horas, y mds tarde fueron al-
macenadas a -70 °C hasta el momento de la extrac-
cién del RNA.

Extraccion del RNA total y reaccion de la trans-
criptasa inversa (RTR)

El RNA total se obtuvo empleando un estuche de
extraccion (High Pure RNA Tissue Kit de Roche),
seglin la metodologia sugerida por el fabricante.
Las biopsias se mezclaron en un homogeneizador
durante 1 minuto con amortiguador de lisis, la
mezcla se lavé con etanol al 100%, empleando las

Caracteristicas de los iniciadores empleados en la PCR en
tiempo real

Gen Iniciador sentido Iniciador antisentido
IL-6 S’tctgctcccacaatgaaacat3”  3'gatgcccagggaagacags’
TNF-¢¢  5S'cagcctcttctecttcetga3”  3'gccagagggctgattagagas”
RPLPO  5'gaagctctatctcgectcca3” — 3‘agcaggcaacaccaggags’

columnas de purificacion, se centrifugd a 13 000
xg durante 15 segundos, se lavd con amortiguador
a 13 000 xg durante 15 segundos, y para finalizar
se agregd 100 pL de amortiguador de elucién para
diluir el RNA total.

La sintesis de DNA de cadena complementa-
ria se realiz6 mediante la RTR en tiempo real. La
reaccion se llevd a cabo con 20 pL de la siguiente
forma: preincubacién, 25 °C x 10 minutos; incuba-
cién, 55 °C x 30 minutos, seguida de la desnatu-
ralizacidn, 85 °C x 5 minutos en un termociclador
(Perkin-Elmer 9600 Co. Norwalk, CT).

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (PCR-TR)

La reaccién en cadena de la polimerasa se realizo
empleando como sustrato el DNA complementario
que resulto de la retrotranscripcién. Para la ampli-
ficacion de las regiones de interés, la reaccion se
llevé a cabo en 10 pL. Para determinar la expre-
sion relativa de los genes de IL-6, TNF-a y RPLPO
(ribonucleoproteina larga humana PO, como gen
de referencia), se utilizé el termociclador Light Cy-
cler 2.0 Roche® e iniciadores sentido y antisenti-
do de Amplio byosystem® y sondas Tag Man para
cada gen (Universal Probe Library Set, Human de
Roche®), como se ilustra en la Tabla 2.
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Tabla 3.

Caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes

Fonseca-Camarillo GC et al.

CUCI activa CUCI remisién Grupo control
Edad promedio 37.31 40.88 40.72
Género
Femenino 12 9 13
Masculino 7 8 11
Edad al diagnéstico
<40 anos 14 11
>40 afos 5 6
Extension
Pancolitis 16 10
Distal 3 7
Manifestaciones extraintestinales
No 10 15
si 9 2
Respuesta al tratamiento
si 18 17
No 1
Tabla 4. La amplificacion se realizé bajo las siguientes
Correlacién de las variables clinicas con la expresion condiciones: un programa de desnaturalizacién a
del gen IL-6 95 °C durante 10 minutos, 45 ciclos de amplifica-
N | Media |Desviacién | Valor p cién (95 °C-10 segundos, alineacién 60 °C 10 se-
9 N .
Edad promedio 36 | 8.660 19.730 0327 gundosl, ex.tenswn 40 °C-30 segundos) y un ciclo
- de enfriamiento a 40 °C durante 30 segundos.
Duracion de la enfermedad
Reciente P v 2=
diagnostico 0 0.016 Anadlisis estadistico
Menos de 1 afio 3 | 1.282 1.213 La comparacién de los datos de grupos indepen-
1 a 3 afios 9 | 24.735 | 35.370 dientes se analiz6 mediante la prueba no para-
3 afios en adelante | 24 | 3.432 4,686 métrica de Kruskal Wallis. Para determinar la co-
Edad de diagnéstico rrelacion entre la expresion del gen de IL-6 con la
<40 anos 31 | 10.8354 | 22418 actividad histolégica como marcador de inflama-
>40 anos 5 | 342 2.651 cién se utilizé la prueba de correlacién de Spear-
ERICNSION man. Se tomo como significativo un valor de p <
Pancolitis 10 | 1.575 1.899 0.185 0.05. El anlisis estadistico se realizé con el paque-
Distal 26 | 11.384 | 22713 te estadistico SPSS version 15.0.
Manifestaciones extraintestinales
Sin manifestaciones | 25 6.497 15.951 R | t d
Artritis o artralgias 7 19.583 32.743 0.617 esu ados S -
Colangitis 326 Se incluyeron 60 individuos en el aI.la-hSlS final, de
Pioderma gangre- 5 | 1955 1237 los cuales 17 tenian CUCI en remisién, 19 CUCI
[0SO activa y 24 fueron del grupo control. Las caracte-
Eritema nodoso 1 5.08 .o . Lo
- risticas clinicas y demogréficas se muestran en la
Respuesta al tratamiento Tabla 3
Con respuesta 27 | 9.792 22.172 abia 3.
Dependiente .z
do aetercides 8 | 528 10.031 0.844 Expresion del gen IL-6 y TNF-o.
Resistente a los o | sos La expresion de IL-6 se encontro mgmﬁcatlvam?n-
esteroides ) te mds elevada en los pacientes con CUCI activa
Resistente a los in- 0 en comparacioén con los enfermos con CUCI en re-

