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Resum

La microbiota intestinal (MI), entre altres factors, desenvolupa un paper clau en el
manteniment de I'homeostasi intestinal i la patogénesi de la malaltia inflamatoria
intestinal (MII) que inclou la Malaltia de Crohn (MC) i la Colitis ulcerosa (CU). L’activitat
de la MIJ, i conseqiientment de la inflamacié intestinal, modifica la composicié de la MI en
un patro alterat respecte dels control sans (CS) anomenat disbiosi. Aquest grau de disbiosi
és un bon indicador de I’activitat de la MII i pot ser utilitzat pel seu monitoratge.

L’objectiu de la present tesi és la quantificaci6 del grau de disbiosi de la MI per determinar-
ne la utilitat com a biomarcador per monitorar I’activitat de la MII respecte dels CS. Es van
incloure prospectivament 80 pacients amb MII d’'una cohort de 2 hospital terciaris de
Catalunya (Girona i Vic). Com a estudi de practica clinica, es van incloure pacients en
remissio clinica (Rem), definida per un valor de la Calprotectina fecal (CP) <250 ug/gr i
en activitat (Act), definida per CP>250 pg/gr) i que presentaven malaltia de lleu a
moderada. Es van recollir mostres de sang (per determinar PCR, Albumina i Hemoglobina
(Hb)) i una fecal (per a determinar nivells de CP i quantificar la MI). S’ha quantificat
mitjancant técniques de qPCR en temps real el DNA bacteria de 3 grups bacterians
(Faecalibacterium prausnitzii (FP), Escherichia coli (EC) i els eubacteris totals (ET))
altament representatius del grau de disbiosi de la MI. La relaci6 entre FP i EC es calcula a
través de un index anomenat FEI (relacié FP/EC) que quantifica de manera simple el grau
de disbiosi de la MI. Es van recollir dades dels index endoscopics de la MII (SES-CD i Index
de Mayo), d’activitat (HBI i SCCAI) i de qualitat de vida (IBD-Q) i els marcadors habituals
d’activat (Hb, PCR,CP i Alb) per comparar amb els indicadors microbiologics (FEI). El
periode de seguiment va ser de 6 mesos amb mostres cada 3mesos (T0, T1i T2).

L’analisi dels resultats va mostrar que els valors de PCR i CP mostraven diferéncies
significatives entre les 3 mitjanes temporals i els 2 tipus de malaltia; i entre els valors
classificats com activitat o remissi6. La MI de la MII respecte dels CS es va caracteritzar per
una menor abundancia relativa de FP, i major abundancia d’ET, significativament. Es va
observar un augment no significatiu de I'abundancia d’EC. El tipus de malaltia va
influenciar en els nivells de FP,EC i FEI, de forma significativa. El valor FEI mitja va ser
inferior en els pacients amb MC respecte de la CU indicant major disbiosi en la MC. Les 2
MII van mostrar un valor FEI inferior significativament respecte dels CS; per tant les 2
malalties es comporten diferent en la cohort. Es va determinar un punt de tall del FEI com
a biomarcador d’activitat en TO (1,869). L'index FEI va mostrar correlaci6 significativa
amb la PCR, I'Hb i I'index de Mayo. L’abundancia relativa de FP, ET i I'index FEI van
mostrar diferéncies significatives entres les mitjanes del grup activitat i el grup remissio,
tant per MC com per CU.

La utilitzacié dels marcadors microbiologics de la MI permeten diferenciar entre tipus MII
i CS; i entre activitat i remissié. La combinacié de PCR, CP i FEI pot esdevenir un potencial
biomarcador d’activitat de la MII.
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Resumen

La microbiota intestinal (MI), entre otros factores, desarrolla un papel clave en el
mantenimiento de la homeostasis intestinal y la patogénesis de la enfermedad
inflamatoria intestinal (EII) que incluye la Enfermedad de Crohn (MC) y la Colitis ulcerosa
(CU). La actividad de la EII, y consecuentemente de la inflamacién intestinal, modifica la
composicién de la MI en un patrén alterado respecto de los Controles sanos (CS) llamado
disbiosis. El grado de disbiosis es un buen indicador de la actividad de la EIl y puede ser
utilizado para su monitorizacion.

El objetivo de la presente tesis es la cuantificacion del grado de disbiosis de la MI para
determinar su utilidad como biomarcador para monitorizar la actividad de la EII respecto
de los CS. Se incluyeron prospectivamente 80 pacientes con EIl de una cohorte de 2
hospital terciarios de Catalufia (Girona y Vic). Como estudio de practica clinica, se
incluyeron pacientes en remision clinica de su enfermedad (Rem), definida por el valor de
la Calprotectina fecal (CP) <250 mg/gr y en actividad (Act), definida por CP>250 mg/gr)
que presentaron una enfermedad de leve a moderada. Se recogieron muestras de sangre
(para determinar PCR, Albumina y Hemoglobina (Hb)) y una fecal (para determinar
niveles de CP y cuantificar la MI). Se ha cuantificado el DNA mediante técnicas de qPCR en
tiempo real de 3 grupos bacterianos (Faecalibacterium prausnitzii (FP), Escherichia coli
(EC) y eubacterias totales (ET)), altamente representativos del grado de disbiosis. La
relacién entre FP i EC se quantifica a través de un indice llamado FEI (relaciéon FP/EC) que
cuantificar el grado de disbiosis. Se recogieron datos de los indices endoscopicos de la EII
(SES-CDy Indice de Mayo endoscopico), de actividad (HBI y SCCAI) y calidad de vida (IBD-
Q) y de los marcadores habituales (Hb,PCR,CP y Alb) para comparar con los indicadores
microbiolégicos (FEI). El periodo de seguimiento fue de 6 meses con muestras cada 3
meses (TO, T1y T2).

El analisis de los resultados mostr6 que los valores de PCR y CP mostraron diferencias
significativas entre las 3 medias temporales y los 2 tipos de enfermedad; y entre los valores
clasificados como actividad o remision. La MI de la Ell respecto de los CS se caracteriz6 por
una menor abundancia relativa de FP, y mayor abundancia de ET, de forma significativa.
Se observd un aumento no significativo de la abundancia de EC. El tipo de enfermedad
influencié en los niveles de FP, EC y FEI, de forma significativa. El valor FEI medio fue
inferior en los pacientes con EC respecto de la CU indicando mayor disbiosis en la MC. Las
2 EIl mostraron un valor FEI inferior significativamente respecto de los CS; por tanto las 2
enfermedades se comportan diferente en la cohorte. Se determin6 un punto de corte del
FEI como biomarcador de actividad en TO (1.869). El indice FEI mostr6 correlacién
significativa con la PCR, la Hb y el indice de Mayo. La abundancia relativa de FP, ET y el
indice FEI mostraron diferencias significativas entre las medias del grupo actividad y el
grupo remision, tanto para MC como por CU.

Los microrganismos analizados permiten diferenciar entre tipos Ell y CS; y entre actividad
y remision. La combinacién de PCR, CP y FEI puede convertirse en un potencial
biomarcador de actividad de la EII.
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Abstract

The gut microbiota (GM) plays a pivotal role in the maintenance of gut homeostasis, and
the pathogenesis of inflammatory bowel disease (IBD) which includes Crohn's disease
(CD) and ulcerative colitis (UC). The degree of IBD activity, and therefore of inflammation,
modifies the composition of the GM towards an altered pattern called dysbiosis This IBD-
dysbiosis pattern is different from healthy individuals (HI). The degree of dysbiosis is a
good indicator of IBD disease activity and could be useful in monitoring IBD disease
activity.

The AIM of this study is to quantify the degree of IBD diysbiosi of the GM, and determine
the utility as a biomarker for monitoring IBD disease compared with HI. METHODS: 80
prospective IBD patients from a cohort of 2 tertiary hospitals from Catalonia (Girona and
Vic) have been included. As a clinical practice study, we included patients with clinical
Remission, defined as Fecal Calprotectin (FC) levels <250 pg/gr., and Activity (defined as
FC >250 pg/gr.) with mild to moderate disease. A blood sample (to determinate RCP,
albumin and haemoglobin (Hb) levels) and stool sample (to determinate Faecal
calprotectin (FC) and GM analysis) have been collected. Of the fecal samples, DNA was
extracted using real-time qPCR) techniques and 3 bacterial groups (Faecalibacterium
prausnitzii (FP), Escherichia coli (EC) and total eubacteria (TE), that are highly
representative of GM dysbiosis degree, were analyzed. An index called FEI has been
created to quantify GM dysbiosis. Data has been collected from Endoscopic IBD index (SES-
CD and Mayo score), clinical IBD activity index (HBI and SCCAI) and quality of life index
(IBD-Q) along with standard analytical disease activity markers (Hb,PCR,CP and Alb) in
order to compare with microbial markers (FEI). The duration of this study is 6 months
(every three months samples, T0, T1 and T2)).

The analysis of the results showed that RCP and FC levels showed significant differences
between the 3 temporal points and the 2 diseases; and between values sorted as activity
or remission. The IBD’s GM compared to HI, was characterized by a lower FP relative
abundance, and an increased TE abundance, both significantly. A non-significant increase
in EC abundance was observed. Disease type influenced FP, EC, and FEI levels significantly.
Median FEI values were lower in CD patients compared to UC patients, indicating greater
dysbiosis in CD. The 2 IBD types showed significantly lower FEI value compared to HI,
indicating that 2 IBD subtypes had distinct behaviour in the study cohort. A FEI cut-off
point was calculated as an activity biomarker in TO (1,869). FEI index showed significant
correlation between RCP, Hb levels, and Mayo Index. FP, TE, and FEI index mean relative’s
abundance showed significant differences between activity and remission groups both for
CD and UC.

Microbiological markers and FEI index were able to differentiate between IBD types and
HI; and between activity and remission. The combination of RCP, FC and FEI index can
become a potential IBD activity biomarker.
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1-. INTRODUCCIO

1-. Introduccio.

1.1 Concepte de microbiota intestinal (Ml):

A escala del tracte gastrointestinal (TGI) huma existeix un complex ecosistema
establert, format per una part propia de l'organisme i un conjunt de
microorganismes, que constitueixen una interrelaci6 simbiotica pel bon
funcionament de l'homeostasi de l'organisme i la maduresa del sistema
immunitari. Tot el conjunt de microorganismes bacterians, virals, fingics, arqueus
i parasitaris del colon es coneix com a microbiota intestinal (MI). Ens referim al
microbioma intestinal a la interrelacié entre microorganismes i les condicions
ambientals, formant un ecosistema bacteria; especific de cada persona tant en

'aspecte quantitatiu com qualitatiu (Ley et al 2008; Qin et al, 2010).

1.2 Evolucid historica:

Allarg de la histéria de la humanitat ja es va intuir la presencia dels bacteris doncs
hi han descripcions en la literatura medica xinesa del segle 1V, la qual descriu com
tractar la intoxicacid alimentaria i la diarrea severa amb “bacteris vius” de femta
de pacients sans. Una altra descripci6 en la medicina tradicional xinesa, la trobem

en el segle XV on Li Shizhen utilitza la "sopa groga" (coneguda com a "xarop
daurat") per via oral que contenia excrements secs o fermentats provinents de

persones sanes per a tractar malalties abdominals (Qin et al. 2010).

El 1862 Louis Pasteur se li atribueix el descobriment dels anaerobis amb el cultiu
de Clostridium butyricum en abseéncia d'oxigen atmosferic i es considera el pare de
la microbiologia. Al comencament del segle XX, nombroses descripcions de la
literatura francesa i alemanya revisaven el paper dels bacteris anaerobics en
diversos tipus d’'infeccions en multiples localitzacions que produeixen la gangrena

gasosa (Veillon et al. 1897; Schottmueller et al. 1910).

Classicament |'estudi microbiologic s'ha dut a terme a través del cultiu cel-lular pur
estandard segons els postulats de Koch. (1876) per a demostrar 'agent causal de

determinades malaltes infeccioses. Aquesta tecnica resulta molt economica pero

15



Unicament es cultiven amb métodes habituals menys del 30% de les espeécies de
bacteris que habiten en el TGI (Othman et al 2008). El coneixement de la MI s’ha
desenvolupat els darrers 20 anys en relaci6 amb al desenvolupament de noves
tecniques de seqlienciaci6 massiva d’acid desoxiribonucleic (ADN) i d’acid
ribonucleic (ARN) utilitzant la qPCR i el desenvolupament de encebadors i la

metagenomica (Qin et al 2010).

Durant els darrers anys, s’han realitzat projectes (MetaHIT finangat per la Unié
Europea i el Human Microbiome Project (HMP), subvencionat per National
Institutes of Health (NIH)) per desxifrar |'estructura, les funcions de la MI en relacid
el binomi salut/malaltia (Turnbaugh et al. 2007; Nash et al. 2017; HMP consortium
2019).

1.3 Composicio de la microbiota Intestinal:

La MI té en el TGI huma les condicions optimes pel seu establiment i creixement
donades les caracteristiques de temperatura constant, extensa superficie per
adherir-se (augmentada per les vellositats intestinals) i un flux constant de
nutrients. E1 TGI constitueix un sistema ecologicamb un nombre de bacteris proper
(1011) al nombre de cel-lules humanes (£1013) i un pes estimat de 2 Kgr (Sender et
al. 2016), majoritariament dominat per bacteris anaerobis (99-99,9%) (Eckburg et
al. 2005).

L’any 2005 es va determinar per primera vegada la composicio bacteriana de la MI
mitjancant la seqlienciaci6 del gen 16S rARN, on es va estimar la preséncia d’'unes
1000-1500 especies diferents amb gran variabilitat bacteriana interindividual que

sembla fortament influenciada per la dieta i farmacs (Eckburg et al. 2005).

L'ecosistema intestinal huma es pot classificar al voltant de tres grups estratificats
de forma estable anomenats enterotips, agrupats segons l'abundancia relativa de
tres generes: Bacteroides (enterotip 1), Prevotella (enterotip 2) i Ruminococcus
(enterotip 3) (Lay et al. 2005; Qin et al. 2010). Es desconeixen la causa exacta de
I'agrupament en enterotips encara que s'especula que pot estar relacionat amb

patrons dietetics de llarga evolucié (Wu et al. 2011; Arumugam et al. 2014).
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Firmicutes (60-80%)

» Clostridium cluster XIVa (includes the group Eubacterium rectale-C. coccoides;
* Ruminococcus torques and R. gnavus
* Clostridium cluster IV (includes the group C. leptum)

* Faecalibacterium prausnitzii
» Bacilli: Lactobacillus-Enterococcus
Bacteroidetes (15-30%)
« Bacteroides
* Prevotella

Proteobacteria (1-2 %)

/ » Enterobacteriaceae

Eukarya
* Fungi
Fusobacteria
Archaea
* methanogens
Spirochaetes
Verrucomicrobia (1-2 %) Actinobacteria (2-25%)
* Akkermancia « Bifidobacterium (up to 60-90% in BF infants
muciniphila * Atopobium

Figura 1.1: Representacié esquematica de la abundancia relativa dels majors filums de
la MI humana. En parentesis la proporcié respecte de la Ml total. Adaptat de Chen et
al.2013.

1.3.1-.Composicio especifica anatomica de la microbiota del tracte digestiu:

Vies Altes i cavitat oral (Othman et al. 2008): Les vies respiratories superiors i la
cavitat oral acullen una microbiota oral amb una diversitat diferent a la resta del
TGI formada principalment (90%) anaerobis. Els bacteris anaerobics es defineixen
com a bacteris que creixen en abséncia o amb poca concentraci6 d'oxigen (Othman

etal, 2008).
Tracte gastrointestinal (TGI) (Chen et al. 2018):

e Estomac: Inclou un nombre menor d’espéecies bacterianes predominantment
gram positiu (per la barrera acida). La quantitat i diversitat bacteriana

augmenta amb la perdua de l'acidesa gastrica.

e Intesti prim (IP): La majoria de bacteris son transitoris per la rapida motilitat.
L’alentiment intestinal augmenta la concentraci6 d’anaerobis facultatius que es

relaciona amb el sobrecreixement bacteria intestinal.

e (olon: Les concentracions més grans d’anaerobis estrictes (fins a 99,99%) es

troben a la zona relativament estancada de ili terminal i cec.
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Taula 1.1: Composicié genérica quantitativa de la Ml en el tracte gastrointestinal.
Adaptat de Ohtman et al. 2008; Chen et al.2018; McBurney et al. 2019.

COMPOSICIO GENERAL TRACTE GASTROINTESTINAL

0-10° 1:1
10%a 10* 1:1
10%a 10’ 1:1
10t a 10" 1000:1

1.3.2-. Evolucié temporal de la microbiota intestinal:

Multiples factors poden alterar I’equilibri de forma transitoria o definitiva tal com
s’observa en la figura segiient. El contacte amb la MI s’inicia immediatament
després del naixement quan el TGI del lactant es colonitza rapidament pels
microorganismes de la mare i I'ambient. El tipus de part (cesaria o vaginal) i la
lactancia materna tenen un rol per establir I'estructura de la MI del nounat
(Backhed et al. 2015). La MI s’estabilitza al voltant de la pubertat (Barclay et al
2009; Chen et al. 2013), i es manté relativament estable en adults sans sent una

caracteristica propia de cada individu (Liu et al. 2015).

FOETUS BABY CHILD ADULTS ELDERLY

Usually sterile Breast-fed in mi Dominant phyla  Less dominant phyla Compared to healthy
Bifidobacteria usually irmi ;. adults (working age)

dominate ion in

Actinobacteria Firmicutes and
Bottle-fed bifidobacteria
more diverse with Increase in

more Bacteroidetes, Bacteroidetes and
and less bifidobacteria Protecbacteria

- Ty —

Environmental exposures Stress
Antimicrobial therapies Physiological state

Figura 1.2: Variacié de la microbiota intestinal segons I'edat. La Ml es modifica
progressivament amb variacions importants en la seva configuracid. Factors com dieta,
farmacs, estres i malalties en modifiquen la composicié de forma transitoria o
definitiva. Adaptat de Duncan et al. 2013; Lopez-Siles, Tesi 2015.
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1.3.3-. Altres component del microbioma del TGI:
El microbioma intestinal esta format per bacteris (99,1%), virus (0,1%), fongs (0,2-

0,3%), i arqueus (Hillmann et al. 2017).

Arqueus: El domini dels arqueus (procariotes) representa poques espeécies,
majoritariament pertanyents a Methanobrevibacter smithii que s’intueix que té un

rol important en el manteniment homeostasi intestinal (Hillmann et al. 2017).

Fongs: El microbioma fungic compren aproximadament el 0,03% de la microbiota
fecal; aproximadament 3.300 vegades menys abundants que els bacteris (Wang et
al. 2014). La quantitat de fongs és variable i la diversitat de fongs entre diferents

individus és inferior als bacteris amb poques especies comuns.

e Les analisis basades en cultius directes han identificat tipicament Candida com
el génere més comud. Es van detectar 66 generes de fongs utilitzant
piroseqlienciacio massiva en 98 pacients sent els generes Saccharomyces,
Candida i Cladosporium els més prevalents. El génere Mucor és freqiient a
Espanya respecte d’altres paisos. La dieta influeix en la composici6 de la
poblacié fingica ja que en humans amb dieta vegetariana la prevalenca dels

generes mostra diferencies (Wang et al. 2014).

e Els fongs es desenvolupen en el TGI des de primera infancia. L’equilibri del
microbioma fungic és inestable i certes espécies com Candida, Aspergillus,
Fusarium o Cryptococcus es poden comportar com patogenes. Estudis en
pacients amb MII suggereixen que en el microbioma fiingic existeix una disbiosi
fingica, donat que s’han descrit diferéncies en la composicié respecte dels CS.
La presencia de fongs permanent en el TGI pot indicar que juguen un paper
important en I'homeostasi digestiva i és una linia interessant de recerca en els

propers anys (Wang et al. 2014).

Virus: Els viroma intestinal huma ha estat poc estudiat degut a les limitacions
tecniques del seu cultiu, per tant la informacié disponible és limitada. La majoria
les dades estan relacionades principalment amb desenvolupament de patologies
concretes i no s’estudien des d'un punt de vista del viroma comensal. La dificultat
per estudiar i cultivar els virus del TGl justificala manca de dades clares al respecte.
La majora de comunitats estan formades per bacteriofags (90%) que tenen un
paper clau en mantenir 1'homeostasi intestinal perque regulen la poblacid
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bacteriana intestinal selectivament. Per tant I'is de virus bacteriofags especifics en
el TGI podria servir per controlar poblacions bacterianes i pot tenir un paper en

regular la inflamaci6 cronica de la MII (Reyes et al, 2012).

1.3.4-. Factors que determinen la composicio de la microbiota intestinal:

La MI no esta homogeniament distribuida al llarg del TGI, com mostra la figura 1.3.
La influencia geneética és un factor important per determinar la composicié de la
M], ja que membres de la mateixa familia mostren una MI similar, fet que s’utilitza
per la recerca de donants en trasplantament fecal. Les variacions en la composicid
de la MI per influencia genetica podria explicar, entre altres factors, la diferent

incidencia geografica de MII (Wang et al 2016;LLoyd-Price et al, 2017).

| Stomach | Small intestine . Large intestine (colon) :

. | Duodenum Jejunum lleum .

| Acid challenge | Immune challenge | Bioreactor n?f{;or mifabo’hc achvgy '

ort-chain fatty acids

\pH1.0-4.4 ' pH5.5-7.0 pH 6.5-7.0 pH 6.5-7.0 ' pH 5.5-7.0 ain fatly acias -

1 1 1 '

[ — [ N — — — p— '
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[ ~__ N p - o - e ' Rectum

: Lactobacillaceae : Bacillaceae Lachnospiraceae :

1 Veilonellaceae Streptococcaceae Bacteroidaceae '

1 Helicobacterceae\ Actinomycinaeae ' Prevotellaceae '

h

! Corynebacteriaceae

Veilonellaceae

Figura 1.3: Variacié especifica de la Ml en funcié de I'anatomia i pH del budell. Presenta
una marcada heterogeneitat lineal en funcié de la localitzacié anatomica. Factors
interns quimics (pH), fisics (motilitat intestinal), el sistema immunologic de I‘hoste; o
externs com toxics, dieta i farmacs; contribueixen a la modulacié de I’heterogeneitat
longitudinal generant comunitats especifiques per cada tram del TGl. Adaptat de
Martinez-Medina et al. 2009; Kovatcheva-Datchary et al. 2013.

Els antibiotics (ATB) s6n ampliament utilitzats i redueixen la riquesa, diversitat i
uniformitat de la MI. La composicié de la MI es recupera a partir de les 3-4
setmanes post tractament (TTM), tot i que certes especies poden necessitar fins a
6 mesos (Suez et al. 2018). L’alteracié de 'equilibri de la MI per part dels ATB pot

induir la colonitzaci6 patogena (p.e., CD) (Isaac et al. 2016).

20



1-. INTRODUCCIO

Taula 1.2: Factors ambientals relacionats amb els habits de vida moderns i la seva
relacio amb la composicio de la MI. Adaptat de Manichanh et al, 2012; Soon et al. 2012.

PART A HOSPITAL, > TAXA CESARIES. PART A DOMICILI.
FAMILIES DE POCS MEMBRES FAMILIES NOMBROSES.
AMBIENT URBA AMBIENT RURAL
ALTA HIGIENE DEL MEDI COLONITZACIO MICROBIOLOGICA PEL MEDI
Us p’ATB EN EDAT JOVE No Us D’ATB
HIGIENE DIARIA ACCES RESTRINGIT A AIGUA | SABO
BAIXA COLONITZACIO PER HP ALTA COLONITZACIO PER HP
DESCENS PARASITS INTESTINALS PARASITS INTESTINALS ENDEMICS

CONSERVACIO D'ALIMENTS PER FERMENTACIO

ALIMENTS CONSERVATS A NEVERA 5
BIOLOGICA

CONSUM ALIMENTS PROCESSATS CONSUM D’ALIMENTS NATURALS.

En la taula anterior es descriu els multiples factors de la vida moderna
(principalment urbana) que afecten a la composicié de una MI més immadura i

associada a trastorns del sistema immunitari.

La restriccié de la ingesta de fibra en la dieta provoca la disminucio6 de la proporcié
dels grups F. prausnitzzi (FP) i Roseburia spp (bactéries sacarolitiques). La dieta
occidental (W-D), rica en greix total, proteines d’origen animal, acids grassos
poliinsaturats i sucres refinats; provoca canvis en la composicié de la MI amb una
marcada disminuci6 de la proporcié de Firmicutes, especialment dels membres del
grup Lactobacillus (Bouter et al. 2014; Martinez et al. 2017). La dieta i I'obesitat
son factors moduladors de la composicio de la MI, pero no necessariament causals

(Blautetal, 2016).

1.4 Funcié de la microbiota intestinal:
La MI té un rol en el manteniment de la salut de I'hoste perque estableix un entorn

d’equilibri ecologic estable evitant la colonitzacié per organismes exogens.

Les funcions metaboliques consisteixen en la recuperaciéo d’energia, digestid
d'aliments concrets, producci6é de vitamines essencials i adquisici6 de nutrients
dels aliments. Malgrat la variabilitat entre individus de la M], I'activitat metabolica

és relativament estable. La colonitzacié bacteriana en una edat primerenca ens
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permet adquirir unes rutes metaboliques per la sintesi de components nutricionals
elementals els quals el nostre organisme no té la capacitat. La depuracié de
xenobiotics és una funci6 important doncs la MI és capa¢ d’induir |'expressid

d’enzims metabolitzadors de farmacs (Guarner et al., 2003).

Les funcions defensives consisteixen en 'anomenat efecte barrera: presencia de
bacteris comensals que ocupen ninxols ecologics estables protegint de la

colonitzacio d’elements microbians patogens en I'ecosistema(Guarner et al., 2003).

En les funcions immunologiques cal destacar el paper de la colonitzacié bacteriana
com motor fonamental de la induccid del sistema immunitari adquirit i dels seus
mecanismes de regulacio. El sistema immune és capac¢ de tolerar la MI propia i
respondre amb activacid de la inflamacié quan hi ha augment de la MI patogena o

reconeguda com exogena (Diaz Heijtz et al.,, 2016).

Un altra funci6 important és de mutualisme amb I'hoste i té capacitat per regular
la salut. La composici6 final estable de la MI determina la quantitat de metabolits
beneficiosos per I'hoste, la proporcié de bacteris comensals beneficiosos respecte
potencial patogens i la produccié relativa de senyals pro inflamatories vs

antiinflamatories rebudes pel sistema immune (Lynch et al., 2016).

1.5 Concepte de Disbiosi en la MII.

La disbiosi es defineix com una desviaci6 de la normalitat en la composicié de la
MI. Diversos estudis de la composicié bacteriana intestinal en pacients amb MII han
demostrat que existeix una disrupcio en l'equilibri entre espécies protectores i
inflamatories. Diferents patologies es veuen associades a canvis en la composicid
de la MI pero el fet de 'associacié no implica necessariament causalitat, doncs
aquests canvis poden ser conseqiiencia de la propia activitat de les patologies. S’ha
relacionat una MI disbiotica en patologies diverses tant de caracter digestiu (Sd.
intesti irritable (SII), malaltia celiaca), com metabolic (Sd. metabolica, malaltia del
fetge gras no alcoholic (MFGNA)) com conductuals (trastorns de la conducta tipus

autisme) com inflamatories (artritis inflamatoria, asma) (Hills et al., 2019).

La manca de diversitat bacteriana en l'intesti s'associa a un risc augmentat de
malalties metaboliques. Els individus amb una baixa diversitat microbiologica

presenten un clar fenotip inflamatori (Gill et al., 2006; Cotillard et al, 2013).
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Taula 1.3: Evidencia del rol de Ml en la patogenia de la MII. Adaptat Sartor et al., 2008.

La MC, la CU i la reservoritis es localitzen freqlientment en segments intestinals
amb alta concentracio bacteriana.

Evidéncia de colonitzacié per Ml anormal en la MlI.

Augment de la viruléncia de I'EC en la MC (pe, AIEC).

Alteracié de l'activitat metabolica de la Ml en la Ml (inclos pouchitis).

Augment dels bacteris associats a la mucosa en pacients amb Mil.

Augment de la invasid i translocacié bacteriana de la mucosa en la Ml activa.
Derivacié fecal preveu i tracta la MC i la pouchitis.

Respostes serologiques i de Cel-lules TH a Ag microbians entérics en pacients amb
M.

Els ATB poden tractar la pouchitis i la MC/CU ( amb evidéncia deébil).

Els probiotics fan prevencid de la recaiguda de la pouchitis.

La hipotesi més consensuada que justifica el rol etiologic de la MI en el
desenvolupament de la MII es basa en l'alteracié dels mecanismes de colonitzacio6
microbiologica intestinal (veure taula anterior). Per tant és assumible que en la MII
hi ha un factor luminal, presumiblement la MI colonitzadora intestinal, enfront de
la qual es desenvolupa una resposta inflamatoria immunomediada intestinal

excessiva en individus geneticament predisposats (Dominguez-Bello et al. 2019).

Aquesta reactivitat anormal del sistema immune enfront a la MI autoctona, és de
causa multifactorial i s'explica per la susceptibilitat genetica individual, defectes en
la barrera mucosa intestinal i desequilibris previs en la comunitat bacteriana de
I"ecosistema del TGI (Frank et al, 2007; Sokol et al., 2009; Dominguez-Bello et al,
2019).

En relaci6 als bacteris amb caracteristiques antiinflamatories, s'ha apreciat una
menor abundancia relativa d'FP, tant en pacients afectes de CU en remissio com en
la CU ila MC activa. En un altre estudi (Short et al,, 2014) que va reclutar pacients
amb CU en remissid, familiars de primer grau i CS, es va quantificar mitjancant PCR
el recompte total de bacteris i de FP. Es va identificar un descens de FP tant en

pacients com en familiars respecte dels CS.

Diferents estudis amb tecnologia molecular demostren que els pacients amb la MC
tenen una concentraci6 bacteriana augmentada amb la diversitat reduida (Lopes-

Siles et al. 2018; Camprubi-Font et al. 2019; Mirsepasi-Lauridsen et al. 2019).
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Actualment no hi ha cap bacteri associat a la MI que es consideri causal de la MII i
s’esta estudiant si la disbiosi és la causa o conseqtiéncia de la MII, o bé té un rol en
perpetuar la malaltia. (Lynch et al. 2016; Chassard et al. 2008; Lopes-Siles et al.
2018)

Les dades actuals conclouen que hi ha prou evidéncia del potencial rol etiologic de
la MI en tant que la disbiosi és un element que precipita i perpetua de la inflamacio.
La quiestié per definir si és la disbiosi conseqiiéncia de la inflamacié de base
present; o bé la disbiosi és I'’element que pot activar la cascada inflamatoria (Ni, et

al,2017; Schirmer et al. 2018).

Tot i que s’ha descrit que la MI de pacients amb CU en remissié profunda
perllongada pot ser similar als CS, actualment es pensa que la comunitat
microbiana de la CU és relativament inestable amb reduccié de la diversitat i
riquesa microbiana malgrat estar en remissio (Schirmer et al. 2018). Aquesta
inestabilitat microbiana es relacionaria amb la tendéncia clinica d’alguns pacients
oscil-lar entre periodes de remissié breu i activitat lleu. Molts dels estudis
descriptius de la MI en la CU sén de cohorts amb una mostra reduida (Sokol et al.

2009).

En la MII activa es descriu tipicament una disminuci6 de l'abundancia de
Faecalibacterium prausnitzii (FP) amb un increment de I'abundancia d’Escherichia
coli (EC), una concentracié bacteriana augmentada i diversitat reduida en un

ecosistema menys estable respecte dels CS (Pascal et al, 2017;Franzozaetal. 2019).

1.6 Bacteris estudiats

S’ha demostrat que la concentracié de Faecalibacterium prausnitzii i Escherichia
coli varia considerablement en pacients amb MII, perqué so6on altament
representatiu de I’ecosistema intestinal i de I’estat de disbiosi de la MI ( Martinez-

Medina et al. 2014; Lopez-Siles tesi 2015).

1.6.1-.Faecalibacterium prausnitzii (FP)
El FP va ser anomenat inicialment com Fusobacterium prausnitzii (Cato et al. 1974).

Actualment F. prausnitzii és 1'nica espeécie aillada de faecalibacteria. E1 FP és un
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microorganisme que forma part de la MI habitual, que pertany al Phylum
Firmicutes, classe Clostridia i la familia Ruminococcaceae. Metabolicament és un
bacteri anaerobi i productor de butirat, D-lactat i fumarat. Utilitza acetat durant la
fermentaci6 de la glucosa. La seva presencia també s’ha detectat en femtes i com a
part dels biofilms bacterians que colonitzen els residus alimentaris (Duncan et al,

2002).

El FP és un bacteri no mobil, amb forma bacil-lar, no formador d'espores,
d’aproximadament 2 pm de longitud. Tot i estar classificats al filum de Firmicutes
gram-positius, tots els aillaments de FP analitzats fins ara han respost

negativament a la tincié de Gram (Suau et al. 2001).

Tots els cultius de FP poden créixer en fructosa, fructo-oligosacarid, midé i inulina;
mentre que cap pot utilitzar arabinosa, rafinosa, ribosa i xilosa. El FP és un bacteri
que ha estat dificil de cultivar des del primer aillament per Prausnitz del pus

procedent d'un cas d’empiema pleural el 1922 (Prausnitz 1922).

La dificultat de cultivar FP a través de metodes convencionals és, d'una banda,
perque les seves necessitats metaboliques encara no s6n ben conegudes i, per
l'altra, perque és un bacteri sensible a I'oxigen. No obstant aix0, recentment s'ha
demostrat que es pot cultivar en condicions micro-aerobiques. Per tant, amb el
creixent interés per aquesta espeécie, en els darrers anys s'han desenvolupat
diversos metodes moleculars per detectar i/o quantificar aquest bacteri en les

mostres intestinals (Suau et al. 2001; Khan et al. 2012).

La capacitat de FP de canviar el metabolisme entre el creixement estrictament
anaerobic (proper a la llum intestinal) i les condicions micro-aerobiques (proper a
'epiteli oxigenat intestinal) pot explicar la seva ubigqiiitat en el colon. S'ha trobat
associat amb la mucosa intestinal formant dos tipus d’adheréncia: adherencia de

capa o de corda i adhesié irregular (Bartosch et al., 2004).

La seva principal funci6 a 'intesti s’ha relacionat amb la producci6 de butirat, un
acid gras de cadena curta (AGCC) obtingut a partir de la fermentaci6 de
carbohidrats. Al butirat, principal font d’energia dels colondcits, se li atribueixen
propietats protectores respecte el CCR ila MI], ja que pot reduir la inflamacié de la

mucosa intestinal a través de la inhibici6 de l'activacié del factor de transcripcid
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NF-kB, regulacio del PPARy o la inhibici6 de I'INF-Y (Archer et al., 1998). Per tant,
la deficiencia de bacteris productors de butirat pot predisposar a la inflamacio6 (Qui

etal,2013).

També s'ha demostrat que el sobrenedant de FP disminueix la permeabilitat de la
barrera intestinal. El mecanisme pel qual FP disminueix la permeabilitat sembla
relacionat amb l'augment d’expressié de determinades “tight-junction”(unions
estretes en catala)(Qui et al. 2013), que s6n complexos d’'unié cel-lulars epitelials
que creen una barrera amb la funci6 de separar i mantenir la diferenciacio de dos
dominis evitant difusié6 de molecules. FP també podria influir en la fisiologia
intestinal a través de modificar la capa de mucus i estimular la produccié de O-

glicans, i ajudar a mantenir 'homeostasi intestinal (Miquel S et al, 2014).

1.6.2-.Escherichia coli (EC)

EC és un bacteri anaerobi facultatiu gram-negatiu que pertany al Phylum
Proteobacteria, i ala Familia Enterobacteriaceae i és 'especie predominant de la MI
humana. Té un paper important en la promocié de I'estabilitat de la comunitat
microbiana luminal i mantenir I'’homeostasi intestinal sana. L’EC colonitza el TGI
del nadé poques hores despres del naixement. Les soques d’EC comensals no solen
causar malalties, pero hi ha certes soques que adquireixen factors de viruléncia via
bacteriofags. Un exemple és la presencia d’uns patovars adherent-invasiu (AEIC)
de I'EC que tenen capacitat per adherir-se i envair les cel-lules epitelials intestinals,
resistir la destrucci6 pels macrofags i generar una gran resposta inflamatoria, via
alliberaci6é de grans quantitats de TNFa. Les propietats de viruléncia de 1'AEIC,
present en diversos conjunts d’EC, permeten explicar caracteristiques de la
fisiopatologia de la MC com la inflamaci6, la translocacié bacteriana i la formacid

de granulomes (Darfeuille-Michaud et al,2002,2004; Martinez-Medina et al.2014).

En relaci6 a la CU, sembla que les soques d’EC tenen un comportament més
toxicogenic que no pas invasiu, fet que pot contribuir a I'inflamacié de la mucosa i
al dany tissular. Aixi doncs, malgrat I’evidéncia que en la MII hi ha una desregulacid
de la MI, no esta tan clar si aquests canvis microbians poden causar la MII o s6n
conseqiiencia de la MI alterada (Scaldaferri et al, 2013; Orel, et al, 2014; Mirsepasi-
Lauridsen et al.,, 2018).
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1.7 Malaltia inflamatoria intestinal (MIl): Malaltia de Crohn i Colitis
ulcerosa.

Per MII s'entén un conjunt de malalties croniques amb afectacié inflamatoria del
tub digestiu d’origen desconegut. Es considera la MII com un trastorn heterogeni
d’etiologia multifactorial (Gajendran et al. 2018). Actualment el concepte de MII
engloba principalment 2 entitats ben diferenciades: la Malaltia de Crohn (MC) i la
colitis ulcerosa (CU). Les caracteristiques principals de cada tipus es descriuen en
la taula 1.4 de la pagina segiient (Allison et al. 2008; Torres et al. 2017). Pot
desenvolupar-se a qualsevol edat i génere pero té un pic bimodal, amb una
incidencia als 20 anys i un altre, menor, als 50-70 anys. No s'han trobat diferencies

entre sexes (Ng et al 2018; Tran et al, 2019).

1.7.1-. Etiologia:

Es tracta d'una malaltia poligenica complexa en la qual tant actuen factors geneétics
com epigenetics (Khanna et al. 2017; Neurath et al. 2019). La teoria etiologica més
acceptada actualment és la desregulacioé de la resposta immune de I'hoste enfront
diferents estimuls (com una MI resident anomala o Ag externs) que actuen com a
gallet (“trigger”) per a desencadenar una resposta inflamatoria augmentada i

descontrolada (de Lange et al. 2015).

1.7.1.1-.Mecanismes immunes i microbiologics en I’etiologia de la Ml

Un dels factors claus pel desenvolupament de la MII es troba en I'alteracié immune
a nivell mucosa del TGI. Per protegir I'hoste, s’ha de proporcionar una resposta
immune efectiva i rapida contra microorganisme patogens i mantenir tolerancia

cap a Ag coneguts (alimentaris, toxics o de la Microbiota) (Neurath et al. 2019):

Barrera epitelial efectiva (BEE): Els pacients amb MII presenten defectes en la

BEE amb un increment de la permeabilitat intestinal. La BEE esta formada per:

O (Capa de moc (mucus laver en anglés): Primera barrera fisica. Esta

formada per una capa fina interna esteril (anomenada glicocalix) i una
capa externa formada per immunoglobulines (Ig) A secretades per
epiteli, mucines, péptids antimicrobians (ribonucleases, criptidines,

defensines) i bacteris comensals; i factors microbians com ara REG-3-y.
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Les cél-lules caliciformes secreten mucina, un mucopolisacarid viscds

(Hansson et al. 2010).

Taula 1.4: Caracteristiques diferencials principals entre MC i CU. *ASCA: anti-
Saccharomyces cerevisiae. Adaptat de Sairenji et al. 2017

Debut Sobtat (dies / Progressiu
setmanes) (setmanes/mesos)
Localitzacio Qualsevol part TG R(E’;:s):}:nbézn
Dolor abdominal Freqlient Rar
Sagnat + F++
Manifestacions extra intestinals Freqiient Rar
Asteénia F+4 it
Péerdua pes +++ +
Exploracio fisica
Febre F++ +
Palpacio massa +++ +
Malaltia perianal +++ +
Analitica
Anémia F+4 it
Augment PCR/VSG +++ 4
ASCA* ++ ,
p-ANCA + +++
Endoscopia
Afectacio rectal +/- 4+
Afectacio continua = F++
Afectacié transmural (AP) +++ -
Granulomes +++ +/-

o Epiteli intestinal: Segona barrera defensiva formada per enterocits i
cel-lules epitelials especialitzades anomenades cel-lules caliciformes i
cél-lules de Panneth, les quals formen una monocapa continua
connectades mitjancant complexos d’'unid: tight junctions, unions
d'ancoratge i unions comunicants (GAP junctions). Les cel-lules epitelials

intestinals juguen un paper clau en la barrera mucosa, perque eviten la
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invasio dels Ag luminals patogens o comensals. Les cel-lules de Panneth
segreguen defensines amb propietats bactericides (Salvo-Romero et al.

2015).

e Teixit limfoide associat a la mucosa intestinal (GALT en angles): El GALT és la

barrera més efectiva enfront els patogens, ja que permet frenar patogens i
induir la immunotolerancia en resposta als Ag inofensius (Yoo et al. 2017). Es

divideix en:
o El GALT difus compost per poblacions de limfocits dispersos en I’epiteli.

o0 ElGALT organitzat (inductor de la resposta immunitaria intestinal), esta
format per plaques de Peyer (agregats limfoides). Les cel-lules M de les
plaques de Peyer capten Ag luminals per fagocitosi i els transporten cap
a les cel-lules presentadors d’antigens (CPA, cel-lules dendritiques) que
processen els Ag perque siguin reconeguts pels limfocits T situats en les

plaques de Peyer

La resposta immune innata és una resposta rapida (minuts-hores) i inespecifica.
Reconeix patrons moleculars i no requereix una sensibilitzacié previa. El sistema
immunitari innat esta format per cel-lules derivades mieloides (neutrofils,
monocits, cel-lules dendritiques i macrofags), cel-lules NK (de I'angles natural
killers) i cel-lules limfoides innates. Aquestes cel-lules, a més de cel-lules epitelials,
endotelials i estromals, expressen receptors tipus Toll-Like-Receptor (TLR) entre
d’altres, que en conjunt es coneixen com a receptors de reconeixement de patrons
(PRR). L’estimulacié per un Ag unit als PRR pels seus respectius lligands, activa la
ruta de senyalitzaci6 de la resposta immunitaria (Neurath et al. 2019). Tal com

s’observa em la figura 1.4.

El sistema immunitari adaptatiu es compon principalment de limfocits B i T, que
confereixen immunitat especifica i es caracteritza per ser de caracter clonal, tenir
especificitat, memoria i ser autoregulable. Aquest sistema immunitari esta

dissenyat per respondre a Ag externs mostrats previament (Neurath et al. 2019).

e Limfocits B (LB): immunitat humoral. El LB contacta amb un determinat Ag,
s’activa i prolifera generant memoria immunologica i Ac (immunoglobulines

principalment). Els Ac sén el component clau de la resposta immune humoral
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contra patogens. En humans hi ha 5 classes d'immunoglobulines: IgG, IgA, IgM,

IgD i IgE (de major a menor concentracié serica) amb 4 subclasses de IgG (IgG1-

4) i 2 subclasses de IgA (IgA1-2) (Shirmer et al. 2019; Na et al. 2019).

O L’estructura de les Ig compren 2 cadenes polipeptidiques lleugeres (L;

light) i 2 cadenes pesades (H; heavy) adoptant la configuracié en forma

de Y. Cada Ac engloba 2 dominis: la regid variable o Fab (antigen-binding

region) i regi6 constant o Fc (constant region) que s’uneix a I’'Ac.

o0 LalgA éslaimmunoglobulina més abundant en la mucosa intestinal (80-

90%) i s’excreta a la mucosa intestinal. Té un rol crucial com a primera

defensa davant toxines i a la colonitzacié de patogens.

Limfocits T (LT): Les cel-lules dendritiques presenten I’Ag als LT (en els ganglis

limfatics mesenterics), s’originen LT activats i s’inicia la resposta adaptativa.

Els LT es poden dividir funcionalment en cel-lules T auxiliars CD4 (Th, helpers

en angles), cel-lules T CD8 (citotoxiques) i cel-lules T reguladores (TReg).

O Lescel-lules T CD4 responen a un Ag processat per les CPA en associacid

amb molecules CMH classe II. Es poden subdividir funcionalment en

diversos subconjunts de céel-lules T (Neurath et al. 2019).

CD4 Th1: segreguen IFN-gamma, factor de necrosi tumoral (TNF)
aiinterleucina (IL)-12, que consisteix en I'heterodimer p35/p40
i és secretada per les CPA i és fonamental per a la generacio de

cel-lules Th1.

CD4 Th2: Sén induides per IL-4 i inhibides per IL-12. Regulen la

diferenciaci6 de les cél-lules B.

CD4 Th17: Sén cel-lules Th que tenen un paper critic en regular
el procés inflamatori i les respostes a nivell de la mucosa. La IL-
23 (que consisteix en I'heterodimer p19/p40), és important per
al manteniment de cel-lules Th17. Mutacions del receptor IL-23
s'han associat amb la susceptibilitat a la MIL. S’ha observat que la
IL-17 juga un paper important en la inflamaci6 intestinal perque
la [L-17 és sobreexpresa a nivell de la mucosa en la MII activa.

(Naetal 2019)

30



1-. INTRODUCCIO

o0 Les cel-lules T CD8 responen a I'Ag processat de tots els tipus cel-lulars
en associaci6 amb molecules de classe I MHC.Els limfocits TReg
(reguladors) consisteixen en diversos subconjunts cel-lulars que
inclouen Th3, tipus 1 regulador (Trl) i (CD4+, CD25+, FOXP3+).
Bloquegen o regulen les cel-lules Th1l, Th2 i Th17. Sén limfocits
importants per la seva capacitat immunitaria: suprimeixen respostes
immunes anormals contra microorganismes habituals de l'intesti i
alguns Ag de la dieta; prevenen l'autoimmunitat i mantenen la auto

tolerancia cel-lular. (Brown et al. 2019).

Altres grups cel-lulars, com ara els macrofags tenen funcions essencials de
manteniment intestinal amb la depuracié de les cel-lules apoptotiques. Els
neutrofils sén responsables de la resposta inicial a estimuls microbians, i
probablement modular les respostes adaptatives en I'estat agut inflamatori de la
produccié de citocines. Les cél-lules limfoides innates (ILC) és una poblacid
heterogenia implicada en el manteniment de la integritat de la barrera intestinal.
Responen a senyals microbianes i dietétiques entre altres estimuls, produint

citocines tals com TNFq, IL-17, IL-22 i [FNy (Pickard et al.,, 2017).

1.7.1.2-. Alteracié Immunitaria i malaltia inflamatoria intestinal:

Molts estudis recolzen el concepte que la MII és producte d'una resposta
desregulada del sistema immunitari de la mucosa respecte de la MI que es troba
dins del lumen intestinal (Pickard et al 2017; Na et al. 2019). En condicions
normals, la mucosa conté poques cel-lules Th i predominen cél-lules T-Reg, per tant
una possible hipotesi etiologica de la resposta inflamatoria pot ser deguda a un

canvi en aquest equilibri (Brown et al. 2019).
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Figura 1.4: Subconjunts de cél-lules immunes i citocines en la MIl. a) Esquema de
I’activacié de cel-lules immunes innates i adaptatives en la MIl. A la dreta s’observen
els subconjunts de cel-lules T amb els seus principals factors de transcripcio, les
citocines i el tipus de MIl que es relacionen. La figura b) mostra les citocines produides
per les cél-lules immunes de la mucosa per mantenir les condicions del medi intestinal,
i la seva interaccié amb les cél-lules epitelials intestinals, alterant les condicions i
fomentant microbiota comensal per la patogenesi de la MlI, incloses les molécules de
senyalitzacié intracel-lular activades per citocines, i les conseqtiencies funcionals de la
senyalitzacio de les citocines. Adaptat de Neurath et a/.2019.

Les alteracions de les respostes immunitaries observades en la MII:

e Alteracié BEE: S’ha associat el risc de desenvolupar la MII amb I'alteraci6 de la

composicid del mucus, alteracié de la MI del mucus i I'augment de la
permeabilitat intestinal. L’alteracié de la capa de mucus per factors dietetics
(W-D) o per mutacions del gen MUC-2 promou la translocacié bacteriana. Les
cel-lules epitelials tenen un procés anomenat autofagiai els defectes relacionats
amb l'autofagia s'han identificat en gens com ’ATG16L1 i el IRGM sent FdR

importants especialment per la MC (Hansson et al. 2010).
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e Alteracio anivell cel-lules immunes: S'ha detectat una activitat i un reclutament
de cel-lules immunes anomals en diferents subconjunts de cel-lules
immunitaries. Les cél-lules mieloides amb un fenotip "inflamatori" que
produeixen nivells superiors de citocines, estan presents a nivell de la lamina

propia dels pacients amb MII.

o0 Les respostes de les cel-lules T enfront bacteris o fongs estan implicats
en la possible patogenia de la malaltia. Els infiltrats inflamatoris
intestinals en la MC contenen cel-lules Th1 i Th17 principalment. Els Ac
antimicrobians, com I’Ac anti-Saccharomyces cerevisiae, I’ Ac anti-12,1'Ac
anti-porina C de la membrana externa, I’Ac antiflagelina i I'Ac
antianglica; es veuen freqiientment augmentats en pacients amb MC. No
obstant els estudis no han pogut demostrat que la produccié d’Ac estigui
directament relacionada amb la MII. La preséncia d’Ac suggereix que les
cel-lules B intestinals generen una resposta immune exagerada enfront
els Ag luminals pero el rol patogenic encara no esta clarament definit.

(Neurath et al. 2019)

o Algunes cel-lules inflamatories com els neutrofils que es troben en la
mucosa no solen estar presents alalamina propiais'han de reclutar dels
vasos sanguinis per un procés, anomenat "homing”. Els leucocits "roden”
al llarg de 'endoteli i les quimiocines secretades pels teixits activen les
molecules d’adhesié. Un cop adherits els leucocits recorren l'endoteli
(un procés anomenat "diapedesi"). Una estrategia terapeutica consisteix
en bloquejar la migracié dels leucocits a través de 2 farmacs aprovats
que bloquegen l'acci6 de la integrina a437 bloquejant la migracié de
limfocits cap a la lamina propia (natalizumab i vedolizumab) (Na et al.

2019).

o Alteraci6 mediadors inflamatoris: Nivells anormals de citocines

immunorreguladores i inflamatories es correlacionen amb la MII activa. Els
TCD4 aillats de pacients amb MC secreten grans quantitats d'[FN-gamma i TNF
a, citocines amb marcat efecte pro inflamatori, implicant aixi les cel-lules Th1
en la patogenia de la MII. Aquests estudis han donat lloc a estrategies

terapeutiques amb Ac’s antiTNF per a MC i CU. La secrecid d’interleucina IL-4,
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IL-5 i IL-13 per cél-lules Th2 suprimeix les respostes dirigides per Th1, pero
també condueix a infiltracié de eosinofils i pot contribuir a la inflamacié
intestinal de la MII. Totes les cel-lules reguladores es poden generar en el GALT

(Fernandez-Clotet et al. 2019).

1.7.2-. Epidemiologia:

Fins a la segona meitat del segle XX, la MII es va considerar una malaltia rara a
Americadel Nord i Europa. Els estudis mostren que hi ha hagut un increment global
de laincidencia de MII des de finals dels anys 90, fet que s’atribueix a la millora dels

processos diagnostics i a l'augment real de la prevalenca (Ng et al. 2018).

La incidencia anual més alta és a Canada (20,2/100.000 hab.), nord d’Europa
(10,6/100.000 habitants) i Nova Zelanda (16,5/100.000 habitants) amb una
distribucié que es pot observar en la figura 1.5. La prevalenca més alta és a Europa
(322/100.000 habitants), Canada (319/100.000 habitants) i als Estats Units
(214/100.000 habitants).Estudis recents han descrit que les arees amb baixa
incidencia i prevalenca (sud-est asiatic) han augmentat lleugerament la incidencia
en els darrers 10 anys en paral-lel al desenvolupament tecnologic i la urbanitzacio

(Ngetal 2018).

Pel que fa a Espanya la incidéncia de la MII ha incrementat els ultims anys.
S’evidencia que el gradient nord-sud actualment és gairebé inexistent i les taxes
d’'incidéncia son similars a les dels paisos del nord d’Europa (Chaaro-Benallal et al.

2017; Chaparro et al. 2019).

La incidencia i prevalenca de CU esta augmentant globalment en proporcid similar
ala MC. La incidencia de CU a escala global és de 10 casos/100.000 habitants/any.
A Europalaincidéencia és 24,3 cas/100000/any, seguit de 19,2 cas/100000/any als
EUA i de 6,3 cas/100000/any a Asia (Molodecky et al. 2012). La prevalenca a
Europa és d'uns 505 casos/100000 persona/any, i als EUA és de 214-286
casos/100,000 persona /any. (Harbord et al. 2017).
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Figura 1.5: Prevalenga de la Mll a nivell mundial. Adaptat de Kaplan et al, 2015.

1.7.3-. Factors de risc (FdR):

Molts factors ambientals s’han relacionat amb la MII i alguns factors es comporten
de manera totalment diferent en la CU i en la MC. Veure taula 1.5 (Bernstein et al
2008).

1.7.3.1-. Tabac

La importancia del tabaquisme rau en el fet que és un FdR modificable. El
tabaquisme esta associat a un risc superior de desenvolupar la MC, sobretot si hi
ha exposicié preco¢ o és fumador passiu. Classicament el tabaquisme en la MC
s’associa a pitjor evolucié de la malaltia i amb la recurrencia post quirurgica (RPQ).
No obstant aix0, actualment el rol exacte del tabaquisme es qiiestiona en tant que
zones amb altes taxes de tabaquisme com Africa i Asia presenten una molt baixa
incidencia de la MC; i en canvi al Nord d’Europa o els EUA, amb baixa taxa de
tabaquisme, presenta una de les incidencies més altes de la MC. S’ha descrit que
deixar de fumar és beneficids per 'evolucié de pacients amb MC (Mokbel M et
al.1998; Cosne et al. 2001; Mahid et al.2006; Higuichi et al. 2012; Casetta et al.2017;
Wang et al. 2018).

Classicament s’havia descrit que existia una associacié inversament proporcional
entre el tabac i el risc de desenvolupar CU. Un estudi poblacional conclou que els
fumadors i no fumadors amb CU tenen taxes similars de brots, s de tiopurines,

dependencia de corticoides, hospitalitzacié i taxa de colectomia. El fet de deixar de
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fumar no s’associa amb pitjor evoluci6 de la malaltia (OR 1.6, 95% IC 1,3-1,9). Els
riscos relacionats amb el tabaquisme superen qualsevol benefici possible en CU

(Blackwell et al, 2019).

Taula 1.5: Relacio dels principals factors de risc ambientals per a la MIl (CU /MC). OR
1,76; 95% (IC 1,40-2,22 ) % OR 1.84 (95% IC 1.08 to 3.15) ** OR 6.14, 95%. IC= 1.8-21.3).
Adaptat de Ananthakrishnan et al., 2015; Torres et al. 2017.

Fumador Dubtds Factor protector N 2x risc MC (1 risc RPQ)
Ex fumador Possible Factor de risc Possible Factor protector
No fumador Possible Factor de risc Possible Factor protector

Apendicectomia

Anticonceptius orals
Predisposicio genética
Dieta

Reduccid Fibra dieta
Augment greixos saturats
Infeccions bacterianes
AINE’s

AAS

Exposicié AB infancia
Nivell baix Vitamina D
Lactancia materna
Ambient rural
Contacte animals
Cesaria

Part vaginal

Estatines

Edat jove al diagnostic
Malaltia extensa I. Prim
Afectacié alta

Mala qualitat del son
Estres

Activitat fisica

dubtés factor protector

Probable Factor risc
Factor de risc
WD M risc.

N risc

N risc
Contribucié patogenia
Controvertit

No dades
Controvertit I risc
Protector

Protector

Protector

Factor risc en els brots
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1.7.3.2-. Genética:

La influéncia de la susceptibilitat genetica en la CU és menor que en la MC, ja que
hi ha significativament menys concordanca entre bessons monozigotics
(Bernstetin et al. 2008; Molodecky et al. 2012). S’observa agregacié familiar, ja que
al voltant del 13,1% dels pacients amb MC i un 9% de pacients amb CU tenen
antecedents familiars de la MII (Moller FT et al. 2015). El primer gen de
susceptibilitat identificat associat a la MC codifica per a la proteina NOD2
(NOD2/CARD15). Actualment no s’utilitza el diagnostic genetic en la practica
clinica degut a la gran variabilitat d’expresié genica que els pacients amb MII

presenten i a l’elevat preu dels tests disponibles (Torres et al. 2017).

1.7.3.3-.Dieta

La dieta occidental (“western-diet” (WD)) és proposa com un factor clau perque els
paisos amb WD i forta industrialitzacié tenen més prevalenca de la MIIL. Estudis
observacionals han mostrat una relaci6 inversa entre la ingesta de fibra vegetal i
risc de patir MC. S’especula que determinats Ag alimentaris no identificats poden
desencadenar una resposta immune que “activi” la MII (Graf et al, 2015; Hills et al,,

2019).

1.7.3.4-. Estil de vida

La qualitat del son, factors psicologics i I'exercici fisic influeixen en 1'evolucio de la
MII. L’associacié entre alteracié del son i MII és bidireccional: la malaltia activa
altera el patr6 del son; i la qualitat pobra del son pot agreujar l'activitat
inflamatoria. En un estudi de cohorts, dormir <6 o >9 hores/dia evidencien un
major risc de desenvolupar CU respecte dormir 7-8 hores/dia (OR 1,5,95% IC 1,1-
2,1,1 OR 2.1, 95% IC 1,4-2,9). Estudis de cohorts a gran escala han demostrat que
en la M(, la preséncia d'ansietat i/o depressio s'associa a recaiguda, hospitalitzacio,
cirurgia, pitjor qualitat de vida i eficacia reduida dels IMM, fet que es relaciona amb
I'eix intesti-cervell (Gut-Brain axis en anglés) on es comparteixen nombrosos
neurotransmissors. L'activitat fisica de moderada a intensa sembla que pot estar
associada un risc menor de desenvolupar la MC (44% inferior respecte del
sedentarisme), en canvi no influeix a disminuir el risc de desenvolupar la CU

(Ananthakrishnan et al. 2014, 2018; Piovani et al. 2019).
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1.7.3.5-.Apendicectomia:

L’apendicectomia a una edat jove previa al diagnostic de la CU és un factor
protector pel desenvolupament d'aquesta, tal com evidencia en una metanalisi de
17 casos-controls (reducci6 del 69% del risc de CU; OR 0,58, 95% IC 0,38-0,87) i
s’associa a un risc menor de colectomia i hospitalitzacions (OR 0,44, 95% IC
0,0,7,27-0,72). En un estudi de cohorts longitudinal, els pacients
apendicectomitzats amb limfadenitis mesentérica tenen incidencies més baixes de
CU pero majors de MC. S’ha relacionat amb el fet que moltes apendicectomies s’han

realitzat en confondre un brot de MII (Andersson et al. 2001; Myrelid et al. 2017).

1.7.3.6-. Farmacs:

Els ATB, aspirina (AAS), antiinflamatoris no esteroidals (AINE'’s) i anticonceptius
orals (ACO) s’han relacionat amb ser un potencial FdR pel desenvolupament de la
MC. En un estudi de cohorts, I'is de AINE’s més de 15 dies/mes, s’associa a risc
augmentat de CU (OR 1,87 (95% IC 1,16-2,99)) comparat amb CS pel dany de la
mucosa (Hviid et al. 2011).

1.7.4-. Clinica:

Malaltia de Crohn:

La clinica de la MC és variable en funcié de lalocalitzacid i patré inflamatori tal com
es mostra en la taula 1.6. La MC pot afectar qualsevol zona del tracte digestiu, de la
boca a I'anus. Les arees afectades amb major freqiiencia son ili terminal i cec
(Torres et al., 2017, 2020). La triada de simptomes classica de presentacié sén
diarrea, dolor abdominal i perdua de pes, perdo només és present en el 25% dels

Casos.
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Taula 1.6: Resum dels diferents patrons de comportament de la MC. Adaptat de
Ungaro et al.2017.

Patro inflamatori:

Diarrea
Perdua de pes
Dolor abdominal
Febre inflamatoria
Fatiga
Retard de creixement (nens)
Desnutricio

Patré estenosant /fibrotic:

Dolor postprandial.
Distensié Abdominal
Nausees i vomits.
Oclusié / Suboclusio

Restrenyiment

Patré penetrant / fistulitzant:

Fistula entero urinaria: fecaluria,
pneumatdria i infeccid tracte urinari
(ITU) recurrent.

Fistula rectovaginal: Dispareunia, emissio
femta per la vagina.

Fistula entero entérica: Asimptomatica o
abscés abdominal.

Colitis ulcerosa:

La principal caracteristica clinica de la CU és la colitis. Els simptomes associats
inclouen diarrea associada a restes hematiques, dolor abdominal tipus colic,
urgencia, tenesme i incontinéncia. Els pacients amb afectaci6 distal poden tenir
restrenyiment. L'aparici6 dels simptomes sol ser progressiva al llarg de setmanes,
i la severitat és molt variable. Poden haver-hi simptomes sistémics associats a
malaltia greu (Ordas et al. 2012). L’exploracio fisica pot ser normal. Es pot detectar
ocasionalment inflamacié difusa a ili terminal i periapendicular per continuitat de

'afectacio dreta severa (Ungaro et al. 2017).
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La CU, a diferéncia de la MC, pot presentar complicacions agudes propies greus
potencialment que poden establir-se en hores com ara hemorragia digestiva
(£10% dels pacients); colitis fulminant associada o no a megacolon toxic i
perforacié, que poden requerir colectomia urgent pel seu maneig (Ordas et al.

2012).

Aproximadament 25-50% dels pacients amb MII experimenten almenys una
manifestacié extra intestinal (MEI), que és clinicament heterogenia i es pot
presentar abans, durant o després del diagnostic de la MIl amb un curs
independent. En la CU, aproximadament menys del 10% pacients té una MEI al

diagnostic (Trikudanathan, et al. 2012; Zippi et al. 2014; Yu et al. 2017).

1.7.5-. Historia Natural

La MC es caracteritza per periodes de remissid clinica alternat amb periodes de
recurrencia. Una revisio recent (Freeman et al. 2014) mostra que aproximadament
un terg dels pacients tenien ileitis, colitis o ileocolitis en el moment del diagnostic.
La localitzacié de la MC tendeix a ser estable, pero el comportament de la malaltia
es modifica evolutivament. La preséncia de complicacions (estenosi, fistula o
abscés) esta present en el 20% dels pacients en el diagnostic. La incidéncia anual
d'ingrés hospitalari és del 20%, i al cap de 10 anys el 50% dels pacients requereixen
intervencio6 quirurgica (IQ). Un 30% necessitara multiples IQ i aproximadament el
14% dels pacients amb afectacio greu, especialment rectal concomitant, requeriran
un estoma permanent. Al cap de 20 anys d'evolucio, el 50% dels pacients tenen una
complicacié intestinal associada. Unicament el 10% tenen una remissié profunda

(RP) clinica perllongada (“Deep Remision”).

La CU evoluciona en forma d'exacerbacions intermitents alternada amb periodes
llargs de remissio clinica. Existeix un petit percentatge (5-10%) de pacients amb
simptomes cronics. La presentacio en forma de proctitis s’associa a un curs clinic
més benigne respecte els que debuten amb una malaltia extensa (Ungaro et al.
2017). La majoria de pacients amb CU debuten amb una presentacio lleu, un 27%
debuten amb un brot moderat i 2% tenen un debut amb malaltia severa (inclos

fulminant).
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Els factors que influeixen I’evolucio de la CU:

- Edatal diagnostic: el 67% dels pacients tindra recaiguda en els primers 10 anys.

La CU diagnosticada tardanament sol tenir un curs indolent (Abeu et al. 2007).

- Curacié mucosa (CM): Es predictor de bona resposta al tractament a llarg

termini i menor risc de colectomia (Cholapranee et al. 2017).

- Extensié de la malaltia: Un 10-19% dels pacients presenta progressio de
I'extensié de la colitis durant els primers 5 anys. Els pacients amb proctitis
tenen un risc del 5% anual d’extensié proximal, i I'afectacié proximal al colon
sigmoide presenta risc del 9% bianual de progressio a pancolitis. La pancolitis

al debut s’associa pitjor pronostic a llarg termini (Jess et al. 2007).

Els pacients amb CU tenen risc incrementat de displasia i de CCR respecte poblacid
sana (Rubin et al, 2013; Meeker et al. 2016). L’extensio de la malaltia i el temps
d’evolucié en anys son els principals FdR pel CCR. Altres factors associats al risc de
CCR son inflamacio activa severa, antecedents familiars de CCR esporadic (risc 2x),
pseudopolips infamatoris (risc 2x) i la preséncia de CEP concomitant (Jess et al.

2007; Bewtra et al. 2013).

Aproximadament un 10-15% de pacients amb CU requereixen colectomia per
complicacions agudes al llarg de la seva evoluci6. La taxa de colectomia en la
pancolitis és del 19% al cap de 10 anys del diagndstic, respecte 5% dels pacients
amb proctitis. La taxa de colectomia global durant el primer any és del 10%

(Bemelman et al.,, 2018).

1.7.6-. Classificacio:

La MC és clinicament molt heterogenia. La classificacié6 més utilitzada actualment
és la de Montreal, que té en compte 3 categories: edat del diagnostic (A),
localitzaci6 (L) i patré evolutiu (B). La primera classificacié es va crear durant la
reunié de 1'Organitzaciéo Mundial de Gastroenterologia (WGO en anglés) a Roma el
1991, que el 1998 es va substituir per la classificacié6 de Viena; la qual es va

modificar el 2005 per l'actual classificacié de Montreal. Aquesta classificacio és la
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recomanada per la WGO i la European Crohn’s and Colitis Organisation (ECCO)
(Gasche et al. 2000; Satsangi et al. 2006; Pariente et al., 2015).

Taula 1.7: Classificacid de Montreal de la MC: Adaptat de Satsangi et al., 2006;
Silverberg et al., 2005.

Edat diagnostic (A) Caracteristiques més freqlients

Al: <16 anys Localitzacio colonica principalment

A2:17-40 anys Inflamacio extensa i severa, afectacio de tot el tracte digestiu
A3: >40 anys Localitzacio colonica més freqlient

L1 :ileal (i-CD) 30% pacients. Manifestacions cliniques tipiques: vomits, dolor,

distensio abdominal, estenosi, diarrea, pérdua de pes, febre.
Menys diarrea que afectacio colonica.

L2 : Colonic (C-CD) 20% pacients. Afectacio segmentaria de cec fins recte. Diarrea,
rectorragies, dolor i pérdua de pes. Correlacio amb malaltia extra
intestinal i perianal.

L3 : ileocolonic (IC-CD) = 45% pacients. Clinica similara L1 i L2.

L4: Afectacio alta 5 % pacients. Intesti proximal, jeju, duodé, estdmac, esofag,
orofaringe.

L4 es pot afegir a qualsevol localitzacio

Comportament (B) Caracteristiques

B1 (no estenosant/ no = Afectacio inflamatoria superficial, Diarrea i dolor abdominal
penetrant)

B2 : estenosant Preséncia estenosi i fibrosi. Nausees, dolor, distensié abdominal.
Baixa recurrencia. Refractarietat. Opciod quirudrgica de tractament.

B3: penetrant Perforacié. Formacio de fistules i abscessos. Cirurgia necessaria.
Alta recurréncia.

p Si malaltia perianal afegir “p” al diagnostic. (5-40%)

Seguint les recomanacions del grup de treball que va realitzar la classificacio de
Montreal per ala MC, el 2005 es va desenvolupar la classificacié per la CU. Aquesta
classificacio és més simple que en la MC i es basa en I'extensio i la gravetat de la
malaltia (veure taula 1.8). L’extensio6 s’ha associat amb un major risc de colectomia
i pitjor pronostic (Satsangi et al., 2006). Aquesta classificacid és la més utilitzada

actualment.

La severitat de la malaltia en pacients amb CU és important pel maneig clinic i

predir laresposta a llarg termini. La severitat de la malaltia pot ser mesurada usant
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indexs d’activitat clinica. La classificacié6 de Montreal de severitat de la CU es pot

descriu en la taula 1.9.

Taula 1.8: Classificacié de la CU segons |'extensid i les manifestacions cliniques
principals. Adaptat de Ungaro et al., 2017.

Fenotip CU i localitzacié Caracteristiques cliniques

E1: Proctitis ulcerosa Inflamacio limitada al recte (< 18 cm).
Clinica: Sagnat rectal moderat
intermitent i tenesme. Urgencia.

Prevalenca 30-50%

Recte, sigma i Colon Esquerre fins angle
espléenic.

Clinica: diarrea amb sang, colics
intestinals, perdua de pes i dolor difus.

Prevalenca de 20-40%

Inflamacié de tot el colon (proximal a
angle esplénic).

Clinica: Diarrea amb sang, dolor
abdominal amb colics, perdua de pes,
asténia i afectacio sistémica (febre). Risc
N colectomia i CCR.

Prevalenca 10-20%.

Taula 1.9: Classificacié de Montreal de la severitat de la CU. Adaptat de Satsangi et al.,
2006; Magro et al., 2017.

CLASSIFICACIO DE MONTREAL DE LA SEVERITAT DE LA CU

.z

Remissio
(S0)

Moderada
4—6 +/— +/— — +/—

>6 + + + ++

Severitat (S) | Deposicions | Sang femta M VSG Afectacio Desnutricio
/dia sistémica

Normal

afegir si afectacioé perianal (poc freqiient en la CU)
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1.7.7-. Diagnostic:

Les caracteristiques clau pel diagnostic de la MC inclou una combinacié de troballes
cliniques, radiologiques, endoscopiques i patologiques (Tontini et al., 2015). El
diagnostic de CU es basa en la presencia de clinica compatible (p.e.: diarrea cronica
>4 setmanes), evidencia de inflamaci6 activa per endoscopica i canvis en I'’AP

especifics de la CU (Magro et al., 2017).

Les alteracions analitiques més freqilients en la MII inclouen trombocitosi, augment
dels reactants de fase aguda (RFA) (especialment proteina C reactiva (PCR) i la
velocitat de sedimentacié globular (VSG 230 mm/h)) i anemia per bloqueig
medul-lar (Tontini et al, 2015; Torres et al, 2020). Les concentracions de
calprotectina fecal (CP) es correlacionen directament amb la quantitat de
neutrofils infiltrats en la mucosa intestinal (Naismith et al, 2014; Magro et al,

2017; Rokkas et al., 2018).

Taula 1.10: Criteris diagnostics de Lennard-Jones per a la MCi la CU. Adaptat Lennard-
Jones et al., 1989.

Criteris MC CuU
Dolor abdominal recurrent, diarrea Rectorragia, diarrea cronica, dolor

Clinics cronica, perdua de pes, massa abdominal i MEL.
abdominal palpable, malaltia perianal,
fistules i MEI.
Canvis Mucosa: Ulceres aftoses
longitudinals, polips inflamatoris, Canvis mucosa: aspecte granular,
edema i eritema. Ulceres i pseudopolips.

Radiologics . . . . . . . . .

Calibre llum intestinal: Estenosi, Canvis calibre llum intestinal: estenosi
dilatacio, fistules, lesions inflamatoria, perdua haustracio colon.

asimetriques.

Colon: aftes, ulceracions lineals

profundes o serpiginoses, aspecte Mucosa eritematosa, granular,
d’empedrat, estenosis, orificis edematosa / friable. Presencia
| fistulosos, pseudopolips i polips. Les d’exsudats o ulceracions, hemorragia
AL [esions son caracteristicament al frec o espontania, pseudopolips i
segmentaries, d’extensio variable i polips. Les lesions son continues
amb recte preservat. (ca;acterlstlca) i amb afectacié del
recte.

Ili: aftes, ulceres, estenosis

Majors: inflamacié transmural, focal i
discontinu, granulomes epiteloide no
caseificant, agregats limfoides sense
centre germinal (troballes
caracteristiques).

Majors: inflamacié exclusiva de la
mucosa, Ulceres superficials, distorsio
de les criptes, mico abscessos de
criptes, Deplecio de les cél-lules
caliciformes.

S50 ae . Menors: inflamacio de caracter
discontinu, inflamacié de la
submucosa amb arquitectura epitelial
conservada, retencié de moc amb
inflamacid cronica, fissures,
metaplasia de les glandules de
Panneth.

Menors: infiltrat inflamatori cronic,
augment de la vascularitzacio de la
mucosa, metaplasia de les cel-lules de
Panneth, atrofia mucosa hiperplasia
limfoide; agregats limfoides basals
amb infiltracié per eosinofils.
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L’endoscopia segueix sent el “gold standard” pel diagnostic de la MII amb afectacié
ileocolonica o alta, i té un paper important en el monitoratge de l'activitat i la
vigilancia de la neoplasia colorectal. La utilitzacié de CE es reserva pels casos amb

estudis endoscopics negatius. Les troballes endoscopiques no so6n

patognomoniques (Spiceland et al. 2018).

Les proves d’imatge han adquirit una importancia creixent en el diagnostic i
seguiment de la MC. L’Ecografia intestinal (GIUS en anglés) o la entero-RM s'han de
fer en el diagnostic per avaluar l'extensiéo de la malaltia i la presencia de
complicacions com estenosis o fistules; i per avaluar el seguiment de l'activitat de
la malaltia ja que no irradien al pacient. L'ecografia intestinal amb Doppler és més
barata que l'enterografia per TC o RM amb S del 85% (95% IC 83-87%) i E del 98%
(95% IC 95-99%) per avaluar l'activitat. La TC és util per descartar complicacions

(Maaser et al., 2019, 2020).

1.7.8-. Tractament.
1.7.8.1-. Objectius del tractament i estratégies terapeutiques.

Classicament, el tractament es basava en 1'is de 5-ASA, IMM, corticoides (CE),
suportnutricional i cirurgia. Aquesta estratégia no modificava el curs de la malaltia,
i el marc del tractament va evolucionar amb l'aparicié dels biologics: des del
control dels simptomes cap al bloqueig de la progressié de la malaltia amb la
voluntat de modificar la historia natural. Actualment, la “deep remission” (és a dir
remissio profunda clinica, histologica i endoscopica) i la CM s’estan desenvolupant
com a principals objectius terapéutics en la MII perqué es correlacionen amb la
reduccid de les taxes de recaiguda i menor necessitat de 1Q (Cholapranee et al.

2017; Maaser etal., 2019).

L'eleccio del tractament en la MII ve determinada basicament per 5 factors:
localitzaci6, patr6é de la MC (inflamatori, estenosant i fistulitzant), presencia de

ME], severitat de 1a malaltia i les opcions del pacient. (De Jong et al., 2018)

El tractament medic esta enfocat en reduir l'activitat de la malaltia, induir la
remissio clinica, aconseguir la CM, prevencio de la recidiva (o RPQ) i disminuir risc

de complicacions a llarg termini. La naturalesa autoimmune inflamatoria de la
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malaltia fa que la majoria de tractaments van dirigits a modular el sistema
immunes per controlar 'activitat inflamatoria. (Maaser et al., 2019; Torres et al,

2020)

Step-up approach Top-down approach
Early

TNF-inhibitors

Selective adhesion molecules
inhibitors

7]
© Surgery
TNF-inhibitors

Surgery

Antibiotics

Aminosalicylates

Late

Figura 1.6: Piramidal del tractament de la MIl. Enfocament Top-Down vs Step-Up. La
cirurgia és el tractament més radical. Els farmacs biologics sén els tractaments més
potents pero cal adaptar a cada pacient segons la situacié clinica determinada. Basat i
adaptat de Mosli et al., 2018 i Salahudeen et al., 2019.

En I'ambit de la practica clinica s'acostuma a utilitzar un enfocament “escalonat”
del tractament de forma piramidal com es pot observar en la figura anterior.
Aquests enfocaments es basen en utilitzar tractament menys potents d’inici i
afegir-ne de més potents segons |'evolucié (Step-Up) i esta indicada en casos de bon
pronosticiafectacio lleu de la malaltia. En canvi, I'estrategia “Top-Down” consisteix
en utilitzar farmacs més potents d’inici i desescalar en funcié de I’evolucié de la
malaltia i esta indicada en casos de mal pronostic o afectacié severa inicial.
Actualment no hi ha consens clar sobre si un enfocament és superior a l'altre. No
obstant aixo, I'estrategia d'introduccid precog dels farmacs biologics (“Top Down”)
ha canviat la historia natural de la malaltia, i dades recents post-hoc suggereixen
que aquest enfocament en fases inicials és més efica¢ per controlar la malaltia a

llarg termini (Tsui et al., 2018; Doherty et al., 2018; Salahudeen et al., 2019).
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Valoracié activat MC amb endoscopiai biomarcadors.

Descartar presenciade complicacions (Abscés, fistula, estenosi...)

Budesonida (lleitisi ilecolitis) Farmacs biologics = IMM
CE’s sistemicsi IMM (AZA (AZA/ 6-MP o MTX)
CE’s sistemics (colitisi altres /6-MP o MTX) '
localitzacions) 1Q

Si <—r _|_,No

Discussié pacient opcions de tractament. Seguiment clinic i valoracié activitat.
Ajustar tractament:

- Optimitzacié dosi.
- Afegir IMM.
- Switch /Swap tipus farmac bioldgic.

Q.

Seguiment estret. Seguiment estret.

Figura 1.7: Algoritme esquematic del tractament de la MC. El tractament inicial s’ajusta
en funcid de la severitat de la malaltia. Posteriorment re avaluar la situacio clinica del
pacient amb proves complementaries i ajustar el tractament utilitzant les diferents
opcions que disposem (optimitzacié dosi, fer canvi dins la mateixa classe de farmac
(switch), canvi entre diferents classe de farmacs (swap)). Adaptat de Torres et al. 2017.

En el tractament de la CU, classicament es descrivien altes taxes de colectomia ja
que aquesta, en ultim terme, pot modificar la historia natural de la CU. L’aparicid
dels biologics va tenir un impacte important en reduir la taxa de colectomia. Un

particularitat és la indicaci6 de 5-ASA en casos no greus (Ungaro et al.,, 2017).

En les formes lleus el tractament es basa amb 5-ASA oral i topica i si no resposta es
poden valorar CE orals de baixa absorcio sistémica. En la CU de moderada a severa
es recomana iniciar CE orals i dosis altes de 5-ASA oral i topica. Si s’observen signes
de toxicitat sistémica es recomana ingrés hospitalari, CE IV, i suport nutricional. En
els casos fulminats o corticorefractaris s’utilitza Ciclosporina o anti-TNF
(Infliximab), tal com s’expressa en la taula 1.11. Si no presenta resposta es valora
la IQ. En el manteniment es pot utilitzar 5-ASA, IMM (AZA, 6-MP) o farmacs

biologics.
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Taula 1.11 : Maneig general simplificat de la CU. Adaptat de Magro et al. 2017; Harbor
et al. 2017; Ungaro et al. 2017.

ACTIVITAT EXTENSIO

PROCTITIS COLITIS ESQUERRA COLITIS EXTENSA

LLEU 5-ASA TOPICA

5-ASA TOPICA I/O 5-ASA TOPICA |
ORAL ORAL

MODERADA 5-ASA TOPICA | ORAL 5-ASA TOPICA | 5-ASA TOPICA |
ORAL. CE ORAL ORAL. CE ORAL
/ToPICS /TOPICS

SEVERA 5-ASA TOPICA | ORAL. CE 5-ASATOPICA+ CE  5-ASA TOPICA + CE
ORAL / TOPICS. VALORAR ORAL I/0 TOPICS. ORAL I/0 TOPICS.
INGRES PER CE IV. VALORAR INGRES VALORAR INGRES
PER CE IV. SUPORT PER CE IV. SUPORT
SUPORT NUTRICIONAL.
NUTRICIONAL. NUTRICIONAL.

CORTICOREFRACTARIA ANTI-TNF. CicLOSPORINA V. 1Q
MANTENIMENT 5-ASA orAL, IMM, BIOLOGICS .

1.7.8.2-. Tractaments disponibles:

Acid aminosalicilics (5-ASA, oral i topica): S6n fairmacs antiinflamatoris que
exerceixen el seu efecte a través de la inhibicié de I'’enzim COX, i la produccié
de Interleuquina 1 (IL-1) i el TNFa a escala de la mucosa intestinal. Tenen una
baixa absorci6 oral (<10%) i la resta arriba al colon de forma inalterada, per
aquest motiu s’utilitza més en CU que en MC. Per acci6 de la microbiota colonica,
es metabolitza a sulfapiridina i 5-ASA, essent aquest ultim el principi actiu que
exerceix accié antiinflamatoria local (Greenfield SM et al. 1993) (Fitxa tecnica
5-ASA). La 5-ASA es pot utilitzar tant per al tractament de la fase aguda com de
manteniment. Segons l’evidencia actual no es recomana el seu Us en el

manteniment de la MC (Harbord et al.,, 2017a)

Corticosteroides (CE): S6n farmacs antiinflamatoris i immunosupressors que

permeten l'alliberament de quinases inhibidores de l'alliberacié de 1’acid
araquidonic que redueix la formaci6 de metabolits inflamatoris. (Tsui et al,
2018; Torres et al, 2020). La MC lleu-moderada pot ser tractada amb CE orals
de baixa absorci6 (budesonida). En el maneig dels brots greus i moderats, o bé
que no responen al ttm convencional tant en la MC i la CU s’utilitzen els CE

sistemics (oral o IV) per la induccio6 de la remissio. Els CE no sén eficacos per
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mantenir la remissi6 i s’associen a importants efectes secundaris
(hiperglucémia, sd. de Cushing, etc.). Al voltant del 20-28% dels pacients poden
esdevenir corticodepenents (Ramamoorthy et al, 2016; Harbord et al, 2017;
Dorrington et al.,, 2020).

Immunomoduladors (IMM): Les tiopurines (Azatioprina (AZA) i 6-
mercaptopurina (6MP)) i el metotrexat (MTX) s’han de considerar per al
tractament de manteniment doncs el seu paper en la induccié en monoterapia

és discutit (Torres et al.,, 2020).

e [’AZA s’absorbeix a I'intesti i és metabolitzada a 6-mercaptopurina, la qual
inhibeix la sintesi de purines, interferint en la sintesi d'ADN i ARN. La seva
accié immunosupressora es basa en una disminucié dels limfocits B i T. No
és util pel tractament agut del brot de MII perque els efectes terapeutics es
manifesten a partir de les 3 setmanes. Augmenta el risc de neoplasies
(limfoma, cancer de pell no melanoma, principalment) i presenta efectes
adversos importants (mielosupressio, pancreatitis, hepatotoxicitat,
principalment) en el 2-5% dels tractaments. (Aarbakke, et al, 1997; Fitxa

tecnica medicament Imurel®)

e El MTX és un analeg dels folats, capa¢ d’inhibir la dihidrofolat reductasa,
enzim implicada en la sintesi de nou de purines i pirimidines, interferint en
la sintesi d'ADN i ARN. Perfil similar a ’AZA, pero és teratogenic. Segons FT
es pot utilitzar per a la induccié i manteniment de la remissié de la MC lleu
o moderada, en pacients refractaris o intolerants a tiopurines. (Mantzanis

etal, 2017; Fitxa técnica medicament MTX).

Farmacs Biologics: Els farmacs biologics sén els agents més potents disponibles

actualment (deixant a banda el trasplantament de precursors hematopoeétics).
Els farmacs biologics actuen sobre diverses vies amb diferents mecanismes
d’accié: bloquejant el TNF, inhibidors de les molecules d’adhesid, o inhibidors
de les molecules JAK (tofactinib) entre d’altres (Magro et al. 2017; Torres et al.
2020). Els farmacs biologics presenten particularitats com la no resposta
primaria (persisténcia d’activitat clinica durantla fase d’induccio, 3-40% en els
estudis classics), la no resposta secundaria (perdua de resposta en la fase de

manteniment) i la formacié d’Ac contra el propi farmac. (Barré et al. 2018). Els
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darres anys han aparegut els medicaments biologics similars (biosimilars) que
son medicaments biologics equivalents en qualitat, eficacia i seguretat al seu
biologic original, anomenat de referéncia. Actualment només disposem d’IFX i

ADA biosimilars.

Taula 1.12: Resum de les indicacions i posologies dels farmacs biologics inclosos en la
tesi. Veure FT infliximab, adalimumab, golimumab, vedolizumab.

Ac monoclonal (IgG1) quimeéric no huma. Bloqueja el
receptor TNF.

Ttm MC activa, moderada a greu, en pacients que no
han respost a CE i/o IMM o intolerants o amb
contraindicacions al tractament; malaltia fistulitzant en
pacients sense resposta al ttm convencional (Regueiro
et al.,2007)

Ttm CU activa, moderada a greu en pacients que han
presentat resposta inadequada a la terapia
convencional, inclos CE i/o IMM o que presentin
intolerancia o contraindicacié.

Ac monoclonal huma. Subcutani. Bloqueja els receptors
TNF. (TNFRI i el TNFRII).

Ttm de la MC activa, moderada a greu, en pacients que
no han respost a CE i/o IMM o intolerants o amb
contraindicacions.

Ttm de la CU activa moderada a greu en pacients que
han presentat una resposta inadequada a la terapia
convencional, inclos CE i IMM o que amb intolerancia o
contraindicacid.

Ac Monoclonal SC Huma. Farmac antiTNF amb
experiencia previa en reumatologia. Forma complexes
estables que bloquejen el TNFa (soluble i
transmembrana),

CU activa, moderada a greu en pacients que han
presentat una resposta inadequada a la terapia
convencional, incloent CE, i IMM o que presentin
intolerancia o contraindicacio6 .

Ac monoclonal (anti integrina), IV, bloqueja la integrina
047 (anti-alfa-4-beta-7) recombinant humanitzada

Ttm de la MC o CU activa, moderada a greu, en pacients
amb resposta inadequada, perdua de resposta o
intolerants al tractament amb un antagonista del factor
de necrosis tumoral alfa (TNFa).

Pauta d’induccié a 5mg/kg
intravends administrat a les
setmanes 0, 2i6isi
resposta, pauta
manteniment dosis de
5mg/kg cada 8 setmanes.

Pauta d’induccié de 160 mg
setmana 0, 80mg setmana
2 i seguit d’una dosi de
manteniment de 40mg
cada 2 setmanes
administrat per via SC.

Pes <80kg: 200mg, seguit
de 100 mg setmana 2,
50mg setmana 6 i
posteriorment 50mg cada 4
setmanes.

Pes > 80kg: 200mg seguit
de 100mg setmana 2 i
posteriorment 100mg cada
4 setmanes.

300mg administrats en
perfusié IV a les setmanes
0,2i6idespréscada 8
setmanes.

1.7.8.4-.Cirurgia (1Q):

La indicacié del moment exacte del tractament IQ és complex i cal avaluaci6 per un
equip multidisciplinari format per radiolegs, digestolegs, cirurgians i nutricionistes

(Maaser et al., 2019).
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Els pacients amb MC que desenvolupen complicacions (abscessos/estenosi),
simptomes obstructius, presenten malaltia refractaria o intolerancia al tractament
medic sén candidats a IQ. La recurréncia clinica post 1Q és freqiient al llarg del

temps (Fornaro et al. 2015; Adamina et al. 2020).

Enla CUlalQ, habitualment proctocolectomiarestauradora amb reservoriileoanal,
esta indicada en pacients amb no resposta o intolerancia al tractament medic, o per
la displasia o CCR. Es un tractament definitiu que pot associar-se a complicacions

posteriors (Sica et al. 2015; Harbord, et al. 2017).
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2-. Hipotesi i objectius

2.1-. Antecedents i experiencia previa del grup.

El grup de recerca en malalties digestives i microbiota, creat dins de l'institut
d'investigacié Biomedica de Girona (IdIBGi), és un equip multidisciplinari format
per metges i microbiolegs, investigadors post doctorals centrats en I'estudi de la
MI i de la disbiosi intestinal en diferents patologies per tal de desenvolupar
marcadors clinics. El grup esta lligat a la unitat de malaltia inflamatoria (UMI) de
I'Hospital Universitari de Girona Doctor Josep Trueta (HUJT) i el grup de

microbiologia del departament de biologia de la Universitat de Girona (UdG).

Publicacions inicials del grup van descriure una composicié microbiana anomala
a escala de la mucosa ileocolica en pacient amb MC detectada a través de qPCR.
Posteriorment es va descriure una E. coli (EC) enteroinvasiva i adherent (AIEC en
angles) que tenia un possible rol causal en la disbiosi de la MC donada la seva
capacitat per crear biofilms com una caracteristica fenotipica especial (Martinez-
Medina et al. 2009). Treballs posteriors van detectar seqliencies de DNA bacteria
especificamb possible relaci6 amb el CCR i la seva deteccid precog (Teresa Mas-de-

Xaxars, Tesi doctoral Universitat de Girona, 2011; Chen et al. 2017).

Posteriorment es va descriure un rol de F. prausnitzii (FP) en la disbiosi, com a
efecte protector i es van descriure 2 filotips que s’associaven a un comportament
especific de la MII i la seva modificacié en el CCR. També es va descriure com la
riquesa microbiologica del FP estava reduida en la MC (Lopez-Siles et al.2011,

2015).

Arran de l'estudi sobre FP i EC com a possibles microorganismes clau i bons
indicadors de la disbiosi intestinal, es va relacionar que la disbiosi en la MII (MC i
CU) i en els CS es podria resumir a través de la proporcié relativa de les
abundancies d'ambdds microorganismes. Aquesta proporcionalitat seria definida
per una relacié inversament proporcional entre FP i EC respecte els eubacteris
totals (ET), en forma d'index que permet “quantificar” el grau de disbiosi present
de formarelativa. Es va descriure que larelacié FP/EC anomenada index FEI; podia

distingir entre els fenotips de la MII i el SII (Lopez-Siles et al. 2009, 2014). Es va
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realitzar un estudi pilot amb CU de marcadors de disbiosi en una intervencié amb
un farmac on es va objectivar una excel-lent correlacié amb mostres fecals (Miquel-
Cusachs et al 2015). També es va analitzar com el tractament biologic amb ADA en
la MC indueix canvis en la MI en relaci6 amb la resposta al tractament (Mas-de-

Xaxars et al. 2009; Busquets et al. 2015).

2.2-. Justificacié del treball.

Actualment disposem da diferents eines per monitorar la MII. Els darrers danys
s’ha desenvolupat I'estudi de la MI i el possible paper en 'etiopatogenia de la
mateixa. La descripcio de determinats patrons microbiologics associat a diferents
situacions cliniques ha permes descobrir signatures bacterianes que plantegen la
seva utilitzaci6 com una eina més per el diagnostic i seguiment de la MIL
Actualment la descripcié de signatures bacterianes lligades a diferents patologies
és un tema d’interes creixent en la literatura medica amb nombroses empreses que

estant iniciant en aquest camp

Donada la complexitat creixent de la MII en relacié a les opcions de tractament
diferents disponibles i la resposta dels mateixos cal afegir més eines per el
seguiment de la MIIL. S’ha postulat que els canvis en la MI poden predir la resposta
al tractament, pero en tot cas la MI associada a la MII és diferent respecte dels CS

per l'activitat de la mateixa malaltia.

El nostre grup de treball va ser pioner en aquest camp pero mancaven estudis
dirigits especificament a descriure el comportament de la MI en la MII i validar les
descripcions previes que s’havien fet respecte FP i EC com a eines simples pel

monitoratge de la MIL

La Justificacio de la realitzacié de la present tesi és l'estudi de l'aplicacié de les
quantificacions microbiologiques per ala descripcié de la MI en el monitoratge dels
canvis de la MII (MC i CU) respecte dels CS, i valorar-ne la utilitats respecte dels

parametres clinics en un escenari proper a la practica clinic habitual.
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2.3-. Hipotesi de treball:
1-. La MI presenta un patro de disbiosi diferent dels CS degut a l'activitat de
la MII.

2-. La quantificaci6 de 2 grups bacterians i el seu quocient sén bons

indicadors de la disbiosi intestinal en la MI.

3-. L'Index FEI és util com a biomarcador d’activitat de la MIL

2.4-. Objectius:

A) Valorar la possible utilitat clinica de 1'index FEI com a biomarcador clinic per:
i.  Diferenciar subtipus de MII (MC/CU).
ii.  Diferenciar pacients amb MII dels CS.
iii.  Diferenciar MII activa de la remissié i valorar la resposta al tractament.
iv.  Eina per a monitorar la MII.
Objectius secundaris:

B) Determinar el puntde tall del FEI per diferenciar I'activitat de la remissio clinica

respecte dels CS.

C) Demostrar la capacitat de la quantificacié bacteriana com a eina util per
mesurar |'efectivitat i la resposta al tractament en pacients amb MII en una

intervencid concreta.

i.  Analitzar el comportament temporal de la MI en la MII en pacients amb

MII i remissi6 profunda.

ii.  Analitzar I'impacte del tractament biologic sobre la MI en la MII activa
naif a biologics.

iii.  Descriure el comportament dels marcadors microbiologics en relacié als

parametres clinics, endoscopics i analitics habituals en el seguiment de

la MIL
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3-. Materials i Méetodes:

3.1 Disseny estudi
Es va dissenyar un estudi prospectiu, transversal i multicéntric entre Hospital

universitari de Girona “Dr. Josep Trueta” (HUJT) i el Consorci hospitalari de Vic

(CHV).

Vam incloure inicialment 96 pacients pero es van descartar per mala qualitat
d'algunes mostres o bé per mostra fecal insuficient, quedant finalment 80 pacients
inclosos (40 MC i 40 CU); dels quals disposem de mostra inicial (T0) i mostra al cap
de 3 mesos (T1); aixi com mostres addicionals cada 3 mesos després (T2). Tots els

pacients complien els criteris d'inclusio i cap d’exclusio.

Vam incloure 8 CS que no presentaven patologia digestiva, ni cap altra patologia no
digestiva ni consum de medicacié que alteri la MI. Vam recollir mostres fecals dels
mateixos i es van custodiar al Biobanc (Col-lecci6 HCC i CSD (Controls Sans

Digestiu)).
Per tal de complir amb els objectius d’analitzar els canvis en la MI relacionats amb
I'activitat de la MII es van incloure pacients en els segiients escenaris:

- Pacients amb malaltia activa o no responedors:

- Mostra TO previ al canvi de tractament i segona mostra 3 mesos després
(T1) i una eventual 3 mesos després (T2). Inclou pacients amb i sense
tractament biologic, i naif al mateix, amb i sense consum

d'immunomoduladors per poder avaluar el possible efecte sobre la MI.

- Enla present tesi per tal de definir pacients amb activitat de la MII o bé
la no resposta al tractament inicial en TO en una mostra de qualsevol

temps d'una forma objectiva vam considerar aquells pacients amb CP

>250pg/g.

- Pacients en remissio o responedors:

- Pacients amb CP <250pg/g.
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- Pacients en remissié profunda els quals se’ls retira el tractament

biologic i/o estan en tractament amb immunomodulador en TO.

- Pacient amb remissi6 clinica que mantenen el mateix tractament en T1

i T2.

Per tal d’estudiar l'efecte de l'activitat de la MII en els canvis de la MI es van
distribuir els pacients en 2 grups en relacid a la situacié clinica en TO: en activitat
(CP>250) i remissié (CP<250), i desglossat per les dos malalties i el conjunt de la
MII global. Dels pacients del grup activitat en TO, en T1 es van classificar en
responedors o remissio (CP<250 grup remissid) i no responedors (CP>250, grup
activitat) i es van comparar les mitjanes de les variables. En T2 es va actuar amb el
mateix criteri. No es va poder establir 2 grups amb igual nombres de pacients per

la MCi per la CU.

Es va dissenyar una sub analisi per tal d'avaluar la resposta de 1a MI en relaci6 a la

malaltia en un entorn clinic més real, i es van analitzar 2 sub grups de pacients:

- Sub grup Retirada Biologic (RB): Pacients en remissi6 clinica profunda
(endoscopica, analitica i clinica) durant més de 6 mesos i en tractament
biologic. Mostra TO previ a la retirada del biologic i mostra cada 3 mesos
posteriors (T1 i T2) sense ttm biologic i amb el seu ttm de base. Es van
comparar els valors analitics (PCR,CP, Alb i Hb) i microbiologics (FP,EC i ET).
Aquesta estudi va valorar els canvis en la MI dels pacients en remissié clinica
profunda (RP), i si existeix un canvi del patré microbiologic associat a la

remissio. N= 8.

- Sub grup Inici Biologic (IB): Pacients amb MII activa, naif a un tractament
biologic que presenten un brot lleu/moderat (segons CP i index d’activitat
clinica) que requereix iniciar tractament amb farmac biologic. Mostra en TO en
el brot modera/lleu previ a la introduccié del ttm i mostra T1 als 3 mesos
posteriors avaluant la resposta. Aquest grup va analitzar I'efecte del control del
grau d’activitat sobre els canvis en la MI. Es van incloure pacients que si havien

rebut PDN, dosi maxima 10mg. N= 19.
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Es van incloure pacients amb malaltia colonica (o ileocolica en la MC) i es van
excloure els pacients amb reseccié intestinal o bé malaltia fistulitzant concomitant;

per tal d’homogeneitzar la mostra.

Els pacients amb malaltia severa es van excloure de 'estudi, ja que es tracta d’'un
grup de pacients amb una MI molt alterada, diferent de la malaltia lleu o la remissid

(Michail et al. 2011; Kedia et al. 2020).

Es van comparar els marcadors microbiologics estudiats (FP, EC, ET i FEI) amb les
variables analitiques, cliniques i endoscopiques de referencia habituals. (veure

apartat 3.4).

3.2. Poblacié a estudi i cronograma.

La Poblaci6 a estudi és una cohort de pacients extrets de la col-leccié 003/2014-
MII del BioBanc de I'Institut d’'Investigaci6 Biomedica de Girona (IdIBGi), la qual
inclou pacients amb MII dels hospitals Hospital Universitari De Girona “Josep
Trueta” (HJT) i el Consorci Hospitalari de Vic (CHV) provinents de les consultes

externes i dels serveis d'hospitalitzacio d’aquests hospitals terciaris de referéncia.

La col-lecci6 003/2014-MII és una col-leccié de mostres biologiques (sang i femta)
de pacients amb MII (MC, CU i colitis indeterminada) que es recullen de forma
prospectiva i consecutiva. Les mostres s’inclouen en la col-leccié quan compleixen
els criteris d'inclusio/exclusio i la signatura del consentiment informat (CI).
Actualment la col-lecci6 inclou uns 270 pacients amb MII i unes 800 mostres de

femta i unes 250 mostres de sang.

La custodia de les mostres al Biobanc de I'l[dIBGi, es realitza seguint els protocols
del Biobanc d'inclusié de mostres biologiques per a estudis. S'inclouen en la
col-lecci6 mostres de sang a l'inici de l'estudi o quan l'investigador ho sol-liciti
(determinants genetics, nivells de farmac, etc.) i fecals cada 3 mesos o quan hi ha
un canvi clinic o de tractament significatiu. La col-lecci6 es va iniciar el 2014 i
actualment esta vigent. El periode de seguiment de pacients és variable. Els
controls sans (CS) s’obtenen de la col-lecci6 “Control Sans Digestiu” del Biobanc de

I'ldIBGi.
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La proposta d'inclusié de pacients a la col-leccié MII va ser presentada i aprovada
al CEIC del HJT i del CHV. Aquest estudi s'ha dut a terme segons el Codi de Bones
Practiques en Recerca de I'ldIBGi, aixi mateix, s'han respectat tots els principis
fonamentals de la Declaraci6 de Helsinki (1975). El tractament, la comunicaci6 i la
cessio de dades de caracter personal dels participants s'ajustaala LO 3/2018,de 5
de desembre de 2018 en Proteccié de dades personals i drets digitals (LOPDGDD),
publicada el 6 de desembre de 2018.

Els pacients analitzats en la present tesi es van incloure en la col-leccié MII entre
setembre de 2014 i febrer del 2018. Posteriorment es van analitzar les mostres al
IdIBGi fins al setembre 2018. De octubre 2018 a gener 2019 es van realitzar les
analisis estadistiques. Es van incloure en la cohort de la tesi només els pacients de

la col-leccié MII que compleixen els criteris d'inclusio.

3.3 Criteris inclusié /exclusio:

Criteris inclusio:

- > 18 anys.

- Signatura consentiment informat (CI).

- MII (MC/CU) diagnosticada pels procediments habituals (Maaser et al. 2019).
- MC amb almenys afectacié ileocolica (distal) o colonica pura.
- 6 mesos de seguiment minim amb mostra cada 3 mesos.

- Almenys 1 mostra prévia al canvi de tractament.

- Continuitat de la recollida de mostres

Criteris exclusio:

- Embaras / lactancia activa.

- Consum d’ATB les 4 setmanes previes.

- Cirurgia previa o durant I'estudi o altres cirurgies que comprometin el tracte

intestinal.
- Us de probiotic i/o prebiotics 4 setmanes preévies a la recollida.

- Tuberculosis o altres infeccions croniques actives.
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- Presencia de malaltia fistulitzant activa.
- Pérdua de seguiment de les mostres.

- Malaltia greu concomitant

- Afectacio rectal distal aillada.

- Inclusio en assaig clinic.

- Malaltia severa per la valoracio del clinic tractant, o bé HBI > 17 o SCCAI > 8, o

signes d’afectacio sistémica.

3.4 Variables principals a analitzar.

La valoracié de l'activitat de la malaltia es va referir a I'avaluacié en un punt de
temps concret i és important per escollir el tipus de tractament inicial, avaluar la
necessitat d'ingrés hospitalari o valorar clinicament la resposta a un farmac. Per tal
de valorar l'activitat en la MII és necessari 1'is de diferents indexs d’activitat

(clinics i endoscopics), marcadors analitics i el judici clinic del propi metge.

3.4.1-. Dades demografiques :

Hem recollit dades d’edat (anys), sexe, hospital origen, etnia (caucasica), index de
Massa corporal (IMC), antecedents de cirurgies préevies, tipus de malaltia, any del
diagnostic de la MII, temps d’evolucio de la MII, edat al diagnostic, extensié de la
malaltia, comportament malaltia, gravetat de la malaltia, complicacions
sobreafegides, medicacié concomitant, tractaments previs i actuals i durada del

mateix , tabaquisme (fumador, ex-fumador, no fumador).

3.4.2-. Variables a estudi.
Per valorar l'activitat de la malaltia i el comportament de les variables

microbiologiques s’han recollit les segiients variables :

- Analitics: Hemoglobina (Hb) g/dL, CP ug/g, PCR mg/L i Albumina (Alb) g/dL.
- Qualitat de vida en la MII: IBD-Q (sense unitats).

- Index Activitat clinica: SCCAI (per CU) i HBI (per MC) (sense unitats).

- Index Endoscopics: Mayo parcial (per CU) i SES-CD (per MC) (sense unitats).
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- Microbiolodgics (veure introducci6): FP,EC, ET(copies/g) i Index FEL

Es vanrecollir les dades de endoscopies realitzades com a maxim 1 setmana previa
o posterior de la inclusi6 de la mostra dins la mateixa situacio clinica del pacient.

3.4.2.1-. Variables analitiques:

Calprotectina fecal (CP):

La CP és una proteina fixadora de calci i zinc que representa el 60% de les proteines
presents en el citoplasma dels neutrofils i en la membrana dels monocits i els
macrofags activats. En un procés inflamatori es produeix una migracié dels
leucocits cap a la llum intestinal a través de la mucosa inflamada alliberant la CP
que s'excreta en femtes proporcionalment al grau d’inflamacié intestinal. Es un
marcador fecal que permet avaluar la inflamacié intestinal de manera simple,
rapida, fiable, no invasiva i reproduible. Aixo juntament amb la seva resistencia a
la degradacid bacteriana i I'estabilitat en femta (fins a 7 dies) fan que la CP sigui un

bon marcador clinic. (Manceuau et al. 2017; Heida et al. 2017; Mumolo et al. 2018).

Taula 3.13: Resum dels estudis sobre els valors de la CP per a descartar malaltia activa.
*: es descarta malaltiva activa.

Estudi MC 5/ E - -
—
CP>250pgfg  ° P>6%I1E34,4%
S71,4% i E
D’Haens 2012 Ulceres: A7
(Estudi CALM) CP>250pg/g+ 85,2%. CP>2508/8 <1 E 100%
S77,4% i E
PCR >Sme/L 85,07%

Pl CP>250ug/g i/o 0% 1 £ 80%
: . .
De Vos 2013 CP>300ug/g en 2 S$73,3%
mostres E 89,8%
Lasson 2015 CP>3001/e g 469 i E89,9%
asson
CP < 50ug/g S$77% i E 71%
remissio

Remissid: CP<

300yg/g $84,6% i E 77,8%
PCCRD<AZI'92“5“€=){] * $69,2% E 100%
<

Rokkas 2018 Correlacié amb activitat inflamatoria :r= 0,61
S85% i E 75% (AUC 0,88). CP<40ug/g (1% risc de MII)
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S'utilitza principalment per confirmar la curaci6 de la mucosa i preveure la
recaiguda de la malaltia i pel diagnostic diferencial amb el SII. Els pacients en
remissio clinica i concentracions elevades de la CP van tenir un risc de recaiguda
de 2i14 vegades superior (MCi CU respectivament) que els pacients sense elevacié
de la CP (Mosli et al. 2015). Els nivells de CP s’eleven de forma preco¢ abans de
presentar clinica de brot agut. Finalment per avaluar la resposta al tractament, una
disminuci6 dels nivells de la CP superior al 20% va estar associada a la millora

clinica i endoscopica ( Solleis et al. 2019).

La gran limitacio que presenta aquest marcador és que no estan clarament definits
els punts de tall optims sobretot en les indicacions fora de la MII com ara el SII
(Walsh etal, 2019). En l'estudi CALM (Colombel et al, 2018) el puntde tall (PT) de
la CP per definir MC activa es va definir en un valor de CP >250 pg/g amb. Una sub
analisi del estudi CALM (D’Haens et al, 2012) va determinar que el PT per definir
MC activa era CP>250 pg/g amb una sensibilitat (S) del 63,6% i especifitat (E) del
94,4%. El mateix valor per detectar ulceres mucoses endoscopiques va tenir una S
del 71,4% i E del 85,2%. El mateix estudi va determinar que la combinaci6 de
CP<250 pg/g i PCR <5mg/I tenia una S del 77,4% i E de 85,7 per a determinar
remissio clinica i endoscopica. El mateix estudi va determinar que el valor de

CP>250 pg/g s’associa a activitat per la CU (Sdel 71% i E del 100%).

Per la present tesi quan es va definir els punts de tall per activitat de la MII es va
considerar malaltia activa com CP>250 pg/g, trastorn organic lleu o malaltia
inflamatoria intestinal en fase de remissio: 100-150 pg/g, remissio profunda <50-

100 pg/g (Colombel et al. 2017).

La determinacié quantitativa de la CP en femta s’ha realitzat mitjancant tecnica
ELISA de microplaca en fase solida d’Ac monoclonals de CP humana utilitzant kit

comercial en el laboratori del HJT i del CHV (BioHit HealthCare, Madrid 2004).

Proteina C reactiva (PCR):

La proteina C reactiva (PCR) és una proteina reactant de fase aguda d’algun procés
especific. En condicions normals es sintetitza al fetge pels hepatocits
(aproximadament 0,8 mg/L/dia) i aquests, enfront d'estimuls inflamatoris,

n’incrementen la sintesi, procés que esta basicament dirigit per la IL-6 pero també
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pel TNFaila IL-1B. La PCR té una curta semivida d’eliminacié de 19 hores pel que
s'aixeca de forma preco¢ a l'inici de qualsevol procés inflamatori agut pero
disminueix rapidament després de la seva resolucid, fet que permet veure

'evolucié clinica de la malaltia en el temps (Menees et al. 2015).

Diferents estudis mostren que nivells elevats de PCR sdn indicatius de malaltia
activa o de complicacié infecciosa. En el cas de la MII, s’ha observat una bona
correlacié entre 'activitat clinica i endoscopica i nivells alts de PCR. També s’ha
vist que una disminuci6 dels nivells de la PCR so6n indicatius de resposta al
tractament, mentre que nivells de PCR elevats persistentment estan associats a

activitat de la malaltia (Mosli et al. 2015; Menees et al. 2015).

No obstant aixo, diferents autors descriuen que el comportament de la PCR difereix
considerablement entre la MC i la CU. En els pacients amb CU hi ha una menor
sintesi de PCR respecte la MC activa i per tant conclouen que la PCR és un marcador
menys fiable de la inflamacio i I’ activitat en la CU (Peyrin-Biroulet et al. 2016). Els
punts de tall per activitat/remissio utilitzats en la tesi son els seglients: remissio/
baixa activitat <5 mg/l, malaltia activa 250 mg/l (5 mg/dl) (Veure taula 3.13
estudis CP) (Colombel et al. 2017). La tecnica per determinar la PCR en sang és

I'estandard aprovat pel laboratori del HJT i del CHV (EuroLyser, Madrid).

Albumina (Alb):

L'albimina és la proteina de major concentracié (50-65%) plasmatica i és de
sintesi hepatica exclusiva. Aquesta molecula esta composta d'hidrogen, oxigen,
nitrogen i un petit percentatge de sofre (<2%). A grans trets es pot dir que és una
proteina “transportadora”. Les funcions principals de I’Alb és el manteniment de la
pressio oncotica, control del pH, transport de farmacs, hormones, acids grassos i
bilirubina no conjugada. En ser un compost basicament proteic, la seva sintesi va
lligada a l'estat nutricional del pacient i a I'activitat de la malaltia de base. En cas
d'un estat nutricional deficitari per una malaltia activa, la seva sintesi esta
disminuit. La mesura de l'albumina a la sang és un bon indicador de la funcié
sintetica del fetge i de l'estat nutricional de retruc. A l'organisme hi ha
aproximadament 500 g d'albimina, amb una produccié de 15 g/dia. La vida

mitjana és de 20 dies i la concentracidé plasmatica és de 3,5-5 g/dL (Ghoneima et

64



3-. MATERIALS | METODES:

al, 2019). La tecnica per determinar Albiimina en sang és I'estandard aprovat pel

laboratori del HJT i del CHV.

Hemoglobina (Hb):

L'hemoglobina (també anomenada haemoglobina) és la proteina que transporta
I'oxigen i conté ferro. Es troba als globuls vermells. Es una de les proteines amb una
funci6 més important en l'organisme. Es considera un marcador poc especific
d’activitat ja que en cas de malaltia activa es produeix un bloqueig medul-lar en la
sintesi de Hb per efecte de I'’hepcidina entre d’altres, que causa anemia de malalties
croniques; i tant 'absorcié de Ferro com la producci6 es troben bloquejades. Els
valors habituals en homes sén de 13,8-17,2 g/dL i en dones de 12,1-15,1 g/dL
(Murphy et al. 2014). La tecnica per determinar nivells Hb en sang és 'estandard

aprovat pel laboratori del HJT i del CHV .

3.4.2.2-. indexs d’activitat clinica en la Mll:

SCCAI: (“Simple Clinical Colitis Activity Index”):

Es un index clinic d’activitat especific de la colitis ulcerosa que utilitza 6 variables
(nombre de deposicions dilirnes, nombre de deposicions nocturnes, urgencia
defecatoria, presencia de sang en femta, estat general i complicacions
extraintestinals). El rang de puntuacio és de 0-19 punts. No ha estat validat. Es
considera remissio clinica quan s’obté una puntuaci6 < 2. Es considera resposta
quan hi ha una disminucio6 de >1,5 punts respecte a la situacié basal. També serveix
per definir una recaiguda de la colitis ulcerosa: una puntuacié = 5 defineix
recaiguda amb una sensibilitat del 92% i una especificitat del 91% dels casos.
(Walmsley et al. 1998; Samuel et al. 2013, Sturm et al. 2019). Es va calcular en un
estudi que el SCCAItéunaS,EiVVPiVVN de 43%, 96%, 94% i 51% respectivament
per a valoracio d’activitat en la CU (Falvey et al. 2015). Els valors de tall de I'index

SCCAI so6n els segiients:

- Remissid: < 2.
- LLeu: 3-7.
- Moderat: > 8.
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Index Harvey-Bradshaw (HBI):

L’'index de HBI s’utilitza per mesurar |'activitat clinica en pacients amb MC. Es va
crear el 1980 (Harvey et al. 1980) com una versio simplificada de I'index d’activitat
de la malaltia de Crohn (CDAI). Consisteix Unicament en 5 parametres clinics (estat
general, dolor abdominal, nombre de deposicions liquides diaries, preséncia de
massa abdominal i complicacions). Es pot realitzar en un unic dia.
Comparativament amb el CDAI, aquest inclou 7 variables cliniques i un parametre
analitic (hematocrit) i es necessiten 7 dies per la seva complementacié i per tant
no és senzill d’aplicar-lo en la practica clinica. Aquest index té la debilitat que no és
facil de calcular i inclou variables subjectives com la valoracié subjectiva per part
del pacient i I'estat general, que en limiten I'is. L'index de HBI té una correlacio
positiva forta (0,89) amb el CDAI (Sturm et al. 2019). E1 CDAI puntua CDAI <150 en
malaltia inactiva, 150-450 en MC activa i >450 en la MC greu. Una caiguda en el
CDAI de 100 punts correspon a una disminucié de 3 punts en el HBI. Aixi, els
pacients amb MC que puntuen 4 punts o menys en 1'HBI és molt probable que

estiguin en remissio clinica perque es correlaciona amb el CDAI<150 punts.

Taula 3.14: Classificacié index simple de Harvey-Bradshaw. Adaptat de Verméire et al,
2010.

Variable Descripcid Puntuacié

0 = Excel-lent
1= Lleugerament alterat
Estat general 2 = Dolent
3 = Molt dolent
4= Terrible
0=No
1 = Lleuger
2 = Moderat

3 =Sever

Dolor abdominal

Nombre de deposicions liquides / dia. 1 per deposicio (maxim 8)
0=No
1 = Dubtosa
2 =Definida

3 = Definida i tova

Massa abdominal

Complicacions 1 punt per cada complicacid.

Puntuacio total remissio (<4), lleu 5-7; moderat 8-16 i sever > 17.
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Al llarg d’aquesta tesi doctoral es va utilitzar I'index de Harvey-Bradshaw ja que és
un index senzill, ampliament utilitzat en practica clinica, comode d’usar i calcular

(Harvey Bradshaw et al. 1980; Best et al. 2006; Vermeire et al. 2010).

3.4.2.3-. Index endoscopics:

SES-CD (Simple Endocopy Crohn Disease en anglés):

L’any 1989 (Guyatt et al) es va publicar el primer index per valorar I'activitat
endoscopica en la MC anomenat index endoscopic de gravetat de la MC (CDEIS
sigles en frances) de la societat francesa de MII (GETAID). Aquest index és complex
de calcular doncs consta de 4 parametres i cada un s’avalua en 5 segments del colon
(ili terminal, colon ascendent, transvers, descendent-sigma i el recte) i no s’utilitza

de forma rutinaria per la seva dificultat de calcul.

L’any 2004 es vavalidar un index anomenat index endoscopic simplificat d’activitat
en MC (SES-CD) que es basa en el CDEIS. En el procés de validacid, es va mostrar
forta correlaci6 entre SES-CD i CDEIS (r=0,920) (Sipponen et al. 2010). E1 SES-CD
es correlaciona amb parametres clinics i nivell sérics de PCR. Es un index més
senzill i facil d’aplicar. En la taula 3.15 es desglossa la puntuaci6é de I'index. Els
punts del tall del SES-CD sén: remissié: 0-2, activitat lleu: 3-6, moderada: 7-15,

greu: 216 (Daperno et al. 2004).

Taula 3.15: index SESCD. Extret de Daperno et al., 2004.

0 1 2 3
Cap ULCERES AFTOSES ULCERES GRANS ULCERES GEGANTS
(DIAMETRE £0,5) (DIAMETRE 0,5-2) (DIAMETRE 22)
Cap <10% 10-30% >30%
Cap <50% 50-75% >75%
Car UNica, MULTIPLES, NO FRANQUEJABLE
FRANQUEJABLE FRANQUEJABLE

En la literatura es descriu que els index d’activitat endoscopica (SES-CD) i
d’activitat clinica (HBI) es correlacionen directament amb la MC activa (Spiceland

et al. 2018). Malgrat que el SES-CD es va dissenyar amb la voluntat de valorar
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parametres objectivament, son explorador depenent i mostren variabilitat en els

estudis (Sturm et al. 2019).

Index de Mayo (o0 Index de Schroeder):

index d’activitat en la CU. Considera 4 variables: freqiiéncia defecatoria, sagnat
rectal, aparenca endoscopica de la mucosa i valoraci6 medica. Barem Rang de
puntuacio6 de 0 a 12 punts. Aquest index s’utilitza en diferents estudis on es valora
la resposta als tractaments. Es considera un index mixt perque inclou variables
cliniques i endoscopiques. Es va desenvolupar un sub score purament endoscopic,
ampliament utilitzat en la practica clinica, malgrat que en I’estudi inicial no es va

validar de forma especifica ja que es va validar I'index global.

Es considera resposta clinica quan hi ha una disminucié = 3 punts sobre la situacio
basal i ha d’'incloure una disminucié del sagnat rectal d’almenys 1 punt o una
puntuacio6 absoluta de sagnatrectal no superiora 1. Laremissio clinica es considera
quan el valor total és de 2 punts o menys sense cap individual sub-score que sumi
més d'un punt. La remissié6 endoscopica és definida com una puntuacid
endoscopica de 0. En la present tesi per tal de valorar I'activitat endoscopica en la
CU es va utilitzar el sub-score de Mayo aplicat a 'endoscopia (valors de 0 a 3). Es va
preferir utilitzar I'index de Mayo per la seva facilitat d’aplicaci6 i per 'ampli us en
la practica clinica respecte al UCEIS (Travis et al, 2012), que és un altre index
utilitzat pero relativament més complex d’aplicar (Schroeder et al. 1987; D'Haens

etal 2012).

Enrelacié amb els index d’activitat endoscopicai cinica, un estudi (Irani et al. 2017)
va demostrar una excel-lent correlacio (r=0,92; 95% IC, p< 0,001) entre I'index de
Mayo i la histologia en la CU. Un altre estudi (Ryu et al. 2019) va demostrar que la
CP i el Test de sang oculta en femta (TSOF) va mostrar una correlacié de r=0,68

(p<0.001) ir=0,64 (p<0.001) respectivament amb I'index endoscopic UCEIS.
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Taula 3.16: Valors index de Mayo Global. Extret de Schroeder et al., 1987.

0-2: remissio 0 = Normal

>2-5:lleu 1= Friabilitat mucosa, Eritema, Disminucio patrd vascular
>5-9 moderada 2= Patro vascular absent, friabilitat moderada, Erosions
>9 greu 3= Hemorragia espontania, Ulceracions.

3.4.2.4-. Qliestionari de qualitat de vida en la Mll: IBD-Q:

Questionari de qualitat de vida especific per la MII (de 'anglés Inflammatory Bowel

Disease Questionnare). Es va desenvolupar per valorar la qualitat de vida en
paral-lel amb el CDAI incorporant elements socials, sistémics, intestinals i
emocionals. Té bona correlacié6 amb el CDAI (r= 0,56, p<0,002). L’avaluaci6 de la
qualitat de vida és un marcador indirecte d’activitat de la malaltia (Gower-
Rousseau et al. 2107). La principal limitacio és que és un index totalment subjectiu

que el pacient ha de contestar (Marin-Fernandez et al. 2016).

El IBD-Q és el qliestionari més extensament validat i més utilitzat per mesurar la
qualitat de vida en pacients amb MII tant en la practica clinica com en investigacio.
Consta de 32 items distribuits en 4 dimensions (simptomes intestinals (10 items),
simptomes sistémics (5 items), funcié emocional (12 items) i funcio social (5
items)). Les respostes de cada item estan expressades en rang de puntuacié de 32
a 224 punts. Es considera baixa qualitat de vida quan la puntuacié total oscil-la
entre 32 i 95 punts, moderada entre 96-159 i alta qualitat de vida puntuaci6 >160
punts. Existeix una versio reduida anomenada SIBD-Q (en angles short-IBD-Q) que
és més simple d’aplicar en la practica clinica (Guyatt et al. 1989, Masachs et al,

2007, Torres et al, 2020).

3.5 Metodologia de recollida variables.

El dia de la visita es va entregar un full d’'informaci6 on l'explicava l'estudi i
posteriorment s’entregava el Cl, que els pacients portaven signat el dia d’entrega
de la mostra fecal (uns 2-5 dies posteriors en funcié de la situacio clinica del
pacient). Aquest dia s’extreia una mostra de sang per a determinats genetics que
es va custodiar al Biobanc pero no es va utilitzar en la present tesi. Els parametres

analitics s’extreien de les dades de la historia clinica del pacient un maxim de 3 dies
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abans o despres de I'entrega de la mostra. En la visita d’entrega de la mostra fecal
es recollien els qliestionaris de qualitat de vida i es van recollir les dades de la resta
dels index inclosos en la present tesi i es pesava al pacient. Les dades
endoscopiques es van recollir segons el protocol estandard hospitalari. Es van fer

visites addicionals telefoniques per recollir dades addicionals.

3.6 Justificacio de la utilitzacié de mostres fecals.

Per tal de realitzar l'analisi de la MI en aquesta tesi, es van obtenir mostres
biologiques fecals en lloc de mostres de biopsies rectals (directe de la mucosa
colonica) donat que les mostres fecals son menys invasives, facils d’obtenir, amb
una proporcio molt similar de microorganismes, major facilitat per manipular i

conservar les mostres i facilitat per 'emmagatzematge.

Un estudi va comparar la MI present en una biopsia de mucosa colonica i una
mostra aconseguida a través del rentat colonic en I'endoscopia sense trobar
diferencies entre els 2 metodes, i per tant vam assumir que la MI de la femta
representa una proporcid relativament precisa de la composicio de la MI (Watt et

al, 2016; Amoedo, Tesi 2020).

3.7 Metodologia per estudiar la M.

L’estudi microbiologic es va realitzar a partir d’'una mostra fecal presa almenys 24
hores previes a la visita del pacient i una mostra de sang a la mateixa consulta
dipositat en via esteril seguint estrictes mesures d’asepsia i posteriorment cada 3
mesos seguint les mateixes condicions i custodiades posteriorment al BioBanc de
I'IdIBGi. Les femtes es van homogeneitzar i es van introduir en un vial esteril en sec
i es van crioconservar a -80 °C en el Biobanc. Periodicament es van transportar els
recipients amb mostres biologiques (sang i femta) mitjancant neu carbonica al

Biobanc pel seu processament, emmagatzematge i estudi.
Extraccié d'ADN:

L'extraccio de l'ADN de les mostres fecals es va realitzar mitjancant el kit comercial
Nucleo Spin Soil (Macherey-Nagel®) seguint les instruccions del fabricant i la seva

quantificacid es va realitzar mitjan¢ant un espectrofotdometre Nanodrop ND-1000

70



3-. MATERIALS | METODES:

UV-Vis. Posteriorment es van preparar aliquotes a una concentracié de 10ng/pl de

cada una de les mostres i les mostres fecals es van congelar a -20 °C.
Marcadors bacterians

Per valorar la disbiosi de la MI en pacients amb MII es va realitzar la determinacid
de la quantitat per gram de femta del gen 16S de '’ADN ribosomal (ADNr) dels
microorganismes Faecalibacterium prausnitzii (FP), Escherichia coli (EC) i el
conjunt total d’eubacteris (ET) presents a les mostres mitjangcant PCR quantitativa
(gPCR). Podem inferir la composici6 bacteriana a través de I'analisi de la subunitat
16S rARN de forma aillada sense necessitat d’'una analisi de seqiienciacié massiva
del genoma bacteria o de la comunitat de bacteris. Les caracteristiques que fan que
el gen de la subunitat 16S sigui un bon marcador de la quantitat de I'ADN total
bacteria son les segiients: estar present en tots els membres d'una poblacié, només
diferir entre individus amb genomes diferents i idealment diferir de forma
proporcional a la distancia evolutiva entre els genomes diferents. Aquestes
caracteristiques son satisfetes pel gen 16S, comu a tots els bacteris i amb un
contingut d'uns 1500 parells de bases que es classifiquen en regions constants i

regions variables (Lopez-Siles et al. 2012).
PCR quantitativa (qPCR):

El nombre de copies del gen 16S ADNr d'EC, FP i ET presents en les mostres de
femta es van determinar mitjangant qPCR. Les qPCR es van realitzar en un sistema
QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR (AppliedBiosystems®) usant encebadors i les
condicions descrites i validades anteriorment (Huijsdens et al. 2002; Lopez-Siles

Tesi doctoral 2015) tal com es mostra a la seglient taula 3.17.

Les reaccions van ser realitzades en plaques optiques MicroAmp ® EnduraPlate
TM (AppliedBiosystems®) de 96 pouets amb un volum total de 20 pl. Cada pouet
contenia 1x TagMan® Universal PCR Master Mix 2x (AppliedBiosystems®), 300 nM
de cada encebador, 250 nM de sonda i ca. 50 ng/ul d’ADN. Es va utilitzar un control
d’amplificaci6 intern (IAC) en la quantificacié de FP a 300nM de cada encebador,
250nM de sonda i 2x10% copies/pL d’ADN IAC. Es van realitzar totes les reaccions

per triplicat i per a les analisis de les dades es va utilitzar la mitjana dels triplicats.
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Els valors es van considerar valids, si la desviacio estandard (SD) entre els cicles de

quantificaci6 (Ct) era <0,125.

Taula 3.17: Resum dels encebadors, sondes del gen 16S ARNr i condicions de la gPCR

utilitzades.

Microorganisme Encebador

F_Bact
1369

R_Prok

Bacteris 1492

P_TM
1389F

Fpra 428
F

Fpra 583

Fpra 493
PR

EC 395F

EC490R

EC438R

IACF

ADN IAC

IACR

Seqiiéncia 5’-3’

CGGTGAATCGTTCCCGG

TACGGCTACCTTGTTACGACTT

6FAM-CTTGTACA CACCGCCCGTC-
TAMRA

TGTAAACTCCTGTTGTTGAGGAAGATAA

GCGCTCCCTTTACACCCA

6FAMCAAGGAGTGACGGGCTAACTACG
TGCCG

CATGCCGCGTGTATGGAAGAA

CGGGTAACGTCAA
TGAGCAAA

6-FAMTATTAACT
TTACTCCCTTCCTCCCCGCTGAATAMRA

TACGGATGAGGGAGGACAAAAGGA

CACTTCGCTCTGATCCATTGG
VIC- CGCCGTAGGG ATCGCA_TAMRA

Desnaturalitzacié

Cicl
icle 20)

50

95; 15
40 95; 15
40

95;15

Aillament
i extensio
(20)

60; 60

60; 60

60; 60

Referéncia

Furet et
al. 2009.

Lopez-
Siles,
2015

Huijsden
setal
2002

Lopez-
Siles,
2015

Les rectes patrons per quantificar les mostres problema, es van realitzar

mitjanc¢ant dilucions seriades de 7 punts de concentraci6 coneguda. Els estandards

de cada grup de microorganismes utilitzats en la recta patré pertanyen a la

biblioteca de clons del grup d’investigacié de malalties digestives i microbiota de

I'IdIBGi. Aix{ doncs, es va utilitzar un estandard del gen 16S ADNr de FP per la

quantificacié de FP, un estandard del gen 16S ARNr d'EC per les quantificacions
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d'EC. En cada quantificacid, es van incloure controls negatius a I'inici i al final de la
preparaci6 de les mostres i en tots els casos es va obtenir un Ct indetectable. Les
eficiéncies de les reaccions de quantificacié van ser superiors al 91,0% (88-93%)

en tots els casos i amb valors de R2 >0,99 (0,98-0,999).

Totes aquelles mostres que van donar valors per sota del llindar de deteccié de la
técnica i controls, van ser substituits per a valors numerics minims (1x104 copies

del gen per tub de reaccio) per tal de poder treballar estadisticament les mostres.

3.8 Explicacio index FEI.

L’'index FEIrelacional'abundancia d’EC i FP en mostres d’'un mateix pacient. Aquest
2 bacteris son altament representatius de |'estat de I'ecosistema bacteria. Aquests
index fou descrit per primera vegada per Lopez-Siles (Tesi doctoral, 2015)
utilitzant mostres de mucosa intestinal a partir de biopsies coloniques en pacients
amb MII amb l'objectiu de valorar els canvis en la MI associats a diferents
patologies digestives on es va demostrar que hi havia una reorganitzacid
microbiana (Ramié-Pujol et al. 2020; Amoedo, Tesi 2020). Aquest index es va
dissenyar per demostrar que 'abundancia de FP en combinacié amb I’abundancia
d'EC era millor biomarcador que FP aillat com a prova de cribratge no invasiva pel
diagnostic de la MII. S'utilitza una versié simplificada de I'index FEI per tal de fer
seguiment dels canvis en la MI dels pacients amb MII en activitat i remissio, en un
escenari proper a la practica clinica real. Els valors alts de FEI s’associen a menor
disbiosi, i si el FEI disminueix, proper a 1, vol dir que augmenta la disbiosi del

ecosistema.

L’'index FEI ha estat calculat mitjancant els valors de copies del gen 16S ARNr d’EC
per gram de femtes analitzades i copies del gens 16S ARNr de FP per gram de

femtes analitzades, respectivament, mitjan¢ant la formula seglient:

(Log10 F.Prausnitzii /Log10 ET)

index FEI =
naex (Log10E. Coli /Log10ET)

Figura 3.8: Formula index FEI. No s’ha corregit els valors de bacteris per nombre de
cel-lules humanes perque no hem treballat amb biopsies, sind en mostres fecals.
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3.9 Metodes estadistics.

Com a pas previ a l'analisi estadistic, i en particular per la font d’informacid
provinent de les histories cliniques informatitzades, es varen revisar amb detall les
dades mitjancant l'analisi exploratori observant les seves distribucions de

freqiiencia i buscant possibles errors de registre o de codificacio.

La descripcié de les variables demografiques, cliniques i microbiologiques dels
pacients inclosos en 'estudi es varen resumir a través de tecniques descriptives
univariants: (a) Les variables categoriques amb taules de freqtiéncies (absolutes i
relatives) i (b) les variables numeériques mitjangant els estadistics de posicid
(mitjana o mediana) i els de dispersi6 (desviaci6 estandard o amplitud
interquartilica i amplitud). La normalitat de les dades es va avaluar a través del test

de Shapiro-Wilk i dels grafic quantil-quantil.

La comparacio6 de variables numeriques entre grups es va realitzar amb la prova
de la t de Student (2 grups) o analisi de la variancia d'una via (més de 2 grups)
aplicant la correccié de Bonferroni per les comparacions a posteriori. Quan no es
podia assumir la igualtat de variancies poblacionals, es va utilitzar I'estadistic de
Brown-Forsythe . Sila condici6é de normalitat no es complia es varen aplicaren els
corresponents testos no parametrics: “U” de Mann-Whitney i Kruskal-Wallis,
respectivament. La relacié entre dues variables de tipus categoric es va estudiar
mitjancant el test Xi-quadrat o test exacte de Fisher, quan el percentatge de
freqliencia esperada <5 era major del 30%. La relacid entre dues variables de tipus
numeric es va avaluar a través del coeficient de correlacio rho de Spearman i la
seva concordanca amb el coeficient de correlaci6 intraclasse (ICC) i la significanca

mitjancant I'analisi de les variancies intraclasse.

L’evolucié temporal dels diferents parametres analitics, clinics i microbiologics es
va avaluar a través dels models d’analisi de variancia d’'un factor amb mesures
repetides o de dos factors amb mesures repetides en un factor. La condicid
d’esfericitat es va verificar amb el test de Mauchly i el metode de Bonferroni va ser
el seleccionat per estudiar les comparacions post hoc. En cas de falta de normalitat

es va aplicar la transformacio logaritmica.

L'avaluacié de la capacitat discriminatoria dels potencials biomarcador es va

examinar a través del metode de la corba ROC, mesurat a través de 1'area sota la

74



3-. MATERIALS | METODES:

corba ROC (AUC) i el seu corresponent interval de confianca al 95%. També es va
determinar el punt de tall optim definit com aquell punt que maximitza la

sensibilitat i 'especificitat.

Tots els resultats es consideren estadisticament significatius amb un valor de
p<0.05 i es va realitzar mitjangant els programes estadistics IBM SPSS Statistics 23
(IBM Corp. Released 2015. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk,
NY: IBM Corp.), STATA IC 13 (StataCorp. 2013. Stata Statistical Software: Release
13. College Station, TX: StataCorp LP.) i R 3.3.1 (R Core Team (2020). R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria.URL https://www.R-project.org/.)
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4 Resultats.

4.1 Dades demografiques basals dels pacients.

Es van incloure un total de 80 pacients a 'estudi que complien tots els criteris
d’inclusio6 i cap d’exclusid. Es van classificar els pacients en temps 0 (TO) per tipus
de malaltia (MC i CU) i en relacié amb la situacio6 clinica, en activitat i remissié. En
el temps inicial (TO) es van incloure 36 pacients amb activitat clinica i 44 en
remissio, 45 amb MC i 35 amb CU, distribuits com es descriu a la taula 4.18. La
distribucié dels grups mostra diferencies significatives indicant que els 2 grups s6n

heterogenis.

Taula 4.18: Resum pacients inclosos en TO. Dades expressades en freqiiencies relatives.
Estadistic utilitzat T Student (p=0,013).

22 13 35 (43,8%)
14 31 45 (56,3%)
36 (45%) 44(55%) 80

A continuacio es descriuran les caracteristiques basals demografiques (Taula 4.19)

i cliniques (Taula 4.20) globals de la mostra de pacients inclosos en I'estudi.

L’edat mitjana de la cohort és de 47,21 anys amb una desviacié estandard (DE) de
+ 14,75 amb una edat minima de 22 anys i una maxima de 89 anys. L’edat mitjana

és diferent per la MCila CU (44,71 vs. 50,43) sense diferencies significatives.

L’edat mitjana al diagnostic és de 36,43 anys amb DE * 15,27 anys (edats
compreses 8-76 anys). L’edat mitjana per MC és de 32,78 + 14,52, mentre que per
laCUésde41,11 +15,13 amb p=0,014 i per tant 'edat mitjana és diferents entre els
2 grups. El temps d’evolucié mig de la malaltia des del diagnostic fins a la inclusio
és de 12,05 anys (14,19 anys per MC i 9,56 anys per la CU). El seguiment previ fins
al moment d'inclusio6 de I'estudi és de 29,4 mesos, sent discretament superior per

la MC (30,11 mesos de mitjana) respecte a la CU (28,49 mesos).
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Taula 4.19: Caracteristiques demografiques globals dels pacients inclosos en I'estudi
en el moment TO. Els valors expressats com a mitjana amb la seva desviacié estandard
(DE) per variables numeériques; i com a freqliéncia absoluta per variables categoriques.
Percentatge relatiu entre paréntesis. Per variables numeériques, test de T-Student() i
el test no parametric U de Mann Whitney; i per variables categoriques el test Chi-
guadrat () i test de Fisher(e).

Edat (anys

80

MC
45 (56,25%)

cu
35 (43,75%)

+ DE; 47,21 + 14,75 (22-89) Gl tél33),64 (22- 50'?232_‘-;195;'68 0,085*
rang)
Edat al
d'?g:?:?'c 36,43 + 15,27 (8-76) 32,78 + 14,52 41,11+1513  0,014*
rang)
Temps
evolucio *
MIl (anys: 12,05 (+ 3,56) 14,19 9,56 0,04
DE)
Seguiment
clinic fins
TO 29,4 + 14,03 (6-144) 30,11 + 25,66 2849+3592 0,814 *
(mesos;
DE, rang)
H: 34 (42,5%) 16 (35,6%) 18 (51,4%) 0.067"
D: 46 (57,5%) 29 (64,4%) 17 (48,6%) ’
CHV 18 (22,4%)
N/A N/A N/A
HIT62 (77,6%)
No (5343%) 21 (26,3%) 2 27,5%
14
Ex fumador >10a: 9 (11,3%) 5 6,3%
102,55 0,601
Ex fumador <10a: 11(13,8%) 7 (8,8%) 4 5%
Fumador actiu: (1152%) 8 (10%) 4 5%
IMC *
+ 17,58-37,1 24,23 + 24,85 +3,67 47
(Keg/M? ) 24,5 + 3,79 (17,58-37,1) ,23 £3,9 ,85 13,6 0,
34 (97,1%)
NO 67 (83,8%) 33 (73,3%)
Cirurgia 12 (26,7%) 0,05"
) ) 1 (2,9%)
SI 13 (16,3%) 9 Apendicectomia i
Abscés anal

3 fistules perianals
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Hi ha un predomini del sexe femeni (46 dones, un 57,5% del total de la poblacio,
MC 29 (64,4%) i CU 17 (48,6%)) i uns 45 pacients amb MC (56,25%) respecte d’uns
35 amb CU. La majoria dels pacients (77,6%) son del HJT i el 22,4% dels pacients
que provenen del CHV.

Uns 43 pacients (53,8%) sén no fumadors respecte d'uns 12 (15%) de pacients
fumadors actius dins la cohort de l'estudi. Uns 25 pacients sén ex fumadors
(31,3%); 14 ex-fumadors de més de 10 anys de durada (17,5%) i 11 ex-fumadors
de menys de 10 anys de durada (13,8%). Unicament hi ha 12 fumadors actius (8
per MCi 4 per CU).

El pes i la talla es van registrar com a parametre de control del pacient. La talla
mitjana va ser de 167,1 centimetres. El pes mitja va ser en TO (68,61 kilograms de
mitjana), T1(69,17 kilograms de mitjana) i en T2 (68,49 kilograms de mitjana).
L’IMC mig en TO és dins el rang de la normalitat (IMC 20-25 Kg/m?) sense

diferencies significatives entre MCi CU (p= 0,47).

La majoria dels pacients, 67 (83,8%) no han rebut cap classe de cirurgia que
comprometi el TGI. Dels 12 pacients amb MC amb IQ prévia a 'estudi, 9 van ser
apendicectomies i 3 fistules anals no actives en el periode d'inclusié i seguiment de
estudi. Unicament 1 pacient amb CU va ser intervingut d’un abscés anal no

complicat previ al desenvolupament de la CU.

Observant les dades de la taula 4.20 la majoria de pacients (un 76.25%) reben
tractament (ttm) amb farmac biologic (Bio) i respecte els grup sense tractament
biologic, la distribucio dels 2 grups no és deguda a 'atzar (p=0,008). La major part
dels pacients (61 pacients (76,2%)) reben tractament biologic en el moment
d'iniciar I’estudi. Els farmacs antiTNF (49 pacients, 61,3%) s6n els més freqiients,
essent I'adalimumab (ADA) el farmac més utilitzat (33 pacients, 41,3%). S’ha
descrit que infliximab (IFX) i ADA so6n els farmacs més utilitzats tant per CU com

per MC.
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Taula 4.20: Descripcié de les caracteristiques cliniques dels pacients inclosos. Valors
expressats com a mitjana amb la seva desviacié estandard (DE) per variables
numeriques; com a freqluéncia absoluta per a variables categoriques. Percentatge
relatiu entre parentesis. Per variables numeriques s’ha utilitzat el test de T-Student(>k)
o el test no paramétric U de Mann Whitney; i per les categoriques el test chi-quadrat
() o test de Fisher(e).

Localitzacio MC (L)

Classificacio
Montreal

Comportament MC
(B)

Extensio CU

Gravetat CU

lleocolica (L3)

Inflamatori (B1)
Estenosat (B2)
Penetrant (B3)

Proctitis

Esquerra
Extensa
Remissid
Lleu

Moderada

19(42,3%)(T:23,8%)
24 (53,3%) (T:30%)
17 (37,8%)(T21,3%)
4 (8,9%) (T:5%)

3 V 0
Bio: 61 (76,25%) 34  (42,5%) 27 (33,75%)
IFX:16  (20%) 9 (11,3%) 7 (8,8%)
ADA: 33 (41,3%) 22 (27,5%) 11 (13,8%)
Tractament inicial TO [CEIEKIENEUD) 0 8 (10%) 0,008
(n(%)) VDZ: 4 (5%) 3 (3,8%) 1 (1,3%) !
No Bio: 19 (23,75%) 10  (52,7%) 9 (47,3%)
5-ASA: 11 (12,5%) 3 (3,8%) 8 (10%)
Bude: 8 (11,3%) 7 (8,8%) 1 (1,3%)
No 39 (48,8%) 26 13 0,067t
Immunosupressors Si 41 (51,3%) 19 22
LY MTX 4 (5%) 5 0
0,002
AZA 27 (33,8%) 14 22 o
Remissié 44 (55%) 31 (68,9%) 13 (37,1%) 0.007+
Activitat 36 (42,5%) 14 (31,1%) 22 (62,9%) 7
Classificacio Al:<16a. 4 (889)%
Montreal MC A2: 17-40 a. 31 (68,88%)
Edat debut (A) A3: >40a. 10 (22,23%)
o lleal (L1) 17(37,8%)(T21,3%)
Classificacio
Montreal Colica (L2) 9 (20%) (T: 11,3%)

6 (17,1%) (T: 7,5%)

15(42,9%)(T:18,8%)
14 (40 %) (T: 17,5%)
5 (14,3%) (T: 6,3%)
18 (51,4%) (T:22,5%)

11 (34,3%) (T:15,1%)

S’ha considerat que 'efecte terapéutic dels farmacs biologic és equivalent per tots
els temps i MIL 8 pacient del grup Biologic, estaven en remissié profunda (clinica,

analitica i endoscopica) durant més 6 mesos.
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Per altra banda, 19 pacients no rebien tractament biologic en el moment d'inclusio
de I'estudi. D’aquests pacients, 8 (11,3%) van ser tractats amb budesonida (veure
introduccié) mentre que 11 pacients (12.5%) van ser tractats amb 5-ASA en
monoterapia. Tots aquests pacients (19) eren pacients naifs als farmacs biologics.
D’aquest grup de pacients, es va avaluar els canvis en la MI en relacio a l'activitat
de la MI], i la influencia d’'un tractament més potent, farmac biologic, en la
microbiota intestinal. Set pacients del grup IB van rebre tractament amb
Corticoides (CE) per malaltia activa pero es va acceptar recollir mostra de femta a
TO sempre i quan la dosi fos com a maxim de 10 mg. de CE previ a iniciar el

tractament biologic.

Respecte a I'iis d'immunosupressors, 41 pacients (51,3%) rebien tractament en el
moment d’inici, sent I’AZA el farmac més utilitzat (33,8%) en monoterapia o en

tractament combinat.

En relaci6 a la classificaci6 de Montreal de la MC, 4 pacients (8,89%) van debutar
en la MC abans dels 16 anys (A1l); 31(68,88%) pacients entre els 17 i els 40 anys
(A2) 110 (22,23%) pacients van debutar més enlla dels 40 anys (A3). Per la MC,
'afectacio més frequient va ser la ileocolica (42,3%) seguit de la ileal pura (37,8%)
i la colica pura (19,9%). La major part de pacients amb MC van presentar un
comportament inflamatori i/o estenosat (91,1% dels casos). Unicament 4 pacients
havien presentat comportament fistulitzant de la malaltia i ja no presentaven
signes d’activitat, i durant el periode de seguiment no es va detectar cap fistula

activa clinica.

Referent a la CU la majoria eren pacients amb colitis esquerra (42,9%) i colitis
extensa (40% dels casos); i inicament un 17,1% de proctitis. La majoria de casos
es tracten de colitis lleu a moderada (85,7%); amb 5 casos en remissio6 (14,3%). No

hi ha diferencies significatives en aquest distribucio dels grups.

4.2 Dades per marcadors analitics:

En aquest apartat es descriuen les mitjanes pels parametres analitics que s’han
inclos en I'estudi i es desglossen en els 3 temps que s’han recollit les dades i es

compararen les diferents mitjanes. Aquests parametres analitics son PCR, CP, ALB
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i Hb. Es descriuen els resultats globals, i en I'apartat 4.5 i 4.10 es desglossen per

tipus de MIl i en funcié de I'activitat en TO.

4 )
£33

mTO
=Tl

100
mT2

£ 3
10
% £ 3
1 I I [] I I I

PCR CP ALBUMINA HEMOGLOBINA

Figura 4.9: Descripcid de I'evolucié dels parametres analitics per a la Mll global. Vanrs
expressats en mitjanes de les unitats de referencia. Test estadistic One Way ANOVA i
Test postHoc Bonferroni. PCR i CP: Diferencies globals dels 3 punts temporals
**(p<0,001), i * diferencies entre TO-T1i T1-T2 (p<0,02).

-Proteina C reactiva (PCR): En relacid als valors detectats al llarg dels temps de la

PCR per Ml global s’ha mostrat una disminuci6 progressiva significativa (p<0,001)
dels valors entre els sub-temps analitzats (en TO-T1 (p>0,001) i en T1-
T2(p=0,011)).

-Calprotectina (CP): S’ha observat una disminucié progressiva significativa

(p=0,045) amb valors moderadament baixos per a MII tal com es descriu en la
figura anterior. No s’han detectat diferencies entre cada subgrup temporal per falta

de poteéncia estadistica degut a la mida mostral reduida.

- Albumina (Alb) i Hemoglobina (Hb): Els valors mitjans d’Alb i Hb estan dins el

rang de la normalitat i no es modifiquen de forma significativa.

4.3 Dades d’activitat clinica i endoscopica:
S’han recollit dades d’indexs endoscopics (SES-CD per la MC i Mayo endoscopic per
la CU) i clinics (HBI per MC i SCCAI per CU) per tal de comparar la utilitat dels

indicadors microbiologics (FP, ECil'index FEI) amb els diferents parametres de la
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valoracid clinica de la MII. També s’han recollit dades de qualitat de vida a través

del qliestionari IBD-Q.

Tal com s’ha comentat préviament en 'apartat MiM, per tal de definir i classificar
els pacients en activitat i remissio, en el marc de la MII en TO, es va utilitzar el valor
de CP fecal (>250 pg/g). Es van analitzar el nombre de pacients en
activitat/remissid, utilitzant els indexs clinics, de qualitat de vida i endoscopics
amb els seus corresponents punts de tall validats en estudis anteriors (apartat
MiM), i comparar-ho amb els valors definits amb la CP. Per tal d’analitzar les dades
es va utilitzar el test Cochrane Q per a variables categoriques en I'evolucié al llarg

dels 3 temps (TO, T1 i T2).

Les variables SES-CD, Mayo, HBI, SCCAI i IBD-Q malgrat que el seu valor és numeric,
es poden convertir en variables categoriques (remissié o activitat (lleu, moderada,
greu)) en funcido de determinats intervals de valors. Per simplificar 'analisi
estadistica d’aquest apartat, es van classificar de forma categorica en remissio/
activitat per comparar els resultats dels diferents index amb els parametres

analitics; per fer una aproximacio més acurada del comportament de la mostra.

-Harvey-Bradshaw (HBI): S’han inclos 45 pacients amb MC, pero de 7 pacients no
vam disposar de mostra en T3. L'index HBI considera remissid si la puntuacié HBI
<4; i malaltia activa si la puntuaci6 HBI >4 (activitat lleu-moderada) en la

baremacio.

Tal com es descriu en la figura 4.10, els percentatges van mostrar que la majoria de
pacients estaven classificats com a remissio (HBI < 4) i aquests percentatges de
classificacié es mantenen al llarg dels 3 temps. En TO i T2 és on es va detectar un
percentatge superior de pacients classificats com a activitat (36,84%). No es van
classificar pacients com a malaltia severa. No hi havien diferéncies significatives
(p=0,079) pel que fa la classificacié en activitat i remissié entre els 3 punts

temporals utilitzant I'index HBI.
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Figura 4.10: Descripci6 dels resultats classificats utiitzant I'index HBI. Resultats de Ia
mostra classificats en activitat (>4) i remissio(<4) al llarg dels 3 temps. Valors que
mostren els percentatges relatius.

-Simple Clinical Colitis Activity Index (SCCAI): Es va analitzar el comportament de

I'index SSCAI en els pacients que disposavem de les mostres en els 3 temps (n= 32;
es van descartar 3 pacients al no tenir mostra a T3). L'index SCCAI considera la

remissid de la malaltia una puntuacio inferior o igual a 2.

Els percentatges de pacients classificats com activitat i remissié utilitzant I'Index
SCCAI van ser variables al llarg dels 3 punts temporals tal com es mostra en la
figura 4.11. No es van classificar pacients amb malaltia severa (puntuaci6>12). No
es van detectar diferencies significatives (p=0,165) pel que fa pacients classificats

com activitat i remissid en la CU utilitzant I'index SCCAI en els 3 punts temporals.

70,00%
M Remissié m Activitat

60,00% 56,25%
0,
50,00% 46,88%
40,00% 37,50%
) 0

30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

TO T1 T2

Figura 4.11: Descripcié dels resultats segons index SCCAI. Valors que mostren els
Percentatges relatius.
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-Simple Endoscopy Score for Crohn’s Disease (SES-CD): En analitzar el

comportament del SESCD en 45 pacients amb MC, pero en 7 pacients no vam

disposar de mostra en T3. L'index SES-CD considera remissio si la puntuacio és <2.

No va haver-hi pacients classificats amb afectacié endoscopica severa (SES-CD
>16). En TO, es el punt on es van descriure la major part de pacients amb activitat
(57,78%); i aquest percentatge va disminuir progressivament en el 3 punts
temporals. No es van detectar diferéncies significatives (p=0,935) entre els pacients

amb remissié endoscopica i activitat utilitzant el SESCD al llarg dels 3 temps.

70

M Remissid Activitat

60 57,78

51,11 48,89 50 50

50
42,22
40
30
20

10

TO T1 T2
Figura 4.12: Descripcié de la mostra classificada utilitzant I'index endoscopic SES-CD.

Resultats classificat en activitat (>2) i remissio(<2) al llarg dels 3 temps. Valors que
mostren els Percentatges relatius.

-Index Mayo endoscopic: S’ha analitzat en aquells pacients en que disposavem de

les mostres en els 3 temps (n= 29). L'index Mayo considera remissié endoscopica

si la puntuacio és igual a 0.

Utilitzant I'index de Mayo endoscopic, s’ha descrit que la distribucié de pacients
amb afectacié endoscopica va ser sensiblement més alta; comparat amb el SES-CD
o0 amb els altres indexs. Al categoritzar la mostra en activitat i remissio, es va
evidenciar que en T2 hi havia la major part de pacients en remissio (31,03%) i en
TO la major part de pacients amb malaltia activa (91,42%). Un 28,57% dels

pacients van presentar activitat endoscopica greu en TO. En analitzar els pacients
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classificats com a remissid i activitat endoscopica no es van evidenciar diferencies

significatives (p=0,694) entre els 2 grups en els 3 punts temporals.

100,00% 91,42% L o
90,00% 84,10% B Remissio W Activitat
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00% 30,00%

30,00%
0 15,59%
T "
) 0
0.00% I
T2

TO T1

70,00%

Figura 4.13: Descripcié dels resultats classificats segons index de Mayo. Relacié de
pacients classificats en Activitat i remissio. Valors en percentatge absoluts.

Inflamatory Bowel Disease Questionnaire (IBD-Q): S’han calculat les mitjanes per
malaltia global i desglossat per malaltia (MCi CU) en TO, T11i T2.

Taula 4.21A: Distribucid dels pacients segons classificacid IBD-Q. Valors absoluts i
percentatges relatius.

T0 (N=80) T1(N=80) T2 (N=71)

Pobre Qualitat de Vida (<95p) 4 (5%)

Moderada QdV (96-160p) 20 (25%) 16 (20%) 28 (39,43%)
Alta QdV (161-224p) 56 (70%) 60(75%) 36 (50,70%)

4 (5 %)

7 (9,86%)

En el moment TO, d'inici de la recollida de mostres, un 30 % dels pacients van
expressar, mitjangant el questionari IBD-Q, que la seva qualitat de vida basada en
la malaltia no va ser alta. Segons es descriu a la taula 4.21B, les mitjanes
desglossades per malaltia no van mostrar diferencies significatives (p=0,052) al
llarg dels 3 temps entre MII global, MC o CU. Desglossat per tipus de malaltia, els
valors del grup activitat van mostrar mitjanes significativament més baixes

(p=0,0012) respecte del grup remissio (p=0,0012).
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4-. RESULTATS.

Taula 4.21B: Relacié de les mitjanes del valor IBD-Q segons tipus malaltia i temps.
Valors expressats en nombres absoluts de la mitja aritmeética. Test ANOVA.

176,79 175,38 159,31
177,04 175,38 180,33 0,052
176,46 175,37 171,24
186,32 181,38 180,33
161,76 170,56 177,78

0,0012
189,58 175,37 171,24

169,61 171,89 170,45

4.4 Descripcio dades microbiologiques:
En aquest punt es descriura el comportament de la MI (a través de 3 grups
bacterians) en relaci6 el tipus de malaltia i la seva evolucié temporal, un dels

objectius de la tesi.

A traves de la reaccidé en cadena de la polimerasa quantitativa (QPCR en angles)
quantifiquem, mitjancant un encebador especific, la quantitat bacteriana en una
poblacié. La quantificaci6 dels Eubacteris totals (ET) mostra la quantitat total
d’eubacteris del ecosistema. La qPCR sobre I’ Escherichia coli (EC) i el FP ens
permet quantificar el nombres exacte d’aquests 2 bacteris en la poblacié el quals
soOn altament representatius de la disbiosi de 'ecosistema intestinal. Per valorar la
proporcidé de FP respecte EC es crea una relacié de FP entre EC (ajustat per ET)
anomenat index FEI que facilita el treball amb un tnic valor que permet compara-
ho facilment amb altres parametres d’avaluacié de la MII. S’utilitza la relacié de FP
sobre EC perque habitualment hi ha més quantitat de FP que d’EC i tenir index amb

valors positius. La formula per calcular es pot trobar descrita en I'apartat de MiM.

4.4.1 Descripcid global dades microbiologiques.

A continuacio es descriu la relacié microbiologica global dels 2 microorganismes
analitzats (FP i EC) i del conjunt de bacteris (ET) presents a les mostres fecals i els
3 temps analitzats. La quantitat global (16S=copies del gen 16S rRNA del
microorganisme analitzat per gram de mostra de femta) i desviacié estandard

(DE); s’ha extrapolat a partir de I's d’'una recta de calibratge patro per a cada gen
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analitzat (ET, EC i FP) i la quantitat de mostra de femta utilitzada per a les

extraccions dels acids nucleics presents (veure MiM).

Taula 4.22: Descripcid del perfil microbiologic global i dels CS amb evolucié temporal.
Resultats expressats en mitjanes dels valors en copies per gram de mostra i la DE
corresponent. Valors expressats en notacio cientifica. Test utilitzat One Way ANOVA
per mesures repetides. S’ha aplicat correccié de GreenHouse-Geisser.

8,78 x 10°*+  815x10°+ 9,20 10° + 8,69 x 101+

1,31x 10° 8,97x 10° 9,72x 10° 0,214 9,39x 1010 00014
3,67x 10° + 2,04x 10° + 1,8x 10° + 1,0 x 106 +

1,10x 107 7 54% 106 4 49% 10° 0,094 1,82 0,3918
5,84x 101+  560x 10+  6,38x 101+ 5,25 x 10%+

5,18x 1011 469% 100 4.99x 10 0,11 443x 108 <0001
1,68 + 0,66 18740,82  1,64+0,55 0,107  2,36+0,78 0,049

Es va evidenciar en els resultats de la cohort de pacients global, sense estratificar
per tipus de malaltia i activitat de la mateixa, que I'abundancia relativa de FP, EC i
ET i'index FEI es van modificar no significativament al llarg del 3 punts temporals

dins el mateix ordre (108, 10¢i 1011 respectivament).

4.4.2 Descripcié dades microbiologiques desglossada per malaltia (MC/CU).

En aquest apartat es comparen les variables microbiologiques (FP, EC i ET)
desglossat per a cada tipus de malaltia (MC/CU) per tal de valorar I'efecte del temps
i el tipus de malaltia sobre la diferencia entre les mitjanes i analitzar el
comportament de les variables microbiologiques. Les mitjanes s’expressen en
escala logaritmica en base 10 (Log1o) per normalitzar les dades i treballar-les dins
d’una altra escala. En aquest punt es va analitzar si 'efecte del temps i del tipus de

malaltia influeix sobre la variabilitat dels valors obtinguts en la ML

En les mitjanes de FP no hi havien diferencies en els 3 temps (p=0,2). Els pacients
amb CU tenien nivells mitjans superior significativament (p=0,013) respecte els
pacients amb MC. Aquesta troballa indica que hi havia més carrega relativa

poblacional de FP en la CU respecte de la MC.
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Taula 4.23: Analisi de la Ml en relacié amb el tipus de malaltia i I’evolucié temporal.
Valors de les mitjanes expressades en escala logaritmica en base 10 (Logio) amb la seva
DE corresponent. Eina estadistica utilitzada ANOVA mixta de 2 vies. * Us de la correccié
de Greenhouse-Geisser per dades no esferificades.

MC 759+203 7,91+1,57 7,75+1,78
0,20 0,013

CU g20+1,57 848+0,98 8,76+0,91

MC 532+131 5,43+1,16 5,57 +1,03
0,072 0,003

CU 480+1,49 4,535+1,34 4,99+1,14

MC 1155+0,66 11,52+0,46 11,6+0,48
0,086* 0,883*

CU 11,38+0,82 11,54+0,61 11,71+0,39

MC 0,15+0,2 0,16+0,16 0,14 +0,15

0,09 <0’001
CU 0,25+0,16 0,31+0,17 0,25%0,13

Els valors globals d’EC van ser significativament més elevats (p= 0,003) en la MC
respecte de la CU indicant que hi ha més quantitat relativa d’EC en la MC.
Tanmateix, no hi havia diferencies (p=0,072) en les mitjanes d’EC en els 3 punts

temporals.

En quant al comportament d’ET s’ha mostrat que no hi havien diferencies en les
mitjanes dels 3 punt temporals (p= 0,086) i malgrat que 'abundancia relativa d’ET

era superior en la CU respecte a la MC pero de manera no significativa (p=0,882).

Quan es va descriure la variabilitat de la quantificaci6é dels microorganismes (FP,
ECiET) utilitzant l'index FEI en els 3 punts temporals, no hi havia diferéncies entre
I'evolucié de les mitjanes temporals (p=0,09). Si s’analitza el FEI desglossat pel
tipus de malaltia, els pacients amb CU presenten nivells significativament

(p<0,001) més alts del FEI respecte dels pacients amb MC.

En resum, s’ha observat una major abundancia relativa de FP en CU, i major

abundancia d’EC en la MC, de forma significativa.

4.4.3 Descripcio dades analitiques i evolucié temporal.
En aquest apartat es van desglossar els parametres analitics en relaci6 amb

I'evolucié temporal i per a cada tipus de malaltia, amb I'objectiu d’analitzar si
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'efecte del temps i la malaltia influeix sobre els resultats. Els resultats es descriuen

en la taula 4.24.

En descriure el comportament de la PCR al llarg dels temps desglossat per tipus de
malaltia es va evidenciar que els valors son diferents entre la MCila CU, i per a
cada punt temporal de forma significativa (p=0,018 per temps i tipus de malaltia).
Els valors de la MCila CU van ser diferents entre temps T0 i T1 (p=0,015)iTOi T2
(p=0,029). Les mitjanes de la PCR van ser moderades comparades amb els

estandards de la practica clinica.

Els valors de la CP van demostrar que eren diferents de forma significativa en cada
mitjana temporal (p=0,037). Aixi, les mitjanes de CP en pacients amb CU s6n
significativament més altes (p=0,04) respecte a les mitjanes de MC. La mitjana en
TO per a la MC és superior al punt de tall establert (>250) per tant la majoria de
pacients tenen malaltia activa. Els valors de la CP decreixien progressivament al

llarg del temps tal com es descriu en la figura segiient.

Taula 4.24: Relacié MI amb els parametres analitics i I'evolucié temporