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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

AZA: Azatioprina.

CCR: Cancer colorectal.

CMV: Citomegalovirus.

CU: Colitis ulcerosa.

DAB: Diaminobencidina.

EC: Enfermedad de Crohn.

EEUU: Estados Unidos.

Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal.

Fe: Hierro.

H&E: Hematoxilina eosina.

Hb: Hemoglobina.

HHVG6: Virus herpes humano tipo 6.

HHV7: Virus herpes humano tipo 7.

VIH: Virus de la inmunodefeciencia humana.
IC: Intervalo de confianza.

lg: Inmunoglobulina

IHQ: Inmunohistoquimica.

ISH: Hibridacion in situ.

OR: Odds ratio.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
rtPCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa a tiempo real.
RR: Riesgo relativo.

VEB: Virus Epstein Barr

VHS1: Virus herpes simple tipo 1.

VHS2: Virus herpes simple tipo 2.

VP: Valor predictivo.

VSG: Velocidad de sedimentacion globular.

VZ: Virus Varicela Zoster.






RESUMEN

INTRODUCCION

La colitis ulcerosa (CU) y la Enfermedad de Crohn (EC) son enfermedades de
etiologia desconocida y numerosos factores han sido considerados responsables

de la patogenia de la enfermedad.

La presencia de citomegalovirus (CMV) en la enfermedad inflamatoria intestinal
(Ell) es un tema recurrente en los ultimos 40 afios en la bibliografia de la Ell,
planteandose la pregunta de si el CMV es causa primaria del deterioro del paciente
0 es consecuencia del tratamiento y/o inmunosupresion. Por otro lado, la presencia
de amplificacion viral detectada mediante métodos moleculares en tejido de virus
ADN, que aparentemente no discrimina entre un estado latente o activo, es
asimismo un asunto controvertido. Ademas desconocemos el papel que pueden
jugar otros miembros de la familia Herpes humano en la ElI.

Por tanto, antes de asignar al CMV o a cualquier otro virus un papel real como
agente patogeno, debemos conocer la frecuencia con la que lo detectamos en el
tejido de pacientes con EIll, y si dicha deteccion se asocia a un peor
comportamiento de la enfermedad.

OBJETIVOS
1. Evaluar la importancia prondéstica de la presencia de amplificacion de virus de la
familia Herpes en tejido en pacientes con Ell.
2. Relacionar la presencia de amplificacion viral en el tejido con el tratamiento
recibido en pacientes con Ell.
3. Objetivos secundarios
a. Evaluar la eficacia del tratamiento antiviral especifico en pacientes con
Ell.
b. Definir caracteristicas histolégicas que permitan predecir la presencia de
amplificacion viral en el tejido de pacientes con Ell.
c. Valorar las distintas técnicas diagnosticas y su valor predictivo.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron todos los pacientes diagnosticados de Ell tanto de CU como

de EC, en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de Santander desde el



afo 2005 hasta el 2010, de los que disponiamos al menos de una biopsia
susceptible de ser analizada mediante métodos moleculares, correpondiendo a un

total de 102 pacientes y 201 muestras.

Se revisaron las biopsias de manera ciega por dos patélogos para evaluacion
de lesiones morfologicas asociadas a infeccion viral y se realizo PCR
semicuantitativa para virus de la familia herpes humano (Virus herpes simple tipos
1y 2, Varicela zoster, Citomegalovirus, Virus de Epstein-Barr y Virus herpes tipo 6)
con el ADN obtenido del tejido fijado en formol e incluido en parafina en cada una
de las biopsias (201).

Se analiz6 el seguimiento clinico de cada paciente, de forma retrospectiva, en
relacion tanto al tratamiento farmacolégico como quirurgico recibido y la estancia

hospitalaria en cada uno de los brotes de la enfermedad.

Ademas, en el caso de las biopsias positivas para CMV por PCR
semicuantitativa se realiz6 inmunohistoquimica (IHQ), hibridacion in situ

cromogénica (CISH) y PCR cuantitativa a tiempo real frente a CMV.

Como control se realiz6 PCR semicuantitativa en 16 biopsias de mucosa de
colon de pacientes sin Ell a los que se realiz6 endoscopia y toma de biopsia por

enfermedades no inflamatorias.
RESULTADOS

Las biopsias de los 16 pacientes sin Ell resultaron ser negativas por PCR
semicuantitativa para todos los tipos de virus de la familia herpes analizados. De
las 201 biopsias de pacientes con Ell 79 (39,3%) fueron negativas y 122 (60,6%)
fueron positivas para algun virus de la familia Herpesviridae. EI CMV aparecid
mediante técnicas moleculares de PCR en el 26,4% de todas las biopsias
analizadas. Fue mas frecuente encontrar amplificacion viral en las biopsias de CU
(65,2%) que en EC (38,2%), tanto la presencia de un unico virus como de
coamplificaciones de dos o de tres.

La mediana de tiempo de ingreso hospitalario para los pacientes sin presencia
molecular de virus en las biopsias era de cero dias (la mayoria no ingresaban y se
trataba de biopsias realizadas de manera programada y sin complicaciones)
mientras que para los pacientes con CMV fue de 16 dias.



La media de dias de estancia para los pacientes negativos en el analisis para
virus fue de 7,12 dias y para los pacientes con CMV fue de 20,26 dias. El percentil
75 fue de 12,50 dias para los pacientes sin virus y 34,50 dias para los pacientes
con CMV (p< 0,05).

De los 102 pacientes nueve fueron intervenidos quirurgicamente mediante
colectomia total. Observamos que los pacientes cuyas biopsias presentaban
amplificacion de CMV sufrian mayores porcentajes de colectomia (12,1%) en
relacion a los otros tipos de virus de la familia herpes (9,4%) y sobre todo en
relacion a los pacientes sin amplificacion viral (5,4%). De las nueve colectomias
totales cuatro resultaron positivas para CMV por pruebas moleculares en el tejido
resecado. No son datos estadisticamente significativos probablemente debido a la

escasez de pacientes en ambos grupos.

Al relacionar las biopsias con positividad para CMV por PCR con el tratamiento
recibido para su Ell, observamos que de las 52 biopsias evaluables con positividad
para CMV un 46,15% correspondian a episodios asociados a tratamiento con
azatioprina, es decir, aquéllos pacientes que tomaban azatioprina tenian mayor
presencia de positividad molecular para CMV es sus biopsias. Ademas existian
diferencias si comparabamos el grupo que tomaba azatioprina (35,8%) respecto al
que tomaba farmacos anti-TNF (16,7%). Este dato no era estadisticamente
significativo (p> 0,05) probablemente debido al escaso numero de pacientes
analizados (n=20). Por otro lado, la mayoria de las casos asociados a HHVG6
estaban relacionados asimismo con la toma de azatioprina (47,05%).

La PCR cuantitativa a tiempo real demostr6 una tasa de positividad menor que
la PCR semicuantitativa, sin que existieran diferencias en el analisis de curvas
COR entre ambas técnicas en cuanto a prediccion de un peor comportamiento

clinico.

El analisis morfologico revel6 que el porcentaje de células en apoptosis en las
biopsias positivas para VEB por PCR fue del 67,5% frente a las biopsias negativas
para el mismo que fue del 33,6,% (p< 0,05). El porcentaje de células en apoptosis
en las biopsias con presencia de CMV por PCR fue mucho mayor (71,4%) que en
la encontrada en las biopsias sin CMV (39,1%) (p< 0,05). No existieron diferencias

entre la aparicion de vasculitis y apoptosis al agrupar a los pacientes por tipo de



tratamiento recibido con lo que las diferencias observadas podrian

corresponder a la presencia de amplificacion viral.

Sélo una de las biopsias mostré inclusiones clasicas de CMV, demostradas a

su vez por IHQ.

CONCLUSIONES

1.

No hemos encontrado amplificacion para ningun virus mediante pruebas
moleculares en muestras de tejido intestinal de pacientes sin Ell y si en un

60,6% de pacientes con ElI.

El CMV presenté amplificacién en la PCR semicuantitativa en el 26,4% de las
biopsias. Fue mas frecuente encontrar amplificacion viral en las biopsias de CU
(65,2%) que en EC (38,2%).

Existi6 una tendencia no significativa estadisticamente a que el tiempo de
estancia hospitalaria fuera mayor en los pacientes con presencia de ADN de
CMV detectada por PCR semicuantitativa.

El porcentaje de pacientes que preciso tratamiento quirurgico en forma de
colectomia, en los enfermos con positividad para el CMV en algun momento de
su evoluciéon fue del 12% frente al 5,4% de los pacientes que no mostraron

amplificacion para ningun tipo viral.

Los pacientes en tratamiento con azatioprina tuvieron mayor tendencia a
presentar amplificacion de CMV en sus biopsias. Sin embargo, los pacientes
que incorporaron anti-TNF mostraron una menor proporcién de biopsias con

positividad para CMV.

El tratamiento antiviral con valganciclovir en los casos en los que éste se
practicO no disminuyé los niveles de absorbancia del CMV de forma

significativamente diferente a los pacientes que no recibieron tratamiento.

Las biopsias con positividad molecular para CMV y VEB mostraron mayores
indices de apoptosis frente a las biopsias negativas para virus por PCR

semicuantitativa.

Las técnicas de inmunohistoquimica e ISH no resultaron de utilidad al no
detectar mas que un caso de positividad para CMV.
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Introduccion

La enfermedad inflamatoria intestinal agrupa a un grupo de enfermedades que
cursan con inflamacién del tubo digestivo pero, en la practica clinica, se hace
referencia a la colitis ulcerosa, a la enfermedad de Crohn y a la colitis

indeterminada.

La colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn son enfermedades de etiologia
desconocida y numerosos factores han sido considerados responsables de la
patogenia de la enfermedad: inmunoldgicos (Stange, 2008 y Baumgart, 2007),
dietéticos (Bianchi, 2007), vasculares (Hawthorne, 1992) y virales (Meuwissen, 2000
y Stack, 1999). En resumen, se supone que un factor iniciador, como un antigeno
microbiano, provocaria en la mucosa del tubo digestivo una respuesta inflamatoria
prolongada, grave y de forma inapropiada en individuos predispuestos de forma
genética (Hugot, 2001 y Ogura, 2001). Esta respuesta seria amplificada

perpetuandose en el tiempo y confiriendo a ambas entidades un caracter cronico.

En el curso clinico de la enfermedad inflamatoria intestinal, existe la alternancia
de periodos de actividad, de variable gravedad, denominados recidivas o brotes, con
periodos de quiescencia o inactividad, llamados fases de remision. Se define
recurrencia como la reaparicidon de nueva enfermedad macroscoépica después de

una reseccion quirurgica “curativa”.

Una de las respuestas mas frecuentes tras someter a los pacientes a
cuestionarios sobre calidad de vida es el hecho de tener una enfermedad de causa
desconocida y curso impredecible, asi como la frustracion ante su naturaleza
cronica. El concepto de cronicidad esta también asociado a la tasa de refractariedad
al tratamiento médico, la posibilidad de progresién en su extensiéon anatomica y en

la alta tasa de recidiva postquirurgica.

Aproximadamente la mitad de los pacientes presentan episodios de recidiva
cada ano. Aunque los principios y bases generales del tratamiento farmacolégico
son similares, su tratamiento quirurgico difiere en cada una de las enfermedades.
Sélo un 5-10% de pacientes con colitis ulcerosa precisan colectomia, en cambio, el
50% de pacientes con enfermedad de Crohn son operados durante los primeros
diez afios del curso de su enfermedad. La proctocolectomia en la colitis ulcerosa es

curativa pero conlleva una morbilidad (30%) y discapacidad considerables. La
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Introduccion

cirugia de la enfermedad de Crohn no es curativa, la recidiva o la reaparicion de
sintomas clinicos es del 40% a los cuatro afos de la reseccién quirurgica y la
recurrencia anatdmica (endoscopica o radiolégica) a los cuatro afos es del 90%.
También es distinta la incidencia del cancer de colon en la colitis ulcerosa y la
enfermedad de Crohn.

Los datos anteriormente citados demuestran la importancia del diagnostico
diferencial entre colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn, y los criterios utilizados
para su diagnostico se basan fundamentalmente en sus distintas caracteristicas

endoscopicas, radioldgicas e histoldgicas (Lennard-Jones, 1989).

1.1 EPIDEMIOLOGIA Y FACTORES DE RIESGO

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA DESCRIPTIVA
* Incidencia y prevalencia

Las tasas de incidencia de la Ell han sufrido un notable incremento en todos los
paises mas desarrollados, estabilizandose desde los afos 80, entre 10-15
casos/1000.000/ afio (Maté, 1994) y la alta incidencia en paises del norte de Europa

en relacion a los paises meridionales.
* Edad

La edad en el momento del diagndstico y la edad del primer sintoma, son ambas
reproductibles y relevantes en relacién a la evoluciéon de esta enfermedad. Por
consenso de la reunion de Viena 1998 (Gasche, 2000), se utiliza sélo la edad al
diagnostico y se subdividen los grupos de edad en = 40 afios y < 40 afos. Los
grupos de trabajo que han repetido el mismo estudio epidemioldgico en diferentes
periodos de tiempo, como el de Ruiz Ochoa, 1998, observan un adelanto de la edad
del diagndstico, sin especificar si también se relaciona con adelanto de la edad del
primer sintoma. Como refiere Maté esta anticipacién en la edad del diagndstico, sélo
es significativa para la EC (Maté, 1994).
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Introduccion

e Sexo

En la bibliografia se refiere que en zonas de alta incidencia la CU es mas
frecuente en varones y la EC es mas frecuente en mujeres, presentando una
relacion inversa en paises de baja incidencia (Gower Rousseau, 1994). La
distribucion de la incidencia por sexos es mayor entre los varones en el estudio de
Brullet, 1998 y similar al estudio Europeo de Shivanda, 1996. En nuestra area Saro,
1999 y Saro, 2001, no han encontrado diferencias significativas en la distribucion
por sexos, incluso en la comparacion por grupos de edad.

* Ell y cancer colorrectal

Se acepta que el riesgo de padecer cancer colorrectal (CCR) a lo largo de la
evolucion en la CU es mas elevado que en la poblacion general. En las diferentes
publicaciones, el riesgo acumulado de cancer oscila entre el 8-43%, durante un
tiempo de seguimiento de 25-35 anos. Este riesgo es muy superior al de la
poblacion general. El riesgo aumenta a medida que aumentan los afios de evolucion
de la enfermedad (aparece después de los 8-10 afos y se incrementa de 0,5 a
1,0%/ano), a mayor extension y mayor numero de episodios de actividad de la
misma. Sin embargo, en los mas recientes estudios, parece que este riesgo ha
disminuido, y esta disminucién se atribuye al uso de antiinflamatorios en el
tratamiento de la CU, como hipétesis mas aceptada. Un estudio realizado en
nuestro pais (Saro, 1999), sugiere que la frecuencia de CCR a lo largo de la
evolucion en la Ell es mas elevado que entre la poblacion general, sin diferencias
entre la CU y la EC.

* Razay area geografica

La variacion de la incidencia de la Ell en las distintas areas geograficas ha
llevado a realizar numerosos estudios de investigacién para descubrir sus causas.
Para unos se debe a causas ambientales y para otros causas genético-étnicas. Se
han descrito dos etnias con comportamiento antagonico: la raza negra con una
incidencia minima (Mayberry, 1984) y la raza judia con elevada incidencia. Estudios
epidemioldgicos realizados en diversos paises, encontraron que el riesgo de Ell en
la poblacion judia inmigrante, estaba aumentada 3-4 veces en relacién con la
poblacidn nativa. Posteriores trabajos en Israel, demostraron que la incidencia en

los judios nacidos en Europa o en los EEUU era el doble que los nacidos en Asia,
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Introduccion

Africa o Israel. Estos hallazgos fueron interpretados como una mayor predisposicion
en la etnia judia Ashkenazi, posiblemente genética, a padecer Ell y a un marcado
efecto de los factores ambientales (Gilat, 1986).

» Agregacion familiar

Los estudios de agregacion familiar indican alta incidencia de familiares con la
Ell. El riesgo para familiares consanguineos es 30 veces mayor (entre el 15y 50%).
Entre el 10-20% de los enfermos tiene antecedentes de Ell entre sus familiares.
Estas cifras son muy variables dependiendo del pais investigado, con las cifras mas
bajas en ltalia (2%) y las mas altas entre los judios Ashkenazi de Pensilvania
(incluyendo los emigrados) y no asi entre los judios de Israel. Por ello, se admite
que la historia familiar de Ell es el factor de riesgo conocido mas importante.

* Factores genéticos

De los diferentes estudios étnicos y familiares, y mas recientemente, de las
investigaciones de biologia molecular en el hombre y en el animal de
experimentacion, se ha inferido la existencia de un origen genético o al menos una
predisposicidn hereditaria, para desarrollar este grupo de enfermedades. El sistema
a través del cual la Ell parece ser hereditaria, continua siendo desconocido, aunque
se describe como una herencia no mendeliana. La estrategia de investigacion
genética se encamina a estudiar zonas coincidentes en los cromosomas de
familiares afectos (asi se han identificado los cromosomas 12 y 16) y estudio de los
genes implicados en la regulacion de la inflamacion (HLA, TNF, etc.). Los resultados
de los diferentes estudios con estos marcadores son heterogéneos y presentan gran
variabilidad en los distintos grupos poblacionales, por lo que no parece que puedan
extraerse, de momento, resultados concluyentes (Kobayashi, 1990 y Toyoda, 1993).

1.1.2. FACTORES EXTRINSECOS
» Ambito poblacional

Clasicamente, la CU y la EC son enfermedades asociadas a niveles
socioculturales elevados y areas urbanas e industrializadas. No hay estudios
actualizados si esta situacion esta influenciada por factores ambientales que
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coinciden en estas areas, o0 mas bien tienen relacién con un mayor nivel econémico-

cultural.
e Tabaco

Se ha especulado mucho sobre el habito de fumar y la Ell. Su efecto parece
estar ligado a la nicotina. Las primeras observaciones que relacionan el uso del
tabaco y la Ell, se descubren al constatar que la CU es mas frecuente en la
poblacién de no fumadores (Harries, 1982). Posteriores estudios caso-control
confirman estos hallazgos, encontrando en los fumadores un riesgo relativo (RR) de
0,26 para padecer CU en contraposicion con un RR de 3,5 para la EC (Logan,
1986). Lindberg encontré un RR de 1 en los no fumadores, de 0,6 en fumadores y
de 2,5 en exfumadores, alcanzando un RR de 4,4 en los fumadores de mas de 11
cigarrillos/dia (Lindberg, 1988). Otros autores escriben como efecto beneficioso para
la CU (Calkins, 1989). A la vista de estos datos, parece probado que el dejar de
fumar puede desencadenar un primer brote de CU, que el tabaco tiene un efecto
protector para la CU activa y posiblemente para el mantenimiento de la remisién. En
los nifios expuestos al humo de tabaco, parece haber un efecto de proteccion segun
otros autores (Sandler, 1992). Sin embargo, los estudios terapéuticos con nicotina,
via oral o en parches, no han aportado los resultados beneficiosos esperados. Se

desconoce el papel que juega la ansiedad del fumador.

En la EC, el tabaco es el mayor factor de riesgo extrinseco conocido,
aumentando la frecuencia por lo menos al doble, en relacidén con los no fumadores y
hasta cinco veces mas en las mujeres fumadoras (Rhodes, 1994). Para la EC, el
habito de fumar provoca un efecto prejudicial tanto en el desarrollo de la
enfermedad como en su evolucidon, marcando un peor pronostico en esta

enfermedad (Spanish Group, 1999).
* Anticonceptivos orales

El uso de anticonceptivos orales como factor predictivo es mas controvertido. En
el estudio prospectivo, randomizado y controlado de Timer, 1998, se asocia con un
incremento del riesgo de recidiva en los pacientes con EC. Por el contrario, el
estudio de Cosnes, 1998 se concluye que el uso de contraceptivos orales no tiene
efecto en el grado de actividad de la EC y en el meta-analisis de Godet, 1995, que
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analiza 15 estudios, concluye que el uso de anticonceptivos se asocia con muy

discreto riesgo de desarrollar tanto EC como CU.

En el estudio caso-control randomizado de Boyco, 1994, que empareja los casos
por edades, evaluan los efectos del uso de anticonceptivos orales en CU y el riesgo
en la EC, el riesgo de CU tiende a se mas alto entre los consumidores de
estrogenos a dosis altas, mientras que el riesgo para la EC fue independiente de la
dosis de estrogenos.

¢ Antiinflamatorios no esteroideos

En diferentes publicaciones como la de Davies, 1995, se ha sugerido un papel
inductor de Ell asociado al consumo de antiinflamatorios no esteroideos (AINES).
Igualmente, se ha asociado con la recidiva de Ell.

¢ Dieta

Se ha intentado implicar diversos tipos de alimentacion en la patogenia de la
enfermedad, sugiriendo que las poblaciones que consumen mas hidratos de
carbono refinados y “comidas rapidas” tienen mayor riesgo de padecer EC, mientras
que la alimentacion rica en fibra tiene un efecto protector (Persson, 1993). También
se ha relacionado el reciclaje de aceite y el uso de diferentes tipos de aceites
implicados en la cadena del acido araquidonico, como posibles causantes de la CU (
Chuanh, 1992). Otros autores tras sus investigaciones, mas bien concluyen en la
dificultad de relacionar tipos de comida rapida con este grupo de enfermedades y
valoran la posibilidad de que estén influyendo otros factores desconocidos de la
‘vida moderna” (Russel, 1998). De momento, ninguno de los estudios es

concluyente.
* Infecciones infantiles y perinatales

El papel de diferentes agentes infecciosos de la etiologia de la Ell esta sujeto a
controversia, sugiriéndose que su efecto seria de activador del proceso de base
(Mayberry, 1984). Mycobacterium paratuberculosis, citomegalovirus, RNA virus,

rotavirus han sido los agentes mas discutidos.

En el estudio de Wurzelmann, 1994, disefhado para valorar la relacién de las
enfermedades infecciosas durante la infancia y mas especificamente la faringitis,

concluyen que la EC se asocia con infecciones en la infancia, asi como faringitis,
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uso excesivo de antibidticos y amigdalectomia (que implica amigdalitis de
repeticion). La lactancia materna parece ofrecer una proteccion para padecer Ell,
estimulando el crecimiento y desarrollo de la mucosa intestinal y elevando los
niveles de IgA. Parece que los procesos inflamatorios-infecciosos perinatales
favorecen la aparicion posterior de Ell. La CU también se asocia con infecciones en
general.

* Apendicectomia y amigdalectomia

El grupo de Rutgeers, 1994, investigando entre los antecedentes de los
pacientes con CU con el habito de recoger habitos dietéticos, encuentra muy pocos
apendicectomizados. En base a este dato, inician un estudio caso control en el que
s6lo aparece un caso previamente apendicectomizado entre los 174 pacientes con
CU (0,6%) frente a 25 (4%) en los controles. Esta diferencia resulta
estadisticamente significativa, lo que les hace concluir que la apendicectomia seria
un factor protector en el caso de la CU. Posteriores estudios llegan a conclusiones
similares, pensando que el apéndice puede representar un factor de riesgo en la CU
debido a su papel en el sistema inmunoldgico intestinal (Russel, 1997 y Logan,
1995). En la CU se presentan menos episodios de apendicitis que en los controles,
mientras que en la EC no existe diferencia (Smithson, 1995), por lo que Russel,
1998, en su amplio estudio caso-control, demuestra que las apendicetomias previas,
en esta enfermedad, probablemente se debian a un falso diagndstico de apendicitis
en una EC no diagnosticada.

Pensando que la amigdalectomia, al igual que la apendicetomia, supone una
extirpacion de un organo del sistema linfoide intestinal, se investigd su posible
relacion con Ell. Los resultados no son concluyentes, aunque se describe que la
amigdalectomia modifica favorablemente el curso de la EC (menos recidivas),
menos extension y menos gravedad (Logan, 1995; Sminthson, 1995 y Pérez-
Miranda, 1994).

1.1.3. FACTORES DE RIESGO

Numerosos estudios epidemiolégicos, han buscado factores intrinsecos y
ambientales que se correlacionen con la aparicion de Ell en grupos de poblacion.
Algunos de estos factores se han definido, por su alta asociacién, como grupos de
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riesgo de padecer enfermedad, muchos de los cuales no estan avalados por
estudios que demuestren fuerte evidencia, precisandose por tanto nuevos trabajos
con una metodologia uniforme, multicéntricos que abarquen a un conjunto de
poblacidén suficiente. Se consideran factores de riesgo aceptados: antecedentes
familiares de EC o CU, asociacion con espondilitis anquilopoyética HLA B27+, y
como ya he comentado previamente el habito de fumar para la EC, infecciones
perinatales y el uso de anticonceptivos orales en la CU. El papel protector de la
apendicectomia en la CU no es concluyente y en la EC se precisan mas estudios
para determinar prediccion positiva. Otros factores como alto nivel de higiene, dieta
con grasas recicladas, dietas con azucares refinados y dietas pobres en fibra, no
han podido demostrar una asociacion evidente.

1.2. COLITIS ULCEROSA

1.2.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

La CU es una enfermedad crénica con brotes que tiene predilecciéon por
adolescentes y adultos jovenes, aunque con un segundo pico entre los hombres de
mediana edad. La incidencia anual de la CU en el Norte de América y Europa se
situa entre el 4-20 por 100.000 individuos (Fiocchi, 1998). La incidencia de CU
parece haberse establecido en las dos ultimas décadas y parece no aumentar, a
diferencia de la EC. De hecho, se ha estimado que aproximadamente el 1% de la

poblacién de los Estados Unidos y Europea desarrollaran CU.

1.2.2 CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

En términos generales, la CU envuelve el recto y contiguamente el colon.
Aunque algunos casos solo afectan al recto (proctitis), otros afectan a todo el colon
(pancolitis). La mucosa a menudo tiene un aspecto hemorragico o granular, y el

aspecto macroscopico depende en parte de la actividad de la enfermedad.
* Inflamacion

La CU es un proceso predominantemente linfoplasmocitario. Esta inflamacién
linfoplasmocitaria, densa y homogénea se expande y engruesa la lamina propia y
produce una superficie irregular (Le Berre, 1998 y Schumacher, 1993). Todas las
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biopsias de la misma area colorrectal tienen una apariencia similar, una densidad
uniforme de inflamacion linfoplasmocitaria. La densidad de la células plasmaticas es

mayor en la region basal de la lamina propia (plasmocitosis basal).

Los neutrdfilos pueden estar en la lamina propia o pueden acusar dafio activo de
las criptas (criptitis) o formar abscesos de criptas. La ruptura de criptas puede
producir agregados de histiocitos y escasas células gigantes, formando granulomas.
Estos no deben hacernos confundir con los granulomas de la enfermedad de Crohn.

Fig. 1. Colitis Ulcerosa activa.

* Dainio de las criptas y distorsion arquitectural

El signo histologico de la CU es la distorsion arquitectural de las criptas,
caracterizado por distribucion irregular, criptas ramificadas y acortamiento focal de
las criptas (Ridell, 1975). Estas dos ultimas son manifestaciones morfologicas de la
regeneracion de criptas. La mayoria de pacientes con CU tienen varias semanas de
minimos sintomas en las cuales la lamina propia esta inflamada, numerosas células
plasmaticas estan concentradas en la lamina propia y se produce dafio importante
de las criptas con regeneracion. Generalmente, se considera la distorsion

arquitectural el criterio necesario para el diagndstico de colitis cronica.
* Distribucion de la enfermedad

Histolégicamente, el recto es anormal en la mayoria de los casos con distorsion
arquitectural de las criptas y actividad moderada (Markowitz, 1993). La CU limitada
al recto se denomina proctitis ulcerosa. Se cree que esta enfermedad es menos

severa y que tiene menores tasa de displasia y adenocarcinoma que las pancolitis
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ulcerosas (Meucci, 2000 y Toyoda, 2000). Histologicamente, la proctitis ulcerosa es
idéntica a la CU tipica.

* Fase de resolucion

La mayoria de los pacientes entran en fase de resolucion con disminucién de la
actividad y la sintomatologia tras un episodio de colitis activa; esta fase
morfolégicamente se caracteriza por disminucion de la actividad y del dafo de las
criptas con regeneracion de criptas seguida de reestructuraciéon de criptas. Los
neutréfilos y el dafio de criptas acompafnante disminuye y produce un aspecto
parcheado. Los linfocitos y células plasmaticas persisten y son los ultimos en
abandonar la mucosa. La mucina aparece poco a poco, primero en células
cuboidales y después en las células caliciformes. Pasado un tiempo, las células
caliciformes pueden ser numerosas. La ramificacion de criptas y el acortamiento
focal son generalmente prominentes durante la fase temprana de resolucion. Las
células de Paneth metaplasicas aparecen en las bases de las criptas regeneradas
desde la mucosa distal hasta la flexura hepatica. Por ello, junto con la distorsion
arquitectural de criptas y las plasmocitosis basal, la metaplasia de células de Paneth
puede emplearse como marcador morfolégico de lesidn previa significativa de
criptas (colitis crénica). Algunos pacientes desarrollan foliculos linfoides prominentes
que son mas numerosos en el colon distal y recto, proctitis folicular (Flejou, 1988 y
Bogomeletz, 1991). La proctitis folicular parece identificar un subgrupo de pacientes
con un prondstico menos favorable a tratamiento meédico (Flejou, 1988).

¢ Colitis ulcerosa cronica

El periodo de resolucion de la disminucion de la actividad dura desde varios
meses en la mayoria de los pacientes y cambian de forma imperceptible a la forma
cronica de la enfermedad.

La distorsién arquitectural de las criptas marca una colitis activa previa. La
velocidad a la que esto ocurre varia. Pacientes con moderada colitis activa de corta
duracidn poseen una arquitectura normal de la mucosa meses después del
episodio. El paso de la remodelacién de las criptas es lento en la mayoria de los
pacientes; este remodelado puede ocurrir en afios o décadas. Ademas, estos
pacientes pueden sufrir episodios activos de colitis o persistentes que enlentecen el

remodelado. Algunos pacientes no tienen una completa remisién de la enfermedad y
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poseen una colitis cronica minimamente activa. La mayoria de estos pacientes
reciben tratamiento médico. La morfologia es generalmente una colitis parcheada
con regiones de actividad separadas por areas de inactividad.

1.3 ENFERMEDAD DE CROHN

1.3.1 CARACTERISTICAS CLINICAS

La EC fue descrita hace mas de tres siglos, pero Crohn, Ginzberg y
Oppenheimer son los que hicieron una descripcion moderna de la EC en 1932
(Crohn, 1932). La EC puede afectar a cualquier porcion del tracto gastrointestinal
superior o inferior. Aproximadamente el 30-40% de los pacientes tienen soélo
afectacion del intestino delgado, el 30-40% tienen afectacion del ileo-colon y
solamente el 10-20% tienen afectacion exclusiva del colon. La EC puede ser
clasificada por su comportamiento clinico/patron de la enfermedad que incluye
inflamacion, fistula o enfermedad fibroestenosante. El patron de la enfermedad

determina el signo, sintomas y complicaciones.

La mayoria de los pacientes con EC lo presentan entre la segunda y cuarta
década de la vida, aunque hay un pequefio pico entre la quinta y séptima década de
la vida. Aunque la EC puede afectar a todas las razas, la EC es claramente mas
prevalente entre los blancos Norteamericanos, los del Norte de Europa, los
Ashkenazis judios, los escandinavos y los galeses.

La causa de EC es desconocida pero parece que se debe a un conjunto de
factores ambientales, anormalidades en la regulacion inmune y la predisposicion
genética. Al contrario que los enfermos de CU, el tabaco es un factor de riesgo
independiente para la clinica, la cirugia y las recurrencias endoscopicas; también
influye la actividad de la enfermedad después de la cirugia (Fiocchi, 1984 y
Somerville, 1984). Las dietas también pueden jugar un papel importante; las
deficiencias de Zinc estan asociadas con disfunciones inmunolégicas en pacientes
con EC, y algunos datos sugieren que la dieta elemental puede mejorar la EC
reduciendo la permeabilidad intestinal (Teahon, 1991).
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También se ha propuesto para la EC una causa infecciosa, y aunque métodos
tradicionales han fracasado para detectar un patégeno especifico, técnicas
moleculares han detectado Mycobacterium paratuberculosis en el tejido de algunos
pacientes con EC (Lamps, 2003).

Los factores genéticos son claramente importantes en la predisposicion de los
individuos a la EC. Los estudios han encontrado un riesgo mayor y una mayor tasa
de concordancia de gemelos monocigotos comparado a gemelos dicigoticos
(Orholm, 1991 y Tysk, 1988). Aunque los resultados no son constantes y varia con
la poblacién estudiada, numerosos estudios han encontrado tanto asociacion
positiva como negativa entre antigeno HLA y el desarrollo de la EC (Toyoda, 1993 y
Nakajima, 1995). Mas recientemente, polimorfismos en NOD2 (CARD15), un gen
aislado en el cromosoma 16, ha sido asociado con susceptibilidad con EC (Hugot,
1996; Ohmen, 1996; Brant, 1998), en particular en aquellos con comienzo temprano
de la enfermedad y enfermedad severa (Brant, 2000).

1.3.2 CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

En el examen macroscopico, las piezas de colectomia de EC muestran escasa
afectacion del recto con enfermedad segmentaria con extension variable de la
mucosa y pared del colon. Las ulceras estan presentes a menudo con areas
edematosas con areas de mucosa normal histologicamente entre ellas, lo que le da
un aspecto de mucosa en empedrado. Se pueden observar fisuras, tractos fistulosos
y abscesos murales o pericolonicos.

Fig. 2. Enfermedad de Crohn.
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Histologicamente, como se aprecia en el analisis macroscopico, la EC muestra
areas segmentarias de colitis separadas de areas de colon intactas. Por lo que a
menudo hace su diagnostico dificil, ya que se observan alteraciones no especificas

en estos segmentos.
* Inflamacion

La EC puede presentar un proceso mixto, o puede estar compuesto

predominantemente de linfocitos y células plasmaticas, neutréfilos o granulomas.
* Linfocitos y células plasmaticas

La heterogenidad en la densidad y distribucion de la inflamacién
linfoplasmocitaria es un dato morfolégico clave en la EC. La mucosa adyacente a
esta inflamacion puede ser normal y a veces estan separados por areas de mucosa

edematosa.
¢ Neutréfilos

Los neutréfilos en la EC son focales y poco uniformes. Pueden estar mezclados
con la inflamacién linfoplasmocitaria o ser, por otra parte, la célula predominante en
la mucosa normal. En este ultimo caso, se situan en la lamina propia basal,

alrededor de las criptas.
* Granulomas

Hay dos tipos de granulomas en la EC. Pequefias agrupaciones de histiocitos
ordenados alrededor de las criptas, llamados microgranulomas pericriptales
(Rotterdam, 1977). En la EC tipica, los granulomas de alrededor de las criptas estan
mezcladas con la inflamacion linfoplasmocitaria y escasos neutrofilos. Con
seriaciones seguidas de este proceso inflamatorio podemos encontrar estos
microgranulomas pericriptales (Surawicz, 1981; Kuramoto, 1987; Petri, 1982). Estos
microgranulomas deben de ser distinguidos de los granulomas de mucina que se
forman al lado de las criptas rotas. Estos granulomas de mucina no tienen
importancia diagndstica ya que pueden ser visto en CU y otras colitis. Los
granulomas asociados a la EC son mas pequeios y tienen bordes bien afilados que

los granulomas de mucina.

Los granulomas necrotizantes, bien formados, se situan habitualmente en la

submucosa pero ocasionalmente se pueden ver en la mucosa.
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» Ulceras y lesion en las criptas

De forma tipica, una o varias criptas lesionadas e inflamadas con deplecién focal
de mucina estan situadas adyacentes a criptas normales. Las criptas lesionadas
estan focalmente infiltradas por neutrdfilos, y la deplecion de mucina esta limitada a
las células epiteliales justo al lado de la lesién de la cripta.

* Distorsion y desorden arquitectural de las criptas

Areas de la lamina propia con inflamacion, edema, Ulceras aftosas, y dafio focal
de las criptas produce una distribucion irregular de las criptas en la lamina propia. La
lesion de criptas a lo largo del tiempo puede producir ramificacion de las criptas y
acortamiento de las mismas, y esta distorsidon arquitectural es un indicativo de
cronicidad. Al igual que la CU, la EC solo debe de diagnosticarse de EC cronica
cuando se observa metaplasia y distorsion arquitectural.

1.4 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE EC Y CU

A continuacion (tabla 1) se detallan las diferencias diagnosticas histolégicas
entre la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn.

TABLA 1. DIFERENCIAS MICROSCOPICAS ENTRE LACU Y EC

Colitis ulcerosa Enfermedad de Crohn

Enfermedad difusa Enfermedad segmentaria

Afecta al recto Afectacion rectal variable

Empeoramiento distal Severidad variable

No fisuras Fisuras y trayectos fistulosos

No agregados transmurales Agregados transmurales

No afecta al ileon Afectacion tracto gastrointestinal superior
Menos granulomas Granulomas
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1.5 TRATAMIENTO

La evaluacion clinica y analitica nos permite valorar la gravedad del brote de
actividad y, por tanto, decidir sobre la necesidad de ingreso hospitalario y el

tratamiento a instaurar.

Valoracion clinica: anamnesis detallada acerca de la sintomatologia; numero,
aspecto y consistencia de las deposiciones, existencia de clinica rectal (tenesmo,
urgencia, esputo rectal), existencia y caracteristicas del dolor abdominal, sintomas
sistémicos (fiebre, astenia, anorexia, pérdida de peso, aparicion de manifestaciones

extraintestinales).

La exploracion fisica: debe incluir siempre constantes vitales, inspeccion general
(especial atencidon a piel y articulaciones), palpacion abdominal (signos de
peritonismo, masas), auscultacion cardiorrespiratoria y abdominal y tacto rectal e

inspeccion de la region perianal.

Valoracion analitica: sera suficiente un hemograma con féormula leucocitaria,
ionograma, albumina sérica y reactantes de fase aguda (fundamentalmente proteina
C reactiva, si bien la VSG, es necesaria para el calculo de alguno de los indices de

actividad).
Consideraciones generales sobre exploraciones complementarias:

Estudios microbiolégicos: es aconsejable la realizacion de coprocultivos v,
especialmente, determinacion de toxina de C. (difficile en heces
(independientemente de que haya recibido tratamiento antibi6tico) en los pacientes
que presentan brotes graves o brotes de actividad de la Ell con evolucién térpida. La
determinacidn de parasitos en heces en nuestro medio unicamente debe realizarse
en el debut de la Ell.

Rx abdomen simple: debe realizarse en todo paciente con Ell que ingrese por
brote de actividad o complicaciones relacionadas. En el caso de Ell en brote grave
con afectacion extensa de colon, se aconseja su realizacion cada 24-48 horas.

Rx torax: debe disponerse de ella como prevision de un potencial tratamiento

con agentes anti-TNF.
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Colonoscopia: contraindicada en brotes graves de enfermedad cdlica (riesgo de
megacolon/perforacion). La realizacion de rectosigmoidoscopia con biopsias puede
ser util para descartar sobreinfeccién por CMV en los casos de CU. EnteroRM,
enteroTC: no existen contraindicaciones especificas. En caso de obstruccién

intestinal no debe administrarse contraste oral.

Transito intestinal: contraindicado ante sospecha de estenosis cdlica, dado el
riesgo de impactacion del contraste baritado.

1.5.1 MEDIDAS GENERALES

Anticoagulacion profilactica: la elevada incidencia y mortalidad asociada de
enfermedad tromboembodlica en los pacientes con Ell en brote de actividad, justifica
el empleo de anticoagulacién profilactica al menos en brotes graves o brotes leve-
moderados asociados a otros factores de riesgo para trombosis venosa

(inmovilizacion, obesidad,...).

Antibioterapia: indicada en caso de infecciones intestinales (Salmonella,
Shigella, Clostridium difficile...). Como la propia afectacion intestinal, puede actuar
como origen de sepsis, y aunque la propia Ell puede cursar con fiebre, se aconseja
cobertura antibidtica de bacilos gramm negativos y gérmenes anaerobios en caso
de brote de actividad con fiebre y hemograma séptico sin otra focalidad infecciosa.

La antibioterapia no aumenta la eficacia del tratamiento especifico de la Ell.

1.5.2 MEDIDAS NUTRICIONALES

La Ell comporta un aumento del catabolismo y de las pérdidas proteicas, asi
como, en ocasiones, anorexia 0 malabsorcion intestinal. Todo ello se traduce en un
aumento de los requerimientos energéticos y una elevada incidencia de malnutricion
energético-proteica, mas acentuada en pacientes hospitalizados y especialmente en
la enfermedad de Crohn. Por esta razén, debe valorarse el soporte nutricional en
todo paciente con Ell activa. Es imprescindible la valoracion del estado nutricional
(albumina sérica, parametros antropométricos). En caso de que no exista
malnutricién, podremos optar por dieta oral convencional, nutricion enteral o

parenteral, dependiendo de la gravedad del brote de actividad, tolerancia digestiva y
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caracteristicas del paciente. Por otra parte, es necesario recordar que la nutricién
enteral puede tener un efecto terapéutico primario sobre la enfermedad de Crohn
activa, especialmente en pacientes pediatricos.

* Suplementacioén con minerales y oligoelementos

Potasio. Es frecuente la aparicidon de hipopotasemia en el contexto de brotes de

actividad grave en pacientes con afectacion cdlica extensa.

Magnesio. Deben determinarse sus niveles en todo paciente que vaya a ser tratado
con ciclosporina y suplementarse si procede, ya que su déficit aumenta el riesgo de

crisis comicial.

Folatos. Su suplementacion de forma sistematica esta indicada en caso de
tratamiento a largo plazo con salazopirina o metotrexato. Dada su igual eficacia, es
preferible el uso de acido folico al de acido folinico por su menor coste econémico.

Calcio y vitamina D. Debe administrarse en todo paciente que deba seguir
tratamiento con esteroides sistémicos durante un periodo minimo de 2-3 meses,

para prevenir la pérdida de masa 0sea asociada al tratamiento.

Cobalamina. Su suplementacion esta indicada siempre en caso de resecciones
ileales amplias o afectacion amplia del ileon terminal. Deben determinarse sus

niveles en caso de enfermedad ileal y proceder en consecuencia.

Hierro. En el caso de la anemia ferropénica (la forma mas comun de anemia en la
Ell), la administracion de hierro (Fe) puede hacerse por via oral o endovenosa. En
situacion de ferropenia sin anemia no existe consenso sobre la necesidad de iniciar
tratamiento, pero deberan siempre tenerse en cuenta la patologia concomitante, el
curso previo y la situacion actual de la Ell, entre otros aspectos. En casos de
anemia leve (Hb > 10 g/dl) puede utilizarse Fe oral a dosis diarias maximas de 100
mg de hierro elemental (dosis superiores no son absorbidas y pueden limitar la
tolerancia). En estas circunstancias, niveles de ferritina>100 pg/l indican depdsitos
adecuados de hierro. En caso de intolerancia a Fe oral, falta de respuesta al mismo
o anemia importante (Hb <10g/dl), debe optarse por la administracion de Fe

endovenoso.
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1.5.3 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO
* Aminosalicilatos

Los aminosalicilatos, farmacos que contienen en su estructura molecular la
molécula del acido 5-aminosalicilico (5-ASA o mesalazina) son uno de los
principales agentes en el tratamiento de los pacientes con CU; su posible papel en
la quimioprofilaxis del cancer de colon en los pacientes con Ell y afectacion colonica
ha multiplicado sus indicaciones.

Comercializados en nuestro pais como: Claversal®, Lixacol®, Pentasa®,
Salofalk®.

e Corticoides

Estos farmacos son el principal agente terapéutico ya sea de forma oral o
parenteral en brotes moderados y graves de ambas Ell. Comercializados como:

Dacortin®, Prednisona Alonga®, Urbason®, Proctoesteroid®...
* Antibidticos
Los antibidticos utilizados en la EIl son una quinolona: ciprofloxacino y un

derivado nitroimidazdlico: el metronidazol. Otros antibidticos en experimentacion en

la Ell son la claritromicina y la rifabutina.
* Inmunomoduladores

El 20-30% de los pacientes con EC son refractarios a tratamiento esteroideo
convencional, otro 20-30% desarrollan corticodependencia, y en conjunto, alrededor
del 70% de los pacientes con EC recidivan durante el primer afo. La incidencia de
corticodependencia en los pacientes con CU se desconoce, pero se estima que
podria ser similar al 20-30% descrito para los pacientes con EC. En todos estos
pacientes la primera opcion terapéutica es la utilizacion de farmacos

inmunosupresores.

Actualmente se utilizan en la practica clinica, con indicacion reconocida, cuatro
farmacos inmunomoduladores asi como otros dos farmacos que podrian tener su
papel en el futuro de confirmarse los datos preliminares existentes. Las
caracteristicas de presentacién, dosis recomendada y mecanismo de accion de

estos farmacos los vemos resumidos en la tabla siguiente:
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TABLA 2. INMUNOMODULADORES

PRESENTACION MECANISMO DE ACCION

Azatioprina Inhibicién proliferacién de linfocitos Ty B
Imurel®

Mercaptopurina Inhibicién proliferacién de linfocitos Ty B
Mercaptopurina®

Metotrexato Inhibicion dihidrofolato reductasa: Inhibicion

Metotrexato®, Metojet®

de la sintesis de DNA

Ciclosporina Inhibicion de IL-2, IFN, IL-3, IL-4

Sandimmun Neoral®

Tacrolimus Anti-calcineurina

Prograf® Similar a la ciclosporina

Micofenolato-mofetil Inhibicion de la sintesis de la guanosina.
Cellcept® Inhibicion sintesis DNA.

Agentes bioldgicos y farmacos biotecnologicos

Este término engloba una serie de mecanismos terapéuticos que incluyen la

administracion de:

O

Sustancias biolégicas naturales, tales como productos derivados de la sangre
0 microorganismos muertos, atenuados o vivos (probiéticos).

Péptidos recombinantes o proteinas: hormona de crecimiento, eritropoyetina.
Anticuerpos monoclonales contra sustancias inflamatorias (TNF-q,
integrinas...).

Acidos nucleicos

Desde hace unos anos se ha introducido en el tratamiento de la Ell estos nuevos

agentes terapéuticos con accion antiinflamatoria selectiva con la finalidad de

restablecer una respuesta inmunolégica normal. En Espafia actualmente esta
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autorizado el infliximab y el adalimumab. Infliximab (Remicade®) y adalimumab
(Humira®). Ambos farmacos son anticuerpos monoclonales IgG1 anti-TNF cuyo
mecanismo de accion consiste en la inhibicion del factor de necrosis tumoral (TNF),
potente citocina pro-inflamatoria. Existen dos variables clinicas que aumentan la
eficacia clinica de estos farmacos y son la utilizacibn concomitante de
inmunomoduladores (aunque con datos discordantes en algunos estudios) y el

hecho de no fumar.

1.5.4 INDICACIONES QUIRURGICAS GENERALES DE LA EC

Las indicaciones quirurgicas de la EC siguen siendo mas o menos las mismas
que cuando se hizo su primera descripcion en 1932. Al tratarse de una enfermedad
muy heterogénea en cuanto a localizacion, complicaciones especificas, curso clinico
y recurrencias resulta dificil establecer indicaciones uniformes o generalizadas,

aunque de modo global podriamos resumir en la siguiente tabla:

TABLA 3. INDICACIONES QUIRURGICAS GENERALES EN LA EC

Fracaso del tratamiento médico o intratabilidad
* Respuesta inadecuada
* Complicaciones farmacolégicas
* Corticodependencia
* Corticoresistencia

Complicaciones especificas

* Obstruccion

* Sepsis (absceso)

* Fistula (interna o externa)
* Hemorragia masiva

* Perforaciéon

* Uropatia obstructiva

Prevencion o tratamiento del cancer

Retraso de crecimiento en ninos
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Aproximadamente un 30% de pacientes con CU precisaran cirugia en algun
momento de su vida, y de estos el 50% se operaran dentro de los primeros 10 afios
desde el comienzo de su enfermedad. Gracias al mejor manejo médico y
tratamiento farmacologico de estos pacientes, una gran mayoria (> 90%) se
intervendran de modo electivo.

Asimismo se detallan a continuacion en la tabla las indicaciones del tratamiento

quirurgico de la CU:

TABLA 4. INDICACIONES QUIRURGICAS EN LA CU

Fracaso tratamiento médico
Nunca remision completa

Efectos secundarios farmacolégicos

Cirugia electiva o . . . . .
9 Corticodependencia-corticoresistencia

semielectiva
(>90%)

Brotes agudos frecuentes

Displasia, cancer
Manifestaciones extraintestinales (excepcional)

Retraso de crecimiento en nifios
Brote grave de colitis sin respuesta médica

Megacolon téxico
Cirugia urgente (<10%) Hemorragia masiva
Perforacion

Obstrucciéon (muy rara, excluir cancer)

1.6 LOS VIRUS DE LA FAMILIA HERPES

Los herpes tienen propiedades comunes. Todos ellos son virus DNA con una
capside icosaédrica. Su prevalencia es muy elevada. Difieren en los receptores
celulares y en la lesion inicial. Se acantonan (fase latente) en diferentes tipos

celulares y en determinadas condiciones entran en fase litica.
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1.6.1 CITOMEGALOVIRUS

Es un beta-herpesvirus. Es un virus DNA con una nucleocapside de 105nm, 162
capsdémeros. Posee una estructura similar a otros virus de la familia. Sintetiza un

gran numero de proteinas, algunas de funcion desconocida.
Lesiones:

* Infeccidn: Se produce una replicacion activa y liberacién del virus. Los
cultivos suelen ser positivos en muestras de sangre, lavado broncoalveolar,
orina o tejidos. Suele haber una seroconversion. Y la infeccion puede ser

sintomatica o asintomatica.

* Enfermedad: Se observan inclusiones citomegalicas en el tejido y suelen ser

sintomaticas.

¥ o

% 22 N

Fig. 3. CU con inclusiones virales de CMV.

1.6.2 HHV6 y HHV7

Pertenecen la a subfamilia de los beta-herpesvirus. EI HHV6 tiene, a su vez, dos
subtipos A y B. La variante B el la mas patogénica. Tienen un genoma DNA de
doble cadena de 170kbp. La principal célula diana es el linfocito T, aunque pueden
infectarse los linfocitos B. Los dos virus comparten una homologia de secuencia
limitada y una reactividad cruzada antigénica. Se cree que el HHV6 y HHV7 estan

relacionados entre si de la misma forma que VHS-1 y VHS-2.

Ambos virus se encuentran en todo el mundo. Se trasmiten por contacto con la

saliva y a través de la lactancia materna. Se adquieren de forma temprana cuando
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cae el titulo de anticuerpos trasmitido por la madre. Se mantienen en un estado
latente y se reactivan de forma variable. El diagnostico es dificil a excepcion de la
Roseola Infantum: es de apariencia tipica, diagnéstico facil y no requiere

tratamiento.

% »_A”i) & e :

Fig. 4. CU positivo para HHV6 por PCR.

1.6.3 VIRUS DE EPSTEIN-BARR

Es un gamma herpes virus (linfocriptovirus). El 90-95% de adultos sanos son
IgG positivos. Las células diana son los linfocitos T y B, células epiteliales y células
musculares. Esta formado por un DNA de doble cadena de 178kb. Y posee una
capside icosaédrica. Poseen receptores celulares (CD21, receptor de C3d, en
linfocitos y células epiteliales orofaringeas. Se transporta al nucleo y se integra en el
genoma. Esta asociado a mononucleosis infecciosa, carcinoma indiferenciado
(linfoepitelioma), Enfermedad de Hodgkin, linfoma de Burkitt y otros sindromes
linfoproliferativos.

1.6.4 VIRUS HERPES SIMPLE 1Y 2 (VHS1Y VHS2)

Son virus DNA de la subfamilia alphaherpesviridae de la familia herpesviridae,
que estan envueltas en una proteina icosaédrica llamada capside. El VHS1 y VHS2
tienen una doble cadena de DNA con 150kbp, que codifican una variedad de
proteinas implicadas en la formacion de la capspide asi como en la replicacién e
infeccion por parte del virus. La via de transmision es por contacto directo del area
infecciosa de la piel (la saliva en el caso del VHS-1) durante la reactivacion del virus.

También puede haber transmisién vertical durante el nacimiento. El virus entra en la
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célula y el genoma viral penetra inmediatamente en el nucleo pero la proteina del
virus permanece en el citoplasma. Los virus Herpes Simple pueden permanecer de
forma quiescente, pero persistente, en los ganglios nerviosos. El VHS-1 es el

responsable del herpes labial y el VHS-2 es el responsable del herpes genital.

1.7 EL CITOMEGALOVIRUS EN LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA
INTESTINAL

La primera vez que se publico la presencia de citomegalovirus (CMV) en la
colitis ulcerosa se planteé la pregunta de si el CMV era la causa primaria del
deterioro del paciente o era consecuencia del tratamiento o debilidad del paciente.
(Powell, 1961). En los ultimos 40 afios ha sido un tema recurrente en la bibliografia
de la Ell.

Histéricamente, la enfermedad sintomatica del CMV se veia en pacientes
inmunocomprometidos: recién nacidos, tras transplante de organos sdlidos,
pacientes con VIH o pacientes con inmunosupresores (Alford, 1990 y Nelson, 1993).
Una serie amplia de casos de deteccion de CMV en pacientes con Ell, que no
respondian a tratamientos estandar inmunosupresor, también han sido publicados
(Kambham, 2004 y Ayre, 2009). Esto ha generado un interés si el CMV es un factor
que contribuye a empeorar la enfermedad o si por el contrario es un marcador de

gravedad de la enfermedad.

La infeccion por CMV se refiere a la deteccion de antigenos o anticuerpos en
sangre, mientras que la enfermedad de CMV se refiere a la deteccion sintomatica en
organos (Ayre, 2009). La infeccion por CMV es frecuente y se estima que su
prevalencia es del 30-100% (Krech, 1973) en el mundo, dependiendo la edad. En
EEUU, la prevalencia es de 35-80% (Zhang, 1995) y ocurre mas frecuentemente en
negros no hispanos y mejicanos americanos que los blancos no hispanos
(Colugnati, 2007).

La infeccion primaria de CMV en personas inmunocomprometidas es
habitualmente asintomatica aunque puede ocurrir sintomas parecidos al causado
por el virus Epstein-Barr (VEB) como fiebre, cansancio y linfadenopatia cervical.

Tras una respuesta inicial por el sistema inmune del huésped, el virus entra en una
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fase de latencia en células endoteliales, macrofagos o células stem granulociticas
(Crough, 2009). En los periodos de latencia, ocurren habitualmente periodos de
reactivacion sin producir sintomas al adulto sano. Pero esto no ocurre asi en
pacientes donde la respuesta inmune esta comprometida (transplante de érganos
soélidos, terapias inmunosupresoras, VIH...). El fracaso del sistema inmune lleva a
sintomas y afectacion de 6rganos como la colitis por CMV (Crough, 2009). Tras una
infeccion primaria, se produce una temprana elevacion de anticuerpos IgM en
sangre y es detectable en la primera semana de infeccion (Van der Giessen, 1990).
Durante los tres-seis meses siguientes los niveles de anticuerpos IgM caen a niveles
indetectables, aunque en algunos pacientes pueden persistir hasta los 12-24 meses;
la persistencia de IgM parece estar relacionado con inmunosupresién concomitante
(Nagington, 1971). Curiosamente, la excrecién del virus en orina y saliva ocurre
durante el mismo periodo, y se ha visto que persiste en pacientes en quienes los
anticuerpos IgM continian mas alla de los seis meses. La produccion de I1gG en
respuesta a la infeccion de CMV ocurre después que la de IgM, generalmente
aparece en pocas semanas tras la elevacion de IgM, pero permanece elevada largo
tiempo para dar proteccion en un largo periodo (Van der Giessen, 1990).

1.7.1 DIAGNOSTICO DE LA INFECCION DE CMV Y ENFERMEDAD

Es importante clarificar la diferencia entre infeccion por CMV, donde la persona
es infectada con el virus pero no muestra signos clinicos de dafio tisular causados
por el virus, y la enfermedad por CMV donde la reactivacion del CMV conlleva a un
dano tisular y sintomas clinicos (Ayre, 2009). Un numero significativo de personas
son infectadas en el mundo, aunque en la mayoria de los casos no manifiesta por si
mismo sintomas. En el contexto de la colitis, la enfermedad por CMV se refiere a la
presencia del virus en el colon en tejido inflamado. La diferencia entre infeccidén por
CMV y enfermedad por CMV se puede complementar con el empleo tanto de sangre

como tejido biopsiado.

1.7.2 INFECCION POR CMV

El CMV genera una respuesta inmune que genera anticuerpos especificos IgM y

consecuentemente el desarrollo de anticuerpos IgG (“seropositivos”). Esta
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informacion es util para distinguir infeccidn de enfermedad, ya que el 35-80% de la
poblacion es seropositiva sin tener enfermedad por CMV (De la Hoz, 2002).

El estudio de antigenemia detecta el antigeno pp65 del CMV en leucocitos
circulantes en sangre por tincidon con anticuerpos fluorescentes especificos del
pp65. Estudios de esta prueba muestran una sensibilidad del 60-100% y una
especificidad del 83-100% para la infeccion del CMV, sensibilidad equivalente al
cultivo del virus (De la Hoz, 2002; Landry, 1993). Sin embargo, la presencia de
antigenemia no es predictivo de la deteccion de CMV en tejido de colon en
pacientes con Ell (Domenech, 2008 y Matsuoka, 2007).

La utilidad de la antigenemia ha sido suplantada por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en leucocitos en sangre, que proporciona una mejor

cuantificacion de la presencia viral.

La PCR de DNA leucocitario puede detectar y cuantificar la viremia de CMV. La
sensibilidad oscila entre 65-100% vy la especificidad entre 40-92% (Boivin, 1998 y
Michaelides, 2001). La mayoria de los estudios de pacientes con EIll han
manifestado una correlacion entre la identificacion del CMV por PCR en sangre, y la
deteccion en el tejido coldnico por hematoxilina-eosina (H&E) o inmunohistoquimica
(IHQ), pero otros autores no (Matsuoka, 2007; Criscuoli, 2004; Cottone, 2001 y
Yoshino, 2007). Estudios en trasplante también han observado una correlacion entre
el nivel de viremia cuantificada por PCR y el riesgo de enfermedad sintomatica
(Gerna, 2006). Por ello, determinar el punto de corte para la positividad puede
especificar si el paciente esta realmente infectado por el CMV o tiene riesgo de
enfermedad por CMV. Estos niveles no han sido establecidos para la colitis por

CMV en pacientes con Ell (Lawlor, 2010).

1.7.3 COLITIS POR CMV

El CMV puede ser detectado con el uso de la tincion por H&E,
inmunohistoquimica o PCR en tejido. La H&E a menudo muestra células
agrandadas (citomegalicas) con grandes inclusiones eosindfilas. La presencia de
estas células denota no sélo infeccion, sino que también con colitis que pobremente
responden a terapias estandar de Ell, lo que sugieren enfermedad relevante de

CMV. Es muy especifico, con rangos de 92-100% pero poca sensibilidad (10-87%).
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La inmunohistoquimica mejora la sensibilidad histolégica. Identifica el antigeno
del CMV mediante el empleo de anticuerpos monoclonales, por lo que identifica
células infectadas en el colon. La sensibilidad es del 78-93% (Kandiel, 2006).
También se puede emplear la PCR en tejido de colon para detectar la presencia de
DNA viral, aunque el significado de resultados positivos sin otros signos histolégicos
no esta claro (Lawlor, 2010). En ocho estudios en pacientes con Ell que se han
publicado hasta le fecha, solamente dos han demostrado correlacion histologica
entre la histologia (H&E o IHQ) y los resultados de PCR en tejido, mientras que en
los otros seis no hay esa correlacion (ver tabla 5).

TABLA 5. PREVALENCIA DE CMV EN BIOPSIAS ENDOSCOPICAS DEL
COLON DE PACIENTES REFRACTARIOS A TRATAMIENTO ESTEROIDEO

Estudio Ano H&E IHQ PCR tejido
Cottone et al 2001 36% 36% SD
Domenéch et al 2008 26% 32% 42%
Kambham et al 2004 5% 25% SD
Minami et al 2007 17% SD SD
Yoshino et al 2007 3% SD 57%

H&E: Hematoxilina-eosina; IHQ: inmunohistoquimica; PCR: reaccién en cadena de

polimerasa. SD: Sin datos

Hasta hace unos afnos, el cultivo de virus se vio como el “gold estandar” en la
deteccion del CMV. EI cultivo se hacia una vez que el virus causaba los
caracteristicos cambios citopaticos en los fibroblastos. El cultivo tarda habitualmente
dias o semanas (De la Hoz, 2002). Es especifico, 89-100%, aunque no tan sensible
(45-78%). Ademas, el cultivo no cuantifica en nivel de viremia y ello no correlaciona
con la actividad en el colon. Por eso, teniendo en cuenta la baja sensibilidad
comparado con otras técnicas y el tiempo que hay que esperar para obtener el
resultado, el cultivo de CMV no se emplea a menudo en la rutina.

Las mas recientes guias internacionales publicadas sobre el CMV en la Ell son
la guia de Organizacién Europea de Colitis y Crohn’s, 2009, (Rahier, 2009) donde
sus autores recomiendan el uso de PCR en tejido o la IHQ para el estudio de CMV

para casos de Ell refractaria a tratamiento. Otra guia mas antigua del Colegio
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Americano de Gastroenterologia, 2004, (Kornbluth, 2004) recomienda biopsia de

colon y cultivo viral en casos refractarios de colitis.

1.7.4 SIGNIFICADO DE LA ENFERMEDAD POR CMV EN PACIENTES CON ElI

Una vez que el CMV ha sido detectado en pacientes con Ell, surgen dos
preguntas: ;es el CMV quien lleva al desarrollo de Ell en pacientes previamente
sanos o la reactivacién del CMV quien exacerba la severidad de la enfermedad en

aquellos pacientes con enfermedad establecida?

Aunque hay casos descritos de pacientes que desarrollan la enfermedad tras
una infeccion por CMV, la enfermedad por CMV es rara en pacientes con CU y
enfermedad de Crohn’s media-moderada, lo que le hace un agente improbable

como factor etiolégico de novo (Domenéch, 2008; Ovar, 1993 y Knosel, 2009).

Sin embargo, la mayoria de los pacientes con Ell establecida son seropositivos
para infeccion por CMV, la reactivacion del virus latente es mas que probable
durante periodos de inflamacion intestinal. Pacientes con Ell tienen actividad celular
NK y defectos en la inmunidad de la mucosa, lo que crea un ambiente susceptible
de la reactivacion del CMV (Targan, 2005 y Ginsburg, 1983). Ademas, estos
pacientes estan a menudo bajo tratamiento inmunosupresor por farmacos como los

corticoides, que por si solos predisponen a reactivacion viral.

Antes de llamar al papel del CMV patogeno, hay varias preguntas que deben de

ser respondidas:
* ;Con qué frecuencia es el CMV detectado en el colon en pacientes con EIl?
* ;La deteccion del CMV se asocia a un prondstico peor?
» ;Eltratamiento con antivirales mejora a pacientes con CMV +?

La alta prevalencia de seropositivos para CMV en pacientes Ell, definiciones de
“severa’” o enfermedad refractaria a esteroides, y los diferentes métodos para la
detecciéon de CMV ha generado resultados dispares (Ayre, 2009).
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1.7.5 LA FRECUENCIA DE DETECCION DE CMV EN COLON EN PACIENTES
CON ElL.

Algunas revisiones han hablado de la prevalencia de CMV en EIl (Ayre, 2009;
Kandiel, 2006 y Hommes, 2004). Estos estudios han sido detallados en la tabla
previa. Aunque algunas publicaciones previas en el estudio de la prevalencia del
CMV en Ell sélo emplearon la H&E y la IHQ, los mas recientes han empleado la
técnica de la PCR.

En la enfermedad de Crohn, los estudios en tejido no han detectado CMV por
IHQ, o en contadas ocasiones (<5% de los pacientes) por PCR en tejido o material
fecal (Knosel, 2009; Takahashi, 2004; Kaufman, 1999 y Hommes, 2004). Esto es, a
pesar de los altos indices de seropositividad de la poblacién. Varios autores
detectaron DNA del CMV en 66% de los 29 tejidos con Crohn estudiados usando
una técnica de PCR muy sensible, detecta menos de 10 copias de DNA (Hommes,
2002; D’Ovidio, 2008; Wakefield, 1992). En este mismo estudio el 29% de las
muestras control también fueron positivas para DNA del CMV, y no habia asociacion
entre la deteccion del CMV y la actividad de la enfermedad, lo que sugiera que las

pequenas cantidades de DNA viral no son clinicamente relevantes.

De la misma manera, pacientes con CU inactiva no muestran evidencia de
colitis por CMV en estudios publicados. En el estudio de Domenéch (Domenéch,
2008) no encontraron presencia de CMV por H&E o IHQ en 50 pacientes con CU
inactiva en tratamiento con Azatioprina o mesalamina, a pesar de la prevalencia de
seropositividad del 72%. Kojima, 2006 también afirmaron que no encontraron CMV
por IHQ en las piezas de colectomia de pacientes con CU que han sido operados

por displasia o cancer (n=22).

Numerosos estudios han sacado piezas de colectomia de archivo, con fecha
limite retrospectivamente, para buscar CMV. En pacientes descritos como
‘resistentes a esteroides”, los estudios hablan de CMV por IHQ del 20-40% en
biopsias endoscédpicas y piezas de colectomia (ver tabla anterior) (Kambham, 2004;
Domenéch, 2008 y Cottone, 2001; Kojima, 2006 y Maconi, 2005). Incluso cuando las
técnicas de deteccion de CMV por IHQ son bajas (6%), en el mismo estudio
técnicas para la deteccion de DNA de CMV en colon fueron de hasta el 60%
(Yoshino, 2007).
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Por ello, la presencia de CMV en CU severas parece ser transitorio, y puede
desaparecer con la mejora clinica sin la necesidad de tratamiento antiviral
(Matsuoka, 2007 y Hommes, 2004). Matsuoka en 2007 afirmd que la reactivacion
del CMV ocurria en un 79% de sus pacientes con moderada-severa CU, pero que
en 10 semanas todos habian resuelto sin la necesidad de ninguna terapia antiviral.

Entre los pacientes con CU severa, la enfermedad por CMV se da mas
frecuentemente en pacientes mayores y mujeres (Kojima, 2006; Watanabe, 2006;
Kishore, 2004 y Wada, 2003). También es detectado mas frecuentemente en
pacientes con esteroides que pacientes sin esteroides, y que en pacientes con
enfermedad inactiva (Domenéch, 2008). Dado que no hay datos de la prevalencia
de pacientes con esteroides que no tienen enfermedad severa, no podemos
determinar si el uso de esteroides es un factor etiologico o un marcador de la
severidad de la enfermedad (Lawlor, 2010). Sin embargo, datos in vitro de Widmann
en 2008, sugieren un efecto dosis dependiente de esteroides en la funcidn
supresora de células T especificas de CMV.

El Infliximab no ha sido asociado con un aumento del riesgo de reactivacion del
CMV en pacientes con Ell (D'Ovidio, 2008 y Lavagna, 2007) siguieron a 60
pacientes que comenzaron con Infliximab para EC activa y observaron
seroprevalencia del 70%, aunque todos ellos tenian PCR negativas en sangre
durante las 14 semanas de seguimiento. De hecho, estudios in vitro han demostrado
que el factor de necrosis tumoral (TNF) aumenta la replicacién viral del CMV en
células infectadas latentes y la ausencia de TNF en monocitos lleva a la latencia
viral (Adler, 1998).

1.7.6 ;LA DETECCION DE CMV ESTA ASOCIADO A UN PRONOSTICO PEOR?

En pacientes con enfermedad cortico-resistente , uno podria esperarse que los
pacientes CMV+ tienen peor prondstico a CMV-. Yoshino, 2007, en un pequefo
estudio informaron que el hallazgo de CMV en el colon de pacientes con CU cortico-
resistente no estaba asociado a la actividad de la enfermedad, medicacion o tasas
de colectomia. Otros estudios tampoco han encontrado diferencias en la severidad
de la enfermedad o extension, marcadores inflamatorios o el tiempo para la

colectomia entre pacientes con CMV+ y CMV- con severa CU (Kambham, 2004;
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Domenéch, 2008; Kojima, 2006 y Alcala, 2000). Matsuoka en 2007 puso de
manifiesto el seguimiento de 48 pacientes con CU moderada-severa que se les
valoré la prueba de antigenemia, la remision y las colectomias y los datos fueron
similares para pacientes con CMV+ y pacientes con CMV-. Esto sugiere que los
antigenos de CMV pueden encontrase en el colon en un tercio de los pacientes con
CU refractaria a esteroides, pero su presencia no parece indicar la severidad de la
enfermedad comparado con pacientes CMV+. Por ello, en la mayoria de los
pacientes con CU cortico-resistente, la reactivacion local es secundaria a la
severidad de la enfermedad e independiente del prondstico segun Lawlor, 2010.
Estas conclusiones estan limitadas por las diferencias entre los diferentes estudios

existentes.

1.7.7 ;EL TRATAMIENTO ANTIVIRAL MEJORA EL PRONOSTICO DE LOS
PACIENTES CON CMV+?

Si se detecta CMV en el colon de un paciente con Ell, se espera que un
tratamiento antiviral mejora la clinica o produce remision en estos pacientes si el
virus es quien exacerba la enfermedad. La colitis por CMV se trata habitualmente
con ganciclovir, aunque también se han propuesto foscarnet, valganciclovir y
cidofovir. Ganciclovir tiene poca biodisponibilidad cuando se da via oral, por ello se
administra via intravenosa al comienzo (Faulds, 1990). La dosis recomendada es de
5mg/kg IV dos veces al dia al menos durante tres semanas (Tessier, 2006). Si el
paciente debe de cambiar a tratamiento oral, 1g tres veces al dia es la
recomendacion, pero la cantidad es incierta. Los beneficios de la terapia antiviral
para tratar la enfermedad por CMV en el colon deben de tenerse en cuenta con los
riesgos que la medicacion conlleva. El efecto adverso mas importante del ganciclovir
es la neutropenia (Markhan, 1994).

Esta tabla refleja la respuesta al tratamiento antiviral en pacientes que no
respondieron al tratamiento y precisaron de colectomia. La respuesta de la terapia
antiviral en pacientes con enfermedad cortico-resistente que tuvieron reactivacion
del CMV fue del 72% (rango 50-83%) (Domeneéch, 2008; Cottone, 2001; Yoshino,
2007; Papadakis, 2001). Estos resultados deben de interpretarse con cautela, ya

que la mayoria de los pacientes estaban tomando otros medicamentos como la
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ciclosporina. Ademas, los pocos pacientes a los que se les detect6 CMV pero no
fueron tratados con antivirales también remitieron (Yoshino, 2007).En el pequefio
estudio de Papadakis en 2001, las 3/5 partes de los pacientes con CU refractaria al
tratamiento, se les interrumpi6 el tratamiento inmunosupresor y comenzaron con
ganciclovir mejoraron. Matsuoka en 2007 y su estudio de pacientes con moderada-
severa CU no trataron a aquellos con evidencia de reactivacion de CMV en sangre y
tuvieron parecido prondstico a los CMV-. Sélo un estudio control randomizado de
ganciclovir o placebo en combinacion con cuidados estandares en pacientes con CU
cortico-resistente responderia a esta cuestion. Las guias tanto del Colegio
Americano de Gastrenetrologia y la Organizacion Europea de Crohn y Colitis
(ECCO) recomiendan el tratamiento con antivirales cuando el CMV es detectado en
tejido del colon. (Rahier, 2009 y Kornbluth, 2004).

TABLA 6. NUMERO DE PACIENTES CON CU REFRACTARIA A CORTICOIDES
CON RESPUESTA CLINICA DESPUES DE TRATAMIENTO ANTIVIRAL

Estudio Tipo Terapia Respuesta Respuesta Inmunosupresor
antiviral pacientes pacientes es adyuvantes

tratados no tratados

Cottone Prospectivo  Ganciclovir y 5/6 SD No
Foscarnet

Domenéch Prospectivo Ganciclovir 3/4 SD Si

Papadakis Retrospectivo  Ganciclovir 3/5 SD No

Yoshino Retrospectivo  Ganciclovir 10/12 2/2 Si
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Objetivos

Evaluar la importancia prondstica de la presencia de amplificacion de virus de

la familia Herpes en tejido en pacientes con Ell.

Relacionar la presencia de amplificacion viral en el tejido con el tratamiento

recibido en pacientes con ElI.

Objetivos secundarios

A. Evaluar la eficacia del tratamiento antiviral especifico en pacientes con
Ell.

B. Definir caracteristicas histologicas que permiten predecir la presencia
de amplificacion viral en el tejido de pacientes con Ell.

C. Valorar las distintas técnicas diagnosticas y su valor predictivo.
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Material y métodos

Se seleccionaron todos los pacientes, desde 2005 al 2010, en total 103
pacientes diagnosticados de Ell, tanto de colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn o
bien inflamacién inespecifica en colon si los pacientes ya poseian historia de Ell
anterior al afio 2005. Se realizé PCR con el DNA del tejido fijado en formol e incluido
en parafina de cada una de las biopsias (201) diagndsticas de Ell o de inflamacién
inespecifica con historia previa de Ell para la deteccion de virus de la familia Herpes
y se realizd seguimiento de cada paciente en relacion al tratamiento tanto

farmacolégico como quirurgico y estancia hospitalaria.

1 PACIENTES.

Se han estudiado 103 pacientes con historia previa Ell, o diagnosticados de Ell
por primera vez, que han acudido entre los afios 2005 y 2010 al servicio de
Digestivo o Medicina interna del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de
Santander y se les ha realizado una colonoscopia o reseccion intestinal con
posterior envio de las muestras a Anatomia Patolégica para su estudio. La
distribucion por sexos es la siguiente, 63 (61,16%) hombres y 40 (38,83%) mujeres
y de edades comprendidas entre los 17 y 87. El tiempo de enfermedad era variable
ya que algunos correspondian a estadios iniciales de la enfermedad y otros

pacientes mostraban hasta 30 afios de evolucion de la enfermedad.

Ademas, se estudiaron 16 pacientes con biopsias de colon por otras razones
diferentes a la Ell (pdlipos de colon) a los que se realiz6 PCR para deteccidon de

virus de la familia Herpes.

2 MUESTRAS.

Las muestras correspondieron a biopsias endoscopicas o piezas quirurgicas de
segmentos de intestino de los pacientes con Ell.

Las biopsias endoscopicas comprendian un numero variable de fragmentos de

mucosa de colon con tamafnos que oscilan entre 1 y 4mm de eje maximo.

Las muestras procedentes de pieza quirurgica eran segmentos de intestino

procedentes del servicio de cirugia general, resecados debido a indicacién clinica
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por la mala evolucion de la enfermedad o por la resistencia al tratamiento

farmacolodgico recibido.

2.1Fase preanalitica. Fijacion del material de biopsia endoscépica o pieza

quirurgica, en formol.

Debido a la variabilidad de los analisis moleculares que puede proceder de
problemas en la fase preanalitica de fijacion tisular, detallamos el proceso y los
tiempos utilizados en dicha fase. Las biopsias endoscopicas fueron sumergidas en
el momento de la colonoscopia, en formol tamponado al 10% con un tiempo maximo

de fijacion de 24 horas y un minimo de 6 horas.

Las piezas quirurgicas fueron fijadas el mismo dia y siguieron el mismo protocolo
que las biopsias endoscopicas pero con mayor tiempo de fijacion, dado el poder de

penetracion del formol (1Tmm/hora), nunca mayor de 48 horas.

Las muestras sufrieron el procesamiento habitual de los Ilaboratorios de
Anatomia Patologica de deshidratacion mediante alcoholes de concentracion
creciente e inclusién de parafina. Brevemente, el proceso se llevdo a cabo en un

procesador tisular automatico con los siguientes ciclos:

* Una hora y media en alcochol de 70° (un ciclo)
* Una hora y media en alcohol de 95°  (un ciclo)

* Una hora y media en alcohol de 100° (tres ciclos)

Posteriormente a la deshidratacion tisular recibieron dos bafos sucesivos de
aclarado con xilol. Luego se incluyeron en parafina liquida a 65°C con enfriamiento
posterior, y corte en microtomo y tincion con hematoxilina y eosina de acuerdo con

los procedimientos clasicos de los laboratorios de Anatomia Patologica.

3 DIAGNOSTICO DE LAS BIOPSIAS: Ell, CU, CROHN O INFLAMACION
INESPECIFICA.

Las biopsias endoscépicas o piezas quirurgicas fueron diagnosticadas por el
patologo responsable del area quirurgica de digestivo en la rutina hospitalaria con el
diagndstico de EIll, CU, enfermedad de Crohn, o inflamacidén inespecifica.
Posteriormente se revisaron de manera ciega por un patologo mas (AAE) durante la

realizacion de nuestro trabajo.
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4 TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS DE CMV.

Ante la positividad molecular frente a CMV en las biopsias, se realizé la técnica
inmunohistoquimica para la deteccion de este tipo de virus correspondiente al clon
CCH2 + DDG9 (Monoclonal Mouse Anti-Cytomegalovirus (Clones CCH2 + DDG9),
Dako, Dinamarca).

Este anticuerpo monoclonal marca células infectadas por el citomegalovirus
humano y constituye una herramienta util para la identificacion de la infeccion por el

CMV en tejido humanos.

Preparacion de las muestras: Los cortes de tejido parafinado fueron pretratados
con el sistema de recuperacion antigénica Dako Target Retrieval Solution (S3308) a
pH alto durante 20 minutos.

Procedimiento de tincidn: El anticuerpo se utilizd6 a una dilucién de 1:50 y 30

minutos de incubacion a temperatura ambiente.

Visualizacion: Para dicho procedimiento se utilizoé el Kit Dako LSAB tm +/HRP,
numero de catalogo K0679, y kits Dako EnVision tm+/HRP, numeros de catalogo
K4004 y K4006.

Caracteristicas de tincion: Las células marcadas por el anticuerpo presentan un
patrén de tincion nuclear en las fases tempranas de la infeccion por el CMV. En
fases posteriores, puede observarse un patron aparente de tincidon citoplasmatica.

5 DETECCION DE VIRUS DE LA FAMILIA HERPES MEDIANTE TECNICAS DE
PCR.

5.1 PCR semicuantitativa

Se ha realizado una PCR semicuantitativa a todas las biopsias mediante el
sistema herplex kit de deteccion de virus de la familia herpes (Genomica SAU.
Madrid. Espana). Este kit se basa en el diagndstico in Vitro de los virus de herpes
por amplificacion de fragmentos especificos de su genoma, lo que conlleva una

serie de ventajas:
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* Sensibilidad: ya que permite la deteccién a partir de cantidades minimas de

material gendémico virico.

* Especificidad: al utilizar una secuencia correspondiente a una regidn

altamente conservada dentro del genoma virico.

* Econdmico y facil de estandarizar en un laboratorio hospitalario (Davoli,
1999).

* Rapidez: en menos de 24h, especialmente importante en el caso de
pacientes inmunodeprimidos, en los que la rapidez en el comienzo del
tratamiento es crucial para conseguir un buen resultado terapéutico (Blank,
2000).

5.1.1. DESCRIPCION DEL KIT HERPLEX

Con el kit Herplex se puede detectar la presencia en muestras clinicas (en
nuestro caso en parafina) de los seis virus herpes humanos mas importantes: VHS1,
VHS2, VZ, CMV, VEB y HHV6. La deteccion se lleva a cabo mediante la
amplificacion de un fragmento de 194 pb dentro del gen de la DNA polimerasa viral,
cuya secuencia esta altamente conservada pero es lo suficientemente especifica
para cada tipo de virus. De esta manera, se asegura la especificidad de la
deteccion.

La amplificacion de los distintos virus se lleva a cabo en dos tipos distintos de
tubos de PCR.

La sensibilidad obtenida combinando amplificacion gendmica y visualizacién por
hibridacién en medio liquido con este sistema es tan alta que no es necesario hacer
dobles amplificaciones (nested), evitando el riesgo de contaminacion que eéstas
conllevan (Brainard, 1994).

Uno de los principales inconvenientes de la deteccidn por amplificacion
genomica son los falsos negativos, los cuales, se deben principalmente a la
presencia de inhibidores de la Taq polimerasa en las muestras en las que se quiere
detectar el virus. Con el kit Herplex se han eliminado estos falsos negativos gracias
a la presencia en cada uno de los tubos de un control interno de la eficiencia de la

reaccion de amplificacion. Este control interno se amplifica con los mismos
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cebadores que los distintos virus produciendo un fragmento de mayor tamafno que el
obtenido a partir del DNA de cualquiera de los virus herpes que detecta el kit. De
este modo, la amplificacién del DNA de los virus en presencia del control interno
produce dos fragmentos: uno de 194 pb correspondiente al genoma de cualquiera
de los virus y otro de 720 pb correspondiente al control interno.

El control interno se introduce para distinguir entre aquellos casos que son
realmente negativos, y los casos que son negativos porque se ha inhibido la

polimerasa o se ha degradado el DNA de la muestra (falsos negativos).

A su vez, incluimos un control negativo para comprobar que las muestras no
habian sufrido contaminaciones en el proceso de extraccion, lo que daria lugar a un

falso positivo.

5.1.2. PROTOCOLO DE TRABAJO

o EXTRACCION DEL DNA

* Se realizaron 2 cortes de 5uym de grosor de cada caso y se depositaron en un

tubo Eppendorf de 1,5 ml autoclavado.

* Descongelamos a temperatura ambiente un tubo de SD 5X (Solucion de
digestiéon 5X), un tubo de PK 10X (Proteinasa K 10X) y un tubo de SD
(Solucion de Dilucidn). La proteinasa K se debe mantener en hielo mientras
se esté usando y después se debe de guardar a 4°C y nunca volver a
congelarla una vez descongelada. Preparar la mezcla de digestion,

mezclando las siguientes cantidades por cada muestra a analizar:

70 x (n°tubos 1) = __ pl de SD (Solucion de Dilucion)
20 x (n°tubos 1) = __ pl de SD5x (Solucién de Digestion 5x)
10 x (n° tubos 1) = __ pl de PK 10x (Proteinasa K 10x)

* Anadimos 100 pl de mezcla de digestién a cada muestra e incluimos un tubo
de 1,5 ml vacio, que se proces6 como control negativo de extraccion y

visualizacion.

* Incubamos a 56°C durante tres horas en un termobloque y posteriormente

hervimos durante 10 min para inactivar la Proteinasa K tras lo que
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o

centrifugamos inmediatamente en microcentrifuga durante 10min a 14.000
r.p.m. El sobrenadante fue recogido en un tubo de 1,5 ml limpio, atravesando
con la micropipeta la capa superior de parafina solidificada. EI DNA extraido

se conservo a -20°C.

REACCION DE AMPLIFICACION

Anadimos a cada tubo de amlificacion 5 ul de la solucion de DNA extraido de

las muestras.

Anadimos de la muestra identificada como control negativo 5 pl a otro tubo de

amplificacion como control negativo de amplificacion y visualizacion.

Programamos en el termociclador (AB Applied Biosystems GeneAmp® PCR

System 2700) los siguientes ciclos de temperaturas:

1 ciclo 94°C 4 min

40 ciclos 94°C 30 seg
56°C 1 min
72°C 1 min

1 ciclo 72°C 10min

20°C continuo hasta la recogida de tubo

o

VISUALIZACION

Preparamos la solucion de lavado diluida afiadiendo a una botella limpia de 1
litro, los 200 ml de SL5x (solucion de lavado 5x) y 800 ml de agua. Mezclar

invirtiendo varias veces.

Preparar las soluciones de sondas, una por cada virus que se vaya a
detectar. Para ello, diluir 10 yl de sonda especifica en 90 ul de SUO (Solucién
de Unién de Oligos) por cada muestra a analizar. Repetir proceso para la
sonda de control interno (Cl). Se tendra un tubo por cada una de las sondas

que se vayan a utilizar.

Anadimos a cada pocillo de la tira 100 pl de uno de los tubos de solucion de

sonda, incluyendo la sonda de control interno.
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* Tapamos los pocillos con papel adhesivo e incubamos los pocillos durante 15

minutos a temperatura ambiente.

* Mientras tanto, colocamos las muestras amplificadas en el termociclador e
incubamos a 100°C durante 10 minutos.

* Pasamos inmediatamente los tubos a un recipiente con hielo y enfriamos
durante 5 minutos.

* Tras un nuevo lavado afadimos 100 uyl de SH (solucidn de hibridacién) a
cada pocillo y 10 yl de muestra desnaturalizada a cada unos de los pocillos
de una tira.

* Tapamos los pocillos con papel adhesivo e incubamos la placa a 50°C

durante una hora.
* Lavar los pocillos como anteriormente descrito.

Preparar la solucion de Conjugado Diluido. Para ello, mezclar en un tubo 100
ul de DC (Diluyente de Conjugado) y 0,2 ul de CJ (Conjugado) por pocillo a

analizar y anadimos 100 pl de solucion diluida de conjugado a cada pocillo.

* Tapamos los pocillos con papel adhesivo e incubamos a temperatura
ambiente (25°C) durante una hora.

Y por ultimo afiadimos 100 pl de SR (Solucién de revelado) a cada pocillo y tras
la ultima incubacion a temperatura ambiente (25°) durante 1 hora medimos la

absorbancia en un lector de placas microtier a 405 nm sin filtro de referencia.

o INTERPRETACION DE RESULTADOS

Mediante el Clinical Array Reader (Genomica, Espafia) el resultado es positivo
cuando cualquiera de los pocillos especificos de una muestra presente una
absorbancia mayor a 0,35. No obstante, si la absorbancia de la muestra esta entre
0,35y 0,45 se recomienda repetir el ensayo de la misma.

El resultado sera negativo cuando el pocillo especifico de una muestra presente
una absorbancia inferior a 0,35 y la del pocillo del control interno sea mayor de 0,4

(color verde claramente visible).

La reaccién de amplificacion estara inhibida cuando la absorbancia del pocillo
especifico sea menor de 0,35 y la del control interno menor a 0,4. En este caso

habria que repetir todo el procedimiento de extraccidon, amplificacion y visualizacion.
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Si el resultado volviera a dar inhibido entonces se debiera solicitar otra muestra y

repetir el proceso.

Muestra inhibida para Control Negativo

Familia Herpesviridae

Oligo Virus < 0,35 Oligo Virus < 0,25

Pocillos

Muestra Oligo C.I. < 0,40 Oligo C.1. > 0,40 Control -

Fig. 5. Ejemplo de muestra inhibida.
Podemos encontrar dos situaciones en las que se produce contaminacion:

* Por contaminacion del control negativo: cuando la sonda del virus para el

control negativo aparece mayor de 0,25.

Control Negativo
contaminado

Muestra para
Familia Herpesviridae

Oligo Virus < 0,35 Oligo Virus > 0,25
Pocillos 9 o Pocillos

Muestra Oligo C.1. > 0,40 Oligo C.. > 0,40

Fig. 6. Ejemplo de control negativo contaminado.

* Por contaminacion del control negativo y de la muestra: entonces la sonda
del virus para la muestra aparece mayor de 0,35 y la sonda del virus para el

control sea mayor de 0,25.

Control Negativo
contaminado

Muestra contaminada
para Familia
Herpesviridae

: Oligo Virus > 0,25 Pocillos
;°°'"°3 Oligo Virus > 0,35
uestra Oligo C.I. > 0,40

Oligo C.1. > 0,40

Fig. 7. Ejemplo de contaminacién de la muestra y el control negativo.
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Ante estos resultados se debe repetir todo el procedimiento de extraccion,

amplificacion y visualizacion.

Fig. 8. Visualizacén de Virus Herpes tras deteccion molecular por PCR semicuantitativa.

5.2 PCR real time mediante el Kit CMV R-gene™ ref 69-003.

El Kit CMV R-gene™ de Argene (Varilhes,France) permite la determinacion
rapida de la carga viral de CMV por medio de una gamma estandar, de un control
interno contra testigos de inhibicidn y testigos negativos incluidos. La carga viral de
CMV se mide mediante una cuantificacion incluida en el kit y se expresan en
numero de copias por mililitros de muestra. La técnica empleada es la de la PCR en
tiempo real tras la extraccion del ADN viral de las mismas muestras fijjadas en
parafina y positivas mediante PCR semicuantitativa para CMV.

0 GAMA ESTANDAR Y TESTIGOS

Es imprescindible la utilizacion del rango de estandares cuantitativos internos

para la cuantificacion de las muestras.

» Estandares de cuantificacion internos (QS1,QS2,QS3,QS4):

» Los estandares de cuantificacion son utilizados para generar una curva

estandar, a partir de la cual se calcula la carga viral.

= (Cada uno de los cuatro puntos de la gama estandar se compone de

plasmido especifico de CMV.

» Los estandares de cuantificacion se denominan “estandares”, y sus
concentraciones respectivas deben de ser especificadas durante el
registro de las muestras en el software de analisis de datos.
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e Control de sensibilidad (SC)

= El control de sensibilidad (SC) contiene un plasmido especifico del CMV.

= El| control de sensibilidad para CMV se compone de la premix de
amplificacion R5 y del reactivo SC.

= Sometido a test sistematicamente, el testigo de sensibilidad (SC) permite
controlar el correcto desarrollo del experimento de cuantificacion de CMV.
No obstante, este testigo equivale a una muestra débilmente positiva, por

esta razon podra salir negativo ocasionalmente.

* Controles de extraccién e inhibicion

= Control de extraccion + inhibicion de la muestra (IC2sample) a
560nm.

Este control se afiade a las muestras de pacientes, extraido y
amplificado con el fin de controlar la eficacia de la extraccion y
detectar la posible presencia de inhibidores. Su senal se detecta a
560 nm.

* Controles negativos

= El control negativo extraccion amplificacion (IC2W0) a 530nm.

Se trata del mismo tubo descrito en control de extraccion + inhibicion de
referencia pero cuando la lectura se hace a 530nm constituye un testigo negativo
que permite verificar la ausencia de contaminacion en la extraccion y amplificacion.

Su senal se detecta a 530nm.

o PROTOCOLO DE EXTRACCION.

Para esta determinacion utilizamos el mismo ADN que habiamos extraido para
realizar la PCR semicuantitativa
o AMPLIFICACION

La amplificacion se realizd6 mediante la técnica de las sondas de hidrolisis 5
nucleasa TagMan® (n° de patente: 5210015, 5487972). Las mezclas de
amplificacion estan listas para su uso y contienen los dNTPs, el tampon de
amplificacion, la Hot StarTaq® Polymerasa (QIAGEN), asi como las sondas y los
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primers especificos de cada uno de los parametros virales y de control interno (IC2)

introducido desde el momento de la extraccion.

El programa de amplificacién es el siguiente (AB Applied Biosystems GeneAmp®

PCR System 2700):

ETAPAS DURACION

Activacion Hot Start taq 15 min
polimerasa
Amplificacion:

Desnaturalizacion

10 seg
Hibridacion-Elongacion 40 seg
Refrigeracion (opcional) 30 seg

TEMPERATURA CICLOS

95°C 1
95°C 45
60°C

40°C 1

Los resultados cuantitativo se expresan en numero de copias virales/de muestra.

La gama de cuantificacion para el CMV es lineal con 500 copias/mL a 10’

copias/mL, es decir, 10 copias/PCR a 200.000 copias/PCR. Los resultados se

validan gracias al control de extraccion, al control de inhibicion y a los controles

positivos y negativos proporcionados con el Kit de extraccion CMV R-gene™.

o UTILIZACION DE LOS RESULTADOS

El analisis de los datos fue realizado con la plataforma 2700 de Applied

Biosystems:
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Delta Rn

6 DETECCION DE VIRUS DE LA FAMILIA HERPES MEDIANTE TECNICAS DE
HIBRIDACION IN SITU.

Es utilizado para la identificacion cualitativa de transcripciones tempranas de
RNA de genes de citomegalovirus humano en tejidos fijjados en formol e incluidas en
parafina (Wu, 1992), mediante hibridacion in situ (ISH). El método es reproducible y
debe dar lugar a una tincidén intensa, predominantemente citoplasmatica, de color

marron, de las células que contienen RNA de genes tempranos de CMV.

Preparacion de las muestras: Los cortes de tejido fijado en formol e incluidas en

parafina fueron pretratados con proteinasa K durante 15min a temperatura

ambiente.

Hibridacion: Durante dos horas a una temperatura de 37°C, para después pasar
al proceso de conjugado durante 15 minutos a temperatura ambiente. Ponemos en

contacto con el polimero durante 8 minutos también a temperatura ambiente y por

Delta Rn vs Cycle

Cycle Number

ultimo, el DAB 10 minutos a temperatura ambiente.
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Fig. 10. Imagenes de inclusiones virales de CMV en la ldmina propia de la mucosa de colon

con HE (izquierda) y tras técnicas de hibridacién in situ para CMV (derecha).

7 OBSERVACION SOBRE TEJIDO DE DATOS HISTOLOGICOS
SOSPECHOSOS DE INFECCION POR VIRUS Y TIPO DE VIRUS DE LA
FAMILIA HERPES: APOPTOSIS, VASCULITIS (ESTIGMAS DE INFECCION).

Se han estudiado todas las biopsias que han resultado positivas para alguno de
los virus de la familia Herpes y también las biopsias negativas para los virus
estudiados, independientemente al patdlogo que realizé el diagnostico. Lo que se
pretendia era buscar datos objetivos que nos hicieran sospechar de la presencia de
virus, ademas de las claras inclusiones del CMV o el Herpes. Se hizo hincapié en
las apoptosis glandulares, en las mitosis dentro de las células epiteliales de las
glandulas y en las vasculitis de la lamina propia del colon.

Se ha pretendido ser estricto en estos criterios y excluir aquellas apoptosis que
nos hicieran confundir con polimorfonucleares en las glandulas y las dudosas

imagenes de vasculitis.
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Fig. 11. Dos glandulas de colon que muestran apoptosis y mitosis.

8 RECOGIDA DE DATOS DE SEROLOGICOS.

Se ha indagado en la historia clinica de cada paciente para conocer los datos
seroldgicos de los pacientes para conocer la presencia o no de virus de la familia
Herpes en sangre. Nuestro objetivo es conocer la presencia de estos virus en tejido,
pero se ha investigado este dato seroldgico en la misma fecha en la que se realizd
la biopsia endoscopica o la reseccion de la pieza quirurgica para su correlacion. En
ningun momento se ha interferido con el procedimiento habitual por parte de
médicos y enfermos con este tipo de enfermedad. Se ha seguido el procedimiento
habitual y nosotros hemos recogido retrospectivamente los datos de la historia

clinica, por lo que no siempre contamos este dato seroldgico.

9 RECOGIDA DE OTROS.

De la misma forma se han recogido la informaciéon del nimero de hematies,
hemoglobina, hematocrito, linfocitos, VCM, HCM, plaquetas y proteina C reactiva de
los analisis de sangre realizados al paciente en la misma fecha en la que se le

practico la endoscopia o la reseccion de la pieza quirurgica.
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10 SEGUIMIENTO DE LOS TRATAMIENTOS DE CADA PACIENTE EN
RELACION A CADA BIOPSIA.

Se estudié detenidamente cada historia clinica para conocer los tratamientos de
cada paciente. El tratamiento habitual, es decir, lo que tomaba el paciente hasta la
fecha en la que se realiz6 la biopsia o la reseccion quirurgica. Con estos datos se
pretende conocer el grado de inmunosupresion del paciente o si ciertos farmacos
predisponen la reactivacion o aparicién de algun tipo de virus de la familia Herpes.
Asi mismo, se recogieron los datos farmacoldgicos al alta del paciente. Sobre todo
en relacion a farmacos antivirales. Si tras PCR positivas, en tejido, para los virus de
la familia Herpes los pacientes habian recibido farmacos antivirales o no. Y si estos

farmacos habian mejorado la clinica de cada paciente.

11 REVISION DE LA HISTORIA CLINICA DE CADA PACIENTE PARA NUEVOS
DATOS: GEN NOD2 EN CASO DE ENFERMEDAD DE CROHN,
MANIFESTACIONES EXTRADIGESTIVAS, COLECTOMIAS PREVIAS A 2005,
AMILOIDOSIS Y COLITIS LINFOCITICAS, ESTAS DOS ULTIMAS
RELACIONADAS CON LA TOMA DE INFLIXIMAB.

El objetivo de nuestra tesis no era este, pero al ser un estudio retrospectivo
hemos indagado en la historia clinica de cada uno de los 103 pacientes y hemos

podido, en algunos casos, conocer estos datos.

12 NUMERO DE EPISODIOS DE INGRESO DE CADA PACIENTE Y EL NUMERO
EN DIAS DE ESTANCIA HOSPITALARIA EN LA UNIDAD DE DIGESTIVO Y
MEDICINA INTERNA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE
VALDECILLA.

Se ha recurrido a la historia clinica tanto en papel como la historia digitalizada de
cada paciente, ademas de los programas informaticos del propio hospital, para
recabar dicha informacion, no solo los numeros de ingresos anuales sino también

los dias de estancia por cada episodio.
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13 PROCESAMIENTO DE LOS DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO.

Se gener6 una base de datos empleando el paquete estadistico SPSS
version 15. Para la descripcidn de las variables cualitativas se emplearon los
porcentajes con los intervalos de confianza del 95% para las variables
principales. En las variables cuantitativas se comprobo el ajuste de los datos a la
distribucion normal por medio del test de Kolmogorov-Smirnov; empleando
segun los casos, la media aritmética y la desviacidén estandar o la mediana y los
percentiles P25y P75.

Para evaluar diferencias entre grupos para variables cualitativas se emple6 el
test de Chi cuadrado o el test de Fisher. Para evaluar las diferencias entre dos
grupos para variables cuantitativas se realizara por medio de los test de t de
Student o la U de Mann-Whitney; para comprobar diferencias entre tres o mas
grupos se empleo el analisis de varianza o el test de Kruskal-Wallis.

En la evaluacion de la concordancia entre test diagnosticos empleamos el
indice Kappa, ademas se calculo el area bajo la curva (ABC) de la
caracteristicas operativas del receptor (ROC), tomando como test de referencia
los resultados de la colectomia, en la comparacion del ABC de dos curvas ROC
empleamos el procedimiento de DelLong (DeLong, 1988); para la estimacion y
representacion grafica de las curvas ROC se empled el sofware MEDCALC
version 12.7.0.0 (MedCalc Software, Mariakerke, Belgium).

14 REALIZACION DE UNA TABLA EXCEL CON TODOS LOS DATOS
ARRIBA MENCIONADOS (ANEXO I). EN CD ADJUNTO.
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4. RESULTADOS






Resultados

4.1 OBJETIVOS PRINCIPALES

OBJETIVO 1: EVALUAR LA IMPORTANCIA PRONOSTICA DE LA PRESENCIA
DE LA AMPLIFICACION DE VIRUS DE LA FAMILIA HERPES EN TEJIDO EN
PACIENTES CON EIl.

PRESENCIA VIRAL POR METODOS SEMICUANTITATIVOS

Se analizaron por PCR semicuantitativa 16 biopsias correspondientes a 16
pacientes que no tenian enfermedad inflamatoria intestinal y que fueron biopsiados
por otras razones (patologia benigna, pdlipos de colon). El resultado fue de
ausencia de amplificacion efectiva para todos los virus Herpes en las 16 muestras
de colon fijadas en formol e incluidas en parafina.

Controles nagativos

—e—HVSH1

\ / | | —=—HVS2
2,5 vzv
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—x— CMV
1.5 | | —s—EBV
1 | | ——HHV6
| | —— Control 2
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0 —T

12 3 45 6 7 8 91011121314 1516

Fig. 12. Amplificacién de 16 controles de mucosa colénica sin Ell.

De las 201 biopsias analizadas por PCR semicuantitativa para la evaluacion de
presencia viral 79 casos resultaron negativos para todos los tipos incluidos en el
ensayo (39,3%) y 122 biopsias mostraron positividad para alguno de ellos (60,7%).
En cuanto a la distribucién viral, se encontraron casos con Virus de Epstein Barr
(EVB), Citomegalovirus (CMV), Virus herpes simple tipo 1 (VHS1), Virus herpes
simple tipo 2 (VHS2) y Virus herpes humano tipo 6 (VHHG6). No encontramos ningun
caso en el que se apreciara amplificacion del Virus Varicela Zéster. Es decir, un
porcentaje importante de las biopsias de pacientes con enfermedad inflamatoria

intestinal mostraron amplificacion mediante técnicas moleculares para alguno de los
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tipos de virus de la familia herpes en la mucosa del colon obtenida por técnicas

endoscopicas o quirurgicas.

TABLA 7. DISTRIBUCION DE HALLAZGOS EN LA PCR
SEMICUANTITATIVA

FRECUENCIA PORCENTAJE IC
PCR NEGATIVA 79 39,3 32,3-46,3
PCR POSITIVA 122 60,6 53,7-67,7
1 VIRUS 89 44,3 37,2-51,4
2 VIRUS 29 14,4 9,3-19,5
3 VIRUS 4 2 0,5-5,0
TOTAL 201 100

Un porcentaje importante de los casos analizados por PCR semicuantitativa
resultaron positivos para algun tipo de virus de la familia herpes humano (60,6%).
Resulta llamativo, asimismo, la frecuente asociacion entre tipos con un 27% de
todos los casos positivos en los que aparecian en combinacion. Sélo cuatro biopsias
presentaron replicacion por tres tipos virales a la vez. No se encontré ninguna

biopsia en la que amplificara mas de tres tipos.

En cuanto a la distribucidn de tipos virales encontrados en el tejido de pacientes
con Ell es la siguiente, teniendo en cuenta que existen casos de positividad multiple,
con lo que la tabla indica los casos en los que aparece cada tipo viral y los
porcentajes estan considerados con respecto al total de biopsias analizadas, sean
estas positivas o negativas. Es decir, por ejemplo en el caso del CMV, en nuestra

serie aparece en el 26,4% de todas las biopsias.

TABLA 8. DISTRIBUCION DE TIPOS VIRALES EN LAS

BIOPSIAS
BIOPSIAS % IC
VEB 78 38,8 31,8-45,8
CMV 53 26,4 20,0-32,7
HHV6 17 8,5 4,4-12,6
VHSA1 9 4,5 1,4-7,6
VHS2 2 1 0,1-5,6
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Como se observa en la Tabla 8. El virus mas frecuentemente encontrado fue el

VEB, seguido del CMV y los virus herpes simples.

cMV
m SOLO
5,6
37,7 m CON 1 VIRUS
56,6 ,
@ CON MAS DE
UN VIRUS

Fig. 13. Representa los porcentajes en los que el CMV aparece sélo en las biopsias, con un

virus o con mas virus.

El CMV aparece en el 26,4% de las 201 biopsias analizadas. En un porcentaje
apreciable de casos (56%) lo hace de forma aislada sin asociacion con otro tipo de
la familia del virus herpes, como indica la figura 13. Sin embargo, este dato puede
ser leido asimismo como que un importante numero de casos positivos para CMV
(44%) muestran amplificacion asimismo de otro tipo viral con lo que los mecanismos

de reactivacion viral parecen ser comunes en tejido de pacientes con Ell.

TABLA 9. NUMERO Y PORCENTAJE DE VIRUS POR BIOPSIAS

Cu CROHN

n % N %
PCR NEGATIVA 57 34,80% 22 61,80%
PCR POSITIVA 108 65,20% 14 38,20%
1 VIRUS 78 47,60% 11 29,40%
2 VIRUS 26 15,20% 3 8,80%

3 VIRUS 4 2,40% 0 0%

Si analizamos los virus por la histologia, segun el diagndstico clinico sea de CU
o EC, observamos que es mas frecuente encontrar amplificacién viral en las
biopsias de CU (65,2%, 1C:57,7-72,8) que en la EC (38,20%; 1C:20,4-56,0), siendo
estadisticamente significativo (p<0,005). En el caso de la EC, ademas, es mucho

menos frecuente la positividad para varios tipos virales en la misma biopsia, lo que
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puede estar relacionado con el nivel de inmunosupresion diferente alcanzado por los

tratamientos en ambas enfermedades.

PCR POSITIVA

65,2

mCuU
= CROHN

Cu CROHN

Fig. 14. PCR positivas para virus de la familia herpes en CU y EC.

En la figura 14 se indica el porcentaje de virus de la familia herpes mediante técnica
de PCR tanto en la CU como en la EC. El dato es estadisticamente significativo
(p<0,005).

47,6

mCuU
= CROHN

RELULRRRN

1 VIRUS 2 VIRUS 3 VIRUS

Fig. 15. Presencia de uno o mas virus de la familia herpes por PCR enla CU y EC.
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El porcentaje de virus de la familia herpes es siempre mayor en la CU que en la
EC, casi el doble tanto para la presencia de un virus, de dos virus o de tres. Los
datos son estadisticamente significativos para el primer grupo (un virus), p<0,05.
Para dos virus y tres virus no son estadisticamente significativos, probablemente a

que la n es muy pequeia.

45" 42,1

mCuU
= CROHN

ANV VAN VA VA WA

EBV CMV VHHG6 VHS1 VHS2

Fig. 16. Presencia de cada virus en la CU y EC.

La figura 16 presenta los datos de porcentaje de biopsias que han resultado
positivas para cada tipo viral. Como se aprecia, todos los tipos de virus son mas
frecuentes en la CU que en la EC. La unica excepcion se da con el HHV6 que es

incluso ligeramente mas frecuente en el caso de la EC.

El VEB es el virus que aparece mas frecuentemente en la CU, seguido del
citomegalovirus (CMV). Los datos de positividad diferente en los dos tipos de Ell
sblo son estadisticamente significativos (p<0,05) en el caso del VEB, si bien esto
puede ser debido al escaso numero de biopsias de enfermos con EC.

DIAS DE INGRESO

La mayoria de los procesos donde se realizdé toma de biopsia no conllevaron
ingreso. Fueron endoscopias de control, realizadas en consultas con alta al mismo

dia, no por un brote que obligd al ingreso del paciente.
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Fig. 17. Dias de estancia asignadas por cada biopsia.

Como se indica en la figura 17, 137 biopsias de un total de 201 no conllevaron
ingreso del paciente (68,16% biopsias). La distribucion de los tiempos de ingreso
hospitalario asociados a cada episodio con biopsia se detalla en la siguiente figura.
El maximo de dias de estancia en uno de los episodios fue de 60 dias.

Si mostramos solo las biopsias que estuvieron asociadas a ingreso hospitalario,
(64 biopsias lo que supone un 31,84% del total de biopsias analizadas) observamos
que el minimo tiempo de ingreso fueron dos dias y el maximo 60 dias con una
distribucion normal. La media fue de 19,05 dias, la mediana de 15,50 dias y el
percentil 75 de 24,75 dias.
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N° BIOPSIAS
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Fig. 18. Dias de estancia para solo aquellas biopsias que conllevaron ingreso.

Media: 18 Desviacion tipica: 12,075 (sobre una N: 63).
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Fig. 19. Dias de estancia para biopsias con virus y sin virus.
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El analisis de la estancia hospitalaria asociada con la presencia o ausencia de
positividad en la PCR para agentes virales en tejido revela que la mediana, de dias
de estancia asociados a las biopsias (analizadas como episodios independientes),
para los dos grupos de biopsias (positivas y negativas en el analisis viral) fue en
ambos casos cero (0) dias, debido a que la inmensa mayoria de las biopsias se
realizaron de manera programada en consulta sin que el enfermo precisara ingreso

hospitalario.

Sin embargo, el analisis de la media aritmética de estancia de los pacientes sin
virus en sus biopsias fue de 4,75 dias y de 6,38 dias para los pacientes con
positividad para virus en sus biopsias. Observamos también en esta misma figura,
que el percentil 75 de las biopsias con virus fue de 11 dias respecto a los 8 dias de
las biopsias sin virus. Los datos no son estadisticamente significativos (p>0,05), si
bien se aprecia una tendencia al mayor tiempo de estancia hospitalaria para los
pacientes con presencia de replicacion viral detectada por PCR en sus biopsias.

60 ®

DIAS DE ESTANCIA

|

T T
NO VIRUS SI VIRUS

Fig. 20. Dias de estancia para las biopsias, con virus y sin virus, que conllevaron ingreso.
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Debido al elevado numero de pacientes a los que se realizé la biopsia de
manera programada en consulta sin ingreso se analizaron todos los episodios de
biopsia en los que el paciente si precisé de ingreso hospitalario. En este grupo de
pacientes (64), observamos que la mediana es mayor para los pacientes con
positividad en la PCR para virus (15,50 dias) que en el caso de aquellos negativos
en el analisis molecular (14,50 dias). La media también es ligeramente superior para
las biopsias que si tenian virus (15,63 dias frente a 19,45 dias). El percentil 75 para
los que no estan asociados a positividad viral es de 21 dias y para las biopsias con
virus de 26 dias. Los datos no son estadisticamente significativos (p>0,05).

Se realizaron los estudios diferenciando tipos virales y agrupando los datos por
pacientes para evaluar el posible efecto diferencial del CMV sobre otros tipos con
escasa patogenicidad y el papel de la presencia latente de CMV con picos de

replicacion en la evolucion de los pacientes.
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Fig. 21. Dias de estancia por pacientes dependiendo si tenian historia de picos de

replicacion viral de CMV o no.
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Esta figura indica los dias de estancia por paciente para aquellos pacientes que
no tienen ningun virus a lo largo de su evolucion y para aquellos pacientes que
tienen positividad para CMV en alguna de sus biopsias. De los 102 pacientes,
tuvieron episodios de CMV 33 pacientes (32,35%) y 69 pacientes no (67,65%).

La mediana para los pacientes sin virus, eran cero dias de ingreso (la mayoria
no ingresaban y se trataba de biopsias realizadas de manera programada en
consultas) mientras que para los pacientes con CMV son 16 dias. Por tanto la mayor
parte de los casos asociados a CMV mostraban sintomatologia que obligd a ingreso
y toma de biopsia fuera de programa.

La media de dias de estancia para los pacientes sin virus es 7,12 dias y para los
pacientes con CMV es de 20,06 dias. El percentil 75 es de 12,50 dias para los
pacientes sin virus y 34,50 dias para los pacientes con CMV. Estos datos son
estadisticamente significativos (p<0,05).
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Fig. 22. Dias de estancia por paciente segun tengan historia de CMV, otros virus o ningun

virus.
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El analisis realizado era de pacientes con CMV en alguna de sus biopsias frente
a los casos en los que ninguna de las determinaciones resulté positiva para CMV.
Sin embargo, los pacientes podrian haber resultado positivos para alguno de los
virus de la familia herpes no CMV. Por tanto realizamos el mismo analisis para este
tipo de pacientes, dividiéndolos en tres grupos, negativos para cualquier tipo viral a
lo largo del seguimiento, positivos para CMV y positivos para alguno de los tipos
virales analizados diferentes al CMV.

Hemos observado que los pacientes que tienen CMV tienen estancias
hospitalarias mas largas que los pacientes sin virus y ademas sufren mas dias de
estancia que los pacientes con virus diferentes al CMV, es decir, virus VEB, VHHG,
VHS1 y VHS2. Estos ultimos virus se comportan de forma parecida a los pacientes
que no tienen virus en el analisis estadistico de relacion con dias de ingreso
hospitalario. Esta diferencia del CMV tanto a los pacientes sin presencia viral como
a los que presentan virus diferentes al CMV fue estadisticamente significativa
(p<0,05).

m CMV Si
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Fig. 23. Presencia de CMV en la CU y EC.

En cuanto a la relacion con el tipo de Ell de los diferentes tipos virales, nos
hemos centrado en el analisis de CMV, y asi de los 33 pacientes que mostraron en
algun momento picos de replicacion asociados a positividad de PCR para CMV, 28
pacientes eran enfermos de CU mientras que cinco lo eran de EC.
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Del total de pacientes incluidos en el estudio, un 37,3% de enfermos con CU
han mostrado biopsias con positividad para CMV en alguin momento de su
seguimiento (1C:25,7-49,0), mientras que en el caso de la EC dicho porcentaje es de
un 20% (1C:6,8-40,7). Es decir, uno de cada tres (1/3) pacientes de CU ha mostrado
positividad para CMV en sus biopsias en alguin momento de su enfermedad,
mientras que para la EC el porcentaje es de uno de cada cinco pacientes (1/5). No
es estadisticamente significativo (p>0,05) pero el riesgo de presencia de CMV el los
pacientes con CU fue casi el doble respecto a los pacientes con EC. El RR es de
1,97;1C: 0,81-4,8.

COLECTOMIAS Y PRESENCIA VIRAL

Las piezas quirurgicas de las colectomias subtotales o totales de los pacientes
con Ell también fueron analizadas con la misma metodologia para comprobar la
presencia 0 ausencia de positividad en la PCR semicuantitativa para virus. De los
102 pacientes incluidos en el analisis, nueve fueron intervenidos quirurgicamente
mediante colectomia total. Siete piezas quirdrgicas de colectomia (7/9) mostraron
positividad para alguno de los tipos virales analizados mientras que las dos

restantes resultaron negativas.
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Fig. 24. Porcentaje de colectomias y positividad viral.
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En el analisis de la presencia viral como agente predisponente a la necesidad
de procedimientos quirurgicos agresivos en la Ell, observamos que de aquellos
pacientes que habian mostrado algun episodio de positividad viral en algun
momento de su evolucion un 10,8% precisé de una colectomia frente al 89,2% que
no fueron intervenidos quirdrgicamente y tuvieron control unicamente farmacologico.
Sin embargo, entre aquellos pacientes que nunca mostraron ningun episodio de
positividad viral el 5,4% precis6 de colectomia y un 94,6% no fue intervenido

quirurgicamente.

Estos datos no son estadisticamente significativos (p>0,05) probablemente
debido a la escasez de pacientes en ambos grupos y a que la potencia del contraste
es del 12%. Recalcamos, sin embargo, que el porcentaje de pacientes que preciso
de un tratamiento agresivo como es la colectomia fue del doble en los enfermos con

positividad viral en alguin momento de su evolucion.
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Fig. 25. Representa las colectomias y la presencia viral en las mismas.

En el analisis de las piezas quirurgicas de colectomia, la mayoria (77,8%;
IC:40,0-97,1) resultaron positivas para la PCR frente a un 22,4% (1C:52,0-72,8) que
no lo tienen. Los resultados no son estadisticamente significativos. El porcentaje de
piezas quirurgicas positivas en el analisis molecular para virus es mayor que las
biopsias de toda la serie si bien como comentamos los resultados no son

estadisticamente significativos (p>0,05).
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Y si miramos las colectomias atendiendo al tipo de virus al igual que para los
dias de estancia. Lo reflejamos en la figura 26, abajo:

100+

O COLECT SI

NO VIRUS OTROS VIRUS CMV

Fig. 26. Porcentaje de colectomias segun presencia de virus y tipo.

Observamos que los pacientes con CMV tienen mayores porcentajes de
colectomia, 12,1%, en relacién a los otros tipos de virus de la familia herpesviridae,
9,4%, y sobre todo en relacion a los pacientes sin virus, 5,4%. De las nueve

colectomias totales cuatro tenian CMV (4/9).
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OBJETIVO 2: RELACIONAR LA PRESENCIA DE CMV CON EL TRATAMIENTO
RECIBIDO.

De las 201 biopsias analizadas por PCR se recogieron mediante la revision de
la historia clinica, tanto en su version electronica como en papel, los datos
completos del tratamiento recibido por el paciente en la fecha coincidente y posterior
a la realizacién de la biopsia. S6lo se desconoce el tratamiento recibido en dos
biopsias, en las que no se recoge este dato en la historia clinica.

Son pocos los episodios asociados a biopsias en los que los pacientes no
recibieron tratamiento alguno (solo en el caso de diez biopsias). En la mayor parte
de los casos, se trata, de biopsias practicadas a pacientes con tratamiento
esteroideo  convencional (104 biopsias). Recibieron tratamiento  con
inmunomoduladores tipo Azatioprina debido a enfermedad refractaria a tratamiento
esteroideo 67 de los episodios y en algunos casos se les administré tratamiento
anti-TNF (18).

De las 201 biopsias 53 tenian presencia de DNA viral de CMV mediante PCR
como ya hemos detallado previamente. De las 53 biopsias 48 son referentes a
pacientes con CU (90,57%) y 5 biopsias con EC (9,43%). En una de las 53 biopsias
se desconoce el tratamiento que tomaba el paciente, por tanto, para este analisis se
evaluaron las 52 biopsias restantes.

TABLA 10. BIOPSIAS CON CMV Y RELACION CON EL TRATAMIENTO

RECIBIDO
CORT+5- ANTI- TOTAL
NO TTO CORTIC ASA AZATIOP TNE
cwv 3 6 16 24 3 52
NO
CMV 7 14 68 43 15 147
TOTAL 10 20 84 67 18 199

IC 9,9-81,6 11,9-54,3 10,1-28,0 23,6-48,1 3,6-41,4 26,1(19,8-32,5)
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En la tabla 10 observamos que de las 52 biopsias evaluables con positividad
para CMV un 46,15% correspondia a episodios asociados a tratamiento con

Azatioprina y un 33,77% a pacientes que tomaban corticoides con 5-ASA.

En la distribucion de los tratamientos administrados, observamos que la mayoria
de las biopsias estan relacionadas con la toma de esteroides con o sin 5-ASA

asociado (104), seguido de los tratamientos con Azatioprina, Imurel® (67).

También se puede observar que no solo hay presencia de amplificacién para
CMV en pacientes con tratamiento de corticoides, inmunomoduladores y anti-TNF
sino que algunos pacientes que no toman tratamiento de ninguna de estas
categorias también tienen DNA del CMV detectable en la mucosa de colon. Es
decir, que la presencia de DNA del CMV no es exclusivo de aquellos pacientes con
un cierto grado de inmunosupresion farmacolégica, aunque en estos ultimos la

presencia del CMV es mayor.
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Fig. 27. Relacion de CMV con el tratamiento recibido.

Como observamos en la figura 27, los pacientes que tomaban Imurel® tenian
PCR positiva para CMV en un 35,80% frente a los pacientes que tomaban
corticoides, 30%. Es decir, que los pacientes que toman Imurel® tienen mayor
presencia de CMV en sus biopsias. Estos datos no son estadisticamente
significativos (p>0,05) probablemente debido a que la n del grupo es pequefia
(n=20). Si comparamos los que toman Imurel® con aquellos pacientes que no

toman nada los datos no son estadisticamente significativos (p>0,05) probablemente
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debido también a que la n del grupo que no toman estos medicamentos es pequefia
(n=10). Si comparamos el grupo que toma Imurel® (35,80%) respecto al grupo que
toma corticoides y 5ASA (19%) los datos son estadisticamente significativos
(p<0,05).

Llama la atencién el hecho de que los pacientes que han incorporado 5ASA y
otros tratamientos de nueva aparicion (anti-TNF) muestran una menor proporcion de
biopsias con positividad para CMV, algo que debe de analizarse con mayor
profundidad ya que los pacientes analizados no son los suficientes como para
permitir una analisis estadistico concluyente acerca del posible efecto antiviral de

estos tratamientos.

De las 18 biopsias relacionadas con la toma de anti-TNF solamente en una de
ellas se observé la presencia de HHV-6 (5,55%). En nuestro estudio la mayoria de
las biopsias con HHV-6 estan relacionadas con la toma de Imurel® (47,05%) muy
seguidas de las de tratamiento esteroideo (35,29%).
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4.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

A/ EVALUAR LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO ANTIVIRAL.

Se ha seleccionado los episodios de pacientes que tras una biopsia positiva
para CMV por PCR han sido tratados con tratamiento especifico antiviral
(valganclclovir) o no han recibido dicho tratamiento especifico y tienen una nueva
biopsia en menos de seis meses con datos valorables en el analisis molecular para
CMV. Y se han valorado tanto el resultado como los posibles cambios en los niveles
de absorbancia. En total se han podido analizar con estas premisas 18 episodios
asociados a biopsia con repeticion.

No se poseen datos de serologia de todos los pacientes, pero de los que se
tiene constancia todos fueron IgG+ e IgM- para CMV.

TABLA 11. EVOLUCION Y TRATAMIENTO ANTIVIRAL PARA CMV
TRATADOS NO TRATADOS

VIRUS IGUAL O AUMENTO DE ABSORBANCIA 3 0
VIRUS DESAPARECE O DISMINUYE 5 10
ABSORBANCIA

TOTAL 8 10

Como observamos en la tabla 11, de los ocho pacientes que fueron tratados tras
biopsia positiva de CMV, cinco pacientes disminuyeron los niveles de absorbancia
respecto a la biopsia previa o no se detectd DNA viral para CMV. Y tres pacientes
tratados con antiviral, el virus no modificé el nivel de absorbancia o aumenté dicho
nivel. De los 10 pacientes no tratados con farmacos antivirales, en todos ellos se

disminuyo el nivel de absorbancia o desparecieron los niveles.

El IC del 95% para los pacientes tratados es 62,5 (1C:25,9-89,8) y para los no
tratados IC del 95% es 100 (65,6-100). Estos datos no son estadisticamente
significativos (p>0,05).
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Por lo tanto podemos decir, que segun nuestros datos el tratamiento antiviral
con valganciclovir no disminuye los niveles de absorbancia del CMV en mucosa de
colon en niveles significativamente diferentes a los pacientes que no reciben
tratamiento. La evolucion natural del virus, por lo que observamos, es la de

desaparecer o disminuir espontaneamente.
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Fig. 28. Relacion de dias de ingreso tras tratamiento antiviral.

Si valoramos los pacientes en cuanto al numero de dias ingresados en el afio
tras tratamiento antiviral con respecto a aquellos que no han sido tratados,
observamos que de los 44 episodios valorables, 15 habian recibido tratamiento y 29
no. La media de dias de ingreso para los pacientes sin tratamiento fue de 5,28 dias
mientras que los que tuvieron tratamiento fue de 6,67 dias. La mediana en ambos
casos fue cero (la mayoria no ingresaron). Y el percentil 75 para los que no
recibieron tratamiento fue de 9,50 dias frente a los 16 dias de los que si tuvieron
tratamiento antiviral. Estos datos no son estadisticamente significativos (p>0,05).
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Fig. 29. Relacion de numeros de ingresos tras tratamiento antiviral.

En la figura 29 se representan los numeros de ingreso en el afio para los
pacientes que tras CMV positivo por PCR han tenido mas de un ingreso durante el
afno y valorar el tratamiento antiviral en estos casos. Se evaluaron un total de 43
episodios (biopsias positivas para CMV por PCR) y que hubo conocimiento de la
toma de farmaco antiviral y también del numero de ingresos durante ese afio. Uno
de los ingresos fallecio por sepsis. La media de ingresos para los no tratados con
tratamiento antiviral fue de 0,29 frente a los 0,33 de los tratados con tratamiento
antiviral. La mediana para ambos grupos fue de 0 y el percentil 75 para ambos
grupos fue de 1 dia. Estos datos no son estadisticamente significativos (p>0,05).

Quisimos ver la respuesta de tratamiento antiviral y si el uso de estos farmacos
evita colectomias. Solamente se tienen biopsias consecutivas en dos pacientes con
biopsias positivas por PCR para CMV. Las biopsias tienen una diferencia en el
tiempo menor a tres meses. Los pacientes con biopsias positivas para CMV tras
PCR no tomaron tratamiento antiviral y en las piezas de colectomia tenian
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positividad para CMV con absorbancias altas (2,9-3,3) por PCR. En otro paciente
desconocemos si ha tomado tratamiento antiviral tras positividad para CMV por
PCR.

Debido a que de nueve pacientes con colectomia s6lo dos pacientes tienen
biopsias anteriores a las colectomias en breve espacio de tiempo y ambas con
datos de absorbancia para CMV y conocimiento de tratamiento antiviral y con uno
con desconocimiento de tratamiento antiviral no podemos conocer si el tratamiento

antiviral hubiera evitado las colectomias.
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B/ DEFINIR CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS QUE PERMITEN PREDECIR
LA PRESENCIA VIRAL EN BIOPSIAS DE PACIENTES CON EIl. RESULTADOS.

Nuestro objetivo era observar las caracteristicas histologicas de las biopsias
sobre las que se realizdé PCR, y sobre todo saber si hay caracteristicas propias que
nos definan la presencia o ausencia viral asi como el tipo de virus de la familia

herpes.

Se valoré la apoptosis prominente como primer indicador. Se evaluaron las
biopsias con presencia de CMV sin otro virus acompafante. 17 biopsias tenian
apoptosis marcada y 10 no. Dos biopsias no fueron valorables. Para el VEB 48
fueron las biopsias valorables siendo el VEB el unico virus presente. 31 tenian
apoptosis y 17 no.

TABLA 12. APOPTOSIS Y PRESENCIA VIRAL

CMV VEB NO VIRUS

n % n % n %

| 17 62,9 31 64,6 14 20

NO 10 37,1 17 354 56 80

TOTAL 27 100 48 100 70 100
p=0,888 p=0,000

Como observamos en la tabla 12, los porcentajes son muy parecidos entre si.
Estos resultados no son estadisticamente significativos (p>0,05).

Se valoré también la presencia de vasculitis o no. De las 27 biopsias con
positividad para CMV por PCR valorables, seis tenian vasculitis y 21 biopsias no.
Para el VEB en un total de 48 biopsias, 11 si tenian vasculitis y 37 no. Estos datos

no son estadisticamente significativos.

TABLA 13. VASCULITIS Y PRESENCIA VIRAL

CMV VEB NO VIRUS
n % n % n %
| 6 22,2 11 22,9 11 15,7
NO 21 77,8 37 771 59 84,3
TOTAL 27 100 48 100 70 100
p= 0,945 p=0,695
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Como observamos en la tabla 13, los datos para vasculitis en biopsias con
presencia de virus CMV y VEB son muy parecidos, y las diferencias no son
estadisticamente significativas (p>0,05).

Para el VHS-1 sélo hubo tres biopsias en el que el virus estaba presente
mediante técnicas de PCR. La mayoria de las veces estaba acomparfado de CMV y
VEB. De las tres biopsias en una se observo apoptosis, en otra vasculitis y en una
tercera ninguna de las dos.

El resto de los virus hallados por PCR en la mucosa de colon: VHH-6 y VHS-2
nunca se encontraron aislados sino junto a otros virus de la familia herpes para

poder definir sus caracteristicas histoldgicas, si las hubiera.

64,6
70- 62,9

m CMV
mEBV

111 10,41
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APOPTOSIS VASCULITIS APOP+VASC

Fig. 30. Caracteristicas histoldgicas del CVM y VEB.

Como observamos en la figura 30 no hay diferencias entre apoptosis y vasculitis
para distinguir VEB y CMV histolégicamente, ya que ambas poseen porcentajes

parecidos en cuanto a apoptosis y vasculitis.

Pero si analizamos todas las biopsias valorables (187 biopsias) en cuanto a
apoptosis y vasculitis prominentes y la relacionamos con la presencia de los dos

virus principales: CMV y VEB, obtenemos los siguientes resultados:
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BVEB+ WVEB-
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APOPTOSIS

VASCULITIS

Fig. 31. Relacion de VEB apoptosis y vasculitis.

Como observamos en la figura 31, el porcentaje de apoptosis en las biopsias
positivas para virus VEB por PCR es el 67,5% frente al las biopsias negativas para
el virus VEB, el doble. Este dato es estadisticamente significativo (p<0,001). Sin
embargo, las diferencias de la presencia de vasculitis para las biopsias con o sin
presencia de virus VEB por PCR son similares, y los datos no son estadisticamente

significativos (p>0,05).

Realizamos el mismo ejercicio para el virus CMV y recogemos los siguientes

resultados:

BCMV+ ECMV -

APOPTOSIS

VASCULITIS

Fig. 32. Relacion del virus CMV y las apoptosis y vasculitis.
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Como muestra la figura 32, la presencia de apoptosis en las biopsias con
presencia de virus CMV por PCR es mucho mayor que en la encontrada en las
biopsias sin virus CMV por PCR. Estos datos son estadisticamente significativos
(p<0,001). Sin embargo, la vasculitis se encuentra en porcentajes muy similares
tanto en las biopsias positivas como negativas para CMV por la técnica de PCR.
Estos datos no son estadisticamente significativos.

Se conoce que algunos farmacos producen apoptosis en las células epiteliales
de la mucosa del colon. Por ello se valoraron las apoptosis y vasculitis segun el
tratamiento habitual de cada paciente en 185 biopsias valorables y con el

conocimiento del tratamiento recibido.

Mostramos los resultados en la figura siguiente:

APOPTOSIS
VASCULITIS
APOPTOSIS VASCULITIS
“NOTTO 3,4 6,3
“CORT-5ASA 49,4 43,8
AZA 39,1 31,3
“ANTI-TNF 8 18,8

Fig. 33. Relacion del los tratamientos y la presencia de apoptosis y vasculitis.

En la figura 33, podemos ver claramente que no hay diferencias entre vasculitis
y apoptosis entre cada grupo de tratamiento recibido por el paciente. A excepcion
del primer grupo (los que no reciben ningun tipo de tratamiento), las apoptosis y
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vasculitis son mayores en los grupos de tratamiento de corticoides + 5ASA y
Azatioprina, lo mismo que ocurre con la presencia de CMV en estos grupos de
pacientes con estos tratamientos. Estos datos no son estadisticamente significativos
(p>0,05).
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C/ VALORAR LAS DISTINTAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS COMO
VALOR PREDICTIVO.

Por datos serologicos, cuando las hubo, todas las pruebas indicaron negatividad
para CMV y demas virus de la familia herpes. Por IHQ sélo una biopsia fue positiva
para CMV y en esta biopsia se desconocen datos serolégicos y la PCR y rtPCR

fueron positivas, mientras que no habia material suficiente para detectar RNA viral.

Mediante técnica de PCR 53 biopsias fueron positivas para CMV, ocho para
rtPCR, una so6la para IHQ, ninguna para RNA (tres biopsias no se pudieron valorar
por falta de material) y ninguna por estudio serolégico cuando se tenia este dato (16
casos) aunque en todas fueron IgG+ e IgM-. Nos planteamos si estos datos podian

servirnos como valor predictivo para colectomias.
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Fig. 34. Curva COR.
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TABLA 14. PCR Y rtPCR COMO VALORES PREDICTIVOS

PCR rtPCR
VP- 94,3 92,7
VP+ 14,8 0
SENSIBLIDAD 28,6 0
ESPECIFICIDAD 87,7 95,7
kappa 0,114 -0,053

En la tabla 14 tenemos los datos de las biopsias con absorbancias para CMV
por PCR. Se consideraron biopsias positivas para CMV aquellas cuya absorbancia
era mayor a 2,7 y biopsias negativas para CMV por PCR para las biopsias con
absorbancias menores a 2,7.

Para estos datos es valor predictivo negativo (VP-) fue de 94,3 y el valor
predictivo positivo (VP+) 14,8. La sensibilidad es 28,6% y la especificidad de 87,7%.

Para la rtPCR se realizé la misma tabla con los siguientes resultados:

TABLA 15. BIOPSIAS POR COLECTOMIA Y CMV POR rtPCR

COLECTOMIA
Sl NO
n % n %
CMV NEG 14 100 179 95,7
CMV POS 0 0 8 4,3
TOTAL 14 100 187 100

Para estos datos el VP- fue: 92,7 y el VP+: 0. La sensibilidad del 0% vy la
especificidad del 95,7%.
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5.1 OBJETIVOS PRINCIPALES

OBJETIVO 1: EVALUAR LA IMPORTANCIA PRONOSTICA DE LA PRESENCIA
DE LA AMPLIFICACION DE VIRUS DE LA FAMILIA HERPES EN TEJIDO EN
PACIENTES CON EIl.

PRESENCIA VIRAL

El citomegalovirus es miembro de la familia herpes virus y es una infeccion viral
frecuente en humanos, que ocurre en el 40-100% de los adultos (Maher, 2009). La
prevalencia de la infeccion por CMV en pacientes con Ell es muy variable y no bien
descrita en pacientes con enfermedad moderada y no esta resuelta la controversia
acerca de la importancia de la replicacion virica de CMV en la clinica. La
seroprevalencia del CMV es alta en todas las areas geograficas, incluyendo los
paises desarrollados (Banerjee, 2008).

La historia natural de la infeccion no esta detalladamente descrita ya que la
infeccion primaria en individuos sanos es generalmente asintomatica y el virus
permanece en un estado latente (Poli¢, 1998). Sin embargo, la reactivacién es
frecuente. Se conoce que los pacientes inmunocomprometidos son mas
susceptibles de la reactivacion a partir de un estado latente del CMV (Bennekov,
2004 y Yoshikawa, 2003), que puede presentarse como una variedad de sindromes
clinicos o enfermedades (Ho, 2008).

Se debe distinguir entre infeccion por CMV, donde una persona asintomatica
muestra pruebas positivas para CMV en las pruebas moleculares de PCR o en los
analisis serologicos, y la enfermedad por CMV, donde las sintomatologia clinica se
pone de manifiesto (Kandiel, 2006 y Rahier, 2009). Por tanto, existen situaciones
donde pueden obtenerse pruebas de laboratorio positivas para la deteccion de CMV
donde el paciente no sufre sintomatologia, pero desconocemos cuales de estos
pacientes van a evolucionar a una enfermedad por CMV, es decir, quiénes van a
presentar sintomatologia debido a la replicacion viral. La colitis por CMV, causa
diarrea sanguinolienta, dolor abdominal, e incluso fiebre, sintomas que pueden ser
atribuidos a la colitis ulcerosa con lo que el problema de diagndstico diferencial entre

los pacientes que unicamente presentan una Ell refractaria a tratamiento, los que
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presentan picos de replicacion asintomatica y aquéllos en los que realmente la
replicacion viral tiene un efecto patégeno es extremadamente dificil y hasta el
momento no se ha alcanzado un acuerdo en cuanto a cdmo alcanzar el diagnéstico

adecuado.

La prevalencia y la patogenia de la infeccion del CMV en pacientes con Ell es
variable. EI CMV se identifica frecuentemente en la mucosa colonica de pacientes
con Ell activa y a menudo representa un desafio diagnodstico y terapéutico. Algunos
investigadores han estimado la prevalencia de la infeccion del CMV en pacientes
hospitalizados por Ell en 0,5-3,4% sin que tengamos datos claros de la prevalencia
de infeccion por CMV en pacientes sin Ell (Papadakis, 2001 y Vega, 1999).

Criscuoli, 2004 en su estudio asegura que la enfermedad por CMV fue so6lo vista
en pacientes con enfermedad resistente a corticoides. Encontraron una prevalencia
del 32% de enfermedad por CMV en pacientes con CU resistentes a corticoides,
que coincide con otros estudios confirmados por también por histologia e IHQ
(Kambhan, 2004 y Cottone, 2001).

Por el contrario, algunos autores afirman que el CMV se comporta solamente
como un huésped no patogénico (Hommes, 2004).

El virus VEB es mas frecuente en CU que en EC o en controles y es poco
probable de que tenga una papel etioldgico en la Ell (Spieker, 2000) mientras que
Yanai, 1999 dicen que la presencia de VEB en piezas de colectomias indica que el
VEB puede estar relacionado con la enfermedad.

En nuestro estudio las 201 biopsias analizadas por PCR semicuantitativa 79
biopsias no tenian presencia de virus (39,3%) y si tenian algun virus de la familia
herpes 122 biopsias (60,7%). Se encontraron virus VEB, CMV, VHS1, VHS2 y
HHVG6. Es decir, la mayoria de las biopsias de Ell tienen virus en la mucosa del
colon mediante técnica de PCR.

En nuestro estudio la mayoria de las biopsias presentaban algun virus de la
familia herpes (60,7%) y también en su mayoria estos virus se presentaban como
unico germen. Solo cuatro biopsias presentaron tres virus a la vez. No se encontro
ninguna biopsia con mas de tres virus. El virus encontrado mas frecuentemente fue
el virus VEB, seguido del CMV vy los virus herpes simples HHV6, VHS1 y VHS2.
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ElI CMV aparece en el 26,4% de las 201 biopsias analizadas. Mas de un cuarto
de las biopsias analizadas tienen la presencia del CMV. En su mayoria, en el 56% lo
hace de forma aislada sin otro virus de la familia herpes. Este 26,4% refiere a la
presencia de CMV en distintas poblaciones de Ell tanto aquellos pacientes que no
toman ningun tratamiento, pacientes corticodependientes y corticoresistentes.

Todos los tipos de virus son mas frecuentes en la CU que en la EC, a excepcion
del HHV6 que es ligeramente mayor en la EC en nuestro estudio. El virus Epstein-
Barr (VEB) es el virus mas frecuente, seguido del citomegalovirus (CMV). Los datos
so6lo son estadisticamente significativos (p<0,05) para el VEB.

La infecciéon por HHV6 se observa en pacientes inmunodeprimidos (De Bolle,
2005). ElI VEB se ha encontrado en un 60% (Yanai, 1999) pero no aparece en
controles y se ha sugerido su papel en la cronificacion de la enfermedad (Bertalot,
2001).

Una alta presencia de DNA de HHVG6 se ha encontrado en intestino grueso tanto
en la CU como en la EC, y la presencia simultanea de HHV6 y CMV ha sido
significativamente mayor en la CU que en la EC o en controles sin Ell (Wakefield,
1992). En amplias cohortes de pacientes con Ell que recibian Infliximab, la infeccion
virica como primaria o reactivacion de virus herpes simple (VHS), CMV, Epstein-
Barr virus (VEB) o virus varicela zoster (VZV) han sido descritos pero datos sobre el
HHV6 son escasos (Rahier, 2009 y Wakefield, 1992). Wakefield, 1992 detectd una
alta prevalencia tanto de CMV y HHV6 especialmente en CU en la mucosa de los
pacientes. Por otra parte, Knosel, 2009, examiné tejidos de archivo de pacientes con
EC mediante PCR y encontraron positividad para HHV6 en 2/56 (3.6%) de las
muestras. Recientemente, el HHV-6, detectado mediante PCR, PCR a tiempo real e
IHQ, ha demostrado la ubicuidad en bloques de tejido ileal resecados de 23
pacientes de EC. Este estudio muestra un porcentaje de positividad para HHV6
semejante tanto para pacientes de CU (43%) como EC (44%). Este numero es
comparable a aquellos vistos en pacientes con trasplante de o6rganos solidos
(Halme, 2008). En pacientes con EIl la coexistencia de CMV y HHV6G es
desconocida.
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Strenger, 2010, asegura que deben de tenerse en cuenta que en los casos
positivos de HHV6 positivos por PCR en tejido el DNA del HHV6 puede ser que el
DNA esté integrado en el cromosoma y de ahi la positividad de la prueba.

En nuestro estudio hemos separado los virus por la histologia, segun CU o EC,
y observamos que es mas frecuente encontrar virus en las biopsias de CU que en la
EC, siendo estadisticamente significativo (p<0,05). Y estos virus en su mayoria
aparecen aislados, sin otros virus de la familia herpes, en ambos grupos de

enfermedad.

Hay numerosos estudios que relacionan el CMV con la CU pero se ha propuesto
una menor asociacion de esta infeccion viral con la EC (Hommes, 2004; De
Saussure, 2004 y Takahashi, 2004) tal y como demostramos en nuestro estudio.

DIAS DE INGRESO

La mayoria de las biopsias no conllevaron ingreso. Fueron endoscopias

realizadas por control, no por un brote que obligd al ingreso del paciente.

Si mostramos solo las biopsias que conllevaron ingresos, que representan 64
biopsias (31,84%) observamos que el minimo tiempo de ingreso fueron dos dias y el
maximo 60 dias de ingreso para el paciente, en nuestro estudio.

La infeccion por CMV conlleva morbilidad y mortalidad afadida en pacientes
tratados con farmacos inmunosupresores o esteroides (Goodgame, 1993), algo que
pretendemos relacionar con el incremento de dias de estancia hospitalaria por

procesos complejos en nuestra poblacion analizada.

Podemos decir que la mediana, de dias que estancia que conllevaron las
biopsias, para los dos grupos de biopsias (con virus y sin virus) fue en ambos casos
cero (0) dias, debido a que la mayoria de las biopsias no conllevaron ingreso del
paciente. La media de la estancia de los pacientes sin virus en sus biopsias fue de
4,75 dias y de 6,38 dias para los pacientes con presencia de virus en sus biopsias.
Observamos también, que el percentil 75 de las biopsias con virus fue de 11 dias
respecto a los 8 dias de las biopsias sin virus. Los datos no son estadisticamente
significativos.
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Sin embargo, si nos fijamos sélo en aquellos pacientes que fueron ingresados y
los distribuimos por aquellos pacientes que no tienen ningun virus y por aquellos
pacientes que tienen CMV en alguna de sus biopsias encontramos que de los 102

pacientes, tienen CMV 33 pacientes (1/3) y 69 pacientes no tienen CMV (2/3).

La mediana para los pacientes sin virus, era de cero dias de ingreso (la mayoria
no ingresaban) mientras que para los pacientes con CMV era de 16 dias. La media
de dias de estancia para los pacientes sin virus es 7,12 dias y para los pacientes
con CMV es de 20,06 dias. El percentil 75 es de 12,50 dias para los pacientes sin
virus y 34,50 dias para los pacientes con CMV. Estos datos son estadisticamente
significativos (p<0,05).

Hemos observado que los pacientes que tienen CMV tienen mayores dias de
estancia hospitalaria respecto a los pacientes sin virus. Observamos también que
tienen mayores dias de estancia respecto a los pacientes que tienen virus diferentes
al CMV, es decir, virus VEB, HHV6, VHS1 y VHS2. Estos ultimos virus se comportan
de forma parecida a los pacientes que no tienen virus en lo relativo a ingresos de los

pacientes. Este dato es estadisticamente significativo (p<0,05).

De los 33 pacientes con CMV, 28 pacientes eran enfermos de CU mientras que
cinco lo eran de la EC. Un 37,3% de los pacientes de CU tienen CMV mientras que
para los EC es de un 20%. Es decir, uno de cada tres (1/3) pacientes de CU tiene
CMV, mientras que para la EC es uno de cada cuatro pacientes (1/4). No es
estadisticamente significativo (p>0,05). La OR= 2,38.

El tratamiento con corticoides (Doménech, 2008) y ciclosporina (Minami, 2007)
ha sido asociado con un aumento del riesgo de infeccion por CMV. Sin embargo,
otros estudios han desafiado la patogenicidad del CMV en Ell activa demostrando la
falta de correlacion del CMV vy la severidad clinica de la Ell (Matsuoka, 2007). Otros
autores (Kim, 2010) dicen que basados en la asociacion del CMV y la severidad
clinica de la Ell resistente a corticoides, podria establecerse la hipotesis que el CMV
juega un papel en la exacerbacion de la Ell, causando directamente colitis por CMV
o exacerbando una Ell subyacente. Sin embargo, estos autores, también dicen que
es posible que el CMV juegue un papel como “huésped inocente” detectado en la
mucosa colonica durante la Ell activa. El problema afiadido es que con las nuevas

terapias inmunosupresoras emergentes, es necesario conocer el papel de la
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infeccion por CMV en la Ell. Los estudios hasta ahora, estan limitados en el numero,
fueron realizados en poblacidn muy seleccionada con tecnologias de sensibilidad
limitada y/o no informan sobre las consecuencias clinicas a largo plazo. En su
estudio de 120 pacientes sugieren que el CMV esta asociado con una CU de mayor
severidad (no encontraron CMV en los pacientes con EC) y ninguno de los
pacientes con CU e infeccién por CMV preciso cirugia en los 6 meses siguientes de
seguimiento, ni desarrollaron colitis fulminante o murieron, a pesar de la falta de
tratamiento antiviral y el uso de medicamentos inmunosupresores. Todos los
pacientes se recuperaron de su brote de Ell sin la asociacion de morbilidad o
mortalidad. Esto contrasta con otras series de CMV en Ell que muestran tasas de
colectomias del 64% y tasas de mortalidad del 44% (Pfau, 2001 y Hommes, 2004).

COLECTOMIAS Y PRESENCIA VIRAL

Las piezas quirurgicas de las colectomias subtotales o totales de los pacientes
con Ell también fueron analizadas. De los 102 pacientes nueve fueron intervenidos
quirurgicamente. Siete colectomias (7/9) tenian presencia de virus mientras que dos
colectomias (2/9) carecian de virus mediante técnicas de PCR semicuantitativa.

Observamos que entre aquellos pacientes que tenian positividad en el analisis
molecular para virus, un 10,8% tuvo colectomia frente al 89,2% que no fueron
intervenidos quirurgicamente. Mientras que los pacientes que no tenian virus el
5,4% tuvo colectomia y un 94,6% no fue intervenido quirargicamente. Por tanto el
porcentaje de las colectomias con virus fue exactamente el doble que a las
colectomias sin virus (10,8% respecto al 5,4%). Estos datos no son
estadisticamente significativos (p>0,05) y la potencia del contraste es del 12%.

Si analizamos las piezas quirurgicas de colectomia vemos que la mayoria un
77,8%, tiene virus mientras un 22,4% que no lo tienen. Los resultados no son

estadisticamente significativos.

Y si miramos las colectomias atendiendo al tipo de virus al igual que para los
dias de estancia, vemos que los pacientes con CMV tienen mayores porcentajes de
colectomia, 12,1%, en relacién a los otros tipos de virus de la familia herpesviridae,
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9,4%, y sobre todo en relacion a los pacientes sin virus, 5,4%. De las nueve
colectomias cuatro tenian CMV (44%).

El impacto clinico de la enfermedad del CMV en la CU activa es dificil de
evaluar. Numerosos estudios aprecian enfermedad por CMV en piezas quirurgicas
de colectomias, y asociaron infeccién por CMV a la refractariedad de la enfermedad
o megacolon téxico (Cooper, 1977; Alcala, 2000; Takahashi, 2004).

Minami, 2007, encontr6 que la reactivacion del CMV en pacientes con CU
resistentes a corticoides estaba relacionado con un empeoramiento clinico y
biolégico que conllevaba a una mayor tasa de colectomias. Mientras que
Doménech, 2008, no encontraron diferencias clinicas y biolégicas entre pacientes
resistentes a esteroides con o sin enfermedad por CMV (pero la muestra era muy

pequefia para conclusiones sélidas).

El papel del CMV en Ell activa ha sido controvertido. Los primeros estudios
realzaron la asociacion de la infeccion del CMV con altas dosis de
inmunosupresores. Algunos estudios pusieron de manifiesto inclusiones de CMV en
piezas de colectomia con CU fulminante o resistente a corticoides (Kuwabara, 2007,
Cooper, 1977 y Alcala, 2000).

Como se ha explicado en el apartado anterior, Kim, 2010, en su estudio de 120
pacientes sugiere que el CMV esta asociado con una CU de mayor severidad (no
encontraron CMV en los pacientes con EC) y ninguno de los pacientes con CU e
infeccion por CMV preciso cirugia en los seis meses siguientes de seguimiento, ni
desarrollaron colitis fulminante o murieron, a pesar de la falta de tratamiento antiviral
y el uso de medicamentos inmunosupresores. Todos los pacientes se recuperaron

de su brote de Ell sin la asociacion de morbilidad o mortalidad.

Esto contrasta con otras series de CMV en Ell que tienen colectomias del 64% y
tasas de mortalidad del 44% (Pfau, 2001 y Hommes, 2004).

Yanai, 1999 dice que la presencia de VEB en piezas de colectomias indica que

el VEB puede estar relacionado con la enfermedad.
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OBJETIVO 2: RELACIONAR LA PRESENCIA DE CMV CON EL TRATAMIENTO
RECIBIDO.

A pesar de que el principal tratamiento es el tratamiento esteroideo y es efectivo
para muchos pacientes, una proporcidon de pacientes no responden a dicho
tratamiento (Creed, 2007).

Doménech, 2008 encontré una prevalencia del 32% de enfermedad por CMV en
pacientes con CU resistentes a corticoides, que coincide con otros estudios
confirmados también por histologia e IHQ (Criscuoli, 2008; Kambhan, 2004,
Cottone, 2001) y estos autores (Cottone, 2001) concluyeron que el CMV es una
causa frecuente de las colitis rebeldes no respondedoras. Sin embargo para Maher,
2009, en su estudio de 72 pacientes de Ell activa el CMV fue encontrado soélo en 9

pacientes (12,5%).

Marszalek, 2011, encontré que los pacientes con historia de infecciones por
Epstein-Barr (VEB) o citomegalovirus (CMV), asi como, tratamiento esteroideo,
tienen mayor susceptibilidad para el desarrollo de Ell. El diagndstico de Ell fue
confirmado por histologia. Las infecciones previas por VEB y CMV fueron probadas
por PCR y técnicas de hibridacion in situ. Y encontraron infeccion viral latente, por
PCR, en el 30-50% de los pacientes estudiados. Pero en estos mismos pacientes
fueron incapaces de demostrar la presencia de antigenos virales por IHQ para VEB
o CMV. Su estudio puede apoyar la teoria que la Ell podria estar relacionada con

infecciones virales previas o el uso de corticoides.

TABLA 16.  ANALISIS LITERATURA

ESTUDIO ANO PCR HIBRIDACION IN SITU
Cottone et al. 2001

Doménech et al. 2008 42%

Kambham et al. 2004

Minami et al. 2007

Yoshino et al. 2007 57%

Maher et al. 2009

Marszalek et al. 2011 30-50%

Azueta et al. 2014 35,80% 0%
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El tratamiento sistémico esteroideo sigue siendo el tratamiento estandar en CU
moderada-severa. Sin embargo, hasta el 30-40% de los enfermos son no
respondedores a este tratamiento y necesitan terapias como la ciclosporina,

infliximab o la colectomia (Faubion, 2001 y Ho, 2004).

Numerosos estudios previos han propuesto que la terapia inmunosupresora
podria jugar un papel en el desarrollo de la enfermedad por CMV en pacientes con
Ell (Saussure P, 2004; Eyre-Brook, 1986; Papadakis, 2001; Kaufman, 1999; Vega,
1999; Criscuoli, 2004; Kambhan, 2004, Cottone, 2001 y Kishore, 2004). La
ciclosporina y dosis altas de esteroides tienen especialmente potentes efectos
amplificantes en el CMV (Pereyra, 2004).

Ademas, el tratamiento con corticoides (Domenech, 2008) y ciclosporina
(Minami, 2007), ha sido asociado con un aumento del riesgo de infeccion del CMV.
Sin embargo, otros estudios han cuestionado la patogenicidad del CMV en Ell activa
demostrando la falta de correlacion del CMV y la severidad clinica de la Ell
(Matsuoka, 2007). Algunos autores (Kim, 2010), dicen que basados en la asociacion
del CMV vy la severidad clinica de la Ell resistente a corticoides, uno puede hacer la
hipétesis que el CMV juega un papel en la exacerbacion de la Ell, causando
directamente colitis por CMV o exacerbando una Ell subyacente. Sin embargo,
estos autores, también dicen que es posible que el CMV juegue un papel como
‘huésped inocente” detectado en la mucosa coldnica durante la Ell activa. Dicen,
que con las nuevas terapias inmunosupresoras emergentes, es necesario conocer
el papel de la infeccion por CMV en la Ell. Los estudios hasta ahora, estan limitados
en el numero, fueron realizados en poblacion muy seleccionada y/o no informan
sobre las consecuencias clinicas a largo plazo. En su estudio de 120 pacientes
sugieren que le CMV esta asociado con una CU de mayor severidad (no
encontraron CMV en los pacientes con EC) y ninguno de los pacientes con CU e
infeccion por CMV precisé cirugia en los seis meses siguientes de seguimiento, ni

desarrollaron colitis fulminante o murieron, a pesar de la falta de tratamiento.

Matsuoka, 2007, ha descrito, en un estudio prospectivo, que la reactivacion del
CMV (definido por antigenemia positiva en plasma o por estudios de PCR para
CMV) sdélo se observo en pacientes con tratamiento de corticoides pero no en
aquellos con enfermedad activa antes de comenzar con corticoides. Para los

autores Doménech, 2008 ni la terapia inmunosupresora ni la inflamacién por si solas
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son capaces para desarrollar enfermedad por CMV. Ninguno de sus pacientes con
CU quiescente fueron diagnosticados de enfermedad de CMV incluso cuando la

mesalacina o AZA eran utilizados como tratamiento de mantenimiento.

Kambhan, 2004, en un estudio casos control, compararon las caracteristicas
histopatoldgicas de pacientes con tratamiento esteroideo respondedor y tratamiento
esteroideo resistente y demostraron que la enfermedad por CMV es mas prevalente
entre los segundos.

En pacientes con Ell con una variedad de medicamentos inmunosupresores, la
reactivacion evidente de CMV (detectado por PCR) es un hallazgo frecuente,
aunque la enfermedad grave parece ser poco frecuente. En estudios prospectivos el
efecto del tratamiento con Infliximab en reactivaciones virales en pacientes con
enfermedad de Crohn’s o artritis reumatoide, no evidencian reactivacion sitemica de
CMV (demostrado por PCR) (Torre-Cisneros, 2005 y Lavagna, 2007).

Un numero pequefo de reactivacion severa del CMV ha sido informada en
pacientes, con diferentes enfermedades, tratados con terapias anti-TNF que
incluyen hepatitis, retinitis 'y diseminacion infecciosa, todos tratados
satisfactoriamente con ganciclovir (Sari, 2008).

En amplias cohortes de pacientes con Ell que recibian Infliximab, la infeccidon
virica como primaria o reactivacion de virus herpes simple (VHS), citomegalovirus
(CMV), virus de Epstein-Barr (VEB) o virus varicela zoster (VZV) esta asociada a la
mayoria de las complicaciones virales, sin embargo no aparecen datos sobre el
papel de HHV6 (Rahier, 2009).

El tratamiento con Azatioprina en pacientes con enfermedad de Crohn
condiciona un mayor riesgo de infeccidn oportunista por Herpesvirus. Sin embargo,
y en ausencia de otros factores que incrementen el estado de inmunosupresion,
ésta suele presentar una evolucion benigna con tratamiento antiviral especifico
(Bernal, 2003).

Se sabe que el desarrollo de infecciones en pacientes que reciben Azatioprina
esta en relaciéon con la acumulacion de metabolitos activos en el interior de los
glébulos rojos, para lo que son necesarios largos periodos de tratamiento, meses,
incluso afnos (Sandborn, 1996).
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En el caso de la Ell, ademas de la utilizacion habitual de inmunosupresores
(Sandborn, 1996) pueden existir diversos factores que aumentan el riesgo de
infecciones. Localmente, los cambios inflamatorios de la mucosa intestinal podrian
favorecer la sobreinfeccion por Salmonella, Clostridium (Szilagy, 1957; Trnka, 1981
y Vega, 1999). La elevada incidencia de malnutricion energético proteica en la Ell
facilita, asimismo, el desarrollo de infecciones (O’Sullivan, 1998).

Mouzas, 1999, describié cuatro casos de varicela en pacientes con Ell e
inmunosupresion  farmacologica, todos ellos de evolucion favorable
independientemente de recibir o no tratamiento especifico. A pesar de ello, estos
autores recomendaban instaurar tratamiento antiviral y retirar tratamiento

inmunosupresor para evitar complicaciones.

Hay que anotar que un numero de casos de enfermedades linfoproliferativas
han sido descritas en pacientes tratados con anti-TNF, que regresaron tras el cese
de la terapia (Shale, 2008).

La infeccidn por CMV concomitante con el tratamiento de Infliximab en la CU
resistente a corticoides ha sido reflejada en la bibliografia (Isaacs, 2005; Actis, 2002
y Papadakis, 2001) .

Se disponen de pocos datos en los efectos especificos de anti- TNF-a
(Infliximab) que se emplea en el tratamiento de pacientes con EIl severa,
complicada y resistente a esteroides (Isaacs, 2005).

Por el contrario el TNF-a por si mismo puede provocar que el CMV pase de la
latencia a la infeccion y el riesgo de enfermedad por CMV esta relacionado con los
niveles de TNF-a (Docke, 1994 y Reddy, 2005) sin embargo esto no ocurre asi en la
enfermedad de Crohn (Eyre-Brook, 1986; Papadakis, 2001 y Kambham, 2004).

Para el autor D’Ovidio, 2008 en un pequefio grupo evaluado de forma
retrospectiva, con la mayoria de enfermos diagnosticados de enfermedad de Crohn,
la prevalencia de CMV no aumenta tras tratamiento con Infliximab demostrado por
antigeno pp65 AG en suero, PCR cuantitativa o DNA colonico, por histologia e
inmunohistoquimica. Y en estos pacientes se decidi® no administrar la terapia
antiviral. En ninguno de los pacientes se deterioraron las condiciones de salud
mientras tomaban Infliximab, incluso en uno de ellos el DNA por PCR resulté
negativa. Ademas, no se encontré clinica de enfermedad de CMV coldnica en
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pacientes con infeccidén activa por CMV. Por ello, opinan estos autores que el CMV
puede actuar como un “espectador invitado”, como han apuntado algunos autores y
su papel desencadenante en las exacerbaciones de la Ell severa son controvertidas
(Kaufman, 1999).
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5.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS:

A/ EVALUAR LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO ANTIVIRAL.

El Valganciclovir es un farmaco que inhibe la sintesis de ADN y la replicacion de
los virus herpes. Hasta ahora tras serologia positiva para CMV se administra

durante tratamiento antiviral durante 21 dias.

Nosotros hemos observado, de forma retrospectiva, qué sucedia tras la
administracion de Valganciclovir o no administracion en las biopsias que eran
positivas para CMV. La observacion se hizo en base a valorar la absorbancia tras
tratamiento o no de farmaco antiviral tras biopsias positivas para CMV por PCR. Se
hicieron dos categorias, aquellos que disminuia la absorbancia del CMV por PCR o
desaparecia y aquellos que aumentaba la absorbancia del CMV por PCR o no
mostraban cambios, ambos grupos separados segun tomaban tratamiento antiviral o
no. Sélo se valoraron aquellos episodios en los que habia una biopsia posterior y en

un tiempo menor a seis meses.

Y nosotros en nuestro estudio, a este respecto, hemos encontrado que el
tratamiento antiviral no disminuye la absorbancia del virus CMV en tejido. Todos
aquellos que no fueron tratados disminuyeron su nivel de absorbancia para CMV de
forma espontanea.. Este se ha observado de forma retrospectiva. Pero para poder
valorar el tratamiento antiviral para esto creemos que seria mas conveniente un
estudio de cohortes, en el que después de la administracién del tratamiento antiviral

habria que realizar una nueva biopsia y ver qué ocurre con el DNA viral en tejido.

La decision de poner o no tratamiento antiviral, una vez la colitis por CMV se ha
confirmado, es todavia incierto (Eyre-Brook, 1986), si bien nuestro estudio apoyaria
la decision de no tratar de manera especifica.

Mouzas, 1999, describié cuatro casos de varicela en pacientes con Ell e
inmunosupresion  farmacologica, todos ellos de evolucion favorable
independientemente de recibir o no tratamiento especifico. A pesar de ello, estos
autores recomendaban instaurar tratamiento antiviral y retirar tratamiento

inmunosupresor para evitar complicaciones.
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Doménech, 2008 siguiendo la practica clinica, los diagnosticados por
enfermedad por CMV fueron tratados con ganciclovir. El tratamiento antiviral aclaro
el CMV en todos ellos, y tres de los cuatro pacientes evitaron la colectomia, como
indican otros estudios (Saussure, 2004; Cottone, 2001; Minami, 2007 y Wada,
2003).

Cottone, 2001, afirmd que el ganciclovir sin ciclosporina podria ser suficiente
para inducir la remision de la enfermedad en pacientes con enfermedad de CMV y

con tratamiento corticoide resistente.

El tratamiento con azatioprina en pacientes con enfermedad de Crohn
condiciona un mayor riesgo de infeccidn oportunista por Herpesvirus. Sin embargo,
y en ausencia de otros factores que incrementen el estado de inmunosupresion,
ésta suele presentar una evolucion benigna con tratamiento antiviral especifico
(Bernal, 2003).

Un numero pequefio de reactivaciones severas de CMV han sido informadas en
pacientes, con diferentes enfermedades, tratados con terapias anti-TNF que
incluyen hepatitis, retinitis 'y diseminacion infecciosa, todos tratados

satisfactoriamente con ganciclovir (Sari, 2008).
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OBJETIVO B/ DEFINIR CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS QUE PERMITEN
PREDECIR LA AMPLIFICACION VIRAL EN TEJIDO DE PACIENTES CON EII.

CMV

El espectro histologico de la infeccion del CMV es variable; varia desde minima
inflamacion a ulceras con prominente tejido de granulacion y necrosis. Las
inclusiones virales del CMV se encuentran en mayor numero alrededor de los vasos
de la mucosa o en la base de las ulceras, por lo que las biopsias de mucosa

superficial no siempre son idoneas (Roskell, 1995 y Tatum, 1989).

Las inclusiones caracteristicas del CMV, en “ojo de buho”, pueden verse en las
preparaciones de H&E de rutina y pueden ser intracitoplasmaticas o intranucleares.
Las inclusiones se encuentran preferentemente en las células endoteliales y en las
células estromales, y raramente en células epiteliales. A diferencia del adenovirus y
herpesvirus, las inclusiones del CMV se encuentran a menudo en zonas profundas
de la ulcera que en la mucosa superficial. Cambios histolégicos asociados incluyen
criptitis, infiltrado inflamatorio mixto que generalmente incluye numerosos
neutrofilos, y ulceraciones de la mucosa (Chetty, 1994). Los abscesos de cripta,
atrofia y pérdida de criptas, y numerosos enterocitos apoptoticos pueden ser vistos
(Kraus, 1998).

En las biopsias, el diagnéstico puede pasar desapercibido cuando hay pocas
inclusiones presentes. El realizar seriaciones del tejido para ver varios niveles, y el
estudio inmunohistoquimico cuando se ven las inclusiones, puede ayudar al
diagnodstico. Otros procedimientos diagnosticos incluyen cultivo viral, estudio
seroldgico-estudio de antigenemia, PCR e hibridacién in situ. La presencia de CMV

en cultivo, sin embargo, no implica infeccion activa viral (Chetty, 1994).

El diagnéstico diferencial es fundamentalmente con otras infecciones virales,
particularmente adenovirus (Yan, 1998). Las inclusiones del adenovirus son en
forma de media luna, generalmente en la superficie del epitelio y solamente
intranucleares. Las inclusiones del CMV tiene morfologia, se localizan dentro de las
células endoteliales o células estromales, y pueden estar dentro del nucleo o
citoplasma.
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HERPESVIRUS

Las infecciones herpéticas pueden verse a lo largo de todo el tracto digestivo,
pero es mas frecuente en el eséfago o regiébn anorrectal. Se ven, sobre todo, en

pacientes inmunodeprimidos, pero no estan limitados a este grupo.

La proctitis herpética es la causa mas comun de proctitis no gonocdcica en
hombres homosexuales, y generalmente se presenta como fuerte dolor anorrectal,

tenesmo, fiebre asi como con linfadenopatia inguinal (Goodell, 1983).

Los hallazgos en la regidén anal incluyen ulceracion vy friabilidad de la mucosa y
ocasionalmente vesiculas a nivel del recto o canal anal (McBane, 1991 y Goodell,
1983).

Los hallazgos histologicos tipicos de los herpesvirus incluyen ulceracion focal,
neutréfilos en la lamina propia y un exudado inflamatorio que incluye células
epiteliales descamativas. En la region anorrectal incluyen linfocitos perivasculares y
abscesos de criptas. Las inclusiones virales caracteristicas y las células gigantes
s6lo se ven en una minoria de biopsias (Goodell, 1983). El mejor lugar para buscar
estas inclusiones virales es dentro del epitelio escamoso, en los bordes de la ulcera
y en células descamadas de la ulcera. El diagndstico diferencial principal es con
otras infecciones virales como el CMV y VZ. Y hay que recordar que se pueden dar
en muchas situaciones donde se encuentra la infeccion herpética. En personas
inmunocomprometidas, la infeccion herpética suele ser limitada, mientras que en las

personas inmunodeprimidas la infeccion puede diseminarse.

Nuestro objetivo era observar las caracteristicas histologicas de las biopsias
sobre las que se realizdé PCR, y sobre todo saber si hay caracteristicas propias que
nos definan la presencia o ausencia viral asi como el tipo de virus de la familia

herpes.

De las 79 biopsias positivas para virus herpes por PCR sdlo en una biopsia se
observaron claramente inclusiones virales, sugestivas de CMV y confirmado el
diagnodstico por IHQ, mientras que en las otras 78 biopsias no habia signos de
infeccidn por virus, por lo que basamos nuestra observacion en otros datos
indirectos y no especificos como la apoptosis y la vasculitis (Miszcak, 2013; Hansen,
1999; Brune, 2011 y Fliss, 2012). La apoptosis no es exclusiva de la presencia de
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CMV o VEB, sino que también se observa en enfermedad injerto contra huésped
(Hansen, 1999), drogas como el micofenolato (Parfitt, 2008).
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OBJETIVO C/ VALORAR LAS DISTINTAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS COMO
VALOR PREDICTIVO.

;COMO SE DETECTA MEJOR EL CMV?
1. Serologia.

Los anticuerpos 1gG reflejan exposicion y dan positividad hasta al 70% de la
poblacién (Knez, 1976 y Pfau, 2001) por lo que un resultado positivo no proporciona
informacion (Kambhan, 2004). Aproximadamente el 30% de los pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal no estaran en riesgo de reactivacion del CMV
dado que no han tenido infeccion previa. La serologia de la IgG es una forma rapida
de identificar este subgrupo y excluir la reactivacion del CMV del diagnostico
diferencial.

Por otra parte, los anticuerpos IgM indican infeccidén reciente (Rahier, 2009 y
Berkelhammer, 2007), pero no son especificos de la enfermedad col6nica (Pfau,
2001).

Los estudios de antigenemia del CMV, que son en leucocitos de sangre
periférica, estan abiertas a interpretaciones subjetivas (Kandiel, 2006), y los
resultados pueden ser positivos sin afectacion gastrointestinal (Yoda, 2006 y
Yoshino, 2007). Los estudios de antigenemia han sido remplazados por deteccién y
cuantificacion de CMV a través de técnicas moleculares como la PCR. En nuestra
serie no han aportado nada relevante.

2. Histopatologia.

El estudio histolégico de la mucosa rectal, tefiida con H&E, parece un método
fiable para detectar enfermedad por CMV (colitis) en mucosa del colon que es
clinicamente relevante (Kandiel, 2006). Las inclusiones virales del CMV se
encuentran en mayor numero alrededor de los vasos de la mucosa o en la base de
las ulceras, por lo que las biopsias de mucosa superficial no siempre son idéneas
(Roskell, 1995 y Tatum, 1989).

La técnica de H&E tiene una especificidad del 92-100%, pero a menudo es poco
sensible (10-87%) (Beaugerie, 1997). En ocasiones no se encuentran inclusiones en
la biopsia (Takahasshi, 2004).
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La inmunohistoquimica (IHQ) parece que es mas sensible que la tincion de H&E
(78-93%) pero generalmente se emplea solamente para confirmar los hallazgos por
el microscopio convencional (Beaugerie, 1997). En nuestra serie no hemos
encontrado beneficio a la realizacion de inmunohistoquimica, mientras que con
técnicas de miscroscopia Optica convencional no hemos hallado casos en nuestra

serie con criterios claros de diagndstico de enfermedad por CMV.
3. PCR.

Las técnicas de diagnostico molecular como la PCR a tiempo real se emplean
para cuantificar la viremia. Son sensibles, pero no especificas para colitis
clinicamente importantes por CMV. La PCR en biopsia es el método mas sensible.

En un estudio, 24 pacientes con CU que fueron colectomizados por
refractariedad del tratamiento médico (corticoides y en algunos casos ciclosporina o
infliximab) fueron comparados con pacientes sometidos a colectomia por cancer
colorectal (Lavagna, 2006). A pesar de que el CMV fue detectado por PCR en el
13% y por histologia en el 4% de los casos de CU, comparado con ningun caso
dentro de los controles, la diferencia entre casos y controles no fue estadisticamente
significativa. La baja tasa de deteccion de CMV es notable en una poblacion
inmunocomprometida, pero los numeros son muy bajos para establecer
conclusiones definitivas. Por ello, la importancia clinica es incierta, porque no se ha
demostrado que el tratamiento para el CMV pueda haber alterado el curso de la

colectomia.

Un estudio japonés afirma que la PCR detecté el CMV en mucosa inflamada de
17 (57%) de 30 pacientes con CU refractaria a inmunomoduladores y ninguno de los

cuatro pacientes respondio a tratamiento especifico (Yoshino, 2007).

La disparidad numérica sugiere que la seleccién de pacientes estaba altamente
sesgada, dado que la respuesta a inmunomoduladores se estima generalmente en
el 70%. El estudio histolégico con H&E e IHQ en este estudio detectd el CMV en
uno de los 17 pacientes que fueron positivos por PCR. Los autores administraron
terapia antiviral a aquellos identificados como positivos por PCR e intensificaron el
tratamiento inmunomodulador en pacientes con CMV negativo y confirmaron una
alto indice de remision, pero los numeros son muy pequefios y la falta de controles

hace inapropiado ninguna conclusion.
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En nuestra experiencia, por datos seroldgicos, cuando las hubo, todas las
pruebas indicaron negatividad para CMV y demas virus de la familia herpes. Por
IHQ so6lo una biopsia fue positiva para CMV y en esta biopsia se desconocen datos
serologicos y la PCR y rtPCR fueron positivas, mientras que no habia material
suficiente para detectar RNA viral.

Mediante técnica de PCR 53 biopsias fueron positivas para CMV, ocho para
rtPCR, una so6la para IHQ, ninguna para RNA (tres biopsias no se pudieron valorar
por falta de material, correponden a biopsias endoscopicas que se perdio el material
por las diferentes pruebas diagnosticas) y ninguna por estudio serélogico cuando se
tenia este dato (16 casos) aunque en todas fueron IgG+ e IgM-.

El empleo de la PCR para las absorbancias de CMV nos dio unos resultados en
el que el valor predictivo negativo (VP-) fue de 94,3 y el valor predictivo positivo
(VP+) 14,8. La sensibilidad es 28,6% y la especificidad de 87,7%.

Con la técnica de rtPCR obtuvimos estos resultados, el VP- fue: 92,7 y el VP+:
0. La sensibilidad del 0% y la especificidad del 95,7%.
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Conclusiones

PRESENCIA DE AMPLIFICACION VIRAL

Hemos hallado positividad por métodos moleculares en un 60,6% de las
biopsias de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal.

El CMV estaba presente en un 26,4% de las biopsias.

Fue mas frecuente encontrar amplificaciéon viral en las biopsias de colitis

ulcerosa (65,2%) que en la enfermedad de Crohn (38,2%).

RELACION ENTRE DETECCION MOLECULAR Y DIiAS DE INGRESO

Existié una tendencia hacia un mayor tiempo de estancia hospitalaria en los
pacientes con presencia de replicacién viral de CMV detectada por PCR
semicuantitativa.

La mediana de dias de estancia para los pacientes sin amplificacion viral era
de cero dias de ingreso mientras que para los pacientes con amplificacion de
CMV era de 16 dias.

La media de dias de estancia para los pacientes sin amplificacién viral fue de
7,2 dias y para los pacientes con CMV de 20,26 dias. El percentil 75 fue de
12,5 dias para los pacientes sin virus y 34,50 dias para los pacientes con
virus (p<0,05).

RELACION ENTRE COLECTOMIAS Y PRESENCIA VIRAL

Nueve de los 102 pacientes precisaron colectomia total. Siete piezas
quirurgicas mostraron positividad molecular para alguno de los tipos virales
analizados mientras que las dos restantes resultaron negativas.

El porcentaje de pacientes que precis6 de colectomia, entre aquellos que
mostraron positividad viral en alguin momento de su evolucion fue el doble

que entre los enfermos que no la presentaron (10,8% frente a 5,4%).

RELACION DE LA PRESENCIA VIRAL CON EL TRATAMIENTO RECIBIDO

Los pacientes en tratamiento con azatioprina tuvieron una tendencia no
significativa a la mayor presencia de CMV en sus biopsias.
Los pacientes en tratamiento con anti-TNF mostraron una menor proporcion

de biopsias con positividad para CMV no significativa.
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Conclusiones

La mayoria de las biopsias con replicacién viral de HHV6 se produjeron en

pacientes en tratamiento con azatioprina (47,05%).

EVALUACION DE LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO ANTIVIRAL

El tratamiento antiviral con valganciclovir no disminuy6 la absorbancia de
CMV en niveles significativamente diferentes a los pacientes que no

recibieron tratamiento en los casos donde se pudo evaluar el seguimiento.

DEFINICION DE LAS CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS QUE PERMITEN
DEFINIR LA PRESENCIA VIRAL EN BIOPSIAS DE PACIENTES CON Ell

El porcentaje de células en apoptosis en las biopsias positivas para VEB por
PCR fue del 67,5% frente a las biopsias negativas (33,6%) (p< 0,05).

El porcentaje de células en apoptosis en las biopsias con presencia de CMV
por PCR fue significativamente mayor (71,4%) que la encontrada en las
biopsias sin CMV por PCR, 39, 1% (p< 0,05).

No existieron diferencias en cuanto a las lesiones de vascultitis en ninguno de
los grupos de biopsias analilzados.

No encontramos diferencias en la morfologia de las lesiones al comparar

entre grupos de tratamiento recibido por el paciente.

VALORACION DE LAS DISTINTAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS COMO VALOR
PREDICTIVO

Todos los datos obtenidos del analisis de sangre periférica, cuando los hubo,
fueron negativos para CMV.

La PCR cuantitativa a tiempo real detecté ocho casos de los 53 que encontro
la PCR semicuantitativa frente a CMV.

Por IHQ sdélo una biopsia resulté positiva y por hibridacién in situ todas
resultaron negativas para CMV.

Ninguna prueba sirvi6 como elemento predictivo para la necesidad de
colectomia.

El analisis de curvas COR reveld que ninguna de las pruebas analizadas

(PCR semicuantitativa y PCR a tiempo real) mostr¢é utilidad clinica.
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7. ATENER EN CUENTA






A tener en cuenta

Al ser un estudio restrospectivo se carecen de algunos datos.

Ademas de valorar la presencia o no de virus en relacion a dias de estancia o
colectomias, hubiera sido interesante valorar las absorbancias de cada virus
con diferentes escalas para valorar la gravedad de la enfermedad como la de
Truelove-Witts para la CU y el indice de Harvey Bradshaw o el calculo de
indice de Actividad de Enfermedad de Crohn (CDAI).

Algunos datos no son estadisticamente significativos debido a que la n de la
muestra es pequeina. En el caso de las colectomias sélo habia 9 colectomias
en relacion a las 93 pacientes que no tenian colectomia. La proporcion de los
pacientes con virus y colectomia (10,8) y colectomias sin virus (5,4%) es el
doble. Para que la p fuera significativa necesitamos 76 sujetos en un grupo y
684 en el segundo. Para ello necesitariamos ampliar el estudio con un
tamafo muestral mayor, probablemente un estudio multicéntrico, dado que
los datos orientan a un papel del CMV en la mala evolucion de la
enfermedad. Lo mismo ocurre con pacientes que toman azatioprina y los anti-
TNF.

Para valorar con rigor el papel de los tratamientos farmacologicos antivirales
es necesario una biopsia en el momento del brote agudo con presencia de
virus y una biopsia posterior tras la finalizacion del tratamiento antiviral. Dato
que desconocemos, por lo que no podemos analizar en profundidad el papel

del tratamiento antiviral.
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8. OTROS HALLAZGOS






Otros hallazgos

Ninguno de los pacientes de nuestro estudio desarroll6 amiloidosis
secundaria por tratamiento con infliximab durante el periodo de seguimiento
(Seijo Rios, 2008; Verschueren, 2003 y Lizuka, 2006).

Ninguno de los pacientes desarrollé carcinoma colorrectal en el periodo de

seguimiento de los pacientes (Langholz, 1992).

Los niveles de absorbancia de CMV por PCR semicuantitativa no tuvieron

correlacion con ninguno de los diferentes datos serologicos recogidos.
Solo uno de los pacientes, tiene recogida en su historia del hospital,

apendicectomia para poder valorar la mejoria 0 no de la enfermedad tras
dicha cirugia (Russel, 1997 y Logan, 1995).
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ANEXO I
Comparison of ROC curves
Variable 1 CMV_ABSORBAN
Variable 2 RT_PCR_CMV
Classification variable | COLEC_POST_C
Sample size 49
Positive group: | COLEC_POST _C =1 5
Negative group : COLEC _POST C=0 44
AUC SE ® 95% CI °
CMV_ABSORBAN 0,509 0,140 0,362 to 0,655
RT_PCR_CMV 0,591 0,0294 0,441 10 0,729
® Delong et al., 1988
® Binomial exact
Pairwise comparison of ROC curves
CMV_ABSORBAN ~ RT_PCR_CMV
Difference between areas 0,0818
Standard Error® 0,147
95% Confidence Interval -0,207 to 0,370
z statistic 0,556
Significance level P =0,5783
° Delong et al., 1988
ANEXO I
ROC curve
e A R
Classification variable COLEC_POST_C
|SAMPIE SIZE | e rnesenee ] enenenen 49
.. Fositive group =1 COLEC POST C=1 | .5
[Negative group - ) GO RO G e, 44 i
...Disease prevalence (%) e unknown
Area under the ROC curve (AUC)
...Area under the ROC curve (AUC) | | e 3291
Standard Error® 0,0204
..95% Confidence interval® 1L 0441100729
....Significance level P (Area=0.5) 0,0020
BeLom oial Tegs ks
® Binomial exact
Youden index
YoudenindexXJ | ) 01818 :
95% Confidence interval® | 0,06818 t0 0,2727
Associated criterion eeeeeeeeseeseeeesseseesem e seseesessesen e seeessessesen s seseeee Qoend
95% Confidence interval® . .- W

® BC, bootstrap interval (1000 iterations).
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Summary Table

Estimated specificity at fixed sensitivity

Sensitivity Specificity 95% CI? Criterion
80,00 18,18 : 6,82 to 27,27 <0 :
50,00 ...... 1818 ........................ 5 82t02727 ........... frraneneaes T
sso00 1818 ....................... s 82t02727 .................. 3 0
T 1818 ....................... 5 82t02727 ........................ e

Estimated sensitivity at fixed specificity

Specificity Sensitivity | 95% CI°? | Criterion
8000 ] . 10000 ... :...10000t0 10000  : - =0 e
90,00 100,00 100,00 to 100,00 <0

95,00 0000 4000010 100,00 <0
5750 16656 : O P e o

® BC, bootstrap interval (1000 iterations).

Criterion values and coordinates of the ROC curve [Hide]

Anexos

Criterion Sensitivity 95% ClI | Specificity 95% ClI | +LR -LR
I, S, 000 : 00-822 100,00 : 92,0-100,0 1,00
I N 100,00 : 47.8-1000 18,18 ; 82-327
SOLALAN N 100,00 : 47,8-1000 000 : 00-80
| Variable [ CMV_ABSORBAN

Classification variable COLEC_POST_C
i P NSO SO
| Positive group: | COLEC POST C=1 | 5
Negativegroup: | COLEC POST C =0 | " """ 4
|...Disease prevalence (%) | unknown

Area under the ROC curve (AUC)

P e s ROIC Gire (. cs-i:¢- W
.98% Confidence interval” 1 0,395 10 0,675
LZSMUSHC | e, 01208
....Significance level P (Area=0.5) 0,7900 :
BeLom oial Tegs e
Binomial exact

Youden index

ROECEIE S  ..........................conmonmnemimennnsisiren, 0,3417

95% Confidence interval® | 0,1958 00,4375 :

Assodiatediciterian O 2.:

95% Confidence interval® | 0,491 to 2,963 ‘

® BC, bootstrap interval (1000 iterations).
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Summary Table

Estimated specificity at fixed sensitivity

Sensitivity Specificity 95% CI? Criterion
80,00 54,17 21,8710 71,34 >2,8 :
50,00 208 104to417 ........... ........ . 04375 .........
95.00 P 156t0208 ........... ........ . 04107 .........
T o 182t0208 ........... e . 03974 ........
Estimated sensitivity at fixed specificity

Specificity Sensitivity | 95% CI? | Criterion
8000 | .. 114 500103934 G  >20981
90,00 0,00 0,00 to 0,00 >3,2228
TR0 T hgeten00 T Saoss
o750 | .. 000 . i...000t%000 i >35

® BC, bootstrap interval (1000 iterations).

Criterion values and coordinates of the ROC curve [Hide]

Criterion Sensitivity 95% ClI | Specificity 95% ClI | +LR -LR
0,384 100,00 : 47,8-100,0 0,00 : 00-74 1,00 :
N 16000 4781000 UROE T 008114 Y03 000
20491 18000 : 284-995 208 : 005-111 082 i 960 :
228 i 80,00 : 284-995 5417 : 392-686 - 1,75 1.0:37 ;i
>0 60,00 : 14,7-94,7 5417 : 39,2-68,6 131 : 0,74 ¢
R e B = AR R
R S G007 00-520 R4 122.938  H0s AT
3842 1000 i 00-522 10000 : 926-1000 i 100
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