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PRESENTACION

1. PRESENTACION

Los trabajos que han dado lugar a mi tesis doctoral se han realizado en la
Unidad de Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) del Servicio de Aparato
Digestivo del Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela.
Nuestra unidad de EII realiza asistencia a mas de 1500 pacientes con
enfermedad de Crohn (EC) y colitis ulcerosa (CU). Los tres estudios de mi tesis
se realizaron (articulos originales ') en un periodo que abarca desde junio 2012
hasta junio 2016. El principal objetivo de estos estudios fue analizar el papel de
la calprotectina fecal (CF) como predictor de recidiva en pacientes con EII en

remision a tratamiento con anti-factor de necrosis tumoral (TNF).

Cada estudio ha sido presentado en multiples congresos nacionales ¢

internacionales como detallaremos.
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PUBLICACIONES

2. PUBLICACIONES

La presente tesis doctoral incluye las siguientes tres publicaciones como

articulos originales en revistas internacionales:

Articulo I. Fecal calprotectin as predictor of relapse in patients with
inflammatory bowel disease under maintenance infliximab therapy.

J Clin Gastroenterol 2016; 50: 147-51.

Articulo II. Usefulness of a rapid faecal calprotectin test to predict relapse in
Crohn’s disease patients on maintenance treatment with adalimumab.

Scand J of Gastroenterol 2016; 51: 442-7.

Articulo III. Accuracy of consecutive fecal calprotectin measurements to

predict relapse in inflammatory bowel disease patients under maintenance with

anti-TNF therapy a prospective longitudinal cohort.

J Clin Gastroenterol 2016 [epub ahead of print].
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3. ABSTRACTS EN LOS CONGRESOS

2013

1.- Valor de la calprotectina fecal como predictor de recidiva en pacientes con
EII en remision a tratamiento con infliximab.
Rev Esp Enferm Dig 2013; 105 (Supl I): 15-16.

2.- Use of faecal calprotectin as predictor of relapse in patients under
maintenance treatment with infliximab.
JCC 2013; 7 (1): S52-53.
Premio a la mejor Comunicacion Poster.

3.- Use of faecal calprotectin as predictor of relapse in patients under
maintenance treatment with infliximab.

UEG Journal 2013; 1 (Supl I): A364.

2014

4-. Utilidad del test rapido de calprotectina como predictor de recidiva en
pacientes con enfermedad de Crohn bajo tratamiento de mantenimiento con

adalimumab. SEPD 2014 Rev Esp Enferm Dig 2014; 106 (Supl. I): 39-40.
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5.- Usefulness of a rapid test for fecal calprotectin as predictor of relapse in

6.-

Crohn’s disease patients under maintenance treatment with adalimumab.
Gastroenterology 2014; 146; S-61.

Comunicacion oral en la Digestive Disecase Week.

Usefulness of a rapid test for fecal calprotectin as predictor of relapse in
Crohn’s disease patients under maintenance treatment with adalimumab.

JCC 2014; 8 (Supl I): S-107.

2016

7.-
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Usefulness of consecutive fecal calprotectin measurements to predict
relapse in inflammatory bowel disease patients under maintenance

treatment with anti-TNF therapy.
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Usefulness of consecutive fecal calprotectin measurements to predict

relapse in inflammatory bowel disease patients under maintenance

treatment with anti-TNF therapy: a prospective longitudinal cohort study.
Gastroenterology 2016; 150 (Supl I): S420.
Correlacion fecal entre calprotectina fecal y marcadores bioquimicos en

pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal a tratamiento con anti-

TNF.

Rev Esp Enf Dig 2016; 108 (Supl I): S172
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tratamiento con anti-TNF: estudio prospectivo, longitudinal, de cohortes.
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UEGJournal 2016; 4: A622-23.

25






4. TESIS DOCTORAL.

CALPROTECTINA FECAL COMO PREDICTOR DE
RECIDIVA EN PACIENTES CON ENFERMEDAD
INFLAMATORIA INTESTINAL EN REMISION A
TRATAMIENTO CON BIOLOGICOS






4.1. RESUMEN







RESUMEN

Introduccion: La existencia de marcadores no invasivos que puedan predecir
recidiva en pacientes con EIl nos permitiria monitorizar a los pacientes para
poder anticiparnos al brote o realizar cambios precoces en el tratamiento. La
monitorizacion es especialmente importante en pacientes a tratamiento con
farmacos bioldgicos dado que suelen presentar un curso mas agresivo de la
enfermedad y un mayor ntimero de complicaciones. La CF es un buen
marcador de inflamacion intestinal, se puede medir de forma sencilla y sin

necesidad de técnicas invasivas.

Objetivos: a)Analizar el papel de la CF como predictor de recidiva y remision
clinica en pacientes en remision con EII a tratamiento con farmacos biologicos.
b) Analizar el mejor punto de corte para predecir recidiva y remision clinica. c)
Evaluar el papel de las mediciones consecutivas de CF en la monitorizacién

clinica de los pacientes con EII en remision.

Participantes y métodos: Estudio prospectivo y observacional con inclusion de
forma consecutiva de pacientes con EII, tanto EC como CU, en remision clinica
durante al menos 6 meses a tratamiento con infliximab (IFX) o adalimumab
(ADA) a dosis estable pertenecientes a la Unidad de EII del Hospital Clinico
Universitario de Santiago. Se midiéo la CF con un test rapido cuantitativo,
Quantum Blue®. Recidiva se defini6 como un Harvey Bradshaw score >4 en
pacientes con enfermedad de Crohn y un Mayo parcial score >2 en pacientes

con colitis ulcerosa.

Resultados: En pacientes con EIl en remisiéon clinica los niveles de
CF< 130-150 pg/g son predictores de remision, con un valor predictivo negativo
que puede llegar a alcanzar el 100% y, sin embargo, niveles de CF>300 pg/g

permiten predecir recidiva durante los siguientes 4 meses con una probabilidad
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del 78,3% [likelihood ratio + (LR +) 10.8). Dos determinaciones seriadas de FC
> 300 pg/g incrementan la probabilidad de brote al 85,7% (LR + 13).

Conclusion: La CF es un buen predictor de recidiva y remision clinica en
pacientes con EII en remision a tratamiento con [IFX o ADA. Niveles de CF <
150 pg/g son un buen predictor de remision clinica. Niveles de CF > 300 pg/g
son un buen predictor de recidiva clinica. Las mediciones consecutivas de CF

son especialmente recomendables en el rango entre 150-300 pg/g.
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INTRODUCCION

La EIl es un término que engloba una amplia variedad de trastornos
inflamatorios del intestino, pero habitualmente utilizamos esta denominacion
para referirnos a dos de sus principales entidades, la CU y la EC. En la presente
tesis, por tanto, nos referiremos al conjunto de estas dos entidades, CU y EC,

como EII (4-5).

La EIl se caracteriza por ser un trastorno crénico que presenta actividad
inflamatoria en la mucosa del tracto digestivo. La EIl cursa de forma
intermitente, alternando periodos de brote con otros de remision. La existencia
de actividad inflamatoria determina la aparicion de los sintomas y el desarrollo
de complicaciones. Por este motivo, la identificacién de actividad inflamatoria
puede resultar de gran relevancia en la practica clinica. En el momento actual
disponemos de diferentes métodos para la evaluacion de la actividad
inflamatoria: indices clinicos, indices endoscopicos y marcadores bioldgicos (6-

11).

La valoracion mediante indices clinicos no siempre se correlaciona con la
existencia de actividad inflamatoria y puede presentar baja especificidad,
especialmente en la EC, y baja sensibilidad, especialmente en caso de brotes

leve-moderados (12-13).

La valoraciéon mediante indices endoscopicos constituye en la actualidad el
patron oro. Sin embargo, la endoscopia es una prueba costosa, invasiva, no
exenta de complicaciones que requiere una preparacion no bien tolerada por el
paciente, personal entrenado, y, en la mayoria de las ocasiones, de sedacion-

analgesia (14-15).

Por ultimo, disponemos de marcadores biologicos que se consideran mas

especificos que los indices clinicos y mas econdmicos y mejor tolerados que los
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indices endoscopicos. En la practica habitual se utilizan fundamentalmente
marcadores sanguineos. Dentro de los marcadores sanguineos, la velocidad de
sedimentacion globular (VSG) y la proteina C reactiva (PCR) han sido
clasicamente los dos mas empleados en EIl. La PCR es un marcador poco
especifico ya que puede alterarse por procesos inflamatorios de cualquier origen
y puede permanecer dentro del rango de normalidad atn en presencia de brote.
La VSG es menos sensible y especifica que la PCR por lo que su uso suele ser

mas limitado (16-20).

La ventaja de la determinacion de marcadores en heces es que son mas
especificos que los marcadores plasmaticos ya que no se elevan en procesos
extradigestivos y, por tanto, estos marcadores podrian ser mas eficaces que los
marcadores plasmaticos e incluso reducir la necesidad de colonoscopias, lo que
mejoraria el coste-efectividad. La calprotectina es una proteina que se une al
calcio y al zinc y se encuentra en plasma, en algunos fluidos corporales y en la
mucosa con actividad inflamatoria. Constituye el 60% de las proteinas del
citosol de los polimorfonucleares y en menor medida en monocitos y
macrofagos activados. En presencia de actividad inflamatoria en la mucosa
intestinal se observa exudacion de estas células hacia la luz intestinal y, por
tanto, la presencia de esta proteina en heces es directamente proporcional a la
migracion de neutrofilos hacia la luz del tracto gastrointestinal. Otra de sus
ventajas es que aparece en fases tempranas de inflamacion intestinal,
previamente a la aparicion de la clinica, cuando las alteraciones pueden ser solo

histologicas (21-23).

La calprotectina ha demostrado ser un marcador muy sensible de patologia
organica intestinal, de forma que se encuentra elevada en distintos procesos
como neoplasias, infecciones y consumo de anti-inflamatorios no esteroideos,
mientras que no se altera en trastornos funcionales como el sindrome de

intestino irritable (23-27). Ademas, en pacientes con EII, la CF no s6lo puede
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ser util en la diferenciacion de pacientes con EII activa y en remision, sino que
diversos estudios demuestran que la CF aumenta en relacion al grado de
actividad inflamatoria evaluada mediante indices clinicos y, menos

frecuentemente, endoscdpicos (28-35).

La calprotectina posee una excelente estabilidad en heces por su resistencia a la
degradacion por parte de las bacterias del colon y su cuantificacion es posible
mediante técnicas de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) con s6lo una
escasa muestra de heces. Inicialmente en la mayoria de los estudios de EII se
habia utilizado el ELISA como método de medicion de CF. En los tltimos afios
se han desarrollado y validado los llamados kits de determinacién rapida de CF,
los cuales se basan en técnicas de inmunocromatografia. Estos kits presentan
claras ventajas sobre la determinacidén convencional de CF dado que no precisan
personal de laboratorio, son de facil realizacidon, tienen una excelente
correlacion con los niveles de CF determinados por ELISA convencional, son
mas baratos y se realiza su determinacion de forma individual. Diferentes
estudios han ya demostrado la buena correlacion entre el ELISA y los test
rapidos (36-40). Por otro lado, tanto el ELISA como los test rapidos pueden
usar anticuerpos monoclonales o policlonales, mostrando mayor sensibilidad y

especificidad los monoclonales (41-42).

Aunque existen diferentes teorias, la etiopatogenia de la enfermedad continua
siendo desconocida, pudiendo influir factores genéticos, ambientales e
inmunologicos (43-48), lo que ha dado lugar a la realizacion de multiples
estudios de farmacos que bloquean la cascada inflamatoria o potencian
mecanismos anti-inflamatorios. La aparicion de los farmacos biologicos,
principalmente del anti-TNF como el IFX y ADA, ha modificado la forma de

tratar a los pacientes y ha permitido un mejor control de la enfermedad (49-59).
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Hasta el momento, disponemos cada vez mayor evidencia de la capacidad de la
CF de predecir actividad inflamatoria en la EIl e incluso respuesta al
tratamiento. Sin embargo, existen todavia varios aspectos que afectan a la

utilidad de la CF en la practica clinica que deben ser clarificados.

En primer lugar, pocos estudios han evaluado la utilidad de la CF en la
prediccion de recidiva en pacientes con EIl en remision con tratamiento de
mantenimiento con farmacos biologicos (60-62). Los pacientes a tratamiento
con biologico son habitualmente aquellos que han tenido un curso mas agresivo
de su enfermedad y/o han desarrollado mas complicaciones, por tanto, la
monitorizaciéon y optimizacion del tratamiento es muy relevante en este

contexto clinico.

Otro aspecto del cual disponemos de poca evidencia es sobre cudl es el mejor
punto de corte que defina actividad y/o remision clinica y el intervalo mas
adecuado entre mediciones de CF. Y, por tltimo, existe también incertidumbre
acerca de la evolucion clinica en aquellos pacientes en remision clinica con
niveles altos de CF y, por tanto, se desconoce cual es la mejor actitud ante estas

situaciones clinicas.

En resumen, los estudios disponibles demuestran que la determinacion de
marcadores fecales constituyen un método ttil para la cuantificacion de riesgo
de recidiva en pacientes con EII asintomaticos. Sin embargo, la mayoria de ellos
no han incluido pacientes a tratamiento con bioldgico como terapia de
mantenimiento, los resultados en cuanto al mejor punto de corte de la
concentracion de CF para establecer alto o bajo riesgo han sido muy dispares y
existe poca evidencia sobre la utilidad de la determinaciones consecutivas de

CF.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La remision clinica de los pacientes es un objetivo fundamental en la practica
clinica y en los ultimos afios han aparecido nuevos biomarcadores como la CF
con mejor capacidad predictora de brote que la PCR o la VSG y menos invasiva
y mas barata que la colonoscopia. Los pacientes a tratamiento con anti- TNF
son, en general, pacientes que han tenido una evolucion térpida de su
enfermedad, que no han respondido a pesar de un tratamiento completo y
adecuado con corticosteroides y/o inmunosupresores (o0 que sean intolerantes o
presenten contraindicaciones a los mismos) o que presentan factores de riesgo
de curso grave y, por tanto, en este tipo de pacientes la monitorizacion es
primordial. La CF ha demostrado su utilidad como predictor de recidiva y, sin
embargo, pocos son los estudios que han incluido pacientes a tratamiento con

anti-TNF y que han realizado mediciones consecutivas.
Hipotesis
a) La CF es un buen predictor de recidiva y remision clinica en pacientes con

EIl en remisiodn clinica a tratamiento con I[FX o ADA.

b) El punto de corte para predecir recidiva y remision clinica en pacientes con

EIl puede variar dependiendo de las caracteristicas basales del paciente.

¢) Mediciones consecutivas de CF son mas utiles para predecir de recidiva en
pacientes con EII, tanto EC como CU, en remision que una determinacion

aislada

Objetivos:

a) Analizar el papel de la CF como predictor de recidiva y remision en pacientes

en remision con EII a tratamiento de mantenimiento con [FX y ADA.
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b) Analizar el mejor punto de corte para predecir recidiva y remision clinica en

los diferentes tipos de EII en pacientes a tratamiento con bioldgico.

c¢) Evaluar el papel de las mediciones consecutivas de CF en la monitorizacion

clinica de los pacientes con EII en remision, tanto en EC como en CU.
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METODOS

Se realizaron tres estudios prospectivos incluyendo pacientes adultos con EII

tanto EC como CU en remision clinica durante al menos 6 meses a tratamiento

de mantenimiento con bioldgicos a dosis estable [IFX (Remicade®) 5 mg/kg

cada 8 semanas 0 ADA (Humira®)] 40 mg sc cada 2 semanas) pertenecientes a

la Unidad de EII del Hospital Clinico Universitario de Santiago (Galicia). El
diagnodstico de EC o CU se realizd seglin la definicion de Lennard- Jones (63),
que incluye cuatro grupos de criterios diagnosticos: clinicos, radiologicos,
endoscdpicos y anatomo-patoldgicos. Se excluyeron pacientes sin remision
clinica, los que presentaban intensificacion del tratamiento con anti-TNF, los
que presentaban enfermedades graves cardio-respiratorias, neuroldgicas,
hematologicas, hepaticas, renales o psiquidtricas o aquellos con consumo de

AINES o antibioticos en los 6 meses previos a la inclusion.

Tabla 1. Breve resumen de las caracteristicas mas importantes de los
articulos.

Articulo | Articulo Il Articulo 1l
o .
N° de pacientes 53 30 106
evaluados
Tipo de Enfermedad de Enfermedad de
enfermedad I Enfermedad i
. . Crohn y Colitis Crohn y Colitis
inflamatoria de Crohn
. . Ulcerosa Ulcerosa
intestinal
Tratamiento IFX ADA IFX'y ADA
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Se recogieron los siguientes datos de cada paciente:
1. Datos socio-demograficos
- Edad
- Edad al diagnostico
- Sexo
- Habito tabaquico
- Tipo de EIl
- Duracion de la enfermedad
- Cirugias previas
- Farmacos
- Manifestaciones extraintestinales

- Extension y patron de la enfermedad

2. Pruebas de laboratorio (en el articulo II y III)
- VSG: cuyos valores de referencia son inferiores a 20 mm

- PCR: cuyos valores de referencia son inferiores a 0,8 mg/dL

INDICES CLINICOS

En los pacientes con CU la actividad clinica se midi6 mediante el indice de
Mayo parcial. Es un indice de actividad que incluye parametros clinicos y que
ha sido utilizado en multiples ensayos clinicos. Se considera remision un Mayo

< 2 puntos (64).
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Tabla 2. indice de Mayo parcial usado para evaluar la actividad clinica en
pacientes con Colitis Ulcerosa.

VERELIE Puntuacion

Frecuencia defecatoria

Normal 0
1-2 deposiciones/dia mas de lo habitual 1
3-4 deposiciones/dia mas de lo habitual 2
>4 deposiciones/dia mas de lo habitual 3

Sangrado rectal

Ninguno 0
Hilos de hemo en las heces 1
Sangrado evidente 2
Sangrado excesivo 3

Evaluacion clinica global

Normal 0
Leve 1
Moderado 2
Grave 3

En los pacientes con EC la actividad clinica se midi6 mediante el indice de
Harvey-Bradshaw. El indice de Harvey Bradshaw presenta una correlacion
positiva con el CDAI. Su principal ventaja es que s6lo contiene parametros
clinicos, por lo que es mas facil de usar. Se considera remision un Harvey

Bradshaw < 5 puntos (65).
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Tabla 3. Harvey Bradshaw indice, usado para evaluar la actividad clinica de
pacientes con enfermedad de Crohn.

Variable Puntos

1-Estado general
Muy bueno
Regular
Malo

Muy malo

A w N =~ O

Malisimo

2- Dolor abdominal
No
Ligero
Moderado

w N = O

Intenso

3-Numero de deposiciones liquidas/dia

4- Masa abdominal
No
Dudosa
Definida

Definida y dolorosa

w N = O

5- Complicaciones
Artralgia 1
Uveitis 1
Eritema nodoso 1
Aftas 1
Pioderma gangrenoso 1
Fisura anal 1
Otras fistulas 1

Abscesos 1

48



METODOS
MEDICION DE CALPROTECTINA

Para la medicion de la CF se utilizo un test rapido cuantitativo monoclonal, el
BUHLMANN Quantum Blue®. Los pacientes recogian las muestras de heces

en las 24 horas previas a la inyeccion de ADA o la infusion de IFX. Uno de los
investigadores avisaba telefonicamente a los pacientes la semana anterior para
recordarles que aportasen la muestra de heces. El responsable del tratamiento de
las heces no conocia los datos clinicos en el momento de la cuantificacion. Se
introducia la punta dosificadora con las ranuras de un kit BUHLMANN Smart-
Prep (Biihlmann AG Laboratorios, Schonenbuch, Suiza) dentro de la muestra de
heces hasta saturar completamente las ranuras (66). Posteriormente se
introducia la misma en un dispositivo especifico (Roche Diagnostics, West
Sussex, Reino Unido), se agitaba en un vortex durante 1 minuto, se diluia 1:16
con un tampdn de extraccion, se agitaba en un vortex de nuevo y finalmente se
centrifugaba durante 5 minutos a 3000 g. El extracto diluido (60 pl) se transferia
a un casete de prueba recubierto con un anticuerpo anti-calprotectina
monoclonal. Un segundo anticuerpo anti-calprotectina monoclonal conjugado
con oro coloidal se liberaba en el casete de prueba mediante la adicion del
extracto diluido. El analisis permitia la determinacion selectiva del antigeno
calprotectina mediante inmunoanalisis tipo sandwich. Después de la incubacion
durante 12 minutos a temperatura ambiente, el resultado se leia utilizando un
lector de BUHLMANN Quantum Blue®. Para la obtencion de un resultado
valido de la prueba, la linea de control (C) debia ser visible en cualquier caso
(véase figura 1). Si la linea del test (T) no era detectable después de la
incubacion, no habia cantidades detectables de calprotectina presentes en la
muestra de heces. Como el lector permitia la evaluacion cuantitativa de las
lineas de control (C) y de test (T), se realizaba una validacion adicional de la

validez de la linea control (C). El rango menor de Quantum Blue® se desarrollo
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para cubrir un rango de niveles de calprotectina de 30 a 300 pg/g vy el rango

superior para cubrir un rango de niveles de calprotectina, de 100 a 1800 pg/g.

Figura 1. Resultados posibles en la pruebas para cuantificacion de

calprotectina fecal.
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Figura A. Si la linea de test (T) no es detectable después de 15 minutos de incubacion significa
que no hay cantidades detectables de calprotectina presentes en las heces.

Figura B. Si la linea de test (T) es detectable después de 15 minutos de incubacion, la cantidad de

calprotectina presente en la muestra de heces se calcula mediante el lector de Quantum Blue®.

Figura C. Si so6lo la linea de test (T) es detectable después de 15 minutos de tiempo de
incubacidn, el resultado de la prueba no es valido y el analisis debe repetirse de nuevo con un
cartucho de prueba nuevo.

Figura D. Si ni la linea de control (C) ni la linea de test (T) se detecta después de 15 minutos, el
resultado de la prueba no es valido y el analisis debe repetirse de nuevo.

El coeficiente de variacion intra-ensayo es bajo utilizando el mismo método de
determinacion, habitualmente inferior al 5% (67-69). Sin embargo, lo estudios

que comparan los diferentes tipos de test de medicion demuestran gran
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sensibilidad para predecir brote, pero con importantes diferencias en Ia
especificidad, por lo que lo recomendado es utilizar siempre el mismo método

de cuantificacion (70-72).

CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio se llevo a cabo siguiendo las normas especificadas en la Declaracion
de Helsinki, las Normas de Buena Practica Clinica y cumpliendo la legislacion
vigente. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica

de Galicia, codigo de registro: 2012/431.

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas se expresaron como media y desviacion estandar o
mediana y rango dependiendo de si siguen o no una distribuciéon normal segiin
el test de Kolmogorov Smirnov. Las variables continuas se compararon con
pruebas paramétricas (t student) o no paramétricas (U- Mann Whitney) en

funcion de si la distribucion de la variable era normal.

Se evalué la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor
predictivo negativo, LR + y LR - de los biomarcadores. En rendimiento global
de la CF en el diagnodstico de actividad clinica se calculd mediante el area bajo
la curva (ABC) ROC. Para verificar la utilidad de la CF en comparacion con el
resto de las variables utilizadas se realizd un andlisis de regresion logistica
univariado de todas las variables estudiadas y posteriormente, un analisis
multivariante que incluia s6lo las variables predictoras previas. Se calcul6 el

intervalo de confianza del 95% (IC 95%).

El anélisis estadistico se llevd a cabo usando la version 19.0 del programa

estadistico SPSS (SPSS, Inc., Chicago, IL).

51






4.5. RESULTADOS







RESULTADOS

En la cohorte de 53 pacientes con EII a tratamiento con IFX, los niveles basales
de CF fueron significativamente mas altos en los pacientes que presentaron un
brote (mediana: 346 pg/g) en comparacién con los que se mantenian en
remision (mediana: 60 pg/g; p < 0,005). En los pacientes con EC el mejor punto
de corte de la CF para predecir recidiva fue de 160 pg/g con un ABC de 0,890
y en los pacientes con CU el mejor punto de corte fue de 200 pg/g con un ABC
de 0,859.

Figura 2. Diagrama de cajas que representa los diferentes valores de
calprotectina fecal en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal en
remision y en recidiva clinica a tratamiento con infliximab. Articulo I.
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En la cohorte de 30 pacientes con EC a tratamiento con ADA, los paciente en
brote tuvieron niveles basales de CF mas elevados (mediana: 625 pg/g) que los
pacientes que continuaron en remision (mediana: 45 pg/g, p <0,005). El mejor
punto de corte de la CF para predecir recidiva fue 204 pg/g con un ABC de
0,968. Entre los pacientes con enfermedad ileal, la mediana de los niveles de CF
fue significativamente superior en aquellos que presentaron brote en
comparacion con los que se mantenian en remision (p < 0,05). En el analisis
univariante la CF, la PCR y la VSG se correlacionaron significativamente con la

presencia de actividad clinica (p < 0,05).

En ambos estudios, al realizar el analisis multivariante, la CF fue el nico factor

independiente predictor de brote.

Figura 3. Diagrama de cajas que representa los valores de calprotectina fecal
en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal en remision y en recidiva
clinica a tratamiento con adalimumab diferenciando entre afectacion ileal e
ileo-coldnica o colonica. Articulo II.
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RESULTADOS

En el estudio a largo plazo de una cohorte final de 95 pacientes en remision
clinica a tratamiento con biologicos, con determinaciones consecutivas de CF
cada cuatro meses durante un afio, se observo nuevamente que los niveles de CF
fueron significativamente mas altos en paciente en brote que en aquellos en
remision. La CF fue un buen predictor de recidiva en los cuatro meses
posteriores a su determinacion, pero su capacidad predictora disminuia a lo
largo del tiempo. Nuestro grupo observd que en pacientes con EIl en remision
clinica los niveles de CF < 130 pg/g son predictores de remision, con un VPN
del 100% vy, sin embargo, niveles de CF >300 ug/g permiten predecir recidiva
durante los siguientes 4 meses con una probabilidad del 78,3% (LR + 10.8).
Dos determinaciones seriadas de FC > 300 pg/g incrementan la probabilidad de

brote al 85,7% (LR + 13).

Figura 4. Diagrama de cajas que representa los valores de calprotectina fecal
en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal en remision y en recidiva
a tratamiento diferenciando entre afectacion ileal e ileo-colénica o colénica.
Articulo IIl.
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En cuanto a la correlacion entre actividad clinica y el resto de las variables,
observamos que la presencia de brote se relaciona con mayores niveles de CF,
PCR y VSG (Tabla 4). Sin embargo, en el analisis multivariante, la CF es el

unico factor independiente predictor de brote.

Figura 5. Curva ROC de los niveles de calprotectina fecal para predecir
recidiva en pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal en remision a
tratamiento con biologicos. Articulo lIl.
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RESULTADOS

Tabla 4. Eficacia de la calprotectina fecal como predictor de recidiva en
pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal en remision clinica.

S (IC 95%) E (IC 95%) VPP VPN LR +

Calprotectina

<130 100 (88,65-100) | 80 (68,7-87,9) 70,2 100 5

130-300 36,6 (26,9-46,3) | 84,6 (77,3-91,9) | 52,4 74,3 2,4

> 300 66,7 (57,2-76,2) | 93,8 (88,9-98,6) | 78,3 89,4 10,8
PCR

>0,8 58,2 (40,6-75,8) | 1,4 (72,6-90,1) | 63,3 84,5 3,12
VSG

> 20 51,7 (41,7-61,7) | 78,5 (70,2-86,8) | 44,5 83 2,4

PCR = proteina C reactiva; VSG =velocidad de sedimentacion globular; S=sensibilidad;

E=especificidad; VPP=valor predictivo positivo; VPN=valor predictivo negativo; IC= intervalo

de confianza; LR+= likelihood ratio positivo.
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DISCUSION

Esta tesis doctoral estd centrada en la eficacia y utilidad de la CF como
predictor de recidiva en pacientes en remision a tratamiento con bioldgicos. A
lo largo de nuestro proyecto de investigacion hemos conseguido, en primer
lugar, demostrar que la CF es un método no invasivo capaz de predecir brote en
pacientes con EC y CU a tratamiento con IFX o ADA vy, ademas, que las
determinaciones consecutivas de CF son nutiles, estableciendo diferentes

intervalos dependiendo de los niveles basales de CF.

Se han realizado dos estudios prospectivos en pacientes con EIl en remision
clinica a tratamiento con IFX(1) y ADA(2). En ambos estudios se ha objetivado
que la CF, medida mediante un test rdpido cuantitativo, es un buen predictor de
recidiva. Posteriormente, se ha realizado un estudio de cohorte con un periodo
de seguimiento de un afio donde se incluyeron el mismo tipo de pacientes y se
realizaron determinaciones consecutivas de CF cada cuatro meses, observando

que dos determinaciones consecutivas aumentan la eficacia diagndstica de la CF
3).

La CF ha sido empleada para predecir respuesta tras tratamiento de induccion
de la remisién en pacientes con EII a tratamiento con biologicos (73-75). La
normalizacion de la CF tras el tratamiento con IFX o ADA es un buen predictor
de respuesta clinica (73). El descenso de los niveles de CF tras la induccién con
IFX se ha correlacionado con remision (74); en contraposicion, un incremento
de los niveles de CF en pacientes no respondedores a glucocorticoides ni IFX se
correlaciona con un incremento del riesgo de colectomia (75). Sin embargo,
pocos son los estudios disponibles que han utilizado la CF para predecir
recidiva en pacientes en remision a tratamiento con anti-TNF (61-62). En

pacientes con CU en remision a tratamiento con IFX mediciones consecutivas
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de CF incrementan la capacidad predictora de brote con respeto a una
determinacion aislada (61). La CF es una de las herramientas que nos permite
optimizar la gestion y la toma de decisiones en pacientes ambulatorios con EIl a

tratamiento con IFX (62).

Esta tesis doctoral refuerza la idea de que la CF es un buen biomarcador
predictor de brote no sélo en pacientes con CU sino también en pacientes con
EC a tratamiento con los dos bioldgicos mas empleados en EIL, IFX y ADA. Al
analizar en conjunto los resultados de los tres estudios realizados podemos
concluir que en pacientes con CU niveles < 200 pg/g y en pacientes con EC
niveles < 150 pg/g permiten predecir remision clinica. En estos paciente
probablemente el realizar determinaciones de CF cada cuatro meses seria
suficiente y esto nos permitiria en la practica clinica monitorizar a los pacientes

y optimizar los recursos disponibles.

Por otro lado, niveles de CF > 300 pg/g nos permiten predecir recidiva clinica
con una alta eficacia. Considerando que un método diagndstico con un LR+ >10
se considera un excelente método, en este tipo de pacientes con niveles altos de
CF pueden surgir dudas de si es necesario esperar a una segunda determinacion
o convendria realizar cambios en el tratamiento o nuevos procedimientos
diagnosticos. Si los niveles de CF se encuentran entre 150-300 npg/g, la
capacidad predictora de recidiva de la CF disminuye, por tanto, en este rango de
valores es donde probablemente determinaciones consecutivas de CF sean mas

necesarias y el intervalo entre determinaciones deba ser mas corto.

El mejor punto de corte de la CF para predecir recidiva no estd claramente
definido, pero los diferentes estudios publicados lo sitian en torno a 150 ug/g o
niveles ligeramente superiores (29-30, 32-33). Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por nuestro grupo y con el escaso numero de estudios que han

incluido pacientes en remision bajo tratamiento con anti-TNF (61-62). Los
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pacientes a tratamiento con anti-TNF son habitualmente pacientes con un curso
agresivo de la enfermedad con falta de respuesta o intolerancia a tratamientos
previos. Ademas hasta el 40% de los pacientes que responden inicialmente a
anti-TNF presentan perdida de respuesta a lo largo de su evolucion (76). Todo
ello hace necesario la monitorizaciéon individualizada y la evaluacion del
paciente con métodos no invasivos a ser posible y que hayan sido validados en

este tipo de pacientes.

