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RESUMEN

Introduccién: Un alto porcentaje de pacientes con enfermedad de

Crohn (EC) requieren de cirugia resectiva durante el curso de su enfermedad.
Sin embargo, la enfermedad tiende a reaparecer casi invariablemente tras la
cirugia, por lo que la recurrencia postquirurgica (RP) constituye un verdadero
problema en estos pacientes. No se han caracterizado hasta la fecha
marcadores biolégicos que, por su valor predictivo, pudieran ser de utilidad en
el manejo postquirurgico de estos pacientes. El objetivo de nuestro estudio fue
caracterizar los patrones evolutivos tras la cirugia de determinadas citoquinas
en plasma, asi como de otros marcadores biolégicos en sangre y en heces, y
evaluar su posible utilidad como marcadores predictivos de la RP durante el

primer aio tras la intervencion.

Material v métodos: Se estudiaron prospectivamente los pacientes con

EC sometidos a una primera cirugia resectiva en nuestro centro desde junio de
2009 hasta mayo de 2011, obteniéndose antes de la intervencién muestra de
sangre periférica (para determinacion de perfiles de citoquinas, proteina C
reactiva y fibrindgeno) y de heces (para determinacion de calprotectina fecal).
Se realizdé un seguimiento evolutivo durante el primer ano tras la cirugia, con
determinaciones periddicas de las variables expuestas anteriormente, con el
objetivo de analizar el perfil evolutivo de las mismas y caracterizar los cambios
o alteraciones en sus niveles que pudieran acontecer en el curso de una
eventual recurrencia durante el seguimiento. Se analizaron los resultados
obtenidos comparando el subgrupo de pacientes que presentaron recurrencia

de la enfermedad durante el seguimiento respecto al resto.



Resultados: Se analizaron los datos relativos a 15 pacientes con EC
intervenidos. La mediana de edad fue de 46 afios, un 73,3% varones. La
localizacion mas frecuente en base a la clasificacion de Montreal fue la ileal
(66,7%), seguida de la ileocdlica (26,7%). Un total de 7 pacientes (46,7%)
presentaron recurrencia de la enfermedad durante el seguimiento (12 meses),
confirmada mediante prueba morfologica. Al analizar y comparar la evolucion
de la calprotectina fecal y de los parametros bioquimicos analizados (PCR vy
fibrinbgeno) entre el subgrupo de pacientes con recurrencia respecto al resto
de pacientes, se apreciaron diferencias significativas en la evolucion de la
calprotectina fecal y el fibrinbgeno, concordantes con la aparicion de la
recurrencia. Ilgualmente, el analisis comparativo entre ambos subgrupos de las
citoquinas analizadas mostré una tendencia significativa de la IL-1B e IFN-g a

elevarse a los 6 meses post-intervencion en los pacientes con recurrencia.

Conclusiones: Determinados marcadores fecales y seroldgicos, como

la calprotectina fecal y el fibrinbgeno, en conjunto con la medicion de
determinadas citoquinas en plasma (IL-1B e IFN-g), podrian ser de utilidad en
la practica clinica para detectar la recurrencia postquirurgica en los pacientes
con EC.



INTRODUCCION

La enfermedad de Crohn (EC) es una enfermedad croénica intestinal de
causa desconocida que afecta a un numero cada vez mas creciente de
pacientes. A pesar de que se dispone en la actualidad de potentes farmacos
que han demostrado su eficacia en el control de la actividad inflamatoria, un
alto porcentaje de pacientes con EC, hasta el 80%, requieren de al menos una
cirugia resectiva durante el curso de su enfermedad, principalmente para el
tratamiento de las complicaciones asociadas (1). Sin embargo, la enfermedad
tiende a reaparecer incluso tras la resecciéon de todo el tramo intestinal
macroscopicamente afecto, por lo que la recurrencia postquirargica (RP) es
practicamente la norma en estos pacientes y constituye un verdadero problema

en el manejo de la enfermedad.

El término recurrencia se utiliza para definir la aparicion de nuevas
lesiones de EC tras una reseccion intestinal quirdrgica tedricamente curativa, a
diferencia del término recidiva, que hace referencia a la reapariciéon de

sintomatologia clinica (2).

La RP se localiza frecuentemente en la zona de la anastomosis y/o
proximalmente a la misma, reproduciendo el mismo patron inicial de la
enfermedad, y se sabe ademas que la tendencia a la recurrencia es mayor en
la EC de localizacion ileocoldnica, en comparacion con otras localizaciones
(8,9). Su incidencia varia segun las series publicadas y segun el tipo de
recurrencia considerada (endoscépica, clinica, radiolégica o quirurgica), pero
siempre tiende a ser elevada. Se estima que, en ausencia de tratamiento, mas
del 60% de los pacientes operados presentan lesiones endoscépicas en el
neoileon terminal al afio de la cirugia (3-5) y la recurrencia clinica sin
tratamiento se presenta hasta en un 20-30% de los pacientes al afo tras
reseccion ileal o ileocoldnica, con un incremento del 10% en cada afio posterior
(7). Se ha demostrado que la gravedad de las lesiones endoscopicas muestra
una buena correlacion con la probabilidad de presentar sintomas de la

enfermedad. De hecho, los sintomas suelen aparecer cuando el paciente ya



presenta lesiones endoscépicas severas y no es infrecuente observar
pacientes con lesiones de recurrencia bastante avanzadas que todavia
permanecen asintomaticos (8). Por ello, los indices clinicos como el CDAI
(Crohn’s disease activity index) presentan una sensibilidad muy baja a la hora

de discriminar a los pacientes que pueden presentar una recurrencia.

Multiples estudios han tratado de establecer cuales son los factores de
riesgo potenciales para el desarrollo de recurrencia en la EC. Entre los factores
que han demostrado en la mayoria de los estudios ser predictivos de una
recurrencia precoz tras la cirugia se incluyen: el tabaquismo activo, la historia
de cirugia intestinal previa (incluyendo apendicectomia), el patron penetrante
de la enfermedad, la afectacién perianal y la reseccion extensa de intestino
delgado (7,8). La ausencia de tratamiento profilactico también se ha asociado
con un mayor riesgo de recurrencia, aunque el tema de administrar profilaxis a

todos los pacientes tras la cirugia continua siendo controvertido.

Dado que, como se ha comentado anteriormente, las tasas de
recurrencia son muy elevadas y que no disponemos en la actualidad de ningun
marcador o indice predictivo validado que nos permita distinguir a la minoria de
pacientes que van a permanecer asintomaticos, se tiende a dar tratamiento de
forma practicamente universal a todos los pacientes tras la cirugia. Sin
embargo, no tratar puede ser una opcion valida en aquellos pacientes
considerados de “muy bajo riesgo” de recurrencia segun los factores que se

expusieron anteriormente (9).

La monitorizacidon clinica no constituye un método fiable en estos
pacientes para la evaluacion de la recurrencia, ya que determinados sintomas
en el contexto postoperatorio (como la diarrea secundaria a malabsorcion de
sales biliares, sobrecrecimiento bacteriano, o a un sindrome de intestino corto
tras reseccion intestinal extensa), pueden interpretarse de forma errénea como
una reaparicion de la enfermedad. Ademas, como ya se ha comentado
anteriormente, no disponemos hasta el momento de indices clinicos que hayan
sido validados en este subgrupo especifico de pacientes. El tratamiento de

prevencion de la recurrencia no esta universalmente establecido e incluso se



ha sugerido recientemente realizarlo de forma personalizada (10). Se
recomienda revisar endoscopicamente la vertiente ileal de la anastomosis para
asegurar el mantenimiento de la curacibn mucosa o detectar estados de

recurrencia que precisen de una intensificacién del tratamiento.

La ileocolonoscopia continua siendo en la actualidad la técnica utilizada
para el diagnostico de la RP, permitiendo definir la presencia y severidad de la
recurrencia morfologica, asi como predecir el curso clinico postquirurgico de la
enfermedad. Se recomienda realizar una evaluacion endoscépica durante el
primer afo tras la cirugia, siendo fundamental ésta para la toma de decisiones
terapéuticas (11). Sin embargo, la ileocolonoscopia es un método costoso e
invasivo, y no exento de riesgos. Por ello, seria interesante disponer de
marcadores bioldgicos que fuesen de facil obtencién y que presentasen a su
vez una buena correlacibn con la presencia de lesiones mucosas,
permitiéndonos detectar precozmente la recurrencia de la enfermedad de un

modo sencillo, menos costoso y no invasivo para el paciente.

Entre los métodos alternativos no invasivos que estan siendo evaluados
en los ultimos anos para el diagnostico de la recurrencia tras la cirugia se

encuentran los marcadores fecales, como la calprotectina.

La calprotectina fecal (CPF) es una proteina que esta presente en el
citoplasma de los neutrdfilos y su presencia en las heces es directamente
proporcional a la migracion de los mismos hacia el tracto intestinal. Tiene la
ventaja de poseer una excelente estabilidad en las heces a temperatura
ambiente, durante periodos prolongados (de hasta una semana), siendo
resistente a la degradacion proteolitica. Otra ventaja anadida que presenta este
marcador es poder cuantificarse mediante un método de ELISA, sencillo y barato.

La concentracion de esta proteina en heces se correlaciona de forma
estrecha con el grado de inflamaciéon mucosa, lo que refleja un paralelismo entre
los valores de CPF y la actividad de la enfermedad (12). De hecho, se ha
sugerido que la normalizacion de sus valores fecales en pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) que reciben tratamiento, es un indicador

fiable de que se ha logrado la curacién mucosa. Asi mismo, otro de los aspectos



mas prometedores de este marcador seria su capacidad para predecir la recidiva.
De hecho, algunos autores han descrito que concentraciones elevadas de este
marcador en heces se asocian con un mayor riesgo de presentar recidiva clinica
(13,14).

Sin embargo, la utilidad de los marcadores fecales para la evaluacién
precoz y no invasiva de la RP no ha sido todavia establecida y se precisan mas
estudios al respecto que confirmen su verdadera utilidad. Recientemente, los
marcadores fecales han mostrado ser superiores al CDAI y a la proteina C
reactiva (PCR) en predecir la actividad endoscopica de la enfermedad medida por
el CDEIS (Crohn’s disease endoscopic index of severity) (15). Sin embargo,
aunque hay resultados prometedores al respecto (16,23), el papel de los
marcadores fecales inflamatorios no ha sido apropiadamente evaluado hasta el
momento en el contexto postquirurgico, y serian necesarios mas estudios que
clarifiquen con exactitud la utilidad de la CPF como marcador predictivo de

recurrencia en este subgrupo de pacientes.

Nuestro grupo ha verificado que la CPF es un marcador potente de
inflamacién, pero que presenta como limitacién importante el hecho de ser muy
inespecifico, habiendo observado que se encuentra elevado inicialmente en todos
los pacientes tras una cirugia resectiva. Ello sugiere que su utilidad podria ser
dudosa en el contexto de un postoperatorio inmediato, aunque por otra parte, no
se ha caracterizado hasta el momento el intervalo de tiempo que tardaria este
marcador en normalizarse tras la cirugia, y si, posteriormente, podria volver a ser

de utilidad como marcador predictivo de actividad de la enfermedad.

Por otro lado, el importante papel que parece jugar la inmunologia en el
desarrollo de la enfermedad, asi como sus posibles implicaciones
fisiopatolégicas y terapéuticas, ha abierto nuevas y prometedoras vias de

investigacion en este campo.

A este respecto, las evidencias sugieren que la enfermedad acontece en
sujetos genéticamente predispuestos como resultado de una compleja

interaccion entre factores genéticos, ambientales e inmunolégicos. Dentro de



esta etiologia multifactorial, la inadecuada activacion del sistema inmune de la
mucosa intestinal en respuesta a un factor intraluminal (probablemente la
propia flora intestinal) parece tener un papel preponderante en la patogenia de
la enfermedad (17). A pesar de que esta pérdida de tolerancia inmune hacia
antigenos normalmente contenidos en la luz intestinal representa una
caracteristica comun entre la EC y la colitis ulcerosa (CU), estas entidades
difieren en sus caracteristicas y evolucidon natural de la respuesta inmune. A
nivel de la lamina propia de la mucosa intestinal de los pacientes con EC se
sabe que predominan los linfocitos CD4+ con un fenotipo predominantemente
Th1, asociado a la produccién de un determinado perfil de citoquinas (IL-2, IL-
12, IFN-g, TNF-a), importantes mediadores responsables de la respuesta

celular de la inmunidad (16).

Recientemente se ha descrito otra via de respuesta inmunoldgica
efectora CD4+ Th, el eje IL-23/Th17, que parece jugar un papel fundamental en
numerosas enfermedades inflamatorias cronicas, incluyendo la Ell (18). Estan
comenzando a conocerse las relaciones entre los genes implicados en la
respuesta IL-23/Th17 y la regulacion de la homeostasis intestinal. La IL-23
interviene en la linea celular CD4+ Th17, caracterizada por la secrecion de IL-
17 y la expresion del factor de transcripcion ROR (retinoic acid-related orphan
receptor) asi como de otras células inmunes y no inmunes. La relacion entre
las células T efectoras tales como las Th17 y CD4+ Treg esta regulada de

forma que su disbalance puede desencadenar inflamacion y autoinmunidad.

Hasta la fecha, el perfil de citoquinas que intervienen en la etiopatogenia
de la enfermedad y su papel exacto no esta perfectamente caracterizado,
fundamentalmente porque los estudios realizados han evaluado grupos
heterogéneos de pacientes, tanto con relacion a la actividad clinica como a los
tratamientos administrados. Nuestro grupo ha trabajado en identificar la
expresion de citoquinas en sangre periférica de pacientes con EC, sugiriendo
que pueda existir un perfil diferente dependiendo del estado de actividad de la
enfermedad y que la normalizacion en la expresién de algunas citoquinas
podria coincidir con la curacién mucosa puesto que existe un decalaje entre el

periodo de actividad, remisién clinica y remision endoscopica (estudiada



mediante colonoscopia) (19,20). De acuerdo a los resultados observados en
nuestro estudio, el hecho de que exista una permanente sobre/infraexpresion
de algunas citoquinas en la EC podria tener implicaciones etiopatogénicas, que

a su vez podrian evaluarse como objetivos terapéuticos.

Por otra parte, hasta la fecha no se han caracterizado los patrones de
expresion de citoquinas en sangre periférica y en la mucosa de los pacientes
con EC intervenidos y se desconoce si puede existir un indicador de la
presencia de lesiones intestinales que sea de utilidad en el seguimiento

postquirurgico y manejo terapéutico de la recurrencia en estos pacientes.

Hipdtesis de trabajo v objetivos del estudio:

Los pacientes afectos de EC sometidos a una primera reseccion
quirurgica intestinal suponen un campo experimental para determinar qué
citoquinas podrian estar implicadas en la patogenia de la enfermedad. El
seguimiento en el tiempo de este subgrupo de pacientes permitira identificar
posibles alteraciones en el patron de expresion de citoquinas que se

correlacionen con el desarrollo de la recurrencia postquirurgica en la EC.

Asi mismo, el seguimiento evolutivo de los valores de la CPF tras la
cirugia permitird determinar el tiempo necesario para su normalizacién, y si
posteriormente vuelve a ser de utilidad en este contexto como marcador
predictivo de actividad de la enfermedad. Por otra parte, comparar el
comportamiento evolutivo de este marcador fecal con el de parametros
bioquimicos como la PCR o el fibrinégeno, permitird comprobar si existe una
correlacion entre ambos tipos de marcadores que pudiera ser de utilidad para
su uso conjunto en la practica clinica, a la hora de interpretar una eventual

recurrencia de la enfermedad en estos pacientes.

La caracterizacion de este tipo de biomarcadores seria de gran utilidad
en el seguimiento y planteamiento terapéutico de estos pacientes tras la
cirugia, haciendo posible la aplicacién de un tratamiento preventivo —quiza mas

intensivo- solo en el subgrupo de pacientes que realmente lo precise, con lo que
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se evitaria la prescripcidon de una terapia de mantenimiento generalizada. Otra
ventaja de poder estimar con fiabilidad la aparicion de la recurrencia es que nos
permitiria iniciar el tratamiento mas precozmente, con los beneficios tedricos de
una mayor y mas rapida respuesta (y quiza también con menos efectos

adversos).

Con las hipétesis anteriores, los objetivos del estudio fueron:

- Determinar si el patron de expresiéon de citoquinas cambia con el tiempo
tras la cirugia y estudiar si dichos cambios se correlacionan con la

aparicion de la recurrencia postquirurgica.

- Caracterizar si la CPF seria de utilidad como marcador predictivo de
estados de recurrencia en este contexto especifico postoperatorio y el
tiempo necesario tras la cirugia para que su elevacion pueda ser
atribuible nuevamente a la presencia de actividad y no a la propia

manipulacion quirurgica/cicatrizacion de la anastomosis.

- Comparar el comportamiento evolutivo entre la CPF y parametros
bioquimicos como la PCR y el fibrindbgeno, para valorar su posible
utilidad conjunta a la hora de interpretar la aparicion de recurrencia en

estos pacientes.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio:

Estudio en una cohorte seleccionada (pacientes con EC ileal sometidos a una
primera reseccion quirurgica ileal o ileocoldnica), con adquisicién prospectiva
de variables. Estudio transferencial a la practica clinica de parametros

derivados de la investigacion basica en mecanismos fisiopatogénicos.

Sujetos de estudio:

Para la ejecucion del proyecto se seleccionaron todos los pacientes atendidos
en nuestro centro (Hospital Universitari i Politécnic la Fe) con el diagndstico de
EC de localizacion ileal o ileocolénica (L1 y L3), que fueron sometidos a una

primera cirugia resectiva entre junio de 2009 y mayo de 2011.

Sefialar que, aunque inicialmente se pretendia seleccionar los pacientes con
EC ileal o ileocoldnica, una vez establecido el protocolo de estudio en nuestro
centro en coordinacion con el servicio de Cirugia General, se acabaron
incluyendo todos los pacientes sometidos a una primera cirugia resectiva,
independientemente de la localizacion de la enfermedad. Asi, y dado que se
trata de un estudio prospectivo que continla en la actualidad, podremos
realizar futuros analisis por subgrupos una vez dispongamos de un mayor
numero de pacientes. Hasta el momento se han incluido 36 pacientes en el
estudio, de los cuales se han analizado, y se presentan en este proyecto, los
datos relativos a los primeros 15 pacientes, cuyo tiempo de seguimiento
actualmente es de al menos un afo desde la cirugia (detallado en apartado

“‘Resultados”).

En todos los casos los pacientes fueron debidamente informados de los
objetivos y metodologia del estudio, habiendo firmado previamente el
consentimiento preparado para tal fin.

Se disefidé un cuaderno de recogida de datos preparado para el desarrollo del
estudio, donde se recogieron las caracteristicas clinicas, epidemioldgicas,
analiticas y exploraciones complementarias realizadas, asi como otros datos

derivados de los protocolos experimentales o que pudieran resultar de interés.
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Variables analizadas:

1) Variables analiticas:

Marcadores biologicos de actividad en sangre (PCR, fibrinbgeno) y en
heces (calprotectina fecal), estudiando su correlaciéon con el resto de
variables analizadas en las muestras de plasma de los pacientes, asi

como su patrén evolutivo en el tiempo.

2) Determinaciones de laboratorio:

Concentraciones de distintas citoquinas (IL-2, IL-6, IL-10, IL1B, IL-
12p70, IFN-g y TNF-a) en las muestras de plasma de los pacientes

incluidos en el estudio.

Recogida y analisis de datos:

El dia previo a la intervencion quirurgica se realizaba a cada paciente
una analitica ordinaria (hemograma, bioquimica y hemostasia completas con
PCR), y se recogia una muestra de heces para determinacién de calprotectina,
con la finalidad de disponer de los valores basales pre-quirirgicos de cada
paciente y poder evaluar el perfil evolutivo de los distintos marcadores tras la
cirugia.

Asi mismo, se procedia a la extraccién de sangre periférica del sujeto
(tubo con EDTA). Para la separacion de las células mononucleares y el plasma,
se realiz6 centrifugacidon en gradiente de la sangre con Histopaque®, y
posterior lisis de los hematies, conservandose tanto las células como el plasma

a —80 °C para las posteriores determinaciones de citoquinas.

Tras la intervencion quirurgica se ha realizado un seguimiento evolutivo
de los pacientes, con determinaciones periddicas de las variables expuestas
anteriormente (en los meses 1, 3, 6, 9 y 12 post-intervencion), con el objetivo
de analizar el perfil evolutivo de las mismas y caracterizar los cambios o
alteraciones en sus niveles que pudieran acontecer en el curso de una eventual

recurrencia durante el seguimiento.
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Técnicas:

Las técnicas empleadas para evaluar los parametros experimentales expuestos

fueron:

Para determinar los niveles de las citoquinas de interés en las muestras
de plasma se prob¢ inicialmente con las técnicas habituales de ELISA, y
posteriormente también con los kits de ELISA “High sensitivity”, de las
casas comerciales Bender y R&D, utilizando el espectrofotometro
Spectra-max Plus (Molecular Devices) para medir la absorbancia
(450nm). En ninguno de los dos formatos de la técnica se consiguio la
determinacién de las citoquinas en la mayoria de las muestras de

plasma.