munomoduladores

Intolerante a inmu-
nomoduladores

misién (p = 0.004) y con los controles sanos (p
= 0.001). No se encontré diferencia significativa
entre los pacientes con CUCI activa y los controles
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con inflamacién (p = 0.446). La expresion del gen
de TNF-o. fue mayor en las biopsias rectales de pa-
cientes con CUCI activo que en sujetos controles (p
= 0.004) o en remisién (p = 0.007). No se observé
diferencia significativa entre individuos controles
sanos y los pacientes con CUCI en remision (p =
0.196) (Figuras 1y 2).

Gradiente de expresion de IL-6 en el intestino

El patrén de expresion del gen de IL-6 en los pa-
cientes con CUCI activa y pancolitis fue mayor en
las biopsias de colon sigmoide y recto respecto a
los pacientes en remisién. En los sujetos control la
expresion estuvo disminuida y fue homogénea en
todas las regiones del intestino (Figura 3).

Expresion del gen de IL-6 y su correlacion con la
actividad histoldgica
La correlacion fue significativa entre la expresion
del gen de IL-6 y la actividad histolégica (p
0.002) (Figura 4).

Asociacion de la expresion de IL-6 y las caracte-
risticas clinicas

Los pacientes con mayores grados de expresion del
gen de IL-6 tenian una evolucién de la enferme-
dad de mds de 3 anos (p = 0.016). La respuesta al
tratamiento médico y el curso clinico no mos-
traron diferencia significativa (p = 0.844y p =
0.680, respectivamente). No se encontraron dife-
rencias entre la expresién de IL-6 en variables cli-
nicas como extensién de la enfermedad, género,
edad al momento del diagndstico y manifestacio-
nes extraintestinales (Tabla 4).

Discusion

En el presente trabajo se cuantific la expresion
del gen de IL-6 y de TNF-o. en la mucosa rectal
de pacientes con CUCI activa, en remisién y en un
grupo control. Los hallazgos obtenidos de la ex-
presién del gen de IL-6 en los diferentes grupos
de estudio mostraron que la expresion en biopsias de
recto en pacientes con CUCI activa estaba aumentada
en comparacion con CUCI en remisién y contro-
les sanos. Los niveles de expresion del gen de IL-6
y de TNF-o disminuyeron en pacientes con CUCI
en remision comparados con el grupo control. De-
terminar la expresién de la IL-6 y correlacionarla
con la actividad histolégica permitié confirmar los
hallazgos histopatoldgicos para seleccionar de ma-
nera adecuada los grupos de estudio (CUCI activa
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0 en remision) y sirvié para confirmar que la IL-6
es un buen marcador molecular de inflamacién y
en consecuencia de actividad. Existen diferencias en
la expresion de esta interleucina entre sujetos con
CUCI activa e inactiva, los del grupo control sano
y los del grupo control con inflamacién. Su expre-
sion aumenta de manera sustancial en los pacien-
tes con CUCI activa comparados con los del grupo
control inflamado y esto se debe a que la expresion
no es similar en cualquier proceso inflamatorio.

Estos hallazgos confirman los resultados ob-
tenidos por Raddatz y colaboradoress’ quienes en-
contraron mayor expresion de IL-6 en recto y sig-
moide de pacientes con CUCI activa con respecto a
los pacientes en remision.

Cantor y colaboradores encontraron que el
polimorfismo (-174G/C) del gen IL-6 afecta la ac-
tividad y expresion del mRNA y por lo tanto de la
proteina. El polimorfismo (-174G/C) del gen de
IL-6 se relacioné con el desarrollo de EIL!' Sawa
y colaboradores'? determinaron mediante la téc-
nica de PCR en tiempo real un aumento significa-
tivo en la expresion de los niveles de mRNA del gen
de TNF-a en biopsias de intestino en condiciones
de inflamacién aguda de sujetos con CUCI con res-
pecto a los sujetos control. Los niveles de mRNA
de las citocinas de Th1 y de Th2 estdn incrementa-
dos en la mucosa colénica de pacientes con CUCI,
lo que sugiere la posibilidad del papel fundamen-
tal que desempenarian la inmunidad celular y la
humoral en la patogénesis de la CUCI.*?

Hasta el momento no se han realizado estu-
dios que asocien los grados de expresion de IL-6 y
TNF-o. con caracteristicas clinicas de la CUCI. En
este trabajo se observé que los pacientes con CUCI
con mayores niveles de expresiéon de IL-6 fueron
los que presentaban mayor grado de actividad his-
toldgica (p = 0.002).

No se observaron diferencias significativas en
los niveles de expresion del gen de IL-6 y TNF-o
en variables como el género ya que los valores de
expresién de ambos genes son similares en hom-
bres y en mujeres. En relacién con otra variable
como la extension de la CUCI, se demostré que la
expresion de IL-6 difiere en las distintas regiones
del colon en los pacientes con esa afeccion, ya que
en personas normales se comprobd una expresion
homogénea a lo largo de todos los segmentos del
colon. Esta posible diferencia de expresion en las
distintas regiones del colon puede marcar la di-
ferencia para que algunos pacientes desarrollen
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Figura 1.
Expresién de IL-6 en mucosa de recto
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La expresion del IL-6 se encontré significativamente aumentada en los pacien-
tes con CUCI activa en comparacién con los enfermos con CUCI en remision (p
= 0.004) y con los controles sanos (p = 0.001). El valor p < 0.01 se considerd
significativo.

Figura 2.
Expresion de IL-6 en intestino
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.
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—A— Control

La expresién de TNF-a se encontré aumentada en los pacientes con CUCI activa en
comparacién con los enfermos con CUCI en remision (p = 0.007) y en los contro-
les sanos sélo se observo tendencia (p = 0.048). El valor p<0.01 fue considerado
significativo. NS= no significativo.

pancolitis y otros CUCI distal. En relacién con las
manifestaciones extraintestinales, tampoco se en-
contrd asociaciéon con los grados de expresiéon
de IL-6 y TNF-a, lo que indicaria que los ni-
veles de expresion de ambas citocinas en el recto
se relacionan con el desarrollo de la CUCI, pero
tal vez no guardan ninguna relacién con compli-
caciones que la CUCI produce en otros 6rganos.
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Figura 3.
Expresién de TNF-o en mucosa de recto
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Patron de expresion de IL-6 en biopsias de regiones de colon e ileon de pacientes
con CUCI activa, en remisién y en sujetos sanos (Y = Ileon, C = Ciego, A =
Ascendente, T = Transverso, D = Descendente, S= Sigmoide, R = Recto).

Figura 4.
Correlacién de la expresiéon de IL-6 con
la actividad histolégica
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La correlacién de Spearman fue significativa entre los niveles de expresién del
gen de IL-6 con la actividad histolégica

(p = 0.002). Se observa mayor expresion del gen de IL-6 en aquellos pacientes
con actividad histolégica grave.

Lo anterior explicaria que los niveles de expresién
de IL-6 se encuentran aumentados en pacientes
con CUCI en remisién en comparacién con el gru-
po control y confirmaria el aumento de la expre-
sion de IL-6 como factor de riesgo para mantener
una CUCI activa.

Este tipo de estudios bdsicos permite identi-
ficar marcadores bioquimicos de inflamacién y
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establecer diferentes grupos de estudio, ademds
de apoyar su po sible aplicacién en la clinica y
su uso potencial en la administracién de terapias
biolégicas. Un mayor conocimiento de los media-
dores implicados en la inflamacién intestinal ha
abierto nuevas lineas de investigacién basadas en
la manipulacién de la respuesta inmunitaria con
fines terapéuticos, como son la neutralizacién de
citocinas proinflamatorias como el TNF-o. El in-
fliximab es un anticuerpo monoclonal quimérico
murino-humano contra el TNF-o, que se desarrolld
como agente terapéutico frente a las enfermedades
mediadas por el TNF-o. El tocilizumab es un an-
ticuerpo monoclonal humanizado que se une al
receptor de la interleucina 6 (IL-6) y bloquea asi
la actividad de esta citocina, una proteina con una
funcién importante en el proceso inflamatorio; en
un ensayo clinico de fase Il muestra buena toleran-
cia al tratamiento y mejora los sintomas durante la
fase aguda de la inflamacién.

En conclusion, la expresion del gen de IL-6 es
un buen marcador molecular de inflamacién com-

340

en la mucosa rectal de pacientes con colitis ulcerosa cronica idiopatica y controles

parada con la expresién de TNF-o ya que se encon-
tré una correlacion significativa de la expresién de
IL-6 con el grado actividad histolégica.
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