Hay controversia entre los diferentes estudios publicados acerca del papel de la
CF como predictor de actividad en pacientes con EC con afectacion ileal (30,
33, 77-80). Estas diferencias pueden deberse al bajo numero de pacientes
incluidos con EC y afectacion ileal y a los diferentes métodos de evaluacion del
intestino delgado, dado que la ileocolonoscopia utilizada habitualmente puede
infra-diagnosticar la existencia de lesiones en esta localizacion. En nuestro
trabajo hemos demostrado que la CF presenta excelente capacidad predictora de
brote en pacientes con EC. Estos hallazgos concuerdan con otros publicados
recientemente utilizando como patrén oro la entero-resonancia y la enteroscopia

(81-83).

Probablemente la PCR es el biomarcador que mas se ha utilizado para
monitorizar la actividad clinica en pacientes con EII en los ultimos afios (sobre
todo en EC) y, sin embargo, ya hemos comentado previamente que la PCR
puede elevarse en otros procesos extradigestivos (16-20). En este estudio se
demuestra que la CF tiene mayor capacidad predictora de brote que la PCR o la
VSQG y, por tanto, es una herramienta util y no invasiva que debemos utilizar de

forma habitual en la practica clinica.

Por tanto, este estudio demuestra que la CF es un excelente biomarcador
predictor de recidiva clinica, pero hay que tener en cuenta diferentes aspectos

para interpretar correctamente los resultados. En primer lugar, este estudio ha
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incluido pacientes en remision clinica a tratamiento con biologicos. En la
practica clinica, si un paciente esta en remision clinica el seguimiento suele ser
clinico y/o serologico y, por tanto, este criterio de inclusion fue seleccionado de
acuerdo a estas premisas. En segundo lugar, se han incluido pacientes con
enfermedad de Crohn a tratamiento con ADA, a diferencia con lo estudios
previos publicados que se realizaron fundamentalmente en pacientes con CUy a
tratamiento con IFX. En tercer lugar, el punto de corte de la CF consideramos
que puede variar en funcion de la definicion de actividad o remision, en funcion
del tipo de enfermedad y/o localizacion y en funcion del tipo de método de
determinacion empleado. Existe un rango intermedio de valores de CF que no
permite predecir claramente actividad y, por tanto, en este tipo de pacientes es
donde aconsejamos fundamentalmente realizar determinaciones consecutivas de
CF en intervalos cortos, dado que una determinacion aislada tiene poca
capacidad predictora. En cuarto lugar, se ha realizado un test rapido
cuantitativo, lo que permite obtener de forma rapida y sencilla los resultados,
sin necesidad de personal entrenado en el laboratorio y pudiendo tomar

decisiones de forma rapida.

Nuestro estudio presenta varias limitaciones. En primer lugar, en el protocolo
del estudio no incluimos la colonoscopia que se considera el patrén oro para
conocer si existe actividad inflamatoria y por tanto, la valoracion de los
pacientes mediante indices clinicos puede haber infraestimado la presencia de
lesiones. En segundo lugar, el grupo de pacientes con CU es pequeio, por lo

que nuestro estudio es mas extrapolable a pacientes con EC.

En cuanto al primer punto, cabe destacar que ya existen estudios previos que
han demostrado la buena correlacion entre niveles elevados de CF y actividad
endoscopica (30, 32-33, 83-85). Ademas, por otro lado, y aunque la mayor
parte de los gastroenterdlogos dedicados a la EIl tienen como objetivo

fundamental la curacion mucosa (86), en estos ultimos afios se han publicado
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varios estudios que ponen en duda esta premisa (87-90) y los autores marcan
como objetivo la remision clinica dado que segin sus resultados la curacion
mucosa no mejora el prondstico a largo plazo ni la calidad de vida de los

pacientes tanto con EC como en CU.

En conclusion, el presente estudio nos permite demostrar que la CF es un buen
marcador predictor de recidiva en paciente con EIIl en remision a tratamiento
con biologicos, mas eficaz que otros biomarcadores utilizados hasta el momento
como la PCR y la VSG. La monitorizacién con CF es una herramienta til en la
practica clinica, el intervalo de tiempo entre mediciones consecutivas debe
individualizarse en funcion del tipo de paciente y la ultima determinacion de

CF.
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PERSPECTIVAS DE FUTURO

Los trabajos presentados en la actual tesis doctoral forman parte de una linea de

investigacion en la que seguimos trabajando.

En la linea de optimizacion del uso de la CF en nuestra practica clinica
desarrollamos un estudio evaluando el valor predictivo de un test rapido
cuantitativo de CF, el Quantum Blue®, para predecir curacion mucosa en
pacientes con CU. Para la realizacion del estudio disefiamos un estudio
prospectivo y observacional donde incluimos pacientes con CU que eran
remitidos a la Unidad de Endoscopias para la realizaciéon de una colonoscopia
por diferentes motivos y utilizamos como indice endoscopico el indice de
Mayo. Se definié curacién mucosa como un indice endoscépico de 0 o 1. Asi
observamos que la CF es un buen predictor de actividad endoscdpica en
pacientes con CU, y aunque los pacientes con indice endoscopico Mayo 1
presentaban niveles mas altos de CF que los del Mayo 0, la eficacia diagnostica
global de la CF era mayor si incluiamos en la definicion de curacién mucosa al
Mayo 1 que si solo incluiamos en la definicion de curaciéon mucosa al Mayo 0.

Este estudio se encuentra en la actualidad pendiente de publicacion.

Recientemente, se dispone de kits de autodeterminacion rapida de CF.
Continuando en esta misma linea hemos desarrollado un estudio para evaluar el
papel de la CF como predictor de recidiva medida mediante un test de
autodeterminacion de CF, el IBDoc®. Estos kits presentan claras ventajas sobre
la determinacion convencional de CF dado que son de facil uso, no precisan
personal de laboratorio, tienen una excelente correlacion con los niveles de CF
determinados por ELISA convencional, y su determinacion se realiza de forma

individual en el propio domicilio del paciente. El paciente por tanto, no
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necesitaria aportar muestras al hospital y ademas podria monitorizar su propia

enfermedad (91-94).

Como se puede comprobar, la CF nos ofrece una linea de investigacion
interesante, prometedora y de gran utilidad en la practica clinica. Esperamos
poder continuar con nuestros estudios y mostrar todos los resultados de nuestros

proyectos con la mayor brevedad posible.
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CONCLUSIONES

La CF es un biomarcador eficaz como predictor de recidiva en pacientes en
remision a tratamiento de mantenimiento con IFX y ADA tanto en

pacientes con CU como en EC.

La CF es mas eficaz como predictor de recidiva en pacientes con EIl que

otros biomarcadores como PCR y VSG.

La CF nos permite monitorizar a los pacientes en remision con EII porque
ha demostrado ser buen predictor de recidiva clinica en los cuatro meses
posteriores a su determinacion, pero su capacidad predictora disminuye a

lo largo del tiempo.

Niveles bajos de CF nos permitirian espaciar las mediciones de CF y

realizarlas al menos cada cuatro meses.
Niveles altos de CF nos permiten predecir recidiva clinica con alto grado

de eficacia, dos determinaciones consecutivas de CF incrementan la

eficacia diagnostica.
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ANEXO II. APOYO FINANCIERO DE ABBOTT LABORATORIES.
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EXPONE
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consistente en agilizar la deteccion precoz del grado de inflamacion de intestino
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tratamiento en estos pacientes. Dicha determinacion servira de utilidad tanto en
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Que para llevarlo a cabo, SOLICITA de Abbott Laboratories, S.A. con C.I.F. n°
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1 Maquina de determinacion de calprotectina Modelo Quantum Blue y 600 test
de determinacion de calprotectina por Centro Hospitalario.

Este material sera destinado Unica y exclusivamente a la mejora de la gestion
de la practica clinica y/o, formacién dentro de la Institucién Sanitaria, al objeto
de beneficiar y mejorar la practica de la medicina en los pacientes, y en estricto

cumplimiento de la normativa vigente.
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Dr. Manuel Barreiro

Fdo. y sellado

119






ANEXO0S

ANEXO III. PREMIO EN EL EUROPEAN CROHN’S AND COLITIS
ORGANISATION (ECCO)

\:i=":| European

| Crohn'’s and Colitis

Ecco| Organisation

CERTIFICATE PRIZE FOR BEST POSTER

8™ Congress of ECCO - February 14-16, 2013

This is to certify that
Rocio Ferreiro

was awarded a

PRIZE FOR BEST POSTER

at the 8™ Congress of ECCO - ECCO 2013 Vienna Congress

Abstract Title:
Use of faecal calprotectin as predictor of relapse in patients under maintenance treatment with
Infliximab

Pe,
G T Coljgjg Ow i Cropp,, 0\
; E, Ceer ~m@.\e@ mawnwaizu angy mw.ﬂr!
i . & 0. T on |
/ P\\JJ\N\SH O s:“easgao .\Mc V|
E nnuJ.oQ Strig
ey
Dr. Simon Travis Dr. Séverine Vermeire
President of ECCO President-Elect of ECCO

8™ Congress of ECCO
Vienna, Austria
February 14-16, 2013

121






UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA




	CALPROTECTINA FECAL COMO PREDICTOR DE RECIDIVA EN PACIENTES CON ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL EN REMISIÓN A TRATAMIENTO CON BIOLÓGICOS
	ABREVIATURAS
	ÍNDICE
	1. PRESENTACIÓN
	2. PUBLICACIONES
	3. ABSTRACTS EN LOS CONGRESOS
	4. TESIS DOCTORAL
	4.1. RESUMEN
	4.2. INTRODUCCIÓN
	4.3. JUSTIFICACIÓN, HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	4.4. MÉTODOS
	ÍNDICES CLÍNICOS
	MEDICIÓN DE CALPROTECTINA
	CONSIDERACIONES ÉTICAS
	ANÁLISIS ESTADÍSTICO

	4.5. RESULTADOS
	4.6. DISCUSIÓN
	4.7. PERSPECTIVAS DE FUTURO
	4.8. CONCLUSIONES
	4. 9. BIBLIOGRAFÍA
	4.10. ARTÍCULOS ORIGINALES
	4.11. ANEXOS
	ANEXO I. ACEPTACIÓN DEL PROTOCOLO POR EL COMITÉ DE ÉTICA DE GALICIA
	ANEXO II. APOYO FINANCIERO DE ABBOTT LABORATORIES
	ANEXO III. PREMIO EN EL EUROPEAN CROHN’S AND COLITIS ORGANISATION (ECCO)