Por ello, al no ser posible la cuantificacion de todas las citoquinas de
interés mediante ELISA, y dado que nuestro grupo de trabajo esta
implementando el uso de la citometria de flujo en nuestro Laboratorio de
Investigacion en Ell, en colaboracion con la Unidad de Citometria de la
Facultat de Medicina (Universitat de Valéncia), se opté por probar
protocolos de analisis de fluorescencia utilizando para ello un citdmetro
modificado: el Luminex 100 IS™, y empleando para la medicion el kit de
alta sensibilidad Milliplex® Map de Millipore. Con esta técnica si que se
ha conseguido determinar las citoquinas en todas las muestras de

plasma de pacientes y de controles.

En caso de no haber sido posible su determinacién por esta via, también
se habia planteado, dentro de la secuencia experimental, recurrir a la
medicion indirecta de sus niveles mediante la cuantificacion del mRNA a
través de la técnica de la RT-PCR cuantitativa. Finalmente, gracias a
que se pudieron determinar mediante Luminex, no fue necesario recurrir

al analisis de las muestras mediante RT-PCR cuantitativo.
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Andlisis estadistico:

Para realizar el analisis estadistico se utilizé el programa SPSS 15.

Las variables cualitativas se expresaron como frecuencias (n) y
porcentajes, y las variables cuantitativas se simplificaron en sus valores
promedio y rangos. Se compararon las variables continuas mediante el test t
de student, y si estas no se ajustaron a la normalidad, mediante el test U de
Mann-Whitney. La comparacion de medias se realiz6 mediante un test ANOVA
siempre que las caracteristicas de las variables a comparar permitieran los
analisis paramétricos. Se consideré estadisticamente significativo un valor de
p <0.05.
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RESULTADOS

Desde Junio de 2009 hasta Mayo de 2011 se intervinieron 36 pacientes
con enfermedad de Crohn en nuestro centro. De estos 36 pacientes, y dado
que se trata de un estudio prospectivo, se han analizado, y se presentan a
continuacion, los datos relativos a los primeros 15 pacientes incluidos en el
estudio, cuyo tiempo de seguimiento actualmente es mayor, habiendo
transcurrido al menos un afo desde la cirugia (seguimiento que continua en la
actualidad, habiendo previsto un seguimiento minimo de dos afios desde la
intervencién). Una de las pacientes reclutadas tuvo que abandonar el estudio

por embarazo.

- Caracteristicas basales de los pacientes:

En la tabla 1 se recogen las caracteristicas basales clinicas,
epidemiologicas y relativas a la enfermedad del subgrupo de pacientes
analizados. La mediana de edad fue de 46 anos. Casi % partes de los
pacientes (un 73,3%) eran varones. Una tercera parte de los pacientes (33,3%)
eran fumadores en el momento de la cirugia, y sélo un 13,3% continuaban
siendo fumadores activos después de la intervencion. La mayoria de los
pacientes, un 73,3%, presentaba un tiempo de evolucion de la enfermedad
inferior a 2 aflos en el momento de la cirugia.

Con respecto a las caracteristicas de la enfermedad, y en base a la
clasificacion de Montreal, la localizacion mas frecuente fue la ileal (L1), en 10
pacientes (66,7%), seguida de la ileocolica (L3), en 4 pacientes (26,7%). Uno
de los pacientes presentaba afectacion de colon (L2). El patrén de enfermedad
mas frecuente fue el estenosante (B2), en un 73,3 % de los pacientes, seguido
del patrén penetrante (B3), presente en 4 pacientes (26,7%). Tan solo 3 de los
pacientes (20%) presentaba ademas afectacion perianal asociada.

En relacién al tratamiento, en el momento de la intervencién 6 pacientes
(40,1%) estaban en tratamiento con corticoides, uno de ellos (6,7%) llevaba
tratamiento con aminosalicilatos, 5 pacientes (33,3%) con tiopurinas
(concretamente azatioprina), uno con anti-TNF (6,7%), y 2 llevaban doble
inmunosupresién (13,3%), consistente en tratamiento combinado de azatioprina

e infliximab. Tras la intervencién quirurgica, 13 pacientes iniciaron tratamiento
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para prevencion de la recurrencia, de los cuales 10 pacientes (66,7%) iniciaron
tratamiento con tiopurinas (azatioprina), y 3 pacientes con farmacos biolégicos
(20%). En 2 pacientes (13,4%) no se pauté inicialmente tratamiento preventivo
al ser considerados de bajo riesgo, considerando factores como la edad
avanzada, el estatus de no fumador, la localizacién, extensién y patron de la

enfermedad.

- Caracteristicas de la intervencion quirurgica:

En la tabla 2 se recogen las caracteristicas relativas a la intervencion
quirargica.

En cuanto al tipo de cirugia, el tipo de reseccidon mas frecuente fue la
ileocecal, realizada en 9 pacientes (60%), seguida de la reseccion ileal,
realizada en 3 pacientes (20%). En 2 de los pacientes se realizé reseccion
ileocodlica (13,3%), mientras que en el paciente que presentaba afectacién de
colon se realizé una hemicolectomia derecha ampliada (6,7%). Se han
analizado, y se presentan, los datos relativos al subgrupo de pacientes mas
homogéneo, con enfermedad de predominio ileal, que fueron sometidos a
reseccion ileal o ileocecal.

Respecto a la indicacion de la cirugia, en la gran mayoria de los
pacientes (86,7%) fue por estenosis. En uno de los pacientes la indicacion fue
por fracaso del tratamiento previo (6,7%), y en otro paciente por patrén

penetrante de la enfermedad (6,7%).

- Evolucién postquirdrgica y evaluacion de la recurrencia:

Ninguno de los pacientes presentdé complicaciones en el curso
postoperatorio. Durante el seguimiento post-intervencion, se realizaron
controles clinicos y analiticos en el primer mes tras la cirugia, y posteriormente
de forma trimestral hasta el primer afio (1, 3, 6, 9 y 12 meses), tal y como se
describe detalladamente en el apartado de “material y métodos”.

En los pacientes sin recurrencia clinica durante el seguimiento se evalu6
la eventual apariciéon de recurrencia mediante la realizacién de una prueba
morfologica de control aproximadamente a los 6 meses post-intervenciéon. En

los pacientes que presentaron recurrencia clinica durante el seguimiento la
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prueba morfoldgica se solicité en el momento de aparicion de la sintomatologia,
independientemente de la realizada por el protocolo de estudio.

En cuanto a la prueba morfolégica empleada para evaluar la recurrencia,
en casi la mitad de los pacientes (7/15) fue la colonoscopia. En aquellos
pacientes que prefirieron la realizaciéon de entero-RMN a la colonoscopia (8/15)
empleamos ésta como prueba morfolégica de control. El grado de recurrencia
se establecid, en el caso de la colonoscopia, mediante el indice de Rutgeerts
(IR), considerandose recurrencia un IR22. El grado de recurrencia en el caso
de la entero-RMN se establecié mediante el indice de MaRIA, considerandose
recurrencia un valor 27.

Durante el periodo de seguimiento post-intervencion se detecto la
aparicion de recurrencia en 7 de los pacientes (46,7%), de los cuales sélo 2
habian presentado recurrencia clinica que fue confirmada mediante prueba
morfoldgica (bien colonoscopia, bien entero-RMN). Los 5 pacientes restantes
permanecian asintomaticos en los controles evolutivos, habiéndose detectado
la recurrencia de la enfermedad mediante la prueba morfolégica de control.

El intervalo de tiempo (en meses post-intervencion) de aparicion de la
recurrencia en este subgrupo de pacientes oscilé entre 5 y 12 meses, con una
media de aparicion de la recurrencia de 9,14 meses. La distribucion en el
tiempo de aparicidn de la recurrencia se expresa en la figura 1.

Del total de los 15 pacientes analizados, 8 (53,3%) no presentaron

recurrencia clinica ni morfolégica durante el periodo de seguimiento evaluado.

- Comparacion entre los subgrupos de pacientes con vy sin

recurrencia durante el primer ailo post-intervencion:

En funcién de la aparicion de recurrencia se dividid a los pacientes en
dos subgrupos (recurrencia vs. no recurrencia), para analizar y comparar entre
ambos la evolucion de las distintas variables recogidas durante el seguimiento

(calprotectina fecal, PCR, fibrindgeno y citoquinas de interés).
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Se detallan a continuacion los resultados obtenidos al comparar ambos
subgrupos de pacientes. Los valores estan expresados como medias y error

estandar.

Marcadores fecales: calprotectina

Se analizé la evolucidon consecutiva temporal de los valores de
calprotectina fecal obtenidos en ambos subgrupos de pacientes, calculando los
valores medios de calprotectina previos a la intervencién y en los meses
posteriores a la cirugia (valores recogidos en la tabla 3). En aquellos pacientes
que presentaron recurrencia de la enfermedad antes de los 12 meses post-
intervencién, y en los que, por tanto, se realizd algun tipo de intervencion
terapéutica para tratar la recurrencia, los valores de calprotectina fecal
obtenidos a partir de ese momento fueron excluidos del analisis del conjunto.

Al comparar el comportamiento de la calprotectina fecal en ambos
subgrupos tras la cirugia se apreciaron las siguientes diferencias:

En el subgrupo de pacientes sin recurrencia (NR), los valores presentan
una disminucién mucho mas marcada durante el primer mes post-intervencion
que en los pacientes con recurrencia (R), manteniéndose mas o menos
estables en los meses posteriores (con valores en todo momento inferiores a
200 ug/g), aunque sin haber llegado a objetivar la normalizacion completa de
los niveles (<50 ug/g) durante el seguimiento en la muestra de pacientes
analizados.

Por otra parte, en el subgrupo R, aunque los valores también
disminuyeron significativamente en los primeros 3 meses post-intervencion,
esta disminucion fue mucho menos marcada que en el otro subgrupo,
manteniéndose los valores medios por encima del dintel de los 200 ug/g
durante todo el periodo de seguimiento, y con tendencia al alza a partir de los 6
meses post-intervencion. Ademas, se aprecia un mayor aumento de sus
valores a los 12 meses post-intervencion en comparacion con el otro subgrupo,

diferencias que resultaron estadisticamente significativas.
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Marcadores seroldgicos: PCR y fibrindgeno |

Con respecto a la evolucion temporal de los marcadores serolégicos
analizados, se apreciaron las siguientes diferencias significativas en ambos
subgrupos de pacientes:

- PCR:

Partiendo de valores elevados en ambos subgrupos en el momento pre-
intervencion, se aprecia una mayor disminucion al primer mes tras la
cirugia en el subgrupo NR en comparaciéon con el otro subgrupo
(diferencia estadisticamente significativa), manteniéndose los valores
dentro de los limites normales (<8 mg/l) durante todo el periodo de
seguimiento (valores recogidos en la tabla 4).

En el subgrupo R los valores presentaron fluctuaciones durante el
seguimiento, y aunque globalmente se mostraron mas elevados que en
el otro subgrupo, y se aprecié un mayor incremento a los 6 meses post-
intervencion, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos subgrupos que pudieran correlacionarse con
la aparicidon de la recurrencia (p=0.126).

- Fibrinégeno:

Al analizar la evolucion de sus valores tras la cirugia, y partiendo
también de valores elevados en ambos subgrupos en el momento O
(pre-intervencioén), destaca una marcada disminucion al primer mes tras
la cirugia en el subgrupo NR en comparacion con el otro subgrupo
(diferencia estadisticamente significativa, p<0.05), manteniéndose en
rango normal a partir de ese momento (<435 mg/dl) y durante todo el
periodo de seguimiento (valores recogidos en la tabla 4).

Los valores medios obtenidos en el subgrupo R se mantuvieron
globalmente mas elevados que en el otro subgrupo durante todo el
periodo de seguimiento, presentando un mayor aumento entre los 6 y
los 9 meses post-intervencion respecto al subgrupo NR (diferencias que

fueron estadisticamente significativas, p<0.05).
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Citoquinas
—

Se determinaron los valores en plasma de las citoquinas de interés
(IL1B, IL-2, IL-6, IL-10, IL-12p70, TNF-a e IFN-g) y se analizaron los patrones
evolutivos de cada una de ellas tras la cirugia, comparando los niveles
obtenidos en ambos subgrupos de pacientes entre si, y con los obtenidos en el
grupo control. Los valores estan expresados en medias y error estandar de la
media. A continuacion se exponen los resultados obtenidos para cada una de
las distintas citoquinas analizadas (representados al final en las figuras 5-11):

e |L-1B: (Figura 5)

Respecto a los resultados obtenidos con la IL-1B el hallazgo mas
significativo fue que, en el subgrupo de pacientes que presentaron
recurrencia (R), se aprecid un notable aumento de sus niveles,
estadisticamente significativo, a los 6 meses post-intervencion (30.13 +/-
8.7), respecto al subgrupo de pacientes sin recurrencia (NR) (8.19 +/-
1.64).

Destacar también que ambos subgrupos presentaban niveles elevados

al afno post-intervencion.

e |L-2: (Figura 6)

Al analizar los niveles de IL-2 se aprecian fluctuaciones continuas de sus
niveles a lo largo de todo el periodo de seguimiento, destacando sobre
todo las tendencias opuestas observadas en ambos grupos.

Asi, en el subgrupo R, se detectan niveles pre-quirurgicos de IL-2 mas
elevados que en el subgrupo NR (20.18 +/- 5.09 vs. 10.25 +/- 4.71),
presentando una marcada disminucion de los mismos al primer y tercer
mes post-intervencion. Posteriormente, a los 6 meses post-intervencion,
se observa de nuevo un marcado aumento de los niveles en
comparacioén con el otro subgrupo (22.93 +/- 5.18 vs. 9.14 +/- 1.24),
aunque estas diferencias no llegaron a alcanzar la significacion
estadistica (p=0.09).

En cambio, en el subgrupo NR, se observa un aumento inicial de los

niveles al primer mes post-intervencion, con tendencia a disminuir
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posteriormente de forma progresiva en los meses posteriores, hasta
alcanzar los valores normales.
Destacar que ambos subgrupos presentaban niveles elevados de IL-2 al

afo post-intervencion.

IL-6: (Figura 7)

Respecto a la IL-6 destacar las diferencias observadas entre ambos
grupos al primer mes post-intervencidn, en el que se aprecia una
importante disminucién de sus niveles en el subgrupo R, frente al
subgrupo NR en el que, por el contrario, los niveles aumentan
inicialmente tras la cirugia (7.05 +/- 2.14 vs. 17.90 +/- 8.41) (p<0.05).
Posteriormente se observa una disminucién progresiva de los niveles en
ambos subgrupos hasta los 6 meses post-intervencion, momento en el
que se aprecia un aumento de los niveles en el subgrupo R.

Destacar que, también en este caso, ambos subgrupos presentaban

niveles elevados a los 12 meses post-intervencion.

IL-10: (Figura 8)

A pesar de que los niveles se mantienen elevados en ambos subgrupos,
se apreciaron diferencias en la evolucién de los mismos tras la cirugia.
Asi, en el subgrupo NR los niveles tienden a mantenerse relativamente
estables a lo largo del tiempo, mientras que en el subgrupo R los niveles
presentaron fluctuaciones importantes, con una diminucién progresiva
de los niveles en los 3 primeros meses post-intervencion, y un llamativo
aumento posterior a los 6 meses (89.1 +/- 22.8 vs. 47.8 +/- 8.7) aunque

sin llegar a alcanzar la significacion estadistica (p=0.46).
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TNF-a: (Figura 9)

Al comparar los niveles en ambos subgrupos se aprecid un
comportamiento similar al de la IL-1B, presentando un aumento
importante de sus niveles a los 6 meses post-intervencién en el
subgrupo R (35.3 +/- 7.5), frente al subgrupo NR (13.65 +/- 3.62), vy al
grupo control (23.56 +/- 9.65).

Paralelamente a lo observado en las anteriores, ambos subgrupos

presentaban niveles elevados de TNF-a al afno post-intervencion.
IFN-g: (Figura 10)

En el subgrupo NR se observo un aumento de los niveles en el primer
mes post-intervencion (44.03 +/- 18.19), con un descenso progresivo
posterior hasta su normalizacion a los 6 meses, y una tendencia a
equipararse a los valores control (23.23 +/- 10.57) entorno al afo de la

intervencion.

En el subgrupo R, por el contrario, los niveles se mantenian similares a
los controles en los primeros 3 meses post-intervencion (24.73 +/- 7.33),
presentando un significativo aumento posterior a los 6 meses tras la
cirugia (71.18 +/- 17.77) (p<0.01).

IL-12p70: (Figura 11)

En ambos subgrupos se aprecia una disminucion de sus valores en los
primeros 3 meses tras la intervencion. Posteriormente, en el subgrupo R
se observa un aumento posterior a los 6 meses respecto al otro
subgrupo, aunque no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas.

Destacar también que, al igual que en el resto de citoquinas, se aprecia
un aumento de sus niveles en ambos subgrupos al afno post-

intervencion.
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DISCUSION

La enfermedad de Crohn (EC) es una patologia de curso crénico,
recidivante, y que precisa con frecuencia de tratamiento quirurgico a lo largo de
su evolucion. Dado que la reseccion quirdrgica no es curativa, la recurrencia
postquirdrgica (RP) de la enfermedad es practicamente la norma en estos
pacientes, y suele producirse en un alto porcentaje durante el primer afio tras la
cirugia (porcentaje que oscila entre el 20 y el 80% en los diferentes estudios,
segun los criterios diagnodsticos utilizados), aumentando de forma progresiva
con el tiempo de seguimiento (1-5). En nuestro estudio, aproximadamente la
mitad de los pacientes (46,7%) presentaron recurrencia durante el primer afio
tras la cirugia, con una distribucion variable de aparicion en el tiempo,
comprendida entre los 5 y los 12 meses post-intervencion.

En la actualidad no disponemos de una pauta terapéutica eficaz
establecida para su prevencién, y aunque la tendencia actual es a instaurar
tratamiento preventivo de la recurrencia tras la intervencién, algunos autores
propugnan el seguimiento estrecho, clinico y endoscopico, como una
alternativa valida en los pacientes considerados de muy bajo riesgo,
instaurando el tratamiento precozmente si se produce la recurrencia
endoscopica.

Aunque, hasta la fecha, la ileocolonoscopia continda siendo el patron
‘oro” en la evaluacion de la RP, recientemente se estan evaluando técnicas
alternativas que ofrezcan la posibilidad de detectar precozmente la recurrencia
de un modo no invasivo, permitiendo aplicar el tratamiento mas adecuado en
cada momento de forma individualizada.

Entre los métodos alternativos no invasivos que podrian ser de gran
utilidad en la practica clinica se encuentran los marcadores bioldgicos de
inflamacion intestinal (fecales y serologicos), aunque existen pocos estudios
hasta la fecha que evaluen la utilidad de estos marcadores para detectar la RP
en la EC. En relacién a los marcadores fecales como la calprotectina, en un
estudio realizado en 50 pacientes para detectar RP endoscoépica al aio de la
intervencion se observo que niveles por encima de 200 mg/L a los 3 meses tras
la cirugia muestran una sensibilidad del 63% y una especificidad del 75%,

estimandose que este punto de corte podria utilizarse para indicar una
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endoscopia en estos pacientes (15), aunque hay resultados contradictorios al
respecto, ya que Scarpa y cols. observaron posteriormente que la calprotectina
fecal se mantenia elevada a largo plazo en los pacientes intervenidos,
independientemente de la existencia o0 no de recurrencia clinica posterior
durante el seguimiento (25).

Sin embargo, en un estudio mas reciente, Lamb y cols. observaron que
los marcadores fecales, tanto la calprotectina como la lactoferrina, se
normalizan en los dos primeros meses tras la cirugia (en el curso de un
postoperatorio sin complicaciones), elevandose posteriormente en aquellos
pacientes en los que reaparece la actividad inflamatoria, y permitiendo por
tanto discriminar, en los pacientes sintomaticos, la presencia de recurrencia de
la enfermedad. Ademas, ambos marcadores fecales presentaron una mejor
correlacién con la actividad clinica de la enfermedad (evaluada mediante el
indice de Harvey-Bradshaw), que otros parametros como la proteina C reactiva
(PCR) o el recuento plaquetario (23).

En el presente estudio, a pesar de que los valores de calprotectina se
mantenian siempre elevados tras la cirugia, sin haberse llegado a objetivar la
completa normalizacion de los mismos, observamos dos aspectos relevantes
en su evolucion: por un lado, que los valores se mantuvieron globalmente mas
elevados en el subgrupo de pacientes con recurrencia frente al otro subgrupo, y
por otra parte, que se aprecido una tendencia al aumento a partir de los 5-6
meses post-intervenciéon en el subgrupo de pacientes con recurrencia, que fue
mayor a los 12 meses tras la cirugia, siendo esta diferencia estadisticamente
significativa. Esta tendencia se interpreta como confirmatoria de la recurrencia
en estos pacientes, considerando siempre que se trata de resultados
preliminares, que esperamos se confirmen posteriormente al analizar un mayor
numero de pacientes.

Por otra parte, en relacién a los marcadores seroldgicos de inflamacion
intestinal, hasta el momento se han utilizado en este contexto la proteina C
reactiva (PCR) y la velocidad de sedimentacién globular, presentando niveles
elevados en los pacientes con RP endoscépica (26), pero dado su caracter
inespecifico, su utilidad de forma aislada seria discutible. En el citado estudio

de Lamb y cols. se observo que existia una pobre correlacion entre la PCR y la
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actividad clinica de la enfermedad (evaluada mediante el indice de Harvey-
Bradshaw) en los pacientes con recurrencia sintomatica de la enfermedad.

En nuestro estudio, comparando la evolucion de los parametros
bioquimicos analizados (PCR vy fibrinbgeno), se aprecia una mayor elevacion
de los valores de fibrinégeno en el subgrupo de pacientes con recurrencia entre
los 6 y los 9 meses post-intervencion, siendo estas diferencias entre ambos
subgrupos estadisticamente significativas. En cambio, los resultados obtenidos
con la PCR no permitieron encontrar diferencias estadisticamente significativas
entre ambos subgrupos que pudieran correlacionarse con la aparicién de la
recurrencia. Todo ello sugiere que, a pesar de la utilidad que tiene la PCR en la
practica clinica habitual como marcador de actividad en los pacientes con
enfermedad establecida, probablemente el fibrinbgeno sea mas util que la PCR
en el contexto postquirurgico para predecir la aparicion de recurrencia, dato
que habra que validar en estudios posteriores.

En el presente proyecto se analiza también el perfil evolutivo de diversas
citoquinas, seleccionadas en base al patron predominante en la EC, donde el
perfil caracteristico (y particularmente en estadios precoces de la enfermedad)
es de tipo Th1, con produccién de altos niveles de citoquinas pro-inflamatorias
como TNF-a, IL-1B, IL-12, IL-6 e IFN-g. Por otro lado, hemos analizado
también el perfil de otras citoquinas de caracter opuesto, por su actividad anti-
inflamatoria e importante papel inmunorregulador de la respuesta inflamatoria,
como son la IL-10 y la IL-2 (27,28).

En esta misma linea, nuestro grupo ya ha trabajado anteriormente en
identificar la expresion de citoquinas en sangre periférica de pacientes con EC,
sugiriendo que pueda existir un perfil diferente dependiendo del estado de
actividad de la enfermedad (19,20). En consonancia con otros trabajos
publicados (28,29) nuestro grupo ha confirmado que existe un incremento en la
produccion de TNF-a, IFN-g, IL-12 e IL-6 en los pacientes con EC, tanto en
mucosa como en sangre periférica, que se correlaciona con la actividad
inflamatoria de la enfermedad. Hemos observado que la expresion de IFN-g
disminuye en los pacientes en remision, permaneciendo en valores normales
en los periodos de inactividad de la enfermedad, resultados que son
concordantes a su vez con los de otros trabajos previos (27,32). En contraste

con el TNF-a, la IL-12 y el IFN-g, hemos observado que existe una
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sobreexpresion de IL-6 en los pacientes con EC, en los que ésta se encuentra
permanentemente aumentada en comparacion con los controles sanos,
independientemente de la actividad de la enfermedad.

En el presente estudio, en consonancia con lo referido en los trabajos
previos, todos los pacientes presentaban niveles incrementados de TNF-a, IFN-
g e IL-6 antes de la cirugia, resultados que apoyan la produccion de citoquinas
de tipo Th1 en estos pacientes. Los niveles de IFN-g tienden a normalizarse
con el tiempo tras la cirugia, observacién concordante también con los
resultados previos expuestos anteriormente, considerando que tras la cirugia (y
hasta el momento de aparicidon de la recurrencia) los pacientes no presentan
enfermedad activa. Posteriormente, se observa un aumento importante de sus
valores, estadisticamente significativo, a los 6 meses post-intervencion en
aquellos pacientes que recurren, lo que sugiere que esta citoquina podria
resultar util para detectar a los pacientes que estan desarrollando recurrencia
de la enfermedad.

Con respecto a la IL-6, los resultados del presente estudio también
apoyan los previamente publicados en la literatura, dado que permanece
elevada de forma permanente en ambos subgrupos de pacientes,
independientemente de la aparicion de recurrencia, sin haber objetivado su
normalizacion en ningun momento durante el periodo de seguimiento. No
obstante, dentro de esta elevacibn permanente observada durante el
seguimiento, se aprecia un mayor aumento a partir del sexto mes tras la cirugia
en el subgrupo de pacientes que desarrollan recurrencia, lo que sugiere el
importante papel que esta citoquina debe desempefiar tanto en promover como
en perpetuar la respuesta inflamatoria.

La IL-1B es otra citoquina con accion pro-inflamatoria, tanto a nivel local
como sistémico, producida principalmente por los granulocitos y macréfagos de
la lamina propia, y que comparte muchos efectos con el TNF-a (30). El perfil de
sus niveles observado en el presente proyecto es concordante con los que
presenta el TNF-a, presentando una disminucion inicial tras la cirugia, y
presentando un aumento significativo posterior en el subgrupo de pacientes
con recurrencia en comparacion con el otro subgrupo, diferencias que fueron

estadisticamente significativas y que, paralelamente a lo que sucede con el
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IFN-g, sugieren que la IL-1B también podria resultar de utilidad para predecir la
aparicion de recurrencia en estos pacientes.

Otro aspecto llamativo al analizar los resultados del presente estudio, es
el hallazgo de que todos los pacientes (tanto los que presentaron recurrencia
durante el seguimiento como los pertenecientes al subgrupo sin recurrencia), e
independientemente de la evolucion consecutiva temporal de los valores tras la
cirugia, presentaban niveles elevados de las citoquinas analizadas al afio post-
intervencion, lo que sugiere el papel etiopatogénico importante que este perfil
de citoquinas desempefa en el desarrollo de la enfermedad. El hecho de que
estos niveles elevados se observen en ambos subgrupos (también en los
pacientes que no presentaron recurrencia), se interpreta como secundario al
decalaje que presumiblemente existe entre la aparicibon de actividad
inflamatoria a nivel de la mucosa intestinal, y la aparicion de la clinica y las
lesiones endoscopicas, de forma que el aumento de sus niveles en plasma
pueda preceder en el tiempo al desarrollo de la actividad clinica y endoscopica
de la enfermedad. Esta conclusion se basa también en los resultados previos
obtenidos por nuestro grupo de trabajo y referidos anteriormente (19,20). Dado
que se presentan los resultados preliminares de un estudio prospectivo, el
seguimiento en el tiempo de los pacientes pertenecientes al subgrupo sin
recurrencia permitira confirmar esta interpretacion, comprobando la correlacion
entre este aumento y el desarrollo posterior de RP.

Con respecto a las citoquinas inmunorreguladoras, se ha visto que tanto
la expresion de IL-10 como de IL-2 se encuentra disminuida en las células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con EC en comparacion con
controles sanos (33,34). De manera similar, ambas citoquinas desarrollan un
papel importante en el control de la respuesta inmune. La IL-10 es una
citoquina anti-inflamatoria caracteristica de la respuesta inmune de tipo Th2,
que regula la proliferacion de las células Th1 y la funcidn de células
presentadoras de antigenos como las células dendriticas, atenuando la
respuesta inflamatoria de la mucosa. La IL-2, de manera similar, ejerce un
papel regulador importante, controlando la proliferacion y diferenciacion de
células T efectoras como las CD4+ Th17 y CD4+ Treg. La II-2 es capaz de
inhibir la diferenciacién y proliferacién de las células Th17, disminuyendo por

tanto los niveles de IL-17, mientras que por otra parte promueve la expansion
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clonal de las células Treg, importantes en el proceso de reconocimiento de los
antigenos propios para evitar fendbmenos de autoimunidad y permitir la
tolerancia inmune (27,35). De acuerdo con los resultados previos de nuestro
grupo de trabajo, y acordes con los publicados por otros grupos, se ha
observado que existe una infraexpresion de IL-10 e IL-2 en los pacientes con
EC, lo que sugiere que existe un desequilibrio entre los distintos subtipos de
células T, favoreciendo una respuesta inmune exacerbada mediada por las
Th17 y Th1.

Los resultados obtenidos en el presente estudio en relacion con las IL 10
y 2 son contradictorios. Por un lado, se observa que sus niveles en plasma
disminuyen inicialmente tras la cirugia en el subgrupo de pacientes que
presentaron recurrencia durante el seguimiento, acorde con la infraexpresion
referida anteriormente en otros trabajos, pero por otra parte se aprecia un
aumento posterior a los 6 meses post-intervencion en este subgrupo de
pacientes, en contra de lo que cabria esperar al reaparecer la actividad
inflamatoria de la enfermedad. Dicho aumento se observa sélo en un subgrupo
de los pacientes que recurren, pudiendo ser debido bien a un error
metodoldgico, o bien a una caracteristica patogénica propia de estos pacientes,

lo cual queda por estudiar.
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CONCLUSIONES

La recurrencia de la enfermedad de Crohn tras la cirugia es
relativamente frecuente (=50% de los pacientes intervenidos en nuestro
estudio). Disponer de marcadores biolégicos que nos ayuden a identificar el
50% restante de pacientes que no van a recurrir tras la cirugia seria de gran
utiidad en la practica clinica diaria para realizar un manejo terapéutico
individualizado, haciendo posible la aplicacion de un tratamiento preventivo,
quizad mas intensivo, sélo en el subgrupo de pacientes que realmente lo precise,
evitando la prescripcidn de una terapia de mantenimiento generalizada.

Ademas, disponer de un compendio de parametros fiable que permita
identificar a los pacientes que van a presentar recurrencia de la enfermedad
seria también de mucha utilidad para evitar la realizacion de exploraciones
invasivas y costosas.

En este contexto, y de acuerdo con nuestros resultados, marcadores
fecales y serologicos como la calprotectina fecal y el fibrinbgeno (+/- la PCR),
en conjunto con la medicion de citoquinas como la IL-1B y el IFN-g, podrian
conformar un panel de parametros predictivos de recurrencia, utiles para
detectar a los pacientes que van a presentar recurrencia de la enfermedad tras
la intervencion. Serian necesarios mas estudios posteriores que permitan
validar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo de dicho panel de marcadores.

Por otra parte, el incremento de citoquinas pro-inflamatorias como el
TNF-a, IFN-g, IL-1B e IL-6, y la disminucidn de citoquinas de caracter opuesto,
con accién anti-inflamatoria e inmunorreguladora, como IL-10 e IL-2, podria
tener una implicacién patogénica importante en el desequilibrio de la
homeostasis inmune que acontece en el desarrollo de la actividad inflamatoria
de la enfermedad. Dado que nuestros resultados sugieren un perfil similar de
citoquinas tanto en la mucosa como en el plasma de los pacientes afectos, la
monitorizacion en plasma de las citoquinas implicadas al inicio de la
enfermedad podria ser de utilidad para detectar de un modo sencillo y precoz el

desarrollo de la RP en los pacientes intervenidos.
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TABLAS Y GRAFICOS

Tabla 1: Caracteristicas basales de los pacientes

| =15 |

Edad (afos)*

Sexo ratio (H:M)

Sexo (% hombres)

Tiempo de evolucion <2 afios hasta la cirugia

Estatus tabaquismo (pre-cirugia):
* Exfumador

* Fumador

* No fumador

Localizacion de la enfermedad:
* lleal (L1)

* lleocdlica (L3)

* Colica (L2)

Patrén de enfermedad:

* Estenosante (B2)

* Penetrante (B3)

* Enfermedad perianal asociada

Tratamiento (pre-cirugia):
* Aminosalicilatos

* Corticosteroides

* Azatioprina

* Anti-TNF

* Doble inmunosupresién

Tratamiento (post-cirugia):
* Azatioprina

* Anti-TNF

* No tratamiento

Prueba morfolégica de control (6-12m post-cirugia):

* Recurrencia
* No recurrencia

*Mediana (rango).

46 (17-74)
11:04
73,30%
11 (73,3%)

2 (13,3%)
5 (33,3%)
8 (53,3%)

10 (66,7%)
4 (26,7%)
1(6,7%)

11 (73,3 %)
4 (26,7%)
3 (20%)

1(6,7%)
6 (40,1%)
5 (33,3%)
1(6,7%)
2 (13,3%)

10 (66,7%)
3 (20%)
2 (13,4%)

n=15
7 (46,7%)
8 (53,3%)
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Tabla 2: Caracteristicas relativas a la intervencion

| =I5

Indicacion de la cirugia:

* Estenosis 13 (86,7%)
* Fracaso del tratamiento 1 (6,7%)
* Patron penetrante 1(6,7%)

Tipo de reseccion:

* lleal 3 (20%)
* lleocecal 9 (60%)
* lleocolica 2 (13,3%)
* Hemicolectomia 1(6,7%)

Tabla 3. Evolucion de los valores de calprotectina fecal

Tieg:)uo IF;OSt' Pacientes con Pacientes sin
9 recurrencia (n=7) recurrencia (n=8)
(meses)

0 534.5 (125.4) 650.9 (212.7)
1 491.4 (173) 191.8 (39.13)
3 267 (80.86) 164.9 (27.55)
6 362.6 (136.1) 99.6 (44.38)
9 222.3 (45.18) 129.20 (25.13)
12 571.8 (131.80) 119.2 (32.00)

Valores expresados como medias (error estandar).

32



Tabla 4. Evolucion de los valores de PCR y fibrindbgeno

Tiempo post- Pacientes con recurrencia Pacientes sin recurrencia
cirugla (n=7) (n=8)
(meses) PCR Fib PCR Fib
4954
0 20.35 (10.29) | 452 (30.29) | 35.36 (16.47) |  (60.95)
336.5
1 14.02 (4.41) | 500.3 (28.80) | 1.72 (0.29) | (30.76)
3 446 (1.41) | 422.6(38.90) | 2(0.57) | 288 (18.97)
3534
6 12.86 (5.35) | 441.2 (55.10) | 2.1 (0.44) (33.40)
9 3.76 (1.53) | 506.5 (70.62) | 2.32 (0.52) | 328 (20.79)
355.2
12 5.8(1.93) | 433.3(30.77) | 2.5(0.71) (24.04)

Valores expresados como medias (error estandar).

Figura 1. Distribucion en el tiempo de aparicion de la recurrencia.
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B Recurridos
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Figura 2. Evolucion temporal de la calprotectina fecal en ambos subgrupos

(recurrencia vs. no recurrencia).
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Figuras 3 y 4. Evolucion temporal de la PCR vy el fibrinbgeno en ambos
subgrupos (recurrencia vs. no recurrencia).
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Figuras 5-11. Evolucion temporal de las diversas citoquinas en ambos

subgrupos (recurrencia vs. no recurrencia). La linea punteada representa el
grupo control.
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IL10 conjunto
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