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RESUMEN

PRECISION DIAGNOSTICA DE CALPROTECTINA FECAL Y M2-PIRUVATO QUINASA EN
LA DETECCION DE ACTIVIDAD ENDOSCOPICA EN LA ENFERMEDAD DE CROHN

Antecedentes: La evaluaciéon de los sintomas no ha demostrado ser util para
establecer con precision la actividad endoscépica en la enfermedad de Crohn. En los
ultimos anos ha habido un gran desarrollo de los biomarcadores confirmandose que
son herramientas Utiles para establecer la presencia de actividad inflamatoria. Los
biomarcadores fecales, sobre todo la calproctectina fecal, han demostrado una mayor
precision que los biomarcadores serolégicos, fundamentalmente proteina C reactiva y
velocidad de sedimentacién globular, para detectar la actividad endoscépica en la
enfermedad de Crohn. La M2-Piruvato quinasa es un biomarcador poco estudiado en
la enfermedad de Crohn que también podria demostrar su validez como herramienta
para esta funcidén. Sin embargo, la aplicabilidad clinica de estos biomarcadores es
limitada, ya que no existe consenso sobre el punto de corte éptimo para establecer la

presencia de actividad endoscépica.

El objetivo de este estudio es analizar si la calprotectina fecal y la M2-piruvato quinasa
fecal son buenas herramientas para detectar actividad endoscdpica y para generar

rangos altamente precisos para predecir el estado de actividad y de curacién mucosa.

Métodos: La puntuacion del simple endoscopic score for Crohn’s disease (SES-CD) y

del Crohn’s disease activity index (CDAI) fue calculado en 71 pacientes diagnosticados




con enfermedad de Crohn. Se determinaron los niveles de calprotectina fecal, M2-
piruvato quinasa, proteina C reactiva y velocidad de sedimentacién globular en todos
los pacientes. Se realizd un analisis de precision mediante la estimacidn de la curva
ROC de los biomarcadores y el CDAI con respecto al SES-CD. Se calculé el punto de
corte con mayor precision para establecer la actividad endoscdpica, Se realizé una
regresion logistica binaria determinandose las variables con mayor precision para
clasificar mejor a los pacientes segun la actividad endoscopica. También se analizé si
alguna variable presentaba un punto de corte con especificidad >90% y LR + > 10 que
presentaria evidencia soélida para apoyar la hipdtesis diagndstica (actividad
endoscopica) y un punto de corte con sensibilidad> 90% y LR- < 0,1 que ofreceria
suficiente fuerza para rechazar esta hipdtesis diagndstica. Finalmente, el nomograma
de Fagan fue calculado para determinar la probabilidad de actividad endoscdépica o
curacion de la mucosa después de obtener la puntuaciéon del biomarcador y de

acuerdo a la presencia o no de sintomas clinicos.

Resultados: Se incluyeron un total de 71 pacientes diagnosticados de enfermedad de
Crohn, de los cuales 49 pacientes presentaban actividad endoscépica (69%) y 22
pacientes curacion mucosa (31%). Se observé que existian diferencias significativas (p
< 0.05) entre los niveles medios de calprotectina fecal, M2-Piruvato quinasa fecal,
proteina C reactiva, velocidad de sedimentacién globular y la puntuacién del indice
CDAIl en el grupo de actividad endoscépica con respecto al grupo que presentaba
curaciéon mucosa. La curvas ROC de los distintos biomarcadores y el CDAI con respecto

al SES-CD mostraron que calprotectina fecal era la variable con mayor area bajo la




curva (0.917) seguido de M2-Piruvato quinasa (0.846). Se estimd un punto de corte
optimo para la calprotectina fecal de 170 ug/g obteniéndose una sensibilidad del
77.5%, una especificidad del 95.5%, un VVP del 97.4%, un VPN del 65.6% para detectar
actividad endoscopica. El punto de corte dptimo obtenido para M2-PK fue de 4.5 U/ml,
determindndose una sensibilidad de 87.8%, una especificidad de 81.8%, un VPP de
91.5%, un VPN de 75%. La calprotectina fecal fue la Unica variable que presentd niveles
de sensibilidad, especificidad, LR+ y LR- exigidos para poder generar rangos con alta
precision en la deteccion de curacién mucosa y actividad endoscdpica. Un punto de
corte de calprotectina fecal de 170 ug/g (sensibilidad 77.6%, especificidad 95.5% y LR+
17.6) predecia una alta probabilidad de actividad endoscépica y un punto de corte de
71 ug/g (sensibilidad 95.9%, especificidad 52.3% y LR- 0.08) predecia alta probabilidad
para remision endoscopica. En nuestro trabajo, la prevalencia de actividad
endoscopica fue del 69%, pero si los pacientes tenian una calprotectina fecal > 170
ug/g, tenian un 97% de probabilidades de presentar actividad endoscépica; y si tenian
una calprotectina fecal < 71 ug/g la probabilidad para presentar curacién mucosa seria
del 84%. La presencia de sintomas clinicos modifica la probabilidad de predecir
actividad endoscopica (100% si presentan actividad clinica y 89% si estan en remisién
clinica); o curacion mucosa (75% si presentan actividad clinica y del 87% si estan
remision clinica) en los rangos de alta precision generados con los puntos de corte de
calprotectina fecal. Finalmente se estimdé que, de las variables estudiadas, la
calprotectina fecal y el CDAI incluidas en un modelo presenta el mayor grado de
significacidn estadistica en el contraste de hipdtesis que las covaria con la variable

dependiente binomial actividad endoscépica. El modelo clasifica correctamente al




85.9% de la muestra y la proporcion de variabilidad de SES-CD que es explicada por

dicho modelo es aceptable entre un 49% y un 68.9%.

Conclusiones: La calprotectina fecal y la M2-piruvato quinasa fecal han demostrado
mayor precisiéon que el indice clinico CDAI y los biomarcadores seroldgicos, proteina C
reactiva y velocidad de sedimentacién globular, para establecer la presencia de
actividad inflamatoria observada mediante ileocolonoscopia. La calprotectina fecal es
una herramienta Gtil para generar rangos de alta precision para predecir el estado de
actividad endoscépica o de curacion mucosa en pacientes con enfermedad de Crohn.
Aunque es importante tener en cuenta el contexto clinico especifico, con el fin de
interpretar las probabilidades de presentar actividad endoscépica o curacién mucosa

segun el nivel de calprotectina fecal.
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SUMMARY

DIAGNOSTIC PRECISION OF FECAL CALPROTECTIN AND M2-PIRUVATO QUINASA IN
THE DETECTION OF ENDOSCOPIC ACTIVITY IN CROHN'S DISEASE

Backgrounds: The assessment of symptoms has not proved to be useful in accurately
establishing endoscopic activity in Crohn’s disease. In recent years there has been a
great development of biomarkers confirming that they are useful tools to establish the
presence of inflammatory activity. Fecal biomarkers, especially fecal calproctectin,
have been shown to be more accurate than serological biomarkers, such as C-reactive
protectin and erythrocyte sedimentation rate, to detect endoscopic activity in Crohn's
disease. M2-Pyruvate kinase is a poorly studied biomarker in Crohn's disease that
could also prove its validity as a tool for this function. However, the clinical
applicability of these biomarkers is limited, since there is no consensus on the optimal
cutoff point to establish the presence of endoscopic activity.

The aim of this study is to analyze whether fecal calprotectin and fecal M2-pyruvate
kinase are good tools to detect endoscopic activity and to generate highly accurate

ranges to predict the state of endoscopy activity and mucosal healing.

Methods: The simple endoscopic score for Crohn’s disease (SES-CD) and the Crohn’s
disease activity index (CDAI) was calculated for 71 patients diagnosed with Crohn’s
disease. The levels of fecal calprotectin, M2-pyruvate kinase, C-reactive protein and
erythrocyte sedimentation rate were determined in all patients. A precision analysis

was performed by estimating the ROC curve of the biomarkers and the CDAI with
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respect to the SES-CD. The more precisely cut-off point was calculated to establish
endoscopic activity, with better Youden's index, sensitivity and specificity, as well as
for predictive scores: positive and negative, overall accuracy and likelihood ratio (LR). A
binary logistic regression was performed, determining the variables with greater
precision to better classify the patients according to the endoscopic activity. We also
analyzed whether a variable had a cut-off with specificity> 90% and LR + > 10 that
would present strong evidence to support the diagnostic hypothesis (endoscopic
activity) and a cut-off with sensitivity> 90% and LR- < 0, 1 that would offer sufficient
strength to reject this diagnostic hypothesis. Finally, the Fagan nomogram was
calculated to determine the probability of endoscopic activity or cure of the mucosa
after obtaining the biomarker score and according to the presence or absence of

clinical symptoms.

Results: A total of 71 patients diagnosed with Crohn's disease were included, of whom
49 patients had endoscopic activity (69%) and 22 patients had mucosal healing (31%).
It was observed that there were significant differences (p <0.05) between the mean
levels of fecal calprotectin, fecal M2-pyruvate kinase, C-reactive protein, erythrocyte
sedimentation rate and CDAI score in the endoscopic activity group with respect to the
group mucosal healing. ROC curves of the different biomarkers and the CDAI with
respect to the SES-CD showed that fecal calprotectin was the variable with higher area
under the curve (0.917) followed by M2-Pyruvate kinase (0.846). An optimal cutoff
point for fecal calprotectin of 170 pg / g was estimated according to the maximum
level of Youden index (0.730), obtaining a sensitivity of 77.5%, a specificity of 95.5%, a

PPV of 97.4%, a NPV Of 65.6%, an LR + of 17.06, an LR- of 0.23 and a GP of 83.1% to




detect endoscopic activity. The optimum cut-off point obtained for M2-Piruvate
kinase, according to the highest level of Youden index obtained (0.696), was 4.5 U / ml,
with a sensitivity of 87.8%, specificity of 81.8%, PPV of 91.5%, NPV Of 75%, an LR + of
4.82, an LR of 0.15 and a GP of 85.9 to detect endoscopic activity. Fecal calprotectin
was the only variable that presented levels of sensitivity, specificity, LR + and LR-
required to be able to generate ranges with high precision in the detection of mucosal
healing and endoscopic activity. A FC cut-off of 170 pg/g (Sensitivity 77.6%, Specificity
95.5% and LR+ 17.06) predicts a high probability of endoscopic activity, and a FC cut-
off of 71 ug/g (Sensitivity 95.9%, Specificity 52.3% and LR- 0.08) predicts a high
probability of mucosal healing. In our sample, the prevalence of endoscopic activity
was 69%, but if a patient shows FC > 170 pg/g they have a 97% probability of
presenting endoscopic activity; and if they have FC < 71 ug/g the probability would be
84% for presenting mucosal healing. Clinical symptoms modified the probabilities of
predicting endoscopic activity (100% if clinical activity vs 89% if clinical remision) or
mucosal healing (75% if clinical activity vs 87% if clinical remision) In the high precision
ranges generated with cutoff fecal calprotectin. Finally, it was estimated that, of the
variables studied, fecal calprotectin and CDAI included in a model presented the
highest degree of statistical significance in the hypothesis contrast that would
covariate them with the dependent variable binomial endoscopic activity. The model
correctly classifies 85.9% of the sample and the proportion of SES-CD variability that is

explained by this model is acceptable between 49% and 68.9%.

Conclusions: Fecal calprotectin and fecal M2-pyruvate kinase have been shown to be

more accurate than the clinical CDAI index and serological biomarkers, C-reactive
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protein and erythrocyte sedimentation rate, to establish the presence of inflammatory
activity observed by ileocolonoscopy. Fecal calprotectin is a useful tool for generating
highly accurate scores for predicting the state of endoscopic activity or mucosal
healing in Crohn’s disease patients. Although, it is important to take into account the
specific clinical context in order to interpret the probabilities of presenting endoscopic

activity or mucosal healing according to the fecal calprotectin level.
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Precisién diagnéstica de CF y M2-PK fecal en la deteccién de actividad

le I iy
endoscédpica en la enfermedad de Crohn ntroduccion

1.1. ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL

III

El término “Enfermedad Inflamatoria Intestinal” (Ell), engloba una amplia
variedad de presentaciones y manifestaciones clinicas cuya caracteristica principal es
la inflamacién crénica del tubo digestivo en diferentes localizaciones. Actualmente el
término engloba varias entidades, las principales son la enfermedad de Crohn (EC) y la
colitis ulcerosa (CU), también estan integrada por la llamada colitis indeterminada (Cl)
y por las colitis microscopicas (colitis coldgena y colitis linfocitaria). Son entidades
crénicas cuyo curso clinico consiste en alternar periodos de inactividad o quiescencia,
qgue se identifican con las fases de remision, con periodos de actividad clinica de
diferente intensidad que se denominan brotes o recidivas. La Ell ha experimentado un
importante desarrollo de su conocimiento en las Ultimas décadas, ya que el progresivo
aumento de la incidencia y prevalencia que presenta a nivel mundial ha generado un
enorme interés en la comunidad cientifica, provocando un gran avance en las técnicas
diagndsticas y en el abordaje terapéutico. A pesar de los progresos destacables
dirigidos al entendimiento de la causa y los mecanismos de la Ell alin no se conoce la
verdadera etiologia de la enfermedad. La teoria etiopatogénica mas aceptada es que la
disregulacién de la respuesta inmune del huésped frente a la flora bacteriana

residente, y a otros antigenos intraluminales en sujetos susceptibles genéticamente,

. . . 1,2
juega un papel clave en la patogenia del dafio tisular en la Ell™ ~,

La EC y la CU son dos entidades que a pesar de ser diferentes entre si, tienen
caracteristicas comunes que en muchas ocasiones hace dificil diferenciarlas. Para

realizar el diagndstico diferencial entre ambas patologias es necesario apoyarse en las
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caracteristicas clinicas, endoscépicas, radioldgicas, histoldgicas, serolégicas y en la

evolucién de la enfermedad a lo largo del tiempo.

Las diferencias fundamentales entre la CU y la EC son que en la primera se
afecta exclusivamente el colon y sdlo la capa mucosa de éste. Sin embargo, la EC es un
trastorno inflamatorio créonico que puede afectar a cualquier segmento del tracto
gastrointestinal, desde la boca hasta el ano; de forma focal, segmentaria, asimétrica y
discontinua. El proceso inflamatorio es transmural y puede afectar a todas las capas

del intestino, con la consiguiente aparicion de fisuras, fistulas o abscesos.

Los sintomas y la gravedad de cada una de estas entidades dependerdn de la
extension, la localizacidn, el comportamiento, el grado de actividad inflamatoria y de
las manifestaciones extraintestinales que se asocian a la enfermedad, aspectos que le

confieren una importante heterogeneidad clinica y que obligan a subclasificarlas®.

Actualmente, las clasificaciones de la Ell que se realizan se basan
fundamentalmente en aspectos epidemiolégicos y clinicos, pero se esta trabajando en
la utilizaciéon de los marcadores serolégicos y fecales y en la creacién de una
clasificacién molecular de la Ell mediante la identificacion de marcadores genéticos
gue permitan precisar el diagnéstico, la localizacion, el comportamiento clinico, y las

respuesta terapéutica a los diferentes farmacos utilizados en el control de la Ell*.
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1.2. ENFERMEDAD DE CROHN
1.2.1. Definicion y generalidades

La EC es una entidad caracterizada por la presencia de una inflamacién crénica
y recidivante que puede afectar a cualquier tramo del tubo digestivo. Se caracteriza
por una forma de presentacion segmentaria, discontinua y con afectacion transmural.
Su etiologia aun hoy es desconocida pero parece desencadenarse por la interaccion de
factores genéticos y ambientales, predominando su prevalencia en paises mas
desarrollados. La primera referencia de la EC se sitUa en el siglo XVII por el investigador
Giovanni Battista Morgagni, aunque el nombre fue otorgado en 1932 por el
gastroenterdlogo americano Burrill Bernard Crohn que fue quien definié inicialmente
la enfermedad describiendo una serie de casos de pacientes con ileitis regional y

acufiando el nombre de la enfermedad®.

La localizacion mas frecuente en la que aparece la enfermedad son el ileon
terminal y el ciego aunque puede manifestarse sélo afectando porciones superiores
del intestino delgado o del tracto digestivo superior. Con frecuencia la EC no afecta al
recto, aspecto diferenciador con la CU en la que es caracteristica la inflamacién de la
mucosa a nivel rectal. Sin embargo el 60% de los pacientes con EC que presentan
afectacién coldnica muestran inflamacién a nivel del recto fundamentalmente cuando
se asocia a enfermedad fistulosa perianal. En esta entidad la inflamacién se presenta
de forma segmentaria por lo que suelen existir areas del intestino preservadas de
enfermedad entre los segmentos de intestino que estan afectados y que tienen una

longitud variable. Ademas esta inflamacidén es asimétrica a lo largo de la circunferencia
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del tracto digestivo y de las diferentes localizaciones de la enfermedad. La EC es una
enfermedad transmural, por lo tanto, la inflamacién afecta a todo el espesor de la
pared intestinal, desde la mucosa hasta la vertiente de la serosa que recubre el
intestino. La pared intestinal se encuentra engrosada con afectacion de la submucosa,
la muscularis propia, la subserosa y la grasa mesentérica. Al estar afectada la grasa
mesentérica, esta rodea parcialmente el intestino, al menos el 50%, por sus caras
anterior y posterior, a partir de la insercion del mesenterio en el mismo. Este
fendmeno se conoce con el nombre de “envoltura grasa”, es especifico de la EC; y no
se ha descrito en la CU. La afectacidén transmural puede tener como complicacién la

aparicion de fistulas, abscesos, estenosis e incluso perforacion®.

La caracteristica histolégica clave en la EC es el hallazgo de granulomas no
caseificantes en el estudio microscépico, aunque es importante recordar que suelen
encontrarse en menos del 30% de las biopsias y ademas no son patognomadnicos de la
EC pudiendo aparecer en otros procesos como las infecciones por Campylobacter o
Yersinia e incluso en colitis secundarias a fdrmacos. Un granuloma se define como un
conjunto de células epitelioides, macréfagos y linfocitos, habitualmente células T. Las
células epiteliales, con un citoplasma pdélido y abundante y unos nucleos grandes vy
ovalados, dispuestos en acumulos. La necrosis central y la caseificacion son raras y su
presencia debe alertar sobre la posibilidad de una tuberculosis. Otros hallazgos
histolégicos, menos especificos de la EC, son la presencia de distorsidon de las criptas de
forma discontinua, y la presencia de inflamacién discontinua siempre y cuando la

enfermedad no haya sido tratada previamente con farmacos’.
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1.2.2. Epidemiologia

La incidencia y la prevalencia de la enfermedad inflamatoria intestinal varian
notablemente segln la localizacién geografica. Los datos comunicados traducen la
influencia de distintos factores ambientales y genéticos en su etiopatogenia, aunque
obviamente, en gran parte ha sido debido a la mejora de las técnicas diagndsticas y
metodologia de los estudios. Sin embargo, parece que existe un aumento real de la
incidencia relacionado con la mejora socio-cultural de las poblaciones, los cambios en
el nivel de vida y en los hdabitos dietéticos, la industrializacidon, la mejora del
tratamiento de las aguas y la higiene, en lo que se ha denominado “teoria de la
higiene”®.  La Ell aparece con mayor frecuencia en paises desarrollados, ademas
tradicionalmente ha existido un gradiente norte-sur con las mayores incidencias en
paises como Suecia, Noruega, Reino Unido, Canadd o Estados Unidos, siendo la
incidencia en el centro y sur de Europa inferior. Actualmente se confirma que existe
una mayor incidencia de Ell en los paises del Norte pero la diferencia con respecto al
centro y sur de Europa son escasas en la actualidad considerdandose que la Ell

constituye un problema muy frecuente de salud en los paises del sur de Europa’.

La enfermedad de Crohn, a diferencia de la colitis ulcerosa donde la incidencia
parece mantenerse estable durante las ultimas décadas, estd presentando un aumento
progresivo de la incidencia actualmente. Las diferencias geograficas en relacién con los
porcentajes de incidencia han sido bien establecidas y varios estudios han demostrado
que la EC es mas comun en dreas industrializadas como Norteamérica y Europa,
observandose menor incidencia en Asia y Africa. La incidencia de la EC en los paises

occidentales se estima entre 10-15 casos por 100000 habitantes/afio™.




Precisién diagnéstica de CF y M2-PK fecal en la deteccién de actividad

le I iy
endoscédpica en la enfermedad de Crohn ntroduccion

1.2.3. Manifestaciones clinicas

Los sintomas cldsicos de presentacion de la EC son la diarrea, el dolor
abdominal y la pérdida de peso. Sin embargo, esta triada clasica sélo se presenta en el
25% de los casos en el momento del diagndstico. Diversos estudios de cohortes han
constatado que la sintomatologia de la EC es intermitente en la mayoria de pacientes y
que hasta un 10% de los pacientes diagnosticados presenta posteriormente periodos

prolongados de remisién de la enfermedad™.

La diarrea suele ser el sintoma mds frecuente en el momento del diagndstico.
Puede ser debida a distintas causas entre las que se incluyen la propia actividad
inflamatoria del intestino, la existencia de sobrecrecimiento bacteriano, la esteatorrea
o la malabsorcién de sales biliares. Frecuentemente suele ser una diarrea de semanas
de evolucidn antes de acudir a la consulta. Es importante evaluar correctamente los
cambios del ritmo deposicional, su aparicién diurna y nocturna, y la existencia de
productos patoldgicos en forma de sangre y/o moco. La emisién de sangre
acompafando a las heces suele ser mas frecuente en la afectacién coldnica. También
puede aparecer la presencia de tenesmo, urgencia o incontinencia rectal, ya que
aproximadamente el 30% de los pacientes presentan afectacion coldnica y de estos

entre el 25-60% tienen afectacién rectal®.

El dolor abdominal también es uno de los sintomas mas frecuentes. Puede
tener un origen multifactorial aunque las caracteristicas del dolor suelen venir
determinadas por la localizacién anatdmica de la EC. Se ha observado que puede estar
presente incluso en el 72% de los pacientes. En ausencia de complicaciones, el dolor

suele corresponder a hiperalgesia secundaria al reclutamiento de mediadores
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nociceptivos. En caso de existir estenosis intestinales, estas suelen situarse a nivel del
ileon terminal, dando lugar a un dolor cdlico, localizado en fosa iliaca derecha y de
caracteristicas suboclusivas, relacionado con la ingesta de alimento. La aparicién de
plastrones o abscesos intraabdominales también son causa de dolor en la misma zona,
pero a menudo de caracteristicas continuas, acompafiados de fiebre, signos de
irritacion peritoneal y sensacidon de ocupacién. Cuando existe una afectacion coldnica
el dolor se presenta con mayor frecuencia en el hemiabdomen inferior y si afecta a
tramos superiores (estdbmago o duodeno) se manifiesta a nivel epigastrico pudiéndose

acompafiar de vomitos y disconfort postpandrial13.

La pérdida de peso es otro sintoma habitual en la EC. Suele desarrollarse por
multiples causas como son la propia actividad inflamatoria que incrementa el
catabolismo de los nutrientes, malabsorcion de los nutrientes cuando existe afectacion
de tramos del intestino delgado y la propia anorexia que coexiste en una importante

proporcién de los pacientes.

La enfermedad perianal manifestada como fistulas y abscesos perianales o
fisuras anales de localizacion atipica esta presente hasta en un 10% de los pacientes en
momento del diagndstico de la enfermedad. Incluso puede preceder a los sintomas
digestivos. La incidencia de la patologia perianal es muy variable (20-80%) y depende

de si la EC afecta al intestino delgado (22-71%) o al colon (47-92%) **.

La fiebre es otro sintoma que puede aparecer en la EC, aunque sélo suele estar
presente en casos de afeccidn inflamatoria grave o en el contexto de complicaciones
como absceso o perforacién, de manera que habitualmente va acompanada de otros

sintomas.
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Las manifestaciones extraintestinales son frecuentes en la EC y afectan hasta un
35% de los pacientes. En la EC pueden preceder incluso en afos a la aparicién de los
sintomas  digestivos. Las mas frecuentes son las articulares (artritis,
espondiloartropatia o sacroileitis), cutaneas (eritema nodoso o pioderma gangrenoso)
y oculares (epiescleritis o uveitis). Algunas manifestaciones extraintestinales estdn
relacionadas temporalmente con la actividad de la EC; como son la artritis periférica, el
eritema nodoso, las aftas bucales y la epiescleritis, mientras otras tienen
habitualmente un curso independiente; como son el pioderma gangrenoso, la uveitis,

la artropatia axial y la colangitis esclerosante primarials.

Las principales complicaciones de la enfermedad son la presencia de fistulas,
abscesos, estenosis o perforaciones intestinales y suelen aparecen cuando la
afectacién inflamatoria afecta a todas las capas del intestino. Las fistulas se definen
como comunicaciones anormales entre la luz del intestino y el mesenterio (fistulas
ciegas), entre asas intestinales, con otras visceras huecas (vejiga, Utero, etc), con la
pared abdominal y con la piel. Los abscesos intraabdominales se presentan hasta en un
25% de los pacientes con EC, y habitualmente se corresponden con perforaciones
encubiertas al adherirse la serosa inflamada a la serosa normal provocando de esta
manera una perforacidon contenida. La estenosis se define como un estrechamiento de
la luz del intestino debido al proceso inflamatorio, por engrosamiento circular de la
pared intestinal asociado a los cambios cicatriciales debidos a la enfermedad de larga
evolucidn. Es muy dificil diferenciar entre una estenosis fibrosa cicatricial o una
estenosis inflamatoria, salvo en los casos en los que se produce una respuesta al

tratamiento antiinflamatorio de la EC o tras el andlisis de la pieza quirurgica. La

10

——
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perforacién intestinal consiste en una comunicacién abierta entre la luz intestinal y la
cavidad abdominal. Esta complicacién requiere una intervencién quirldrgica urgente ya
gue puede provocar la aparicidon de una peritonitis bacteriana con importante riesgo

vital para el paciente®®.

1.2.4. Clasificacion fenotipica

La EC es clinicamente muy heterogénea y con una importante variedad
demografica, clinica y fenotipica lo que ha obligado a subclasificar a los pacientes en
funciéon de la edad al diagndstico, la localizacién y el comportamiento de la
enfermedad (Figura 1). Cada grupo presenta manifestaciones clinicas y prondsticas
diferentes. La clasificacién de Viena de la EC considera 24 grupos, agrupando a los
pacientes en funcién de la edad al diagnéstico (A), la localizacion (L) y el

comportamiento de la enfermedad (B) 7,

La edad al diagndstico (A) se subdividia en dos categorias: A1, edad menor o
igual a 40 anos, y A2, edad mayor de cuarenta anos. La edad de aparicién precoz, Al,
se relaciona con formas mas extensas de la enfermedad, con mayor frecuencia de
afectacién del intestino delgado y tramos mdas altos del tubo digestivo (eséfago,
estdmago, y duodeno), mientras que la afectacion del colon es mds frecuente en
mayores de 60 afios, aunque se ha observado que en los menores de 8 afios la
enfermedad se localiza casi de forma constante en el colon, aspecto que no ocurre
cuando el diagndstico se realiza posterior a esta edad. Parece existir una relacion entre
la enfermedad de aparicién precoz, la historia familiar y la predisposicidon genética; por

18
|

estos motivos en la clasificaciéon de Montreal™ se propone a aumentar los grupos a Al:

11
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menores de 16 afos, A2: entre 17 y 40 afios, A3: mayores de 40 aios, debido a que se
considera que las formas mas precoces tienen cargas genéticas y presentaciones

clinicas diferentes.

Respecto a la localizacién, se considera que un drea estd afectada cuando
aparecen Ulceras aftoides. El eritema o edema no es suficiente para determinar que

existe afeccion de esa area.

- L1: Localizacién ileal (30%). Es cuando se afecta el tercio distal de ileon con o
sin afeccion del ciego. Las manifestaciones fundamentales se deben a la presencia de
estenosis a este nivel con nauseas, vomitos, dolor abdominal en fosa iliaca derecha,
pérdida de peso y fiebre. La diarrea es menos grave que en las formas que afectan al
colon. En ocasiones y fundamentalmente en el debut de la enfermedad se puede

confundir con una apendicitis.

- L2: Localizacién Célica (20%). Una o varias localizaciones de la enfermedad
entre el recto y el ciego, pero exclusivamente en el colon sin afeccién del intestino
delgado. La clinica es mas parecida a la de la CU, con diarrea mas abundante,
hematoquecia, dolor abdominal y pérdida de peso. Se asocia con mas frecuencia con

enfermedad perianal y manifestaciones extraintestinales.

- L3: Localizacidn ileocélica (40%). Existe afectacion del ileon terminal con o sin
afectacidn cecal y con la particién de cualquier otra area del colon desde el recto hasta

el colon ascendente, la clinica es una mezcla de las anteriores.

- L4: Localizacion gastrointestinal alta (5-10%). Se considera esta localizacion
cuando se afecta cualquier localizacion proximal al ileon distal (ileon proximal, yeyuno,

duodeno, estdémago, eséfago y orofaringea) independientemente que se afecte el

12
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tercio distal del ileon o el colon. La clinica es mucho mas variada y depende de la
localizacion exacta; cuando la afeccion es esdfago-gastro-duodenal existen sintomas
de dispepsia alta como son las nauseas, vomitos, dolor abdominal epigdstrico e incluso
la hemorragia digestiva alta. En ocasiones simulan una enfermedad péptica que no
responde al tratamiento con antisecretores gdstricos. La afectacién yeyunal se
relaciona con diarrea, pérdida de peso, sindrome de malabsorcidn y suele ocurrir en
las formas que debutan a edades mas precoces. Recientemente, la clasificacién de
Montreal™® propone que la categoria L4 se afiada a las otras tres categorias y no sea
una categoria excluyente porque se considera que esta categoria ha estado
infradiagnosticada debido a que no se disponia de las técnicas adecuadas y que
actualmente el trdnsito intestinal, la enterorresonancia magnética, la cdpsula

endoscodpica y la enteroscopia nos demuestran que no es una localizacion tan rara.

Finalmente, el comportamiento clinico, que refleja fundamentalmente la
afectacién transmural, se relaciona de forma fiable con la agresividad de la
enfermedad, la necesidad de utilizar terapias mds potentes y de recurrir a la cirugia.
Un aspecto importante es que los patrones clinicos varian a lo largo del tiempo y
pueden pasar de unas categorias a otras durante el seguimiento clinico de la
enfermedad. Por este motivo se recomienda un seguimiento mayor de 5 afos para
poder incluir con fiabilidad a los pacientes en las diferentes categoriaslg. La

clasificacién actual de los distintos patrones de la enfermedad son:

- B1: Patrén inflamatorio, o no-obstructivo no-estenosante. Consiste en la presencia
de ulceras superficiales, que se pueden convertir en mas profundas, e inflamacién;

los sintomas tipicos son el dolor abdominal y la diarrea.

13
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B2: Fibroestenosante o estenosante. La enfermedad se caracteriza por la aparicién
de estenosis con dilatacidn preestendtica. La clinica caracteristica es la aparicidon de
cuadros obstructivos o pseudooclusivos; acompafiados de nauseas, vémitos, dolor
y distension abdominal con dificultad para expulsar los gases por el ano. Se
caracterizan por la baja respuesta al tratamiento médico y la necesidad de cirugia.
B3: Perforante o fistulizante. En esta categoria se incluyen tres tipos de
presentaciones clinicas. Perforacion libre, perforacién con formacién de abscesos y
masas intraabdominales y la aparicién de fistulas internas o externas, incluida la
enfermedad perianal. Este patréon evolutivo se caracteriza por recurrencias
frecuentes y la necesidad de cirugia. La nueva clasificaciéon propuesta en Montreal
recomienda excluir del comportamiento fistuloso (B3) a la enfermedad perianal
por considerarla una enfermedad independiente de la Ell penetrante’®. De esta
“

forma se sugiere que la presencia de afectacion perianal se indique con una “p” y

acompafien a los diferentes patrones clinicos, resultando en B1p, B2p y B3p™®.

14
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Figura 1. Patrones de la enfermedad de Crohn (Fuente: Baumgart DC, Sandborn WJ.

Crohn’s disease. Lancet 2012)
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1.3 PRUEBAS DIAGNOSTICAS

A pesar de los avances tanto en el conocimiento clinico, genético y molecular
de la EC, como en el desarrollo de nuevas técnicas de imagen aplicables al estudio de
los trastornos del tubo digestivo, la base del diagndstico de la EC no ha cambiado en
las dltimas décadas. La falta de lesiones histologicas patognomonicas y la
inespecificidad de los sintomas facilitan la demora diagndstica y obligan a establecer el
diagndstico en base a un conjunto de datos histolégicos, endoscépicos y radiolégicos
en un paciente con un cuadro clinico compatible. En caso de sospecha de EC, las
pruebas de primera linea para establecer el diagndstico son la ileocolonoscopia con
biopsias del ileon terminal y de cada segmento de coldnico afectado. Pero la EC puede
afectar a segmentos del intestino delgado donde la ileocolonoscopia no llega, también
pueden existir estenosis que no permite valorar endoscépicamente segmentos de
intestino mas proximales o podria complicarse por lesiones extramurales del intestino
o en la zona perianal (como fistulas y abscesos) no accesibles para la visualizacion

endoscc')pica21.

1.3.1. Pruebas de diagndstico por la imagen

Las técnicas de diagndstico por la imagen transversal son una importante ayuda
para la evaluacidn endoscépica, para estadificar de manera completa la afectacién del
intestino delgado y la regién perianal. Presentan la importante ventaja de evaluar la
enfermedad tanto mural como extramural. Las técnicas de imagen transversales son

importantes tanto para el diagndstico de la enfermedad de Crohn; nos permiten
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detectar, estadificar y clasificar el comportamiento de la enfermedad a nivel del
intestino delgado, como en el seguimiento; ayuda a valorar y escoger el tratamiento
mas adecuado en un momento determinado, valorar respuesta y cuantificar lesion

22, 23

tisular Existen distintas pruebas de imagen que nos permiten valorar la

enfermedad:

- La ecografia abdominal es una técnica de diagnéstico por la imagen sencilla, bien
tolerada y sin irradiacién que nos permite sobre todo valorar la afectacién del ileon
terminal, ciego, el colon sigmoide y a menudo el colon ascendente y el
descendente. Esta técnica tiene limitaciones como son la presencia de gas
intestinal y un habito corporal grande. La administracidon de contraste intraluminal
por via oral pueden mejorar la calidad de la imagen y la exactitud diagnéstica24.

- La tomografia axial computerizada (TAC) de abdomen y pelvis para la evaluacién
del intestino delgado y del colon es una técnica con elevada precision para
establecer presencia de actividad en la EC. Para alcanzar esta elevada precision
esta técnica requiere una adecuada distension luminal y la administraciéon de
contrate intravenoso. La distensién abdominal es un requisito fundamental para
cualquier método de diagndstico por la imagen del intestino delgado, puesto que
las asas intestinales colapsadas pueden esconder lesiones o simular
engrosamientos patoldgicos de la pared. Puede alcanzarse con la utilizacion de
agentes de contraste entéricos, tanto positivos como neutros. El empleo de medio
de contraste por inyeccidon intravenosa es importante para destacar el patron de

captacion de la pared intestinal y de los vasos mesentéricos que se evaluaran®.
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- La Resonancia Magnética (RM) permite una evaluacion exacta del intestino
delgado y del colon. Requieren aplicacién de contraste intravenoso y la
administraciéon oral de agentes de contraste entéricos (enterografia de RM o
enteroRM) o inyectarse por una sonda nasoyeyunal (enteroclisis de RM) para la
obtencién de imagenes que muestren con gran precision la presencia de lesiones.
Las alteraciones en la RM asociadas a la presencia de inflamacién son el
engrosamiento de la pared, la hipercaptacion de contraste en la pared tras la
inyeccion de medio de contrate intravenoso, la presencia de edema de la pared, y
la presencia de Ulceras, asi como de alteraciones extramurales como el signo del
peine, bandas de borrosidad y ganglios linfaticos aumentados de tamafio. Tiene la
ventaja de no emitir radiacién ionizante, este hecho la convierte en la técnica de
imagen mas adecuada para los pacientes con EC dada la edad de esta poblacién y
la necesidad de repeticion de estas técnicas en la evaluacién de la enfermedad?®.

La TAC y la RM tienen una exactitud similar en la obtencién de imagenes en la

EC. La TAC tiene mejor disponibilidad y es mas rapida que la RM aunque tiene el

. . « .z . ., 27
inconveniente de la exposicién a la radiacion®’.

- El transito intestinal baritado y la enteroclisis tienen un buen nivel de precisién
para el diagndstico de la EC con afectacion intestinal. Permiten detectar la
presencia de la enfermedad, evaluar extensién y gravedad y pueden también
identificar algunas complicaciones locales. Para el transito intestinal el contraste se
administra de forma oral mientras que la enteroclisis requiere canular el duodeno
e instilar el contraste desde este nivel. Los hallazgos radiolégicos son un

engrosamiento y alteracién irregular de los pliegues circulares, estenosis de la luz
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intestinal con presencia de ulceraciones, adherencias o separacidon de asas por
engrosamiento de la pared e infiltracion inflamatoria mesentérica. El gran
inconveniente de estas técnicas es que conllevan irradiacién por ello, y porque
tiene menor precisién, a dia de hoy se estan sustituyendo por la realizacién de la

enteroRM?%,

1.3.2. Pruebas endoscopicas en la enfermedad de Crohn

Colonoscopia e ileoscopia

La colonoscopia con ileoscopia es la principal técnica que se realiza inicialmente
en todos los pacientes con sospecha clinica de enfermedad inflamatoria intestinal. Este

procedimiento permite la observacién y toma de biopsias de la mucosa.

Los hallazgos endoscdpicos mas tipicos en la enfermedad de Crohn son la
afectacidén segmentaria con preservacion del recto, la afectacidn ileal, la presencia de

lesiones anales, las erosiones aftoides y la mucosa en empedradozg.

La biopsia endoscépica puede ayudar a distinguir entre CU y EC, y también
entre otras colitis (isquémica, infecciosa, etc). La presencia de granulomas sugiere
fuertemente una EC, aunque su deteccidn es poco frecuente apareciendo sélo en un
1/3 de los casos®. El hallazgo de cronicidad en las muestras obtenidas por biopsia es

indicativo de una Ell mas que de colitis infecciosa.

La endoscopia es indispensable, no sélo para comprobar la extension de la

enfermedad, sino también para valorar la actividad inflamatoria a nivel intestinal en el

20

——
| —



Precisién diagnéstica de CF y M2-PK fecal en la deteccién de actividad

le I iy
endoscédpica en la enfermedad de Crohn ntroduccion

seguimiento del paciente. Aunque esta técnica tiene sus limitaciones no pudiendo
valorar tramos mas proximales al ileon terminal, en ocasiones no se puede valorar el
ileon terminal por estenosis de la valvula ileocecal o tramos proximales a estenosis
marcadas. Por todo ello los datos de la colonoscopia se deben complementar con otras

pruebas endoscdpicas y radioldgicas que permitan examinar los tramos no explorados.

En los ultimos afios la ileocolonoscopia estd tomando auin mayor relevancia ya
gue varios grupos proponen que el objetivo actual que debemos perseguir en los
pacientes con Ell es la denominada curacién mucosa. Debemos buscar este objetivo
porque se ha correlacionado con menores tasas de recidiva y de complicaciones

relacionadas con la enfermedad>.

Endoscopia digestiva alta

La endoscopia digestiva alta estd indicada en la EC ante la sospecha de
afectacién del tracto digestivo superior, con especial incidencia en pacientes jovenes
mas que en adultos. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes son el dolor
epigdstrico, nauseas y vomitos, disfagia, y mds raramente hemorragia digestiva alta.
Endoscépicamente las lesiones de la EC consisten en erosiones de tipo aftoso, Ulceras,
pliegues gastricos engrosados, eritema y estenosis. Permite la toma de biopsias
tisulares que pueden ser de gran utilidad para establecer el diagnéstico de la EC,

especialmente en aquellos casos de colitis indeterminada®?.
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Enteroscopia

La enteroscopia es un técnica endoscépica que nos permite evaluar la
inflamacién de la mucosa a nivel del intestino delgado. Los aspectos mas relevantes de
la enteroscopia en la EC son la posibilidad de obtener biopsias y la aplicaciéon de
medidas terapéuticas como hemostasia, dilataciones de estenosis o colocacion de
sondas enterales de nutricién®?. Existen dos tipos de enteroscopia: enteroscopia de
doble balén que utiliza dos globos inflables en cada extremo distal del endoscopio y el
sobretubo, mientras que la enteroscopia de un baldn utiliza sélo un globo inflable en el
extremo distal del sobretubo. El procedimiento se puede realizar por via oral y
también por via anal. El rendimiento diagndstico en pacientes con sospecha de EC estd

entre el 22-70%>*.

Cdpsula endoscdpica

La cdpsula endoscdpica permite la visualizaciéon directa y no invasiva de la
mucosa de todo el intestino delgado. Es util para el diagndstico inicial de la EC,
establecer su extensién, diagndstico de recurrencias y evaluacion de respuesta
terapéutica. En pacientes con sospecha de EC la capsula endoscdpica tiene mayor
rendimiento diagndstico que el transito intestinal y que la TAC pero no se observaron
diferencias significativas con respecto a la enteroresonancia®. Tiene una elevada
sensibilidad (83-100%) y una menor especificidad (53-100%), aunque esta ultima es
mas variable dependiendo de las series. Las principales limitaciones de la capsula
endoscdpica en la evaluacion de la EC con afectacién de intestino delgado son la

imposibilidad de tomar muestras de tejido y la aplicacidon de acciones terapéuticas, asi
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como el riesgo de retencidn de la capsula en caso de existir estenosis, aunque este es

bajo (1.6%)*>.

1.3.3. ANATOMIA PATOLOGICA

Se ha identificado una amplia gama de caracteristicas microscdpicas que son
utiles para establecer un diagndstico de enfermedad de Crohn, y asi se ha descrito en
la literatura. Las principales caracteristicas microscopicas utilizadas para el diagndstico

dependen de la localizacion de la enfermedad® .

» COLON:
« Arquitectura
e Irregularidad en la arquitectura de las criptas: implica anomalias de
éstas en > 10% de las criptas cuando hay una inflamacién focal o
moteada. La irregularidad de las criptas puede corresponder a una
distorsién de las criptas, una ramificacion de las criptas o un
acortamiento de éstas.
e Reduccién en el nimero de criptas
e Superficie irregular
% Inflamacién crénica
e La inflamacién crénica focal o moteada corresponde a un aumento
variable de la celularidad de la ldamina propia a través de la muestra

de biopsia y no limitada a la zona superficial.
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- Focal: implica una celularidad de fondo normal, con un aumento
localizado de las células.

- Moteado: significa una celularidad de fondo normal con una
intensidad variable.

e Granulomas: se define como una coleccién de células monocito-
macréfago y otras células inflamatorias, con o sin células gigantes.
Los macréfagos aparecen como células grandes con abundante
citoplasma eosinofilico palido y un nucleo grande oval. Se
encuentran organizadas en grupos. Debido a su semejanza con las
células epiteliales se denominan células epitelioides. Los granulomas
tipicos contienen cinco o mas células epitelioides con o sin células
gigantes. Se pueden desarrollar en todas las capas del intestino
aungue son mas frecuente en la submucosa. Pueden aparecen en
zonas de tejido sano o inflamado. La frecuencia de hallazgos de
granulomas en la enfermedad de Crohn oscila entre el 15 y el 85%
aungue raramente es superior al 50-60%. Los granulomas no
caseificantes, las colecciones pequeiias, de histiocitos epitelioides y
células gigantes o las células gigantes aisladas pueden observarse en
las colitis infecciosas y no deben considerarse una evidencia

indicativa de enfermedad de Crohn.

/7

% Inflamacidn por polimorfonucleares

e Anivel de la lamina propia
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e Anivel del epitelio de las criptas (focales o difusos)
e Abscesos de criptas
e Exudados de polimorfonucleares
% Cambios epiteliales
e Erosidon/ulceracién
e Mucina (deplecién o preservacion)

e Células de Paneth distales al dangulo hepatico

¢+ Cambios epiteliales asociados

e Aumento de los linfocitos intraepiteliales > 15

> ILEON TERMINAL
+» Arquitectura
e Irregularidad de las vellosidades

e Irregularidad de arquitectura de criptas

% Cambios epiteliales

e Metaplasia pseudopilérica de las glandulas

> COMPARACION ENTRE DIFERENTES SEGMENTOS
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e Distribucidn de la inflamacion a lo largo del colon: gradiente de
proximal a distal.

e Cociente del nimero de biopsias con infiltracién celular focal
respecto al numero de biopsias con infiltracién de células

mononucleares.
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1.4. PRUEBAS DE LABORATORIO

En la EC se produce una estimulacion del sistema inmune que pone en marcha
una cascada inflamatoria dirigida hacia una diana antigénica que hoy en dia sigue sin
conocerse. Esta respuesta inflamatoria conlleva la activacion de una serie de
mecanismos que como consecuencia suponen la liberacidon de una serie de moléculas
al torrente sanguineo, conocidos como biomarcadores seroldgicos, que podemos
determinar por técnicas de laboratorio. También es liberada una serie de moléculas a
nivel intestinal que podemos determinar su concentracién en las heces, son los

denominados biomarcadores fecales.

En los ultimos afios se ha generado un gran desarrollo de estos biomarcadores
confirmdndose que son herramientas Utiles para diagnosticar la EC distinguiéndola de
otras entidades como Sll o cuadros infecciosos, establecer la presencia de actividad
inflamatoria y determinar su grado, pronosticar la evolucién de la enfermedad,
monitorizar la respuesta al tratamiento e incluso predecir la recurrencia

postquirdrgica.

En definitiva el amplio abanico de funciones que han demostrado tener los
biomarcadores, junto a la sencillez y bajo coste de su determinacién, los han

convertido en herramientas fundamentales en el manejo de la EC.

1.4.1. Biomarcadores serologicos
La estimulacién del sistema inmune en la lamina propia de la mucosa intestinal

activa el componente celular de la misma —leucocitos, monocitos, macréfagos y células
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endoteliales—, con la consiguiente produccién de mediadores de la inflamacidn,
fundamentalmente citocinas. Estas inducen la sintesis de proteinas de fase aguda en el
higado, por lo que, en teoria, la determinacién de estos «reactantes» deberia reflejar
indirectamente el grado de inflamacién®. Los principales biomarcadores serolégicos
que se utilizan en la EC son la proteina C reactiva (PCR) y la velocidad de sedimentacién

globular (VSG).

1.4.1.1. Proteina C Reactiva (PCR)

La PCR fue la primera proteina de fase aguda descrita. Esta proteina se sintetiza
fundamentalmente en el higado aunque en la EC también se ha descrito una
produccién significativa de PCR por parte de la grasa mesentérica’’. Cuando acontece
un proceso inflamatorio los hepatocitos incrementan rapidamente la sintesis de PCR,
proceso que estda mediado por citoquinas, entre ellas el factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a)*®.

Los niveles de PCR presentan una buen correlacion con la gravedad del proceso
inflamatorio mostrando elevaciones discretas en procesos inflamatorios leves o en
infecciones virales, niveles superiores en procesos inflamatorios mdas graves o en
infecciones bacterianas, y las concentraciones mas elevadas de esta proteina se han

descrito en procesos patdgenos muy graves o con grandes quemaduras>.

La PCR tiene una vida media corta, en comparacién con otros reactantes de
fase aguda, de tan sélo 19 h. Por este motivo, es un biomarcador que se eleva
precozmente tras el comienzo del proceso inflamatorio y disminuye con celeridad tras

su resolucién del mismo, aunque puede permanecer elevada en caso de inflamacién
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crénica. Esta propiedad le confiere precision para estimar la evolucidn de la actividad
inflamatoria de la enfermedad en el tiempo. Ademas tiene las ventajas de ser una
prueba barata, facil de realizar, sus concentraciones no varian durante el dia y no est3
influenciada, salvo excepciones, por la toma de farmacos (a no ser que éstos
modifiquen el proceso inflamatorio subyacente). Sin embargo, la sintesis de PCR se
puede ver afectada por diversos procesos que causen una insuficiencia hepatocelular,
y sus cifras tienden a aumentar con la edad, probablemente debido al incremento de

procesos patégenos subclinicos®” *°.

En la enfermedad de Crohn se ha descrito una notable elevacién de esta
proteina en presencia de actividad inflamatoria e igualmente normalizacién de su
concentraciéon cuando se induce la remision de la actividad. A diferencia de la CU
donde presenta una menor elevacién o incluso esta es inexistente cuando aparece
actividad inflamatoria probablemente se expligue porque la EC tiene mayor
repercusién sistémica ya que su afectacion es transmural mientras que la CU se limita

sélo a la mucosa del colon®,

En diversos estudios se ha analizado la exactitud de la PCR para el diagndstico
diferencial entre Ell, ya sea EC o CU, y otras enfermedades gastrointestinales
(funcionales u organicas) estimandose, entre los pacientes con clinica compatible, una
sensibilidad y especificidad globales del 80 y el 83%, respectivamente. Aunque si
consideramos Unicamente la exactitud para el diagndstico de la EC, las cifras de
sensibilidad y especificidad se incrementan hasta el 100 y el 91%, respectivamente. Si
bien, estos datos se basan en un ndmero muy reducido de estudios con reducido

40-42

numero de pacientes . No obstante, se ha observado que existe un grupo de
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pacientes con EC que presentan actividad inflamatoria y tienen niveles de PCR

permanentemente normales™®.

También se ha estudiado la utilidad de la PCR como posible biomarcador para
establecer la presencia de actividad inflamatoria, objetivada mediante colonoscopia, y
en consecuencia ser una herramienta util para monitorizar la evoluciéon de la
inflamacién en los pacientes con EC. Se ha estimado una sensibilidad del 80% y
especificidad del 50% aproximadamente para establecer la presencia inflamacién a

|44, 45

nivel intestina , recientemente se ha publicado un metaanalisis en el que se ha

calculado una sensibilidad del 49% y una especificidad del 92%".

1.4.1.2. Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG)

La VSG cuantifica la velocidad con la que los hematies sedimentan en un tubo
capilar. La presencia de reactantes de fase aguda acelera dicha velocidad, aunque la
VSG depende también de otros factores como son la presencia de anemia, la edad o
farmacos que pueden aumentan su cifra. Tiene una vida media mas prolongada que la
PCR por lo que su valor tarda mas tiempo en normalizarse tras un proceso
inflamatorio®’. A pesar de sus limitaciones, la VSG dispone también de algunas

ventajas, como su sencillez de determinacion, su disponibilidad y su reducido coste.

Al igual que la PCR, se trata de un biomarcador de inflamacién sistémica no
especifico para la Ell. Diversos estudios dirigidos a evaluar la correlacion entre
variables clinicas y analiticas demostraron una aceptable correlacién entre la VSG y la
actividad clinica de los pacientes con EC*®. Aunque este biomarcador se utiliza de

forma rutinaria desde hace afios, estudios recientes han observado escasa correlacion
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con la actividad inflamatoria en la CU*, ademas de demostrarse en un metaanalisis
reciente que no es util para discriminar entre la Ell y el SIP°. También se ha
evidenciado que no es un marcador fiable de actividad, ya que la PCR es mas precisa
para identificar ausencia de actividad inflamatoria en situacion de inactividad clinica

mantenida’’.

1.4.2. Biomarcadores fecales

El proceso inflamatorio que se genera a nivel intestinal en la Ell conlleva la
liberacion de una serie de moléculas a la luz colénica que podemos determinar
mediante un analisis de las heces. Desde hace afios se estan desarrollando estudios
para identificar estas proteinas y determinar su utilidad en la Ell y otros procesos con
el cancer de colon. Los principales biomarcadores fecales estudiados son la
calprotectina (CF), lactorrefina, M2-piruvato quinasa (M2-PK) y la elastasa de los
polimorfonucleares. La CF es el biomarcador que mds se ha estudiado en la Ell
demostrando ser una herramienta con grandes utilidades. La M2-PK es un
biomarcador poco estudiado para la Ell, aunque se ha evidenciado su utilidad para el

diagnéstico de la enfermedad.

1.4.2.1. Calprotectina fecal (CF)

La CF es una proteina fijadora de calcio y zinc que pertenece a la familia de las
proteinas S-100. Tiene un peso molecular de 36 kDa. Estd compuesta por tres cadenas
peptidicas (dos de 14 kDa y una de 8 kDa). Es resistente al calor y a la protedlisis, sobre

todo en presencia de calcio. Sus subunidades estan fuertemente unidas y puede
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formar complejos no covalentes (en forma de di, tri y tetrameros) dependiendo de la
concentracion de calcio. Su secuencia genética esta en el cromosoma 1. Esta proteina
estd presente en los neutrdfilos representando el 60% de las proteinas citosdlicas
solubles y el 5% del total de las proteinas de estas células. También estd presente en
otras células como son monocitos, macréfagos, queratinocitos, células epiteliales,
células pancreaticas e incluso en las células que componen las glandulas traqueales y
en tejidos; como la piel, pulmones, tracto gastrointestinal, mucosa oral, mucosa del
cérvix uterino y en multiples fluidos (suero, plasma, liquido cefalorraquideo, fluidos

orales, heces, orina o liquido sinovial)sz.

La CF es una molécula con multiples funciones biolégicas como son la
traduccién de sefiales intracelulares, formar parte de la estructura del citoesqueleto,
marcador de la diferenciacion de las células mielomonociticas, estimulador de la
produccién de inmunoglobulinas, factor quimiotactico, regulacién de la reaccién
inflamatoria, actividad antimicrobiana y efecto citotdxico induciendo la apoptosis
(actividad antiproliferativa)®®. Se le atribuye la denominacién de proteina protectora
debido a sus funciones reguladoras en el proceso inflamatorio. Por todo ello, la
calprotectina parece ser una proteina importante en el interior de las células mieloides
y extracelularmente en procesos inflamatorios, lo que ha suscitado la realizacién de

una serie de estudio para determinar su utilidad bioldgica y clinica.

Los niveles de la CF se elevan en procesos inflamatorios correlaciondndose con
los niveles de neutrdfilos en sangre y otros reactantes de fase aguda serolégicos como

son la PCR o VSG. Desde el descubrimiento de la extraccion y determinacién
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cuantitativa de la CF en muestras fecales, se ha generado un creciente interés en su

uso como marcador de inflamacién intestinal®”.

Su cuantificacién se realiza mediante una técnica de ELISA, sencilla y barata,
con la que se obtiene la concentracion de CF. Se considera que el nivel de CF es normal
si es menor de 50 pg/g. Se necesita una Unica muestra de heces, y de escasa cuantia (5
g son suficientes), para determinar este marcador de modo fiable. Las muestras
pueden ser guardadas hasta 5 dias a temperatura normal, sin observarse pérdida

apreciable de su concentracién’>.

Se ha observado que la presencia de calprotectina en las heces es directamente
proporcional a la migracién de los neutrdfilos hacia el tracto intestinal como se ha
descrito en la Ell. Por consiguiente, se ha demostrado una estrecha correlacién entre la
concentracion de calprotectina fecal y la excrecidn leucocitaria cuantificada mediante

el marcaje de los leucocitos con el trazador radiactivo indio-111°°.

Se han estudiado multiples utilidades de la calprotectina fecal para la Ell, tanto
en EC como en CU. Es util para el diagnéstico de la Ell pudiéndola diferenciar de otras
entidades como el sindrome de intestino irritable. En diversos estudios se ha
observado en pacientes con diarrea crénica que calprotectina fecal ha mostrado una
elevada correlacion con la presencia de inflamacién intestinal demostrada mediante
colonoscopia presentando niveles significativamente mayores en los pacientes con Ell

57-59
. Del

que los pacientes diagnosticados de Sll con una elevada precisién diagndstica
mismo modo, se ha observado que es una herramienta precisa para detectar la

presencia de actividad inflamatoria en la EC e incluso establecer distintos grados de

actividad. También ha demostrado valor prondstico para establecer pacientes con
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mayor probabilidad de presentar una recidiva de la enfermedad. Incluso, se ha
demostrado que puede ayudarnos para predecir la respuesta a farmacos o la

recurrencia postquirargica®.

1.4.2.2. M2-Piruvato Quinasa fecal (M2-PK)

La piruvato quinasa es una enzima que cataliza la transformaciéon de
fosfoenolpiruvato y ADP en piruvato y ATP. Esta enzima, clave en la ruta central del
metabolismo de los hidratos de carbono y en aquellas en que tiene lugar
simultaneamente reacciones de la ruta glucolitica y gluconeogénica. Esta enzima esta

presente en todas las células vivas.

En la especie humana se han identificado dos genes codificantes de la piruvato
quinasa, el PK-M y el PK-LR. En el proceso de transcripcidn, estos dos genes originan
cuatro isoenzimas diferentes con actividad piruvato quinasa, denominados M1, M2, Ly

R, las cuales se expresan de forma diferente en cada tejido u drgano

La isoforma M2-PK es una proteina multifuncional que participa en varias vias
no glicoliticas que influyen en la fisiologia celular incluyendo las respuestas
inmunoldgicas, el crecimiento celular y la apoptosis®*. M2-PK se expresa en células que
estan en continua replicacién como son las células que componen la mucosa intestinal.
Inicialmente la determinacion de M2-PK en heces se propuso como nueva herramienta
para el diagndstico del cancer colorrectal®. Los niveles elevados pueden detectarse en
suero y heces. La determinacidon de M2-PK en heces es una prueba barata y sencilla

gue se realiza mediante una técnica de ELISA similar a la utilizada para determinar CF.
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La utilidad de este biomarcador para detectar inflamacion intestinal también se
ha estudiado en pacientes con Ell. La presencia de inflamacién activa es acompafiada
de un aumento de la renovacién celular en la mucosa intestinal lo que conlleva un
aumento de la divisién celular y por lo tanto unos niveles mayores de M2-PK en suero

y sobre todo en heces.

Se ha evidenciado que M2-PK fecal es util para diagnosticar la Ell
distinguiéndola del SII con una sensibilidad 73% y especificidad 74%, ademas de
presentar una elevada correlacion con CF. En dicho estudio se realizé un subanilisis
que evidencié diferencias importantes en los niveles de ambos marcadores fecales
entre Ell activa y no activa®. En otro estudio similar, cuya muestra presentaba mayor
prevalencia de Sll, se observd una sensibilidad del 67% y especificidad del 88% para
diagnosticar Ell, aunque CF presenté mayor precision con una sensibilidad del 93% vy
especificidad 92%°%. En un estudio en el que comparan la precisién de CF y M2-PK para
detectar actividad endoscépica observan que M2-PK presenta una sensibilidad del
87.7% vy especificidad del 62.9%, siendo mejor biomarcador para detectar actividad
endoscdpica en la EC la CF (sensibilidad 93% y especificidad 88.6%). Se concluye que
M2-PK no es un biomarcador fiable para monitorizar la actividad inflamatoria al ser
inferior que CF®. Se ha demostrado que es un biomarcador preciso para detectar
actividad inflamatoria en la CU®®. Del mismo modo, otro estudio mostrd que M2-PK
fecal refleja la gravedad de la CU en edad pediatrica siendo el mejor biomarcador
(comparandolo con CF, lactoferrina fecal, SI00A12) para predecir la refractariedad a

los corticoides en pacientes pedidtricos con CU graves67.
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1.5 [NDICES DE ACTIVIDAD EN LA ENFERMEDAD DE CROHN

1.5.1. Indices de actividad clinicos

CDAI (Crohn Disease Activity Index)

El indice clinico mas frecuentemente utilizado es el CDAI (Crohn Disease Activity

Index). Es el principal indice validado por las guias de consenso en la practica clinica®.

Valora de forma cuantitativa ocho parametros: siete clinicos y uno analitico, por ello

es un indice mas de gravedad clinica que de actividad inflamatoria. Cada parametro

tiene una puntuacién y un peso o factor multiplicador:

1)

Numero de deposiciones blandas o liquidas durante 7 dias consecutivos, la cifra

obtenida se multiplica por 2.

Dolor abdominal (no = 0 puntos, leve = 1 punto, moderado = 2 puntos, severo =
3 puntos), suma de 7 puntuaciones diarias que se multiplican por 5.

Bienestar general (bien = 0 puntos, regular = 1 punto, mal = 2 puntos, muy mal
=3 puntos, fatal = 4 puntos), suma de 7 puntuaciones diarias que se multiplican

por 7.

Numero de complicaciones o manifestaciones (artritis o artralgias, iritis o
uveitis, eritema nodoso o pioderma gangrenoso, estomatitis aftosa, fisura,

fistula o absceso anal, otras fistulas o fiebre > 37.82 C), multiplicado por 20.

Farmacos para controlar diarrea (no = 0 puntos, si = 1 punto), multiplicado por

30.
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6) Presencia de masa abdominal (no = 0 puntos, posible = 0.4 puntos, si = 1

puntos), multiplicado por 10.
7) Cifra de Hematocrito (normal — paciente), multiplicado por 6.

8) Pérdida de peso (peso estandar- peso actual/ peso estandar x 100),

multiplicado por 1.

Se calcula sumando el resultado de todos los pardmetros obteniéndose un
resultado numérico final que nos permite definir el grado de actividad de la
enfermedad del paciente. El rango de los distintos grados es: Remisidon < 150 puntos,
actividad leve 150-219 puntos, actividad moderada 220-450 puntos, actividad grave >

450puntos3.

Este indice es util para evaluar la actividad de la enfermedad, aunque no es
valido para todos los subgrupos de pacientes, como son los nifios, ni cubre todos los
aspectos de la enfermedad, como es el aspecto psicosocial. Es un test laborioso que se
utiliza casi exclusivamente en estudios y ensayos clinicos controlados. Se han
desarrollado otros indices mas sencillos como el indice de Harvey-Bradshaw, el indice

de Cape Town v el indice de Present-Koreliz pero estos son menos utilizados® ®°.

3.5.2. Indices de actividad endoscépicos

Desde 1989 se han desarrollado indices para definir la actividad o gravedad en
la EC a partir de los hallazgos endoscopicos. El mas conocido es el CDEIS (Crohn’s
Disease Endoscopic Index of Severity) creado por el grupo francés GETAID (Groupe

d'Etude Thérapeutique des Affections Inflammatoires du Tube Digestif). Valora 6 items
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(ulceras superficiales, ulceras profundas, superficie afectada por inflamacidn,
superficie afectada por Ulceras, presencia de estenosis no ulcerado y presencia de
estenosis ulcerada) cada pardmetro una puntuacion y peso especifico. Se analizan
estos 6 parametros en cada uno de los segmentos coldnicos y en ileon’. Es un indice
que presenta gran complejidad ya que todas las lesiones deben medirse en
centimetros y posteriormente aplicar los distintos factores multiplicadores. Es utilizado

sélo en ensayos clinicos y es realizado por endoscopistas expertos en Ell.

SES-CD (Simple Endoscopic Score for Crohn’s Disease)

En el aflo 2004, un grupo italiano desarrollé un indice mas sencillo denominado
SES-CD (Simple Endoscopic Score for Crohn’s Disease). Es la simplificacién validada de
un indice mas complejo como es el CDEIS. El SES-CD clasifica la actividad endoscépica
en funcion de las caracteristicas de las lesiones presentes a nivel de colon e ileon’*. Los

parametros que valora son:

1) Presencia de ulceras y tamafno: Ausencia = 0 puntos, aftas 0.1-0.5 cm = 1 punto,

Ulceras 0.5-2 cm = 2 puntos, Ulceras > 2 cm = 3 puntos.

2) Superficie ulcerada: Ausencia = 0 punto, < 10% = 1 punto, 10%-30% = 2 puntos,

>30% = 3 puntos.
3) Superficie afectada por inflamacién: Ausencia = 0 puntos, < 50% = 1 punto,
50%-75% = 2 puntos, > 75% = 3 puntos.

4) Presencia de estenosis: Ninguna = 0 puntos, una estenosis franqueable = 1
punto, mds de una estenosis franqueable = 2 puntos, una estenosis

infranqueable = 3 puntos.
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Se valoran estos 4 paramétros con las puntuaciones expuestas en 5 tramos:
Recto, colon izquierdo, colon transverso, colon derecho e ileon. La suma total nos
permite clasificar al paciente en funcién del grado de actividad endoscopico segun el
valor obtenido: Remisidn < 3 puntos, actividad leve 3-7 puntos, actividad moderada 8-

15 puntos, actividad severa =2 16 puntos72’ 3,

En un estudio llevado a cabo por Sipponen y colaboradores han comparado

ambos indices endoscdpicos observandose una estrecha correlacién entre ellos’?.

Ambos indices presentan una elevada correlacién pero el SES-CD es un indice
mas sencillo y aplicable en la practica diaria, aunque la principal limitacién de ambos es
que sobreestiman la enfermedad célica e infravaloran la localizacidn ileal exclusiva,
ademas de no valorar las lesiones en las localizaciones gastrointestinales superiores.
Por otro lado, aun no estan bien definidos los puntos de corte del SES-CD para
establecer remision endoscépica, aunque estudios mas recientes establecen dicho

73-75

punto de corte en SES-CD <2 . Con todo ello, actualmente la ileocolonoscopia estd

adquiriendo aun mayor relevancia ya que estudios recientes sugieren que alcanzar la

. s , . . . L. . 75-77
curacién mucosa deberia ser el principal objetivo en el tratamiento de la EC”>’.
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1.6. CONOCIMIENTO ACTUAL SOBRE LA PRECISION DE LA CALPROTECTINA Y LA
M2-PK FECAL PARA DETECTAR ACTIVIDAD INFLAMATORIA EN LA ENFERMEDAD DE
CROHN.

En la EC, la ileocolonoscopia con toma de biopsias se considera la prueba “gold
standar” para valorar la presencia de inflamacién intestinal, aunque tiene los
inconvenientes de ser una prueba invasiva, con alto coste, disponibilidad limitada y
riesgo de complicaciones. Si bien se han desarrollado una serie de indices
endoscdpicos especificos, como son CDEIS y SES-CD, estos indices son dificiles de
calcular e interpretar en la practica diaria. Es evidente que la realizacion de
colonoscopias para monitorizar la actividad inflamatoria comprobando la evolucién de

la misma y la respuesta a las distintas terapias puede resultar complicado74.

La evaluacidén de la actividad clinica no ha demostrado ser una herramienta util
para establecer de forma precisa la actividad endoscépica a pesar de la existencia de
instrumentos como el Crohn’s Disease Activity Index (CDAI), se ha observado que hasta
en el 70% de los pacientes que alcanzan una remisidn clinica pueden presentar algun
grado de actividad endoscépica78. La persistencia de actividad inflamatoria, aun sin
sintomatologia evidente, se asocia a mal pronéstico. Dado que el principal objetivo del
tratamiento es alcanzar la curacion mucosa, se hace necesario basar el criterio clinico
en pruebas que nos aporten datos objetivos y precisos para demostrar la resolucion o

persistencia de la actividad inflamatoria en la EC”’.

En este sentido, se han desarrollado pruebas de laboratorio para ayudarnos a
detectar, de forma indirecta, la presencia de actividad inflamatoria en la EC. Los

biomarcadores seroldgicos son reactantes de fase aguda inespecificos para esta
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patologia ya que sus niveles pueden aumentar en cualquier proceso inflamatorio
sistémico, por lo que se ha observado que su precisién para detectar actividad

inflamatoria en la EC es limitada”.

En los dltimos afios se han desarrollado biomarcadores fecales que han
demostrado ser mas precisos para detectar la presencia o ausencia de inflamacién
intestinal siendo mas especificos para la EC. Dentro de los biomarcadores fecales,
calprotectina fecal ha sido el mas estudiado. Varios estudios han confirmado una
elevada correlacién directa entre los valores de la calprotectina fecal y la actividad de
la EC evaluada por indices clinicos, endoscépicos e incluso histoldgicos. Se ha
observado una mayor correlacién con los indices endoscdpicos e histolégicos que con

los clinicos®® &

. Se ha observado que los pacientes con afectacion exclusivamente ileal
presentan valores inferiores con respecto a la localizacién coldnica e ileocélica, ademas
de existir mejor correlacién con los indices endoscépicos en ambas localizaciones con
respecto a la ileal’ . Igualmente existe mayor correlacién entre los niveles de
calprotectina y la actividad endoscdpica en el fenotipo inflamatorio con respecto a los

. 7
fenotipos estenosante o penetrante®® "> %

En 2007, D'Inca et al®® analiza la utilidad de la CF para detectar actividad
inflamatoria en un grupo de pacientes con EC y CU. Para un punto de corte de 80 pg/g
obtienen una sensibilidad del 79% y especificidad del 74% para establecer la presencia
de actividad endoscdépica en la EC y CU. La correlacién entre CF y la actividad

endoscdpica fue de r =0.48 para ECy r=0.51 para CU.

Jones et al®® estudia la correlacion entre el indice SES-CD, CDAI y biomarcadores

como PCR, CF y lactoferrina fecal en 164 pacientes con EC. Definen como actividad

42

——
| —



Precisién diagnéstica de CF y M2-PK fecal en la deteccién de actividad

le I iy
endoscédpica en la enfermedad de Crohn ntroduccion

endoscoépica un SES-CD > 7 puntos. Observan una correlacién positiva (r = 0.45) entre
CF y SES-CD, ademas el area bajo la curva ROC (Receiver Operating Characteristic) de

CF para detectar actividad endoscépica fue de 0.72.

Langhorst et al** analizé la precisién de calprotectina, PCR y CDAI para detectar
actividad inflamatoria en la EC. Obtuvieron un punto de corte éptimo para CF de 48
ug/g mostrando una sensibilidad del 81.8% y especificidad del 80% para detectar
actividad en la EC. La correlaciéon entre CF y la actividad endoscépica fue
significativamente positiva (r = 0.35), en este estudio no se utilizd un indice

endoscépico validado.

En otro estudio, Sipponen et al®! determiné en 77 pacientes con EC el indice
endoscépico CDEIS, el indice CDAIl y el valor de CF. Observaron una elevada correlacion
entre CF y CDEIS (r = 0,729), se obtuvo una sensibilidad del 70% y una especificidad del
92% para predecir actividad endoscopica (CDEIS >3), mientras que para CDAI 2150 fue

sélo 27%, pero con una especificidad algo mayor (94%).

Shoepfer et al”® observd una elevada correlacion entre CF y el indice
endoscdpico SES-CD (r = 0.75). Obtuvieron una sensibilidad del 89% y especificidad del
72% para un punto de corte de CF de 70 pg/g con el objetivo de establecer la presencia

de actividad endoscoépica, definida en este estudio como SES-CD > 4.

D’Haens et al®* observa en pacientes con EC una correlacidn positiva y
significativa entre los niveles de CF y los indice endoscdépicos CDEIS (r = 0.419) y SES-CD
(r =0.490). La correlacién entre CF y CDAI no fue significativa (r = 0.145, p = 0.192). En
dicho estudio se estimé un punto de corte de CF de 250 pg/g para detectar la

presencia de Ulceras de gran tamafo con una sensibilidad del 60.4% y especificidad del
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79.5%. También se obtuvo como punto de corte éptimo para detectar remisidon
endoscopica (CDEIS < 3) en 250 pg/g con una sensibilidad del 94.1% y especificidad del

62.2%.

Lobatdn et al® observa una elevada correlacién entre los niveles de CF vy el
CDEIS (r = 0.784). También obtuvieron una sensibilidad del 76.4 y especificidad del
97.2% con un punto de corte de CF de 274 ug/g para detectar remisién endoscopica

(CDEIS < 3).

En 2014, Lin et al®® publican una meta-andlisis en el que incluyen 13 estudios
(744 pacientes con CU y 727 pacientes con EC). Obteniendo para un punto de corte de
50 ug/g una sensibilidad del 92% y especificidad del 60% y para un punto de corte de
250 pg/g una sensibilidad del 80% vy especificidad del 82%. Concluyen que la
calprotectina fecal es un marcador fiable para evaluar la actividad en la Ell

observandose mayor precision en la CU que en la EC.

Otro meta-analisis publicado en 2015 por Mosli et al*® analiza 19 estudios (total
de 2499 pacientes) analizando la precisidon de la PCR, la CF y la lactoferrina fecal para
detectar actividad endoscdpica en pacientes con Ell. Se estima para CF una sensibilidad
del 88% vy especificidad del 73% para detectar actividad en la Ell. Observa que CF es
mas precisa que la PCR y es mas sensible en la CU que en la EC. Concluye que PCR,
Calprotectina y lactoferrina fecal son biomarcadores utiles para detectar actividad
inflamatoria en la Ell pero que para el manejo individual de cada paciente debemos

tener en cuenta el contexto clinico especifico.

En ambos meta-analisis se observa una gran heterogeneidad entre los

diferentes ensayos debido a la falta de estandarizacién de la metodologia diagndstica.
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Como conclusién de estos trabajos se proponen distintos puntos de corte de
calprotectina fecal: 50 pg/g’™ ¥, 100 pg/g®®°, 250 ug/g®” ** o 274 ug/g®, no

existiendo acuerdo en el punto de corte éptimo.

Por tanto, la aplicabilidad clinica de la calprotectina fecal esta limitada al no
existir consenso en el punto de corte dptimo para establecer actividad endoscépica.
Tratar de encontrar evidencia estadistica sobre los diferentes rangos de valores para
clasificar estado de “actividad endoscépica” o “curacién mucosa” con elevada
precisién supondria un avance en la toma de decisiones sin necesidad de realizar otras
pruebas. De este modo, alcanzariamos un aumento en la eficiencia de la practica
clinica diaria, pudiendo realizar una mejor clasificacion de los pacientes y por

consiguiente una individualizacién del manejo terapéutico.

M2-PK es otro biomarcador fecal que se ha demostrado que es util para
diagnosticar la Ell, también para detectar actividad inflamatoria en la CU e incluso ha
demostrado ser un importante marcador predictivo para la CU grave en edad
pediatrica®®. Pero no existen estudios en los que se haya demostrado la precisién de
M2-PK para detectar actividad inflamatoria en la EC en base a los datos objetivados

por la colonoscopia.

Consideramos que, dada la limitada precision que presenta la clinica y los
biomarcadores serolégicos para detectar actividad inflamatoria, demostrar una
elevada precisidén de los biomarcadores fecales en nuestro medio nos permitiria una
practica clinica con un manejo mas preciso y eficiente de los pacientes con EC
evitando la realizacién de colonoscopias innecesarias en la monitorizacién de la

actividad inflamatoria.
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En este sentido nuestro objetivo principal es analizar la precisién diagndstica de

CF y M2-PK fecal para detectar actividad inflamatoria en la EC.
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2.1. HIPOTESIS

Existe interés en la determinacién de biomarcadores precisos para el
diagndstico y manejo de los pacientes con enfermedad de Crohn. Se hipotetiza que los
valores de calprotectina fecal, M2-Piruvato quinasa fecal, PCR, VSG, SES-CD y CDAI se
encontrardn significativamente correlacionados en esta cohorte de pacientes. También
se hipotetiza que los niveles de calprotectina fecal, M2-Piruvato quinasa fecal, PCR,
VSG y la puntuacion de CDAI serdn significativamente mas elevados en el grupo de
pacientes con actividad endoscopica que en el grupo de curacion mucosa. Asi mismo,
para evaluar de forma mads precisa estas diferencias, se hipotetiza que existirdn
diferencias significativas en los niveles de los biomarcadores y la puntuacién de CDAI
entre los diferentes grupos de actividad endoscépica (remision, leve, moderada y

grave), siendo mayores en los niveles de actividad endoscépica mas graves.

También, indicar que tal y como se ha senalado, actualmente desconocemos la
verdadera precisidn diagndstica de calprotectina fecal y de M2-Piruvato quinasa fecal
para establecer la presencia de actividad endoscdpica en la enfermedad de Crohn, por
lo que en este trabajo se hipotetiza que estos biomarcadores fecales tiene una

precision diagndstica mayor que PCR y VSG.
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2.2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

2.2.1. OBJETIVO GENERAL
Estudiar la precisidon diagndstica de la calprotectina fecal y M2-piruvato quinasa

fecal en la deteccidn de actividad endoscépica en la enfermedad de Crohn.

2.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Describir las caracteristicas basales demograficas y clinicas de una cohorte de

pacientes con enfermedad de Crohn a los cuales se les realiza una colonoscopia.

2. Analizar las correlaciones entre los niveles de calprotectina fecal, M2-
Piruvato quinasa fecal, PCR, VSG, indice SES-CD e indice CDAI en la cohorte de

pacientes con enfermedad de Crohn seleccionada.

3. Comprobar si los niveles de calprotectina fecal, M2-Piruvato quinasa fecal,
PCR, VSG y la puntuacién del CDAI son significativamente mas elevados en el grupo de

pacientes con actividad endoscépica que en el grupo con curacidon mucosa.

4. Analizar si existen diferencias significativas entre los niveles de los distintos
biomarcadores analizados y la puntuaciéon del CDAI entre los grupos de actividad

endoscdpica (remisidn, leve, moderado y grave).

5. Estimar un punto de corte dptimo, respecto a sensibilidad y especificidad, de
los biomarcadores y del CDAI para detectar actividad endoscdpica en la enfermedad de

Crohn.
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6. Analizar si existe una agrupacidn de variables que conjuntamente
determinen una mayor precisién para detectar la presencia de actividad endoscépica

en los pacientes de nuestra cohorte.

7. Determinar los puntos de cortes dptimos de los distintos biomarcadores para
generar rangos con elevada probabilidad para detectar estado de actividad

inflamatoria y estado de curacién mucosa.
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3.1 DISENO DEL ESTUDIO
Se trata de un estudio analitico, observacional y de validacion de prueba
diagndstica, en una cohorte prospectiva de pacientes diagnosticados de enfermedad

de Crohn, con formato prospectivo.
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3.2. POBLACION DE ESTUDIO
Se ha estudiado una muestra de la poblacién de pacientes adultos,
diagnosticados de enfermedad de Crohn, y pertenecientes al drea hospitalaria Juan

Ramoén Jiménez de Huelva
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3.3. MUESTRA

Pacientes adultos pertenecientes al area hospitalaria Juan Ramoén Jiménez de
Huelva y diagnosticados de enfermedad de Crohn, a los que se les solicitd
ileocolonoscopia dentro de la practica clinica habitual y durante el seguimiento de la

enfermedad para valoracion de actividad inflamatoria.

Se seleccionaron de forma sucesiva, pacientes con enfermedad de Crohn a los
que se les evalué la actividad inflamatoria mediante ileocolonoscopia por indicacién
facultativa, bien desde la consulta monogréfica de enfermedad inflamatoria intestinal
o bien desde la planta de hospitalizacién. En la exploracidon endoscépica se recogieron

los datos necesarios para calcular el indice SES-CD en todos los pacientes.
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3.4. CALCULO DE TAMANO MUESTRAL

Se establece el cdlculo del tamafio muestral para el estudio de la actividad
endoscdpica en la enfermedad de Crohn, tomando la proporcion de sujetos
clasificados a partir de la calprotectina fecal como con actividad y sin actividad
endoscdpica. Por ello, se lleva a cabo el cdlculo del tamafio muestral a partir de dos

proporciones independientes con la calculadora de tamano muestral GRANMO v 7.12.

Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo beta de 0.2 en un contraste
bilateral, se precisan 66 sujetos para detectar como estadisticamente significativa la
diferencia entre dos proporciones que, teniendo en cuenta los registros clinicos del
afio 2010 en el Hospital Juan Ramon Jiménez, para el grupo 1 se espera sea de 0.68 y el
grupo 2 de 0.32. Se ha estimado una tasa de pérdidas de seguimiento del 10%. Se ha

utilizado la aproximacidn del arcoseno.
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3.5. CRITERIOS DE INCLUSION Y DE EXCLUSION

Los criterios de inclusion fueron:

Edad comprendida entre 18 y 70 afios de edad

Diagndstico de enfermedad de Crohn en base a criterios clinicos,
endoscépicos e histoldgicos.

Realizacion de ileocolonoscopia con valoracion de actividad inflamatoria

Firma de consentimiento informado para el estudio

Los criterios de exclusion fueron aquellas situaciones que podrian modificar los

niveles de los biomarcadores:

Padecer enfermedad inflamatoria distinta de enfermedad de Crohn
Presentar neoplasias digestivas o a otro nivel

Presentar actualmente cuadro infeccioso agudo

Antecedentes de resecciones intestinales amplias (colectomia total o
subtotal)

Ser consumidor crénico de anti-inflamatorios no esteroideos o acido
acetil salicilico.

Presentar afectacién extensa de intestino delgado o gastrointestinal
superior (Montreal L4)

Realizacion de ileocolonoscopia incompleta
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3.6. METODOLOGIA DE EVALUACION DE LOS PACIENTES

Como se ha indicado, se incluyeron de forma sucesiva todos los pacientes con
el diagnéstico de EC en base a datos clinicos, endoscopicos e histolégicos que se
realizaron una colonoscopia reciente de seguimiento y para valoracion de actividad o
remision endoscépica. Todos los pacientes incluidos tenian pruebas radiolégicas para
evaluar la afectacion de intestino delgado (transito intestinal, enteroRM o TAC
abdomen), no incluyéndose en el estudio pacientes con localizacién gastrointestinal
superior o extensa de intestino delgado. A todos los pacientes se les practicd una
ileocolonoscopia valorandose el aspecto de la mucosa a nivel del colon; observando el
recto, colon izquierdo, transverso y colon derecho; y del ileon terminal valorando la

presencia o no de datos de inflamacidon en cada tramo explorado.

Previo a iniciar el estudio se realizaron reuniones de consenso con los
endoscopistas del centro para aunar criterios de valoracién del indice con el fin de
poder disminuir la variabilidad interobservador a la hora de puntuar los distintos
criterios. Respecto a la valoracidn de la actividad clinica estudiamos aspectos clinicos
como deposiciones blandas o liquidas, dolor abdominal, bienestar general,
complicaciones de la enfermedad, necesidad de farmacos para controlar deposiciones,
presencia de masa abdominal y pérdida de peso; ademas de la cifra de hematocrito.

Todas estas variables fueron recogidas para calcular el indice CDAI.

Dentro de los siete dias posteriores a la ileocolonoscopia, donde se recogieron
los datos necesarios para el cdlculo del indice de actividad SES-CD, se citaron a los

pacientes para plantear la entrada en el estudio, asi como la firma de consentimiento
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informado en caso de aceptacién. En esta visita se le explicé al paciente en qué
consistia el estudio y cudles eran los objetivos que se pretendian alcanzar. Aquellos
pacientes que aceptaron participar firmaron por escrito la hoja de consentimiento
informado especifica para dicho estudio. Ademas, se realizd una entrevista clinica para
obtener la informaciéon necesaria en el calculo del indice CDAI. Por ultimo, se le
entregd al paciente la hoja de peticion analitica para determinacion de hemograma,
PCR y VSG; hoja de peticidon de microbiologia con un bote para recogida de heces para
descartar posible infeccidn intestinal; y hoja de consulta al laboratorio y dos botes para
recogida de heces con el fin de determinar los niveles de la Calprotectina fecal y la M2-
PK fecal. Se les explicé a los pacientes que la recogida de heces de los tres botes debia
ser de la misma deposicién, realizada el mismo dia que se entregue la muestra en el
laboratorio. Aquellos pacientes que pudieran presentar infeccion intestinal, detectada
en coprocultivo, quedarian excluidos del estudio. También se explicé que tanto la
muestra de sangre como la muestra de heces deberia de realizarse en los préximos

tres dias tras la visita.

El periodo de tiempo entre la realizacién de la colonoscopia y la visita no fue
superior a los siete dias. Desde que se realizd la colonoscopia hasta que el paciente
recogié las muestras de heces y se realizd la determinacion de hemograma vy
biomarcadores serolégicos no se modificé el tratamiento que realizaban los pacientes
para la enfermedad. Si el paciente no realizaba ningln tratamiento, se les indicé que

no comenzasen ninguna terapia hasta no entregar las muestras.

Las muestras de heces, recogidas para la determinacion de CF y M2-PK fecal,

fueron congeladas a -202C en un congelador localizado en el laboratorio de Analisis
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Clinico del Hospital Juan Ramén Jiménez. Posteriormente, fueron enviadas, con una
cadencia semestral, a los laboratorios REFERENCE en Barcelona. El transporte se
realizd con nieve carbdnica asegurdndose la correcta conservacion de las muestras. En
el centro de andlisis clinicos de REFERENCE en Barcelona se procedid al procesamiento

de las muestras y a la determinacion de los niveles de CF y M2-PK fecal.

Con todos estos datos recogidos, se pudo clasificar a los pacientes segun
presentasen actividad o remisién, tanto desde el punto de vista endoscdpico como
clinico. Todos los pacientes del estudio fueron reclutados en un periodo de tiempo

total de 24 meses.
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3.7. TECNICAS ANALITICAS

3.7.1. Determinacion de los niveles fecales de calprotectina fecal

En el laboratorio de analisis clinicos de REFERENCE en Barcelona se realizd la
determinacién de la CF utilizando la técnica de Calprest” Eurospital, Trieste (Italia). Se
trata de un ensayo inmunoenzimatico, mediante método colimétrico para la
determinacidn de los niveles de la CF. Dicha técnica consiste en un inmunoensayo en el
cual dos anticuerpos seleccionados se unen a epitopes distintos de la CF. Los
calibradores, controles del ensayo y muestras de los pacientes se cargan directamente
en los pocillos de una placa de microvaloracién que estdn recubiertos con un
anticuerpo contra la CF. Tras un corto periodo de incubacién, la placa se lava y a cada
pocillo se le agrega un anticuerpo monoclonal especifico a la calprotectina humana.
Después de un segundo periodo de incubacién, se forma un “sandwich” de anticuerpo
en fase sélida — calprotectina humana — anticuerpo monoclonal. Los anticuerpos
monoclonales libres y la matriz del tampdn se eliminan en el siguiente paso de lavado.
Para detectar este complejo inmune, se incuba el pocillo con una solucién de sustrato
en una reacciéon cronometrada y luego se mide en un espectrofotometro lector de
placas. La actividad enzimatica del complejo inmune unido a la pared de cada pocillo
de la placa de microvaloracion es directamente proporcional a la concentracion de
calprotectina humana en la muestra del paciente. Se genera una curva de calibracion y
se traza la absorbancia versus la concentracion de calprotectina humana respectiva
para cada calibrador ajustando la curva punto a punto o con 4 parametros. La

concentracion de la CF humana en las muestras se determina directamente a partir de
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esta curva estandar. La unidades son pg/g. Calprest® proporciona resultados en el
rango entre 15.6 pg/gy 500 pg/g, pero en aquellos pacientes con niveles > 500 pg/g
se realizé dilucion apropiada de las muestras extraidas ampliandose el valor superior a
1000 pg/g. Las muestras con una concentracidén superior a 50 pg/g se consideran

positivas al ensayo. En los adultos sanos, el promedio es de 25 pg/g aproximadamente.

3.7.2. Determinacion de los niveles fecales de M2-piruvato quinasa

En el laboratorio de andlisis clinicos de REFERENCE en Barcelona se realizo la
determinacion de la M2-PK fecal utilizando la técnica de Schebo® ¢ Tumor M2-PK™
ELISA Stool, Giessen (Germany). Se trata de un ensayo de inmunoabsorcién ligado a
enzimas altamente sensible. La prueba se basa en la utilizacion de dos anticuerpos
monoclonales que reaccionan especificamente con epitopes especificos de M2-PK 'y no
reaccionan de forma cruzada con otras isoformas de la enzima piruvato quinasa.
Inicialmente la placa de microvaloracién se recubre con un anticuerpo monoclonal
especifico para M2-PK. Posteriormente, se vierte en los pocillos las muestras fecales y
estandares produciéndose la union de M2-PK al anticuerpo y quedando este complejo
inmovilizado sobre la placa. Luego, se afiade el segundo anticuerpo, que contiene
biotina, que igualmente se une a la M2-PK. Finalmente se afiade un conjugado de
peroxidasa y estreptavidina que se une a la biotina por la gran afinidad que tiene la
estreptavidina a esta molécula. Se produce una reaccion de oxidacion por parte de la
peroxidasa generandose en el pocillo un colon amarillo. La determinacién de la
concentracion se realiza fotométricamente. Las unidades se obtienen en U/ml.

Schebo® e Tumor M2-PK™ ELISA estima resultados entre 1.0 U/mly 20 U/ml, a
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aquellos pacientes con niveles > 20 U/ml se realizé dilucidn apropiada, igual que para
® e . .
Calprest , ampliandose su valor superior a 40 U/ml. Los niveles normales de M2-PK en

adultos son inferiores a 4 U/ml.

3.7.3. Determinacion de los niveles plasmaticos de la proteina C
reactiva

La determinacion de PCR se realizé en el laboratorio del Hospital Juan Ramdn
Jiménez mediante la prueba Tina-Quant de PCR (Test inmunoldgico de aglutinacién
intensificado por particulas de latex) de Roche Diagnostics, Mannheim (Alemania).
Consiste en una prueba de inmunoturbidimetria que determina in vitro el nivel de la
PCR en suero y plasma humano utilizando analizadores automadticos. Los anticuerpos
contra la PCR unidos a macroparticulas de latex reaccionan con el antigeno de la
muestra para formar un complejo cuya aglutinacién se mide por turbidimetria. Las
unidades se obtienen en mg/dl. Los niveles de normalidad de PCR en adultos son

inferiores a 0.5 mg/dl.

3.7.4. Determinacion de los niveles plasmaticos de la velocidad de
sedimentacion globular

La determinacion de la VSG se realizé en el laboratorio de analisis clinicos del
Hospital Juan Ramon Jiménez mediante se realizd en el analizador automatico Ves-
Matic Cube 80 de A. Menarini Diagnostics (Espafia). La técnica consiste en medir la
velocidad de caida (sedimento) de los hematies en un tubo de ensayo. Los resultados
se expresan como milimetros de plasma transparente que quedan en la parte superior

del tubo después de que haya transcurrido una hora. Las unidades se obtienen en
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mm/h. Los valores normales de VSG en mujeres son inferiores a 20 m/h y en hombre

inferiores a 15 mm/h.
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3.8. RECOGIDA DE DATOS

Tras la primera visita y la posterior entrega de muestras, los resultados fueron
recogidos en el cuaderno de recogida de datos y los pacientes fueron seguidos en la
consulta de digestivo, continuando con la practica clinica habitual. Se realizé un
protocolo de estudio que incluyd variables epidemioldgicas, clinicas, endoscépicas y
analiticas. Todos los datos se recogieron en distintas plantillas especificas para el
estudio, realizando el calculo del SES-CD, del CDAI, la recogida de datos
epidemioldgicos y la concentraciéon de los marcadores fecales y serolégicos. Toda la
informacién fue recogida en una base de datos “ad hoc” en el programa SPSS version

21.
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3.9. VARIABLES DEL ESTUDIO
A continuacién describimos las variables estudiadas, y a su vez las clasificamos

como variables dependientes y variables independientes.
La variable dependiente fue la siguiente:

e Actividad endoscdpica: Se define por la presencia de datos inflamatorios,
objetivados en la ileocolonoscopia, que generan un valor del indice SES-CD > 2
puntos.
> El SES-CD (indice endoscépico simplificado de la EC) valora cuatro

paramétros:

1. Presencia de ulceras y tamafio: Ausencia = 0 puntos, aftas 0.1-0.5cm =1

punto, ulceras 0.5-2 cm = 2 puntos, Ulceras > 2 cm = 3 puntos.

2. Superficie ulcerada: Ausencia = 0 punto, < 10% = 1 punto, 10%-30% = 2

puntos, > 30% = 3 puntos.

3. Superficie afectada por inflamacién: Ausencia = 0 puntos, < 50% = 1

punto, 50%-75% = 2 puntos, > 75% = 3 puntos.

4. Presencia de estenosis: Ninguna = 0 puntos, una estenosis franqueable =
1 punto, mas de una estenosis franqueable = 2 puntos, una estenosis

infranqueable = 3 puntos.

Cada parametro es valorado en 5 segmentos: Recto, colon izquierdo, colon
transverso, colon derecho e ileon. Obtenemos una puntuacion final que clasifica al

paciente segun su actividad desde el punto de vista endoscépico en: Remisidon < 3
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puntos, actividad leve 3-7 puntos, actividad moderada 8-15 puntos, actividad severa >

16 puntos’® 2.

Las variables independientes fueron las siguientes:

e Edad: medida en afios. Variable cuantitativa continua

e Género: Variable dicotdmica (Hombre/Mujer)

e Aios de evolucion de la enfermedad: se definen por los anos transcurridos
desde el diagnostico de EC en cada paciente. Variable cuantitativa continua.

e Localizacidén: Se define como la zona afectada por la inflamacidn. Se distinguen
tres grupos siguiendo la clasificaciéon de Montreal: lleal (L1), Coldnica (L2) e
lleocdlica (L3). Variable categdrica-nominal.

e Tratamiento: Se distinguieron varios grupos segun el tratamiento que realizase
el paciente en el momento de realizarse las pruebas: sin tratamiento/con
tratamiento. Variable dicotomica. Dada la posibilidad de existencia de
diferentes tratamientos, compatibles entre ellos, se desarrolla otra variable de
respuesta multiple en la que se registran los siguientes tratamientos:

o Sin tratamiento, en tratamiento con mesalazina, en tratamiento con
corticoides, en tratamiento con inmunosupresores o en tratamiento con
anti-factor de necrosis tumoral o (anti-TNFa). Variables dicotomicas
(Si/No).

e Calprotectina fecal (ug/g): Define los niveles fecales de CF determinados varios

dias después de realizar la colonoscopia. Variable cuantitativa continua.
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M2-Piruvato Quinasa fecal (U/ml): Define los niveles fecales de M2-Piruvato
quinasa posterior a la realizacién de la colonoscopia. Variable cuantitativa
continua.

e Proteina C reactiva (mg/dl): Define los niveles serolégicos de Proteina C
reactiva obtenidos en la analitica posterior a la colonoscopia. Variable
cuantitativa continua.

¢ Velocidad de sedimentacion globular (mm/h): Define los niveles serolégicos de
velocidad de sedimentacidn globular determinados en analitica realizada tras la
colonoscopia. Variable cuantitativa continua.

e Actividad Clinica: definida por presencia de datos clinicos que generan un valor

del indice CDAI > 150 puntos. Variable cuantitativa continua.

» El CDAI valora de forma cuantitativa ocho parametros: siete clinicos y uno
analitico. Cada parametro tiene una puntuacién y un peso o factor

multiplicador:

1. Numero de deposiciones blandas o liquidas durante 7 dias - x 2.

2. Dolor abdominal (no = 0 puntos, leve = 1 punto, moderado = 2 puntos,

severo = 3 puntos), suma durante 7 dias > x5.

3. Bienestar general (bien = 0 puntos, regular = 1 punto, mal = 2 puntos,
muy mal =3 puntos, fatal = 4 puntos), suma de 7 dias consecutivos > x

7.

4. Numero de complicaciones o manifestaciones (artritis o artralgias, iritis
0 uveitis, eritema nodoso o pioderma gangrenoso, estomatitis aftosa,

fisura, fistula o absceso anal, otras fistulas o fiebre > 37.82 C) = x 20.
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5. Farmacos para controlar diarrea (no = 0 puntos, si = 1 punto) = x 30.

6. Presencia de masa abdominal (no = 0 puntos, posible = 0.4 puntos, si=1

puntos) = x 10.
7. Cifra de Hematocrito (normal — paciente) > x 6.

8. Pérdida de peso (peso estandar- peso actual/ peso estandar x 100) = x

Se calcula sumando el resultado de todos los parametros, obteniéndose un
resultado numérico final que nos permite definir el grado de actividad desde el punto
de vista clinico en: Remisién < 150 puntos, actividad leve 150-219 puntos, actividad

moderada 220-450 puntos, actividad grave > 450 puntoss.
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3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Se ha realizado inicialmente un estudio descriptivo de los datos, definiendo la
edad media de la muestra, distribucion de género, afios de evolucién de la
enfermedad, localizacién, distribucidn por grados de actividad y tratamiento, asi como
la normalidad de las diferentes variables cuantitativas a partir del test de Kolmogorov-
Smirnov (K-S) dado que el tamafio muestral es mayor a 30. Se observé que Unicamente

el CDAI cumplia normalidad, siendo el resto de variables no normales.

Tras este resultado, se utilizaron los test no paramétricos de U-Mann Whitney y
H de Kruskal-Wallis para comparar los niveles de las distintas variables en los grupos de
actividad y remision endoscépica. Igualmente, se utilizo el test no paramétrico de rho
de Spearman para analizar la correlacién entre las variables estudiadas. Se realizé un
analisis de precisién estimando las curvas ROC de la calprotectina y M2-PK respecto al
SES-CD. Mediante el indice de Youden (IY) se calculd el punto de corte con mayor
precision de ambos biomarcadores para establecer actividad endoscépica, asi como
valores de sensibilidad, especificidad, y valores predictivos: positivo y negativo,
precision global y likelihood ratios (LR). Se ha realizado un calculo de rangos de alta
precision identificando un umbral de confirmacién de actividad endoscdpica aquel
valor con especificidad > 90% y LR+ 2 10 y un umbral para exclusiéon de actividad
endoscdpica el valor con sensibilidad > 90% y LR- < 0.1°* % Finalmente se ha calculado
el nomograma de Fagan para determinar la probabilidad de presentar actividad
endoscdpica o curacion mucosa tras obtener el valor del biomarcador. Se utilizé la

escala aplicada de Hinkle DE, Wiersma W & Jurs SG (2003)95 para clasificar la magnitud
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de correlacidn entre las variables analizadas (0-0.30: pequefia; 0.30 — 0.50: baja; 0.50 —

0.70: moderada; 0.70 — 0.90: fuerte; 0.90 — 1.0: muy fuerte).

Por ultimo, se utilizaron modelos de regresion logistica binaria para generar un
modelo predictivo utilizando como variable dependiente la actividad endoscépica y
como independientes todas aquellas variables recogidas que sean significativas y
aporten algo al modelo que se pueda establecer. La regresion logistica binaria nos
permite conocer como una serie de factores influyen en una variable dicotémica, como
en este caso seria la presencia o no de actividad endoscdpica. También se realizé la
prueba de Hosmer y Lemoshow para comprobar que los resultados obtenidos con el

modelo son aceptables.

En todos los casos se exigid una significacion estadistica del 5% (p < 0.05). Los
analisis estadisticos se realizaron mediante el programa estadistico SPSS 21.0, MedCalc

13.3.3 y Excel 2013.
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3.11. CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los pacientes fueron informados de las caracteristicas y el propdsito del
estudio. Aunque no se trata de un ensayo clinico, la necesidad de mantener muestras
biolégicas congeladas nos obligd a solicitar consentimiento informado por escrito,
sobre todo, por la custodia del material genético de los enfermos contenido en las
muestras de heces que fueron congeladas y que fueron remitidas a un laboratorio
externo para la determinacién de las proteinas a estudio. Para tal efecto se
confecciond un documento de consentimiento informado (ANEXO 5). Los datos
personales fueron recogidos Unicamente por el investigador y en todo momento se ha
preservado la confidencialidad de los mismos. El Proyecto fue evaluado y aprobado por
el Comité de Etica e Investigacidn Sanitaria del Hospital Juan Ramodn Jiménez y Centros

adscritos de la provincia de Huelva.

Se aplicaron los principios éticos de la investigacion en humanos que se
recogen en la declaracién de Helsinki (OMS: Seul, Octubre 2008). Se respetd la
confidencialidad y secreto de la informacién de caracter personal siguiendo la ley de

proteccidn de datos 15/1999 (BOE 1999, n2 298).
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CAPITULO IV: RESULTADOS
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4.1. DESCRIPCION CARACTERISTICAS CLINICAS BASALES

Se incluyeron un total de 80 pacientes de los cuales 5 fueron excluidos por no
poder realizarse ileoscopia y 4 pacientes no entregaron las muestras de heces para
realizar tras la primera visita. En ningln paciente se identificé ningin microorganismo
en el coprocultivo. Asi pues se alcanzé un tamaifio muestral total de 71 pacientes. Las

caracteristicas basales de los pacientes se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas basales de los pacientes

Caracteristicas de los pacientes Numero (%)
Numero de pacientes 71
Edad (afios); mediana (rango) 41.5 afios (16-69)
Género femenino 38 (53.52%)
Duracién de la EC (afios); mediana (rango) 5.6 afios (0-41)
Localizacion
lleal (L1) 23 (32.4%)
Coldnica (L2) 17 (23.9%)
lleocdlica (L3) 31 (43.7%)
Fenotipo
Inflamatorio (B1) 63 (88.7%)
Estenosante (B2) 6 (8.5%)
Penetrante (B3) 2 (2.8%)
Tratamiento
Mesalazina 30 (42.2%)
Corticoides 11 (15.5%)
Tiopurinas 20 (28.1%)
Metrotexate 2 (2.8%)
Anti-TNFa 10 (14.0%)
Sin tratamiento 10 (14.0%)
SES-CD; (mediana, RIC) 6(2-12)
Curacién mucosa (< 2) 22 (31%)
Actividad leve (3-6) 15 (21.1%)
Actividad moderada (7-15) 26 (36.6%)
Actividad severa (= 16) 8(11.3%)
CDAI; (median, RIC) 164 (76 - 259)
Remision (< 150) 31 (43.7%)
Actividad leve (150 - 220) 20 (28.2%)
Actividad moderada (221 - 450) 19 (26.7%)
Actividad severa (> 450) 1(1.4%)
Calprotectina (ug/g); mediana (RIC) 196 (96-419)
M2-PK (U/I); mediana (RIC) 9.4 (2.5-21.8)
PCR (mg/dl); mediana (RIC) 0.5(0.2-1.4)
VSG (mm/h); mediana (RIC) 24 (12-44)

TNFa: Tumor necrosis factor a; RIC: rango intercuartilico; SES-CD: Simple
endoscopic scores for Crohn’s disease; CDAI: Crohn’s disease activity index;
M2-PK: M2-piruvato quinasa; PCR: Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de
sedimentacidn globular.
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Nuestra cohorte tenia una edad media de 41.58 afos (Sd = 12.77), con
predominio de mujeres (53.52%) con respecto a los hombres (46.48%). El tiempo de
evoluciéon media de la enfermedad de la cohorte era de 5.62 afios (Sd = 8.12).
Respecto a la localizacién de la enfermedad de Crohn, la mds frecuente fue la
localizacion ileocdlica (Figura 1). La distribucién fenotipica fue de un 88.7% de los
paciente patrén inflamatorio, el 8.5% patron estenosante y el 2.8% patrén penetrante.
Con respecto a la medicaciéon que estaba tomando el paciente en el momento de
realizar la colonoscopia, el 42.2% tomaba mesalazina, el 15.5% corticoides, el 28.1%
tiopurinas, el 2.8% metrotexate, el 14% anti-TNF y el 14% no tomaba ninguna
medicacion para la enfermedad. Se detectd actividad endoscépica en el 69% de los
pacientes; de estos el 48.9% presentaban actividad leve, el 38.7% actividad moderada
y el 10.2% actividad severa. El 31% no presentaban actividad inflamatoria siendo
clasificados en estado de curacion mucosa (Figura 2). El 43.7% presentaban remisién
clinica y el 56.3% actividad clinica, siendo lo mas frecuente, dentro de la actividad,

presentar actividad leve (Figura 3).
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LOCALIZACION
H lleal
®m Colica
= lleocolica

Figura 2. Distribucion de la localizacion de la enfermedad de Crohn

ACTIVIDAD ENDOSCOPICA

B Remision
M Leve
" Moderada

B Grave

Figura 3. Distribucion segun la actividad endoscdpica
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ACTIVIDAD CLINICA
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M Grave

Figura 4. Distribucion segun la actividad clinica
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4.2. TEST DE NORMALIDAD

Tras realizar el test de Kolmogorov-Smirnov se observé que Unicamente el CDAI
cumplia normalidad (Tabla 2). Tras estos resultados se utilizaron test no paramétricos
para realizar la correlacién y comparacion de niveles de las variables en funcién del

grupo de actividad.

Tabla 2: Tests de normalidad Kolmogorov-Smirnov con Correccién de Lilliefors

estadistico df Significacidon
SES-CD ,125 71 ,008
CDAI ,104 71 ,056
Calprotectina ,151 71 ,000
M2-PK ,164 71 ,000
PCR ,338 71 ,000
VSG ,163 71 ,000

SES-CD: Simple endoscopic scores for Crohn’s disease; CDAI: Crohn’s disease activity index; M2-PK: M2-piruvato quinasa; PCR:
Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de sedimentacion globular.
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4.3. CORRELACION ENTRE LAS VARIABLES
Al no cumplir la normalidad la mayoria de las variables estudiadas se utilizo el
test de rho de Spearman para determinar la correlacién entre SES-CD, CDAI, CF, M2-PK

fecal, PCR y VSG conformandose un cuadro de correlaciones (Tabla 3).

Tabla 3: Correlaciones entre las variables (rho Spearman)

SES-CD C M2-PK CDAI PCR VSG
SES-CD 1,000 ,738" ,575 ,669° ,534 516
CF 1,000 ,765 ,560° 579 544"
M2-PK 1,000 302" 424" 468"
CDAI 1,000 597 4817
PCR 1,000 ,599°
VSG 1,000

SES-CD: Simple endoscopic scores for Crohn’s disease; CF: Calprotectina fecal; M2-PK: M2-piruvato quinasa; CDAI: Crohn’s disease
activity index; PCR: Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de sedimentacién globular.
*. La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

**, La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

Todas las correlaciones fueron positivas y estadisticamente significativas,
siendo la correlacién entre ambos biomarcadores fecales la que presentdé mayor
magnitud de correlacién (r = 0.765). CF presentd una fuerte correlacién positiva tanto
con M2-PK como con SES-CD (Figura 4); también presenté moderada correlacion
positiva con PCR, CDAI y VSG. M2-PK mostré una fuerte correlacion positiva con CF,
moderada correlacién positiva con SES-CD y baja con VSG, PCR y CDAIl. Ademas, se

observé una moderada correlacion positiva entre SES-CD y CDAI (Tabla 3).

91

——
| —



Precisién diagnéstica de CF y M2-PK fecal en la deteccién de actividad

L. Discusion
endoscédpica en la enfermedad de Crohn

R? Lineal = 0,474 R? Linesl = 0,379
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Figura 5. Correlacion entre la calprotectina fecal con respecto al indice SES-CD y a la
M2-Piruvato quinasa fecal.
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4.4. COMPARACION DE LOS NIVELES DE LOS BIOMARCADORES Y LA PUNTUACION
DEL CROHN'’S DISEASE ACTIVITY INDEX SEGUN LA ACTIVIDAD ENDOSCOPICA

Antes de determinar un punto de corte éptimo para estimar la utilidad de los
biomarcadores y el CDAlI como detectores de actividad inflamatoria intestinal,
tenemos que comprobar que los niveles medios de estas variables en el grupo de
actividad endoscépica son mayores que en el grupo de remision o curacién mucosa. Se
utilizé el test no paramétrico de U de Mann-Whitney, dado que la mayoria de las
variables no cumple la normalidad, para el contraste de hipdtesis de igualdad. Todas
las variables alcanzan significacién estadistica por lo que se rechaza la hipdtesis de

igualdad de los biomarcadores y de CDAI (Tabla 4).

Tabla 4: Resultados prueba U de Mann-Whitney

Variable ACtIVIqafj Mediana (RIQ) Significacidon
endoscopica
M2-PK Actividad 20 U/ml (RIC 6.6 - 23.5)
Remision 2.5 U/ml (RIC 1.0 — 4.2) p<0.001
Calprotectina Actividad 335 pg/g (RIC 183 - 508)
. p <0.001
Remision 71 pg/g (RIC 25 - 104)
PCR Actividad 0.8 mg/dl (RIC0.2 -1.8) - 0.001
Remision 0.2 mg/dl (RIC 0.1 - 0.4) p=5
VSG Actividad 32 mm/h (RIC 17 - 50) - 0.003
Remision 15 mm/h (RIC 9 - 29) p=5
CDAI Actividad 190 puntos (RIC 127 — 303)
_ p <0.001
Remisién 82 puntos (RIC 30— 152)

M2-PK: M2-piruvato quinasa; PCR: Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de sedimentacidn globular; CDAI: Crohn’s disease activity
index

La representacion grafica de los niveles de los biomarcadores y CDAI segun los

dos grupos de status endoscépico (remisién endoscépica o actividad inflamatoria) se
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Discusion

observa en los diagramas de cajas y bigotes. Se observan diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos en todas las variables estudiadas. (Figura 5).
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Figura 6. Distribucion de los niveles de
calprotectina fecal, M2-PK fecal, PCR, V5SG y
CDAI segun status de actividad endoscdpica
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(remision endoscopica o

inflamatoria). Se observan diferencias
estadisticamente significativas entre ambos

grupos en todas las variables estudiadas.
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También se analizd si existen diferencias entre los niveles de biomarcadores y

puntuacion de CDAI entre los cuatro grupos de actividad (remision, leve, moderada y

grave) segun la puntuacion obtenida por el indice SES-CD. Para este analisis se utilizé la
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prueba H de Kruskal Wallis, observandose que en todas las variables existe al menos

un par de grupos entre los que hay diferencias significativas (Tabla 5).

Tabla 5. Prueba H de Kruskal Wallis

Chi-cuadrado gl Sig. asintética

M2-Piruvato quinasa 24,709 3 ,000
Calprotectina 39,817 3 ,000
Proteina C Reactiva 21,172 3 ,000
Velocidad de Sedimentacion Globular 22,096 3 ,000
indice CDAI 27,545 3 ,000

CDALI: Crohn’s disease activity index
a. Variable de agrupacién: indice endoscépico por grupos

Ademas, se estudia las diferencias de los niveles medios de las variables entre
los cuatro grupos de actividad utilizando nuevamente el test de la U de Mann-Whitney.
La CF presenté diferencias estadisticamente significativas en la comparaciéon de los
niveles entre los distintos grupos excepto entre actividad moderada y grave. Los
niveles de la M2-PK fecal presentaban diferencias significativas para distinguir entre
remision y los otros tres grupos de actividad pero no hubo diferencias significativas
entre los grupos de actividad leve con respecto a moderada y grave; y moderado con
respecto a grave. Se observaron diferencias significativas entre los niveles de la PCR
para remisién con respecto a moderado, remisién con grave, leve con grave vy
moderado con grave. Los niveles de VSG presentaron diferencias significativas entre
todas las comparaciones de grupos excepto en remisién con respecto a leve. La
puntuacion de CDAI igualmente presentd diferencias significativas entre todas las
comparaciones de grupos excepto entre remisiéon con respecto a leve y leve con

respecto a moderado (Tabla 6).
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La representacidn grafica de los niveles de los biomarcadores y CDAI segln los grupos

de actividad endoscdpica (remisidon endoscdpica, actividad leve, actividad moderada y

actividad grave) se observa en los diagramas de cajas y bigotes. Se observan

diferencias estadisticamente significativas al menos entre dos grupos en todas las

variables estudiadas (Figura 6).

Tabla 6. Comparacion de niveles entre grupos de actividad

Calprotectina M2-PK PCR VSG CDAI
Remision vs U de Mann- 47,500 76,000 132,000 136,500 102,500
Leve Whitney
i 3635  -2,768 -1,040 -883 -1,935
Sig. (bilateral) 1000* 006* 298 377 053
Remision vs U de Mann- 41,000 66,500 135000 146,000 95,500
Moderada Whitney
i 5,070  -4,547 -3,158 -2,899 -3,943
Sig. (bilateral) 1000* 000*  ,002* 004*  000*
Remicic e
emision vs U de Mann 1,000 23000 11,500 14,000 2,000
Severa Whitney
i 4,081 -3,068 -3652 -3,474 -4,036
Sig. (bilateral) 1000* 002* 000 001* 000*
Leve vs U de Mann-
Moo Whitney 98,000 157,000 130,000 109,500 140,000
z 2,625 1029 -1765 -2,316 -1,489
Sig. (bilateral) ,009%* ,304 ,078 ,021%* ,137
L Mann-
eve vs Severa U de Mann 7,000 30,000 9,500 4,500 10,500
Whitney
7 3421 -1,940 -3265 -3585 -3,196
Sig. (bilateral) 001* 052 001* ,000% ,001%
Moderad U de Mann-
oderadavs € Viann 57500 62,000 42,000 34,500 36,000
Severa Whitney
z 1888  -1,706 -2,521 -2,823 -2,761
Sig. (bilateral) 1059 088  012* 005* 006

M2-PK: M2-piruvato quinasa; PCR: Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de sedimentacidn globular; CDAI:

index
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4.5. ESTIMACION DEL PUNTO DE CORTE OPTIMO DE LOS BIOMARCADORES Y EL
CROHN DISEASE ACTIVITY INDEX PARA DETECTAR ACTIVIDAD ENDOSCOPICA

Tras demostrar que los niveles de los cuatro biomarcadores y la puntuacion de
CDAI es significativamente mayor en el grupo de actividad endoscdpica con respecto al
grupo de remisidon o curacién mucosa se procede a construir una curva ROC (Receiver
Operating Characteristic). Se formula la hipdtesis nula: drea verdadera = 0.5. El area
bajo la curva obtenida para CF fue de 0.917 (ICos%: 0.854-0.980), para M2-PK fue de
0.846 (ICgs9: 0.745-0.948), para CDAI fue de 0.814 (ICgse: 0.713-0.916), para PCR fue de
0.742 (ICys9: 0.611-0.872) y para VSG fue de 0.725 (ICgs%: 0.590-0.860). La significacion
estadistica alcanzé una p < 0.001 para CF, M2-PK y CDAI, una p = 0.001 para PCRy p =
0.003 para VSG. (Tabla 7). En la figura 4 se observa la representacion grafica de las

curvas ROC Yy las dreas bajo da curva de los biomarcadores y el CDAI.

Tabla 7. Area bajo la curva vy significacion estadistica

IC95%
Variables Area Error estandar®  Sig. Asintética.®  Limite inferior  Limite superior
CF ,917 ,032 ,000 ,854 ,980
M2-PK ,846 ,052 ,000 , 745 ,948
CDAI ,814 ,052 ,000 ,713 ,916
PCR , 742 ,066 ,001 ,611 ,872
VSG , 725 ,069 ,003 ,590 ,860

CF: calprotectina fecal; M2-PK: M2-piruvato quinasa; CDAI: Crohn’s disease activity index; PCR: Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de
sedimentacion globular. a. Bajo el supuesto no parmétrico. b. Hipdtesis nula: drea verdadera = 0.5.

Se utilizé el indice de Youden para obtener la mejor relacion especifidad-

sensibilidad. De este modo se estimd un punto de corte éptimo para la calprotectina
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fecal de 170 pg/g segun el maximo nivel del indice de Youden (0.730) alcanzado por
esta variable. Este punto de corte determind para la calprotectina fecal una
sensibilidad del 77.5%, una especificidad del 95.5%, un VVP del 97.4%, un VPN del
65.6%, un LR+ del 17.06, un LR- del 0.23 y una PG del 83.1% para detectar actividad
endoscépica. El punto de corte éptimo obtenido para M2-PK, segin el maximo nivel de
lY obtenido (0.696), fue de 4.5 U/ml. Este punto de corte determind para M2-PK una
sensibilidad de 87.8%, una especificidad de 81.8%, un VPP de 91.5%, un VPN de 75%,
un LR+ de 4.82, un LR- de 0.15 y una PG de 85.9 para detectar actividad endoscépica

(Tabla 8).

Tabla 8. Precision diagndstica de Calprotectina, M2-PK, PCR, VSG CDAI para predecir
actividad endoscopica (SES-CD > 2)

Calprotectina M2-PK CDAI PCR VSG
Punto de corte 170 ug/g 4.5 U/ml 150 puntos 0.4 mg/dl 19.5 mm/h
indice de Youden 0.730 0.696 0.487 0.487 0.376
Sensibilidad (%) 77.6 87.8 71.4 71.4 69.4
Especificidad (%) 95.5 81.8 77.3 77.3 68.2
Valor Predictivo Positivo (%) 97.4 91.5 87.1 87.1 83.0
Valor Predictivo Negativo (%) 65.6 75.0 53.1 53.1 50.0
Precision (%) 84.5 85.9 73.2 69.0 54.7
Razon de Verosimilitud (LR) + 17.06 4.82 3.05 3.05 2.16
Razdén de Verosimilitud (LR) - 0.23 0.15 0.40 0.40 0.46
p <0.001 <0.001 <0.001 0.001 0.003

M2-PK: M2-piruvato quinasa; CDAI: Crohn’s disease activity index; PCR: Proteina C reactiva; VSG: Velocidad de sedimentacién
globular.LR: Likelihood ratio.

Si tenemos en cuenta la clasificacion SES-CD, observamos que la calprotectina
fecal presenta una probabilidad mayor de clasificar correctamente un par de

individuos sano y enfermo (positivo o negativo) seleccionados al azar que la M2PK,
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presentando ambos biomarcadores una adecuada precisidn para predecir la actividad

endoscépica, y no existiendo diferencias significativas entre las curvas ROC (Z = 1.751,

p =.079).

Sensibilidad
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Figura 8. Curva ROC de los niveles de CF, M2-PK
fecal, PCR, VSG y CDAI para detectar actividad
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Figura 9. Distribucion de los pacientes en los grupos de status
de actividad endoscdpica segun el punto de coste de CF de 170
Ka/g
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4.6. RANGOS OPTIMOS DE LA CALPROTECTINA FECAL PARA ESTABLECER
ACTIVIDAD INFLAMATORIA Y CURACION MUCOSA.

La calprotectina fecal fue la Unica variable que presentd niveles de sensibilidad,
especificidad, LR+ y LR- exigidos para poder generar rangos con alta precision en la
deteccion de curacion mucosa y actividad endoscopica. Se estimé un punto de corte de
calprotectina fecal en 170 ug/g para detectar, con alta probabilidad, actividad
endoscopica (Sensibilidad 77.6%, Especificidad 95.5%, LR+ 17,06, LR- 0.24 y precisidn
global 83%). Con el fin de establecer un segundo grupo, para detectar curacién mucosa
con alta probabilidad, se obtuvo un nuevo punto de corte de CF en 71 ug/g
(Sensibilidad 95.9%, Especificidad 52.3%, LR+ 1.99, LR- 0.08 y precisidn global 80%). Asi
pues, se generan dos rangos de status endoscépico con una zona intermedia de baja
precision: Actividad endoscépica (Calprotectina = 170), curacién mucosa
(Calprotectina < 71) e Incertidumbre (71 > Calprotectina < 170), observando que
existen diferencias significativas en los valores endoscépicos (F = 26.407, p < .01). Asi

mismo, se observa una concordancia adecuada con el indice CDAI (t, =.420, p < .01).

La prevalencia de actividad endoscdpica en nuestra muestra fue del 69%
(Probabilidad pre-test). Se calculé el nomograma de Fagan, obteniéndose una
probabilidad post-test del 97% (ICyse: 85%-100%) de presentar actividad endoscdpica
para un nivel de CF > 170 pg/g y sélo una probabilidad de 34% (ICgse: 24%-47%) para
un nivel de CF < 170 pg/g. La prevalencia de curacién mucosa en nuestra muestra fue
del 31%. La probabilidad post-test de presentar curacion mucosa para un sujeto con un
nivel de CF < 71 ug/g fue del 84% (ICosy: 57%-96%) y si presenta un valor de

calprotectina > 71 pg/g fue sdlo del 19% (ICos9: 13%-26%) (Figura 9).
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Figura 1. Nomograma de Fagan. (A) Probabilidad de presentar actividad endoscdpica
para el punto de corte de CF > 170 ug/g, (B) Probabilidad de presentar curacion
mucosa para el punto de corte de CF < 70 ug/g.

Analizamos la probabilidad de presentar actividad endoscépica o curacidn
mucosa en funcién del status de actividad clinica y del valor de CF. En el grupo de
actividad clinica la prevalencia de actividad endoscépica fue del 85% y en el grupo de
remision clinica fue del 48%. Para aquellos pacientes con nivel de CF > 170 ug/g vy
actividad clinica la probabilidad de tener actividad endoscépica fue del 100%. Sin
embargo, si presentaban CF > 170 pg/g vy remision clinica las probabilidades

descienden al 89%. Del mismo modo, la probabilidad de presentar curacion mucosa en
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un sujeto con un nivel de CF £ 71 pug/g es del 87% si presenta remision clinica y esta

probabilidad bajaria al 75% si esta en actividad clinica (Figura 7).
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Figura 2. Nomograma de Fagan. (A) Probabilidad de presentar actividad endoscdpica
para nivel de CF > 170 ug/g en pacientes con actividad clinica. (B) Probabilidad de
presentar curacion mucosa para nivel de CF < 70 ug/qg en pacientes con actividad
clinica. (C) Probabilidad de actividad endoscdpica para nivel de CF > 170 ug/g en
pacientes con remision clinica. (D) Probabilidad de presentar curacion mucosa para
nivel de CF < 70 ug/g en pacientes con remision clinica.
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4.7. CALCULO DE UN MODELO PREDICTIVO PARA DETECTAR ACTIVIDAD
ENDOSCOPICA.

Se realizé un andlisis de regresién logistica binaria para comprobar si las
variables independientes analizadas como la edad, localizacién, afios de evolucién de
la enfermedad, nivel de calprotectina fecal (CF), nivel de M2-Piruvato quinasa (M2-PK)
fecal, nivel de proteina C reactiva (PCR), nivel de la velocidad de sedimentacion
globular (VSG) y la puntuacién del Crohn’s Disease Activity Index (CDAI); pueden
predecir la probabilidad de detectar actividad endoscépica. De las variables
estudiadas, se observd que la calprotectina fecal y el CDAI incluidas en un modelo
presentan el mayor grado de significacion estadistica en el contraste de hipdtesis que
las covaria con la variable dependiente binomial actividad endoscépica (SES-CD > 2:

actividad, SES-CD < 2: remision) (Tabla 9y 10).

Tabla 9. Variables componente obtenidas en la regresion logistica binaria
95% C.l. para EXP(B)
Inferior  Superior
Paso 1° CDAI ,012 ,006 4,894 1 ,027 1,012 1,001 1,023
CF ,021 ,007 10,881 1 ,001 1,022 1,009 1,035
Constante -4,038 1,241 10,592 1 ,001 ,018

CDAI: Crohn’s disease activity index; CALP: calprotectina fecal.
a. Variables especificadas en el paso 1: CDAI, CF.

B Error estandar Wald gl Sig. Exp(B)
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Tabla 10. Tabla de clasificacién®
Observado Pronosticado
indice endoscépico remision-
L Porcentaje
actividad
correcto
Remision Actividad

Paso 1 indice endoscépico Remision 17 5 77,3

remisidn-actividad Actividad 5 a4 89,8

Porcentaje global 85,9

a. El valor de corte es ,500

El modelo obtenido clasifica correctamente al 85.9% de la muestra estudiada.
Clasifica correctamente a 44 de 49 de los sujetos con actividad, por lo que su
sensibilidad seria del 89.8%; y clasificaria correctamente a 17 de 22 de los pacientes en

remision, por lo que su especificidad seria del 77.3%.

La proporcion de variabilidad de SES-CD que es explicada por el modelo es

aceptable/adecuada, entre un 49% y un 68.9% como se observa en la tabla 11.

Tabla 11. Resumen del modelo

Logaritmodela Rcuadradode R cuadradode

Paso  verosimilitud -2 Cox vy Snell Nagelkerke

1 40,157° ,490 ,689

Con los valores obtenidos en las tablas anteriores obtenemos la siguiente

ecuacién del modelo predictivo:

1

P(SESCDroc =1) = 1 + g—(—+038% D12+ CDAI+.021+CALP)
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Donde SESCDroc es la probabilidad de tener actividad endoscdpica, CDAI es la

puntuacion del Crohn’s disease activity index y CALP el nivel de calprotectina fecal.

Para evaluar el ajuste del modelo se empled la prueba de Hosmer-Lemeshow y una
validacién de prueba diagndstica analizando el drea bajo la curva ROC.

La prueba de Hosmer y Lemoshow nos indica que no hay significacién
estadistica (p=0.993), por lo que no existen diferencias entre los valores observados y
los predichos por la ecuacién (Tabla 12). Los resultados predichos del modelo son
aceptables, ya que las posibles diferencias observadas no serian explicables por el azar

O por errores de muestreo.

Tabla 12. Prueba de Hosmer y Lemeshow

Paso Chi-cuadrado gl Sig.
1 1,507 8 ,993

Se construyd una curva ROC para valorar la capacidad de la nueva variable para
predecir la presencia de actividad endoscépica. La variable obtenida tras la
combinacidn de la calprotectina fecal y el CDAI presentd un drea bajo de la curva ROC
del 0.937 (ICos%: 0.88.3-0.990), siendo éste estadisticamente significativo, lo que nos
indica un muy buen ajuste del modelo ya que es superior a 0.9 (Figura 8). El modelo
presenta un valor éptimo del indice de Youden de 0.807 alcanzando una sensibilidad
del 89.8% vy especificidad del 90.9% para un punto de corte dptimo obtenido en la

férmula del modelo de 0.510.
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Figura 3. Curva ROC de la variable predictiva que combina calprotectina fecal y CDAI para detectar
actividad endoscopica.
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CAPITULO V: DISCUSION
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5.1. CONSIDERACIONES GENERALES: aportaciones de la Tesis

En este estudio, describimos la precisidon diagndstica de la calprotectina fecal,
la M2-Piruvato quinasa fecal, la proteina C reactiva, la velocidad de sedimentacidn
globular y el indice CDAI para detectar actividad endoscépica en pacientes con
enfermedad de Crohn. Ademds, se estiman por primera vez rangos de alta precisién,

segln los niveles de la CF, para detectar actividad endoscdpica y curacién mucosa.

De los resultados obtenidos en esta investigacidon, podemos deducir que la
calprotectina y M2-PK fecal son biomarcadores utiles para detectar actividad
endoscopica en pacientes con EC. De hecho, hemos observado que ambos
biomarcadores fecales son mas precisos que el indice clinico CDAIl y los biomarcadores
serolégicos, PCR y VSG, para establecer la presencia de actividad inflamatoria
intestinal. Aunque, sélo la CF se ha mostrado como una herramienta util en la
generacion de rangos de alta precisién para detectar estado de actividad endoscépica
y de curacidon mucosa en pacientes con EC. Se ha observado que el contexto clinico
especifico debe tenerse en cuenta para tener una mejor interpretacién de las
probabilidades del estado endoscdpico segun el nivel de CF. Finalmente hemos
determinado un modelo que combina el nivel de CF y la puntuacion de CDAI como una
herramienta con elevada precision para detectar actividad endoscépica en los
pacientes con EC, siendo de gran utilidad en la toma de decisiones en un importante
numero de pacientes sin necesidad de realizar una colonoscopia o una técnica
radiolégica. Los resultados de este trabajo pueden permitirnos llevar a cabo una

practica clinica mas eficiente en el manejo de los pacientes con EC.
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5.2. VALORACION DEL ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

A pesar de realizar una seleccidn consecutiva de los pacientes las caracteristicas
basales en cuanto a edad, género y localizacién de la enfermedad son similares a

85
|

estudios como los de Schoepfer et al” o Lobatén et al®. En cuanto a los afios de

evolucién de la enfermedad, nuestra muestra presenta una media similar al estudio de

|87 79,85

Sipponen et al®™’ y ligeramente inferior al de trabajos publicados por otros autores

Hay un claro predominio de pacientes con patrén inflamatorio, hecho que igualmente

79,83-85,87,89,90

sucede en la gran mayoria de estudio publicados , aunque en nuestro

trabajo el porcentaje de pacientes es mayor (88.7%). La distribucién segin el
tratamiento que toman los pacientes es similar a otros estudios publicados®*®>.

Aproximadamente la mitad de los pacientes (44.9%) recibia tratamiento con algun

inmunosupresor (azatioprina, metrotexate o anti-TNF).

Aproximadamente la mitad de los pacientes (43.7%) presentaba remision
clinica, menos frecuente fue presentar actividad leve o moderada y sélo un paciente
presentd actividad clinica severa. Casi un tercio de los pacientes (31%) presentaba
remisién endoscdpica. De los pacientes con actividad endoscépica, lo mas frecuente
fue presentar actividad moderada, seguido de actividad leve y menos frecuente

actividad severa.
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5.3. DEFINICION DE ACTIVIDAD ENDOSCOPICA

Actualmente no existe consenso sobre la determinacién de un punto de corte
claramente definido en los indices endoscopicos para clasificar a los pacientes segun
presenten actividad o remisidn endoscépica. En nuestro estudio se definid la presencia
de actividad endoscépica obtener un SES-CD > 2, elegimos este punto de corte porque
es el punto de corte que se estaba utilizando en estudios publicados en los ultimos
afios’® 7>, De esta manera, se consigue clasificar mejor a los pacientes con curacién
mucosa considerando este status si se detecta una mucosa completamente normal
(SES-CD 0) o con minima actividad inflamatoria en algun area (SES-CD 1-2). Es verdad

gue siempre puede existir cierta variabilidad entre los observadores, pero para ello se

establecid un consenso para disminuir lo maximo posible este hecho.
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5.4. VALORACION DE LA CORRELACION ENTRE LAS VARIABLES ESTUDIADAS

En este estudio se evidencid que la variable que presentd mayor correlacién
con el SES-CD, segun el test de rho de Spearman, fue la CF (r = 0.738), seguido del
CDAI (r = 0.669) y posteriormente de la M2-PK (0.575). La correlacién con PCR y VSG
fue inferior aunque estadisticamente significativa. En el estudio de Langhorst et al*, se
observa una correlaciéon baja entre CF y el indice endoscdpico utilizado (r = 0.35)
aunque significativa. Igualmente la correlacidon observada en el estudio de Nancey et
al® entre el SES-CD y la CF es inferior (r = 0.53) a la de este estudio, del mismo modo la
correlacién observa, por estos autores, entre SES-CD y PCR (r = 0.37) también fue
inferior a la de este trabajo. Sin embargo en el estudio de Sipponen et al¥ la
correlacién de la CF con el indice CDEIS es superior a la que se observo en este trabajo
(r = 0.831), mientras que en el estudio de Lobatdn et al®® esta correlacion fue sélo
minimamente superior (r = 0.784). En este trabajo, la correlacién entre ambos
biomarcadores fecales, CF y M2-PK, fue la que presenté mayor fuerza (r = 0.765). Esto
también se ha observado en otros estudios como en el trabajo de publicado por
Chung-Faye et al®® donde la correlacién entre ambos biomarcadores fecales fue
ligeramente inferior (r= 0.62) a la observada en este estudio de tesis. En el estudio de
Sipponen et al®? la correlacién entre CF y otro biomarcador fecal como la lactoferrina
fue superior (r = 0.925). La estrecha correlacidon que existe entre los biomarcadores
fecales puede ser explicada por el origen comun de estas moléculas, calprotectina y

lactoferrina proceden de los polimorfonucleares que actuan en el proceso inflamatorio

intestinal, aunque M2-PK pueda tener un origen distinto como son los enterocitos, es
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un biomarcador fecal que igualmente se libera en el proceso inflamatorio presentando
una moderada correlacidon con la actividad endoscépica. En el estudio de Sipponen
et¥, al igual que en este trabajo, se observa un correlacion moderada entre el indice
endoscépico, en este caso CDEIS, y el CDAI (r = 0.592). Aunque en el estudio de
Lobatén et al®* la correlacién entre CDEI y CDAI fue muy baja (r = 0.129). En este
estudio de tesis, se observd una moderada correlacién entre CF y el CDAI (r = 0.560),
igualmente en otros estudios también se han evidenciado una buena correlacién entre

los indices clinicos y los niveles de CF®*?
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5.5. VALORACION DE LA COMPARACION DE NIVELES MEDIOS DE LOS
BIOMARCADORES Y EL CROHN’S DISEASE ACTIVITY INDEX EN LOS GRUPOS DE
ACTIVIDAD Y REMISION ENDOSCOPICA

Se observé que los niveles medios de los biomarcadores y el CDAI eran
significativamente superiores en el grupo de actividad inflamatoria con respecto al
grupo de remisién clinica. El mayor grado de significacion lo alcanzaron los
biomarcadores fecales y el CDAI. Los niveles medios de CF en el grupo de actividad fue
de 335 pg/g (RIC 183-508) y en el grupo en remision fue de 71 ug/g (RIC 25-104). En el
estudio de Langhorst et al*® se estimaron niveles medios de CF inferiores en ambos
grupos (105 ug/g en el grupo de actividad y 11.2 ug/g en el grupo de remisién). En el
trabajo publicado por Lobatén et al®®, el nivel medio de CF, por método ELISA, en el
grupo de actividad endoscopica fue de 1211 pg/g (RIC 122-1800), casi cuatro veces
superior al nivel medio observado en este estudio, y en el grupo en remision fue de
101.8 pg/g (RIC 30-1620), ligeramente superior al nivel calculado en este estudio de
tesis. Llama la atencidn en este ultimo estudio que observan pacientes que presentan
remisién endoscépica, definida en este estudio como CDEIS < 3, que presentan niveles

de CF superiores a 1620 pg/g.

121

——
| —



Precisién diagnéstica de CF y M2-PK fecal en la deteccion de actividad

L. Discusién
endoscoépica en la enfermedad de Crohn

122

——
| S—



Precisién diagnéstica de CF y M2-PK fecal en la deteccién de actividad

. Discusion
endoscédpica en la enfermedad de Crohn

5.6. ANALISIS DE LA ESTIMACION DEL PUNTO DE CORTE PARA LOS
BIOMARCADORES Y EL CROHN'S DISEASE ACTIVITY INDEX

Se decidio construir las curvas ROC de los biomarcadores y CDAI para estimar el
punto de corte dptimo segun la sensibilidad y especificidad ya que son conceptos
faciles de entender en la practica clinica. La CF obtuvo el mayor area bajo la curva,
seguido de M2-PK, de CDAIl y por ultimo las areas de los biomarcadores serolégicos
PCR y VSG. La significacién estadistica alcanzé una p < 0.001 para CF, M2-PK y CDAI,

una p =0.001 para PCRy p =0.003 para VSG.

Se utilizé el estadistico 1Y (sensibilidad + especificidad -1) para estimar la mejor
relaciéon especificidad-sensibilidad y asi obtener el punto de corte 6ptimo de cada
biomarcador para establecer actividad endoscépica. La CF fue el biomarcador
estudiado que obtuvo mayor precisidon diagndstica para establecer actividad
endoscdpica, siendo esta similar a la publicada por otros autores®®. En este trabajo, el
punto de corte dptimo calculado para la CF fue de 170 pg/g obteniendo una elevada
especificidad (95.5%) y una buena sensibilidad (77.6%) similares a las obtenidas por
Lobatdn et al®. EIl IY obtenido para CF (0.730) fue superior al obtenido por Sipponen et

al®” y af Bjorkesten et al®®, pero similar al publicado por Schoepfer et al”® y Shastri et

al®®>. M2-PK presenté un IY méaximo de 0.696 estimandose punto de corte de 4.5 U/ml
obteniéndose una elevada sensibilidad (87.8%) y también una buena especificidad
(81.8%) para detectar actividad endoscdpica. Estos valores son superiores a los

obtenidos por Shastri et al®®>. Ademads, estos valores son similares a los obtenidos para

CF por Schoepfer et al”® y Shastri et al®®, y para lactoferrina fecal obtenidos por
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Langhorst et al*®. La precisién global de ambos biomarcadores fecales fue elevada,
siendo ligeramente superior para M2-PK fecal (85.9%) con respecto a CF (83.1%) y

siendo similar a la precisién global estimada por Lobatén et al® para nivel de CF de 274

ug/g (85.2%).
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5.7. ANALISIS DE LA GENERACION DE AREAS DE ALTA PRECISION PARA DETECTAR
ACTIVIDAD ENDOSCOPICA Y CURACION MUCOSA.

Los estudios publicados en los ultimos afos en los que se compara la precision
de los distintos biomarcadores para detectar actividad endoscdpica muestran que los
biomarcadores fecales, sobre todo CF y lactoferrina, son mas precisos que los
biomarcadores serolégicos como PCR o VSG. También se ha observado estas

diferencias para CDAI siendo superiores los biomarcadores fecales”®

. lgualmente en
este estudio hemos demostrado que un biomarcador fecal como la M2-PK, poco

estudiado en la Ell, tiene una elevada precisién para detectar actividad endoscépica.

Pero el gran problema que plantean actualmente los biomarcadores fecales es
la falta de consenso sobre el punto de corte dptimo para establecer la presencia de
actividad endoscdpica o curacion mucosa en la EC, variando los diferentes puntos de

79- s .
%90 Establecer un Unico punto de corte

corte propuestos entre 50 pg/gy 272 ug/g
tiene una limitada aplicabilidad clinica ya que no existe acuerdo. Si bajamos el umbral
para establecer actividad aumentaremos la sensibilidad del test pero disminuira la
especificidad por lo que tendremos pocos falsos negativos pero se elevard el numero
de falsos positivos; sin embargo si elevamos el punto de corte tendremos un niamero
mas reducido de falsos positivos pero mayor nimero de falsos negativos, es decir
tendremos menos probabilidades de clasificar bien a todos los pacientes con actividad
endoscdpica. Este hecho limita la gran utilidad que podrian tener los biomarcadores

para manejar a los pacientes sin necesidad de realizar otras pruebas mas caras e

invasivas.
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Por ello, en este estudio hemos calculado, por primera vez, dos puntos de corte
gue nos permitiran generar rangos de elevada precisidn para poder detectar pacientes
con curacién mucosa o actividad inflamatoria con altas probabilidades, generandose
una zona central de baja precision o zona de incertidumbre para establecer la
presencia de actividad endoscdpica. Se estima que un punto de corte con una
especificidad > 90% y LR+ 210 tendria una fuerte evidencia para apoyar la hipdtesis
diagndstica (actividad endoscépica) y un punto de corte con una sensibilidad > 90% vy

9394 De los

LR- < 0.1 tendria fuerte evidencia para rechazar esta hipdtesis diagndstica
biomarcadores estudiados, sélo CF ha cumplido estos criterios estadisticos, por lo que

se han generado estos rangos en base a los niveles determinados por estos dos puntos

de corte.

La utilidad clinica real estard determinada por la medida en que la CF nos
permita abandonar el drea comprendida entre ambos umbrales (“zona de
incertidumbre”), esto dependera del valor de LR y de la probabilidad pre-test inicial
(prevalencia). De este modo, se podrian utilizar los niveles de CF en la consulta para
tomar decisiones diagndsticas y terapéuticas, en pacientes con EC, de forma eficiente y
rapida sin necesidad de acudir a pruebas endoscdpicas o radiolégicas mds caras y con

mayor riesgo.

Como hemos comentado, la CF fue el unico biomarcador que presentd los
niveles de precisién diagndstica necesarios para generar rangos de alta precision,
mientras que M2-PK no alcanzé los niveles necesarios de LR+ y LR-. Se estimd como
punto de corte con éptima precisidn para establecer actividad endoscdpica un nivel de

CF > 170 pg/g (Especifidad =95.5% y LR + = 17.24) y CF < 71 pg/g (Sensibilidad = 95.9%
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y LR - = 0.08) como punto de corte con éptima precision para establecer curacion
mucosa. En nuestra muestra se estableci6 como “zona de incertidumbre” los niveles
de CF comprendidos entre 72 pug/g y 169 pg/g. Con estos intervalos, cuando se obtiene
un valor de CF > 170 pg/g, la probabilidad de encontrar sujetos con actividad
inflamatoria seria 17 veces mayor que los sujetos con un valor de CF inferior; mientras
que obteniendo un valor de CF < 71 ug/g la probabilidad de encontrar sujetos sin

actividad endoscépica, y por tanto en curacién mucosa, seria 12 veces mayor.

El nomograma de Fagan nos ayudd a clasificar las probabilidades de los
pacientes en porcentajes, aportdndose aun una mejor aplicabilidad clinica. En la
muestra de este estudio la prevalencia de actividad endoscdpica fue de un 69%, pero
en aquellos paciente con un nivel de CF > 170 pg/g tendrian una probabilidad del 97%
de presentar actividad endoscépica y si tienen un nivel de CF < 71 pg/g tendria una
probabilidad del 84% de presentar curacién mucosa. En ambos casos tendriamos una
precision suficiente para establecer actividad endoscépica, en el primer caso, y
curaciéon mucosa, en el segundo, permitiéndonos tomar decisiones en los pacientes

gue presenten estos niveles de CF sin necesidad de realizar una ileocolonoscopia.
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5.8. VALORACION DE LA REGRESION LOGISTICA Y GENERACION DE RANGOS DE
ALTA PRECISION

De las variables estudiadas, se observé que la CF y el CDAI, incluidas en un
modelo, presentan el mayor grado de significacién estadistica para detectar actividad
endoscépica en nuestro estudio. El modelo generado con ambas variables tendria una
precision del 85.9% para clasificar correctamente a los pacientes, presentando una
sensibilidad del 89.8% y especificidad del 77.3%. El area bajo la curva ROC, o poder de
discriminacion del modelo, seria del 93.7%, siendo estadisticamente significativo, lo
gue nos indica un muy buen ajuste del modelo. af Bjoérkesten et al*®, observé en su
estudio que un indice que combinaba el nivel de CF y la puntuacién del indice Harvey-
Bradshaw presentaba mayor precision para identificar remision endoscépica que CF,
PCR, CDAI e indice Harvey-Bradshaw por si solos. El modelo presentd un area bajo la
curva ROC de 0.90 con una sensibilidad del 85% y especificidad del 82% para

establecer la presencia de remisidn endoscdpica.

De este modo, la generacion de este modelo que combina CF y CDAI refuerza
uno de los mensajes que expresa Mosli*® en un metanalisis publicado recientemente.
Una de las conclusiones de este metanalisis es que la CF es un biomarcador util para
establecer la presencia de actividad endoscopica, pero su valor debe de interpretarse
de forma individualizada en funcion del contexto clinico especifico. Hay mayor
prevalencia de actividad endoscdpica en pacientes con presencia de sintomas clinicos
gue en aquellos pacientes que estan en remisidon clinica y este es un hecho que

debemos de tener en cuenta para interpretar las probabilidades de presentar actividad
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endoscdpica tras obtener el resultado de la concentracién de CF. En este estudio, la
prevalencia de actividad endoscépica era mayor en los pacientes con actividad clinica
(85%) que en los pacientes con remisidén clinica (48%). Esto implica diferencias en
cuanto a las probabilidades de presentar actividad al obtener un nivel de CF > 170 ug/g
(100% para el grupo de actividad clinica vs 89% para el grupo remisién clinica). Del
mismo modo, cambian las probabilidades de presentar estado de curacién mucosa si
se obtiene un nivel de CF < 71 ug/g, siendo del 87% si presenta remisién clinica y del

75% si presenta actividad clinica.

Aquellos pacientes con actividad inflamatoria subclinica son pacientes que van
a tener una peor evolucién con elevadas probabilidades de presentar nueva

recidiva®®®®

o incluso presentar complicaciones que requieran intervencién
quirurgicaloo. La CF seria la prueba idénea para identificar la presencia de actividad

inflamatoria en pacientes asintomaticos permitiendo monitorizar la evolucién de esta

actividad y la respuesta a los tratamientos.
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5.9. DIAGRAMA DE TOMA DE DECISIONES EN BASE A LA ACTIVIDAD CLINICAY A LA
CALPROTECTINA FECAL

Consideramos interesantes los resultados obtenidos en este estudio y creemos
que pueden ser Utiles para el manejo de los pacientes con EC en la practica clinica
diaria. Por ello hemos elaborado un diagrama de toma de decisiones (figura 9) en el
que incorporamos las variables que conforman la férmula obtenida en la regresion
logistica, como son el CDAI y la CF. Segun este diagrama debemos de interpretar las
probabilidades de que el paciente presente actividad inflamatoria o curacién mucosa
segln el nivel de CF y el valor del CDAI (CDAI > 150 actividad clinica y CDAI < 150
remision clinica). Aquellos pacientes con actividad clinica que presentan niveles de CF
> 170 pg/g tendrian una probabilidad muy alta de tener actividad endoscépica, en este
estudio fue el 100%, por lo que seria un paciente candidato a intensificar o cambiar su
tratamiento para lograr alcanzar no sélo una remisién de los sintoma sino también el
objetivo de la curacidon mucosa. Si el paciente presenta sintomas como diarrea y dolor
abdominal sugestivos de actividad clinica pero con nivel de CF < 71 ug/g, deberiamos
de investigar otras causas de los sintomas (intolerancia o alergia alimentaria, origen
infeccioso, enfermedad celiaca o Sll asociado) ya que tendria bajas posibilidades de
presentar realmente actividad endoscdpica, en este estudio el 75% de los pacientes
con estas caracteristicas presentaban curacion mucosa. Si el paciente no presenta
sintomas y tiene un nivel de CF < 71 ug/g tiene elevadas probabilidades de presentar
estado de curacion mucosa, en este trabajo fue el 87%, por lo que seria un paciente

que ha logrado el objetivo y debemos de mantener tratamiento. Si el paciente esta
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asintomatico pero presenta nivel de CF > 170 pg/g, tiene elevadas probabilidades de
presentar actividad endoscdpica subclinica, en este estudio el 89% de los pacientes sin
sintomas pero con CF > 170 pg/g presentaban actividad endoscdpica. Estos pacientes
son candidatos a intensificar su tratamiento y monitorizar la respuesta al mismo con
CF en los siguientes meses. Con estos puntos de corte, se han podido clasificar
correctamente a 51 pacientes, lo que supone el 72% de la muestra. Los 20 pacientes
que estdn en la zona de incertidumbre (72-169 pg/g) ha supuesto el 28% de la
muestra, son pacientes que a pesar de conocer su actividad clinica y su nivel de CF
presentan una baja precisidon para establecer la presencia de actividad inflamatoria o
curacion mucosa. Si estos pacientes en zona de incertidumbre presentan sintomas
deberiamos realizar pruebas complementarias (colonoscopia y/o enteroRM) para
poder detectar la presencia o no de actividad inflamatoria. Si el paciente esta
asintomatico y en zona de incertidumbre seguin nivel de CF, podria ser candidato a
monitorizar la concentracién de la CF en los préximos meses y si sube su nivel por

encima de 170 pg/g se deberia intensificar o escalar en el régimen terapéutico.
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Figura 4. Diagrama de toma de decisiones segun actividad clinica y nivel de CF.
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5.10. LIMITACIONES

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. En primer lugar, la muestra utilizada
ha sido una muestra muy localizada por lo que el estudio mejoraria sustancialmente
incluyendo un mayor nimero de sujetos. En segundo lugar, se ha evaluado la actividad
inflamatoria sélo mediante ileocolonoscopia, por lo que no se han podido obtener
datos de la actividad de otros segmentos de intestino delgado distintos al ileon ni del
tracto gastrointestinal superior. Por ultimo, no hay seguimiento de los niveles de
calprotectina, hecho que seria util para evaluar la evolucidn de los pacientes segln su
actividad y valorar la respuesta a los cambios de tratamiento en un estudio

longitudinal.

135

——
| —



Precisién diagnéstica de CF y M2-PK fecal en la deteccion de actividad

L. Discusién
endoscoépica en la enfermedad de Crohn

136

——
| S—



Precisién diagnéstica de CF y M2-PK fecal en la deteccién de actividad

L. Discusion
endoscédpica en la enfermedad de Crohn

5.11. LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION

Los resultados obtenidos en esta tesis son muy interesantes y utiles para
realizar un manejo mas eficiente de los pacientes con enfermedad de Crohn, por ello
gueremos contar con otros centros para poder obtener una validacién externa del
modelo y poder aplicar el diagrama de toma de decisiones. Igualmente seria
interesante realizar un estudio prospectivo y multicéntrico donde se evalie la
evolucidn clinica, endoscdpica y de los niveles de calprotectina fecal para conocer la

verdadera precisiéon diagndstica y valor prondstico de este biomarcador.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

La calprotectina y la M2-PK fecal son biomarcadores utiles para detectar la

actividad endoscdpica en pacientes con enfermedad de Crohn.

Ambos biomarcadores fecales son mas precisos que el indice clinico CDAI y los
biomarcadores seroldgicos, PCR y VSG, para establecer la presencia de

actividad inflamatoria intestinal.

La calprotectina fecal es una herramienta util en la generacién de rangos de
alta precision para predecir el estado de la actividad endoscdpica y de curacidn

mucosa en pacientes con enfermedad de Crohn.

El contexto clinico especifico debe tenerse en cuenta para tener una mejor
interpretacidn de las probabilidades del estado endoscépico segun el nivel de

calprotectina fecal.

Un modelo que combine el nivel de calprotectina fecal y la puntuacién de CDAI
se ha mostrado como una herramienta con elevada precisidon (85.9%) para
detectar actividad endoscdépica en los pacientes con enfermedad de Crohn,
siendo de gran utilidad en la toma de decisiones sin necesidad de realizar una

colonoscopia.
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ANEXO 1: SUBVENCIONES, PUBLICACIONES Y COMUNICACIONES

1)

2)

3)
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El proyecto de tesis recibiéo el premio “Beca Gonzalo Mifio Fungarolas”
otorgado por la Sociedad Andaluza de Patologia Digestiva en Octubre de 2010
como subvencién para la realizacion del trabajo presentado en esta tesis
doctoral. Dotacién: 6000 €

PUBLICACIONES
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healing in Crohn’s disease with fecal calprotectina. Rev Esp Enferm Dig. 2017
Feb; 109 (2): 130-136.

Vazquez-Morén JM, Benitez-Rodriguez B, Pallarés-Manrique H, Cabanillas-
Casafranca M, Jiménez Macias FM, Osuna-Molina O, Gonzalez-Gutiérrez R,
Ramos lora M. M2-Piruvato quinasa fecal (M2-PK) es un nuevo biomarcador
ultil para diagnosticar la enfermedad inflamatoria intestinal. Revista Andaluza
de Patologia Digestiva. 2013; 36 (1):10-16

COMUNICACIONES A CONGRESOS

Vazquez-Morén JM, Benitez-Rodriguez B, Pallarés-Manrique H, Herrero-
Machancoses F, Robles-Rodriguez J, Ramos-Lora M, Ruiz-Frutos C. Accurate cut-
offs for predicting endoscopic activity and mucosal healing in Crohn’s disease
with fecal calprotectina. J Crohns Colitis 2017; 11 (Suppl_1): P319. 12t
Congress of ECCO, February 15-18, 2017, Barcelona/Spain.

Vazquez Mordn JM, Benitez Rodriguez B, Pallarés Manrique H, Jiménez Macias
FM, Osuna Molina R, Cabanillas Casafranca M, Gonzéalez Gutiérrez R, Robles
Rodriguez JL, Carrasco Sanchez FJ, Ramos Lora M. “Precision diagndstica de
calprotectina y M2-Piruvato quinasa fecal en la prediccion de actividad
endoscdpica y clinica en la enfermedad de Crohn”. Vazquez Mordn JM, Benitez
Rodriguez B, Pallarés Manrique H, Jiménez Macias FM, Osuna Molina R,
Cabanillas Casafranca M, Gonzalez Gutiérrez R, Robles Rodriguez JL, Carrasco
Sénchez FJ, Ramos Lora M. Rev Esp Enferm Dig 2013; 105 (Supl. 1): 32. LXXII
Congreso de la Sociedad Espafiola de Patologia Digestiva. Semana de las
Enfermedades Digestivas. Murcia, 1-4 Junio 2013
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“Precision diagndstica de calprotectina y M2-Piruvato quinasa fecal para
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Rev Esp Enferm Dig 2013; 105 (Supl. I): 66-67. LXXII Congreso de la Sociedad
Espanola de Patologia Digestiva. Semana de las Enfermedades Digestivas.
Murcia, 1-4 Junio 2013.

Vazquez Mordn JM, Benitez Rodriguez B, Casado Monge PG, Pallarés Manrique
H, Jiménez Macias FM, Ramos Lora M. “iLa localizacidén en la enfermedad de
Crohn puede influir en la correlacidn entre calprotectina fecal y los indices de
actividad SES-CD y CDAI?”. Rev Esp Enferm Dig 2013; 105 (Supl. I): 57-58. LXXII
Congreso de la Sociedad Espafiola de Patologia Digestiva. Semana de las
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ANEXO 2: HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

NOMBRE Y APELLIDOS:

EDAD: SEXO:

N2 HISTORIA: TELEFONO:

ANOS DE ENFERMEDAD:

LOCALIZACION: L1 L2 L3

FENOTIPO: B1 B2 B3

TRATAMIENTO: NOVO SFZ CTC IMM  ANTI-TNF

SES-CD

CDAI

CALPROTECTINA

M2-PK

PCR

VSG
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ANEXO 3: [NDICE CROHN’S DISEASE ACTIVITY INDEX (CDAI)

1) N2 deposiciones liquidas o muy blandas/semana X2

2) Dolor abdominal, suma de 7 puntuaciones diarias (0O: X5
no, 1: leve, 2: moderado, 3 severo)

3) Bienestar general, suma de 7 puntuaciones diarias (0: X7
bien, 1: regular, 2: mal, 3 muy mal, 4: fatal)

4) N2 de complicaciones o manifestaciones (artritis o
artralgias, iritis o uveitis, eritema nodoso o pioderma
- . , X 20
gangrenoso, estomatitis aftosa, fisura, fistula o absceso
anal, otras fistulas o fiebre > 37.82 C)
5) Farmacos para controlar diarrea (0: no, 1: si) X 30
6) Masa abdominal ( 0: no, cuestionable: 0.4, 1: si) X 10
7) Hematocrito (normal — paciente) (9 42, & 47) X6
8) Pérdida de peso (peso estandar- peso actual/ peso X1
estandar x 100)
Total

Rangos de valores (0 — 600 puntos):

Remision (inactiva): < 150
Leve: 150 - 219
Moderada: 220 - 450
Severa: > 450

Van Assche G, Dignass A, Panes J, Beaugerie L, Karagiannis J, Allez M, et al. The second European
evidence-based Consensus on the diagnosis and management of Crohn’s disease: definitions and
diagnosis. J Crohns Colitis. 2010 Feb; 4(1): 7-27.
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ANEXO 4: [NDICE SIMPLE ENDOSCOPIC SCORE FOR CROHN’S DISEASE (SES-CD)

VARIABLES 0 1 2 3
ULCERAS NINGUNA AFTAS (0.1-0.5cm) | ULCERAS (0.5-2 cm) ULCERAS (> 2 cm)
SUPERFICIE NINGUNA <10% 10%-30% >30%
ULCERADA
SUPERFICIE NINGUNA <50% 50%-75% >75%
AFECTADA
ESTENOSIS NINGUNA Una que se puede Mas de una que se Estenosis que no
pasar pude pasar puede pasar
COLON COLON COLON
VARIABLES RECTO IZQUIERDO | TRANSVERSO | DERECHO ILEON TOTAL
10|
ULCERAS | 1|
12|
3
0
SUPERFICIE | 1 |
ULCERADA | 2 |
3|
0
SUPERFICIE | 1 |
AFECTADA | 2 |
3|
0
ESTENOSIS | 1 |
2|
3

Grados de actividad:

Remisién (inactiva): 0 —2

Leve:3-7
Moderada: 8 — 15
Severa: 2 16

Daperno M, D’haens G, Van Assche G, et al. Development and validation of a new, simplified endoscopic
activity score for Crohn’s disease: the SES-CD. Gastointest Endosc 2004; 60: 505-512

Sipponen T, Nuutinen H, Turunen U, et al. Endoscopic evaluation of Crohn’s disease activity: comparison
of the CDEIS and the SES-CD. Inflammm Bowel Dis 2010; 16: 2131-2136
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ANEXO 5: CONSENTIMIENTO INFORMADO

e He sido informado por el profesional sanitario sobre el estudio en que voy a
participar.

e He podido hacer preguntas sobre el mismo.

e Comprendo que mi participacién en el estudio es voluntaria y que puedo
retirarme del estudio cuando lo desee.

e Se me ha informado que todos los datos obtenidos en este estudio serdn
confidenciales y se tratardn conforme establece la Ley Orgdnica de Proteccién
de Datos de Caracter Personal 15/99.

e Se me hainformado de que la informacién obtenida sélo se utilizara para los
fines especificos del estudio.

e Deseo ser informado/a de los datos y resultados de caracter personal
obtenidos durante el estudio:

Si No

En caso afirmativo la informacién serd enviada por correo electrénico.

Presto libremente mi conformidd para participar en el proyecto: “Precisidn diagndstica
de la calprotectina y M2-Piruvato quinasa fecal en la deteccién de actividad
endoscdpica en la enfermedad de Crohn”

Nombre y apellidos del paciente Nombre y apellido del profesional
Firma del paciente(o representante) Firma del profesional informador
Fecha:
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Figura 7. Distribucién de los niveles de CF, M2-PK fecal, PCR, VSG y CDAI segun grupo de
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1< g Yo [o XYoo ] [or- FHN N 1013

Figura 8. Distribucion de los pacientes en los grupos de status de actividad endoscépica segun
el punto de coste de CF de 170 LG/ Eueeeererererererererereseseresesesasssssesssssssesesesesssssssesesesssssesssens 1013

Figura 9. Nomograma de Fagan. (A) Probabilidad de presentar actividad endoscépica para el
punto de corte de CF > 170 pug/g, (B) Probabilidad de presentar curacién mucosa para el punto
de COMe de CF S 70 HE/S. cvrruurnreeererererrannsseeesseeeessasssssessesesssssnsssnssssssssssnsssssssssssssssnnssnnnnns 1046

Figura 10. Nomograma de Fagan. (A) Probabilidad de presentar actividad endoscopica para
nivel de CF > 170 pg/g en pacientes con actividad clinica. (B) Probabilidad de presentar
curacion mucosa para nivel de CF <70 pg/g en pacientes con actividad clinica. (C)
Probabilidad de actividad endoscopica para nivel de CF > 170 pg/g en pacientes con remision
clinica. (D) Probabilidad de presentar curacion mucosa para nivel de CF <70 pg/g en pacientes
(010 g (=T 0 4TS [ 4 o] N o 1057

Figura 11. Curva ROC de la variable predictiva que combina calprotectina fecal y CDAI para
detectar actividad ENAOSCOPICA. wueeereerrrrereeersnneeseessneesseesseessessnnesssessseessssssnsessssssnsessasnnees 11012

Figura 12. Diagrama de toma de decisiones segun actividad clinica y nivel de CF. ............. 1336
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