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Fibrosis intestinal y Enfermedad de Crohn

Carolina Figueroa C."V

INTESTINAL FIBROSIS AND CROHN'S DISEASE

Fibrogenesis in Crohn’s disease (CD) leads to intestinal stricture and fibrostenosing
phenotype. Despite the remarkable success in the last years in medical therapies for CD,
fibrostenosing phenotype is still difficult to deal with. Most of these patients need surgery
trough their lives. There is a lot of information of fibrogenesis process on liver, lung or
skin but we have fewer knowledge about the mechanisms involved in intestinal fibrosis.
This article aims to review some of this factors and mechanisms associated to the
development of fibrosis in CD. Probably, the identification of more elements that contribute
to fibrogenesis in CD allow us in the future to have better treatments on patients and

eventually to prevent this complication.
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Introduccion

La Enfermedad inflamatoria intestinal (EII)
y mas especificamente la enfermedad de Crohn
(EC) es una entidad cuya incidencia ha ido en
aumento en los ultimos afios. En Chile no exis-
te un catastro de la enfermedad, pero es pro-
bable que también esté aumentando su inci-
dencia ya que este cambio se ha relacionado
en otras regiones con la mejoria del nivel
socioeconomico. Clinicamente la EC se clasi-
fica en 3 fenotipos principales: inflamatorio,
estenosante y fistulizante'2. En los pacientes
con EC estenosante se produce una disminu-
cion progresiva del lumen intestinal secundario
a fibrosis localizada, proceso que puede ser
inicialmente asintomadtico hasta que aparecen
manifestaciones clinicas como dolor, distension
abdominal, nduseas y vomitos. Esta sintoma-
tologia puede presentarse incluso en ausencia
de actividad inflamatoria®**. En la colitis ulce-
rosa (CU) también puede aparecer el fenéme-
no de fibrosis, pero el hecho de que el com-

promiso es s6lo de mucosa y submucosa la
traduccion clinica de la fibrosis intestinal es de
menor importancia. Al momento de realizar el
diagndstico de EC sdlo un 10% de los pacien-
tes presentan estenosis, sin embargo, cerca
del 50% de los pacientes portadores de EC
sufriran esta complicacion a lo largo de su
vida®.

El desarrollo del fenotipo estenosante com-
plica el manejo de la enfermedad ya que no
existe un tratamiento especifico. Por otro lado,
predispone al desarrollo de cuadros de obs-
truccion y sub-oclusion intestinal siendo la al-
ternativa quirargica y la reseccion del segmento
comprometido el recurso terapéutico mas utili-
zado. Desgraciadamente la resolucion quirur-
gica tampoco es definitiva y cerca del 40% de
estos pacientes requeriran de una segunda in-
tervencion, lo que a largo plazo determina un
deterioro en la calidad de vida de los pacientes
y un aumento considerable en los costos de la
enfermedad®.

En los tltimos afios se ha avanzado en dilu-
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cidar los mecanismos subyacentes al desarro-
llo de la fibrosis intestinal en la EC, sin embar-
g0, aun tenemos preguntas sin resolver. Por
ejemplo: ;Qué factores determinan que un
paciente portador de EC desarrolle un
fenotipo estenosante?. ;jSerd posible pre-
venir el desarrollo de fibrosis en estos pa-
cientes? ;jQué factores involucrados en el
desarrollo de este fenomeno son modifica-
bles y de qué manera? El avance en el trata-
miento de la EC, especialmente con la incor-
poracion de los medicamentos biologicos, ha
representado un importante logro y ha signifi-
cado un cambio en el curso de la enfermedad
de un grupo de pacientes. En nuestro medio
aun el acceso a estas terapias es limitado por
su alto costo. Sin embargo, a pesar de estos
cambios la incidencia de estenosis no ha va-
riado’.

El fenomeno de fibrosis intestinal en la EC
es secundario al proceso inflamatorio cronico
de la mucosa. Durante un brote o crisis de EC
se producen lesiones ulcerativas de la mucosa
y pared intestinal que estimulan mecanismos
de reparacion tisular. Es probable que estos
mecanismos se encuentren alterados generan-
do un desbalance entre la produccion de ma-
triz extracelular (MEC) y su degradacion lle-
vando a desarrollar zonas de estenosis. En este
proceso hay multiples factores involucrados los
que seran detallados a continuacion.

Factores genéticos

En el ultimo tiempo se han logrado identifi-
car multiples variantes genéticas involucradas
tanto en la susceptibilidad (riesgo de desarro-
llar la enfermedad), como en el fenotipo o cur-
so clinico seguido por la EC. En el meta-anali-
sis publicado por Economou et al, se estudia-
ron las tres variantes mas frecuentes del gen
NOD2/CARD15 (SNP8, SNP12 y SNP13) y
se pudo demostrar que la presencia de éstas
constituye un factor de riesgo muy importante
para el desarrollo de estenosis®.

Otro factor genético estudiado en EC son
los polimorfismos de los receptores Toll-like
(TLR). Los TLR se encuentran presentes en
distintos tipos celulares y forman parte del sis-
tema inmune innato. Se han descrito al menos
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nueve TLR diferentes y cada uno de ellos se
une a un ligando diferente o combinacion de
éstos. Los fibroblastos expresan en su mem-
brana multiples TLR y se activan cuando es-
tos receptores unen moléculas de origen bac-
teriano (DNA bacteriano, lipoproteinas, etc)’.
Ciertamente en el intestino humano existen
multiples moléculas capaces de activar al sis-
tema inmune innato, pero fisioldgicamente esta
respuesta es controlada, manteniendo la ho-
meostasis. Es probable que en el subgrupo de
pacientes que desarrollan una EC de fenotipo
estenosante exista alguna mutuaciéon puntual
en estos receptores que determine una res-
puesta alterada del sistema inmune innato. Esta
respuesta alterada, desencadenada por la flora
comensal, puede traducirse en un proceso de
reparacion de la lesion intestinal anémalo, con-
duciendo finalmente a una excesiva prolifera-
cion de fibroblastos y de otras células mesen-
quimales. Esta proliferacion de este tipo celu-
lar generaria una mayor produccion y depoésito
de colageno y fibronectina, lo que acaba cau-
sando, en ultima instancia, la fibrosis intestinal.
Asociado a esto, el proceso inflamatorio esti-
mula la angiogénesis lo que facilita la llegada
de otras células proinflamatorias contribuyen-
do a la cronicidad de la alteracion.

Factores celulares

Durante la inflamacion crénica o aguda, ma-
crofagos y neutrofilos secretan radicales libres
y enzimas degradadoras generando dafio lo-
cal. A esto le sigue la liberacion de citoquinas
proinflamatorias asi como de activadores celu-
lares y quimiotacticos. Otro grupo celular par-
ticipante son los miofibroblastos. Una de las
funciones principales de estas células es la de
migrar al sitio de dafio y luego contraerse dis-
minuyendo el area afectada. También son pro-
ductoras de MEC por lo que son fundamenta-
les en el proceso reparativo de la lesion tisular.
En la inflamacién crénica estas funciones es-
tan alteradas, por lo que la lesion se perpetua
activando una reparacion anoémala generando
una cicatrizaciéon que determina una pérdida
de las caracteristicas y la funcion del tejido
sano primario.
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El fibroblasto es la principal célula efectora
en el proceso. Puede ser una célula residente
en el intestino o puede provenir de un tejido
extraintestinal como por ejemplo la médula
osea. Es sabido que las células madres pre-
sentes en este organo son capaces de migrar,
colonizar tejidos no hematopoiéticos y diferen-
ciarse por ejemplo en fibroblastos. Estas célu-
las se denominan fibrocitos y coexpresan CD14,
CD45 (marcadores hematopoiéticos) y CD34
(marcador mesenquimatico)'®!". Los pericitos
son células de origen mesenquimatico que se
ubican en los capilares. Estas células también
pueden diferenciarse a fibroblastos y contri-
buir al proceso de fibrosis'>!*. Es posible que
estas células también participen en el desarro-
llo de fibrosis intestinal, pero este hecho aun
no se encuentra confirmado. Los fibroblastos
tienen una alta capacidad de respuesta ante
estimulos pro-inflamatorios. La exposicion de
fibroblastos provenientes del intestino de pa-
cientes con EC estenosante y CU (cultivos
primarios) a mediadores de la inflamacion como
insulin-like growth factor (IGF-1), basic fibro-
blast growth factor (BFGF), platelet-derived
growth factor (PDGF) y citoquinas pro-
inflamatorias como interleuquina 1 (IL-1) y fac-
tor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) genera
una respuesta de proliferacion en estas célu-
las.'. Los cultivos primarios de fibroblastos
intestinales han permitido caracterizar a esta
poblacion celular y a descubrir los factores
moleculares involucrados en el proceso. Se han
descrito 2 técnicas para la obtencion de fibro-
blastos intestinales para su cultivo. Una técni-
ca es a través de la obtencion de un fragmen-
to de mucosa, ya sea de una pieza quirirgica
o de biopsias endoscopicas que se cultiva so-
bre una placa plastica con un medio adecua-
do. Los fibroblastos en estas condiciones migran
del tejido y se adhieren al fondo de la placa
permitiendo su expansion'>!'¢, Otra opcion es
la obtencion de las células luego de un proce-
so de triturado mecanico y digestion enzimatica
del tejido'”. Una vez adheridos los fibroblastos
en la placa por cualquiera de estos métodos es
posible expandir el cultivo y permitir su mani-
pulacion para diferentes ensayos (Figura 1).
Es importante confirmar que el tipo celular en
cuestion corresponde a fibroblastos. Para esto
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se utilizan tinciones especificas que los carac-
terizan: 1) los fibroblastos, que son vimentina
(+), a-actina (-) y desmina (-); 2) los miofi-
broblastos, que se diferencian de los anterio-
res por ser ¢-actina (+), lo cual les confiere
capacidad contractil y 3) las células muscula-
res lisas, que son positivas para los tres mar-
cadores mencionados y suponen s6lo un pe-
queio porcentaje del total de células aisla-
dasl&l9.

Factores solubles

Aunque la inflamacion tipicamente precede
a la fibrosis, los resultados de estudios con
modelos experimentales sefialan que la canti-
dad de fibrosis no se relaciona necesariamen-
te con la severidad de la inflamacion. En estos
modelos la respuesta de los linfocitos T CD4
es crucial. Estudios realizados en fibrosis en
otros tejidos humanos, y también utilizando ce-
pas de raton knock-out (genéticamente defi-
cientes) para distintas citoquinas, sefialan que
la fibrogénesis esta fuertemente relacionada
con el desarrollo de una respuesta tipo T
HELPER (Th2), que involucra las interleu-
quinas 4, 5 y 13%*%, En cambio, las respues-
tas inflamatorias de tipo Thl no generan el
desarrollo de fibrosis, por el contrario han sido
utilizadas como una estrategia terapéutica
antifibrotica®. Cada una de las citoquinas Th2
(IL-4, IL-5, IL-13) cumple un rol diferente

Figura 1. Fibroblastos intestinales de un paciente porta-
dor de EC estenosante. Microscopia campo claro y
confocal, tincion DAPI.
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en la regulacion del remodelado tisular y la
fibrosis.

La IL-4 se ha encontrado en elevadas con-
centraciones en lavados bronquioalveolares de
pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica, en el
intersticio pulmonar de pacientes con alveolitis
fibrosante criptogénica y en sangre periférica
de pacientes con fibrosis periportal’”?’. El de-
sarrollo de fibrosis post-irradiacion también se
relaciona con las concentraciones de I1L-4°.
En algunos estudios se ha demostrado que la
IL-4 un mediador de fibrosis dos veces mas
eficiente que TGF-f, otra potente citoquina pro-
fibrética. Se han encontrado receptores especi-
ficos de IL-4 en varios subtipos de fibroblastos
humanos y murinos. IL-4 ademas es capaz de
estimular la sintesis de colageno in-vitro®'.

IL-13 comparte muchas funciones con IL-4
porque ambas citoquinas utilizan la misma ca-
dena alfa en su receptor (IL-4Ra), activando
la via de sefializacion de STAT62. Esta
citoquina ha sido sefialada como la interleuquina
dominante en la patogénesis de fibrosis pul-
monar y su inhibicidon con anticuerpos especi-
ficos, reduce marcadamente el deposito de
colageno pulmonar en modelos animales trata-
dos con Aspergillus fumigatus o bleomicina®.
Considerando que IL-4 e IL-13 utilizan la mis-
ma via de sefializacién no queda claro porqué
IL-13 es mas fibrogénica. Es probable que se
deba a que se producen mayores concentra-
ciones de IL-13 que de IL-4 in vivo.*

En un modelo murino de fibrosis intestinal
generado mediante la exposicion repetida de
la mucosa intestinal a acido trinitro benceno
(TNBS) se demostré que inicialmente el pro-
ceso inflamatorio esta determinado por un pa-
tron de tipo Thl, sin embargo, este patron va
virando hacia Th2 en la medida que se cronifica
la inflamacion y se desarrolla la fibrosis. En
este modelo la presencia de IL-13 fue funda-
mental y se relaciono6 directamente con el gra-
do de fibrosis*-3.

Otra citoquina Th2 involucrada en la fibro-
génesis es la [L-5. Un estudio demostré que la
inhibicion de esta citoquina podria disminuir la
fibrosis hepatica en un modelo animal®’. Ade-
mas IL-5 participa en la diferenciacion, activa-
cion y reclutamiento de eosinofilos y este tipo
celular puede ser una fuente importante de

Gastroenterol. latinoam 2009; Vol 20, N° 4: 288-294

FIBROSIS INTESTINAL Y ENFERMEDAD DE CROHN

citoquinas pro-fibréticas como TGF-3 e IL-13%.

TGF-f es sin duda, el regulador de la MEC
mas estudiado, lo que ha permitido relacionar
la produccion de TGF-f con el desarrollo de
fibrosis en distintas patologias. Se han encon-
trado 3 isotipos de TGF-§ en mamiferos TGF-
B1, -B2 y -B3 con similares funciones, siendo
TGF-B1 la que mas se ha relacionado con la
fibrosis tisular por su accion a diferentes nive-
les®.

Los miofibroblastos aislados del intestino de
pacientes con EIIl y controles, expresan el
transcrito de las 3 isoformas TGF-f. El tejido
sano y de CU expresa principalmente TGF-
B3, en cambio los de EC expresan TGF-f1,
grandes cantidades de TGF-32 y bajos niveles
de TGF-B3. Este patron diferencial puede es-
tar involucrado en la fibrogénesis de la EC.
Ademas los receptores TGF-f3 estan upregu-
lados en este grupo de pacientes*.

Paradojalmente hay consenso de que en la
Enfermedad de Crohn existe una respuesta
inmune de tipo Th17, patron descrito reciente-
mente, y Th14*%. La relacion entre el patron
inmune Th17 y el desarrollo de fibrosis intesti-
nal atin no ha sido estudiado. Es probable que
la combinacion y la relacion entre un patron
predominante Th17 y un perfil Th2 alterado
determine en la EC el desarrollo de estenosis.

Existe una estrecha relacion entre las citoqui-
nas Th2 y las quimioquinas. Es conocido el rol
que tienen las quimioquinas sobre la quimiotaxis
de los linfocitos. El bloqueo de los receptores
de quimioquinas CC y CCX disminuye la pro-
gresion de la fibrosis en otros 6érganos, asocia-
do a una disminucién de la produccion de 1L-4
e IL-13*. Es importante considerar que las
quimioquinas CC se encuentran elevadas en el
intestino de pacientes con EII*.

Otros mecanismos involucrados

El estado dinamico de la MEC esta dada,
entre otros elementos, por el equilibrio entre
las enzimas degradadoras del colageno y su
sintesis. Una alteracion en la degradacion del
colageno, funcion dependiente de las metalo-
sas (MMPs), puede llevar al desarrollo de
fibrosis en el intestino. En condiciones norma-
les la actividad destructiva de las MMPs es
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contrarrestada por la accion de los inhibidores
celulares de las MMPs (TIMPS). Tanto en
EC como CU se ha observado un aumento en
la produccion y en la actividad de las MMPs y
TIMPs*. La relacion entre ambas puede in-
fluir en el desarrollo de estenosis en la EC, sin
embargo, esto no ha sido aclarado totalmente.
Los fibroblastos y los miofibroblastos aisla-
dos de segmentos estendticos de pacientes con
EC son diferentes de aquellos obtenidos de in-
testino sano. Algunos estudios han demostrado
una sobre-expresion constitutiva de la molécula
de adhesion intracelular 1 (ICAM-1) en
fibroblastos obtenidos de estenosis comparado
con fibroblastos controles. TNF-o. aumenta esta
sobre-expresion y el reclutamiento de células
proinflamatorias en el tejido daiado*’**.

Conclusion

El fenotipo estenosante de la EC sigue sien-
do un problema clinico sin solucion definitiva
actual. La reseccion quirtrgica del segmento
intestinal afectado es una medida paliativa ya
que no previene la reaparicion de nuevas este-
nosis. La calidad de vida de los pacientes por-
tadores de EC estenosante se ve disminuida
debido a hospitalizaciones repetidas secunda-
rias al cuadro clinico. Si bien ha habido un
aumento en el conocimiento de la patogenia
de la fibrogénesis intestinal aun es menor com-
parado con el avance en los estudios de fibrosis
en otros organos. Esto es en gran parte debido
a que los modelos animales de fibrosis intesti-
nal son complejos y de dificil reproduccion. La
posibilidad cercana de identificar factores
genéticos de riesgo para el desarrollo de este-
nosis en la EC permitira tratar a estos pacien-
tes en forma precoz y agresiva y eventual-
mente atenuar la fibrogénesis. La terapia de la
EC debe tener como objetivo la curacion de la
mucosa a fin de disminuir la activacion de las
células pro-inflamatorias subyacentes a través
del contacto con la flora comensal. La posibili-
dad de una terapia especifica para las esteno-
sis se visualiza algo compleja debido a la gran
cantidad de factores involucrados en el proce-
s0, pero optimizar la accion anti-inflamatoria
local podria disminuir la respuesta fibrogénica
celular y modificar el curso de la enfermedad.
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Resumen

El fenomeno de fibrogénesis en la Enfer-
medad de Crohn determina el desarrollo de
estenosis intestinal en un subgrupo de pacien-
tes. A pesar del avance en el tratamiento de
la Enfermedad de Crohn, el fenotipo este-
nosante sigue siendo de dificil manejo, requi-
riendo cirugia en la mayoria de los casos. Existe
mucha informacion acerca de este proceso en
otros tejidos como higado, pulmén o piel. Sin
embargo, a nivel del intestino, contamos con
poco conocimiento acerca de los factores invo-
lucrados. Este articulo pretende hacer una re-
vision de algunos de los mecanismos invo-
lucrados en el desarrollo de la fibrosis intesti-
nal en la Enfermedad de Crohn. Es probable
que la identificacion de mas elementos que
contribuyen al desarrollo de estenosis en EC,
permitan a futuro un mejor manejo de estos
pacientes y eventualmente en algunos casos la
prevencion de esta complicacion.

Palabras clave: Enfermedad de Crohn, fi-
brosis, fibrogénesis.
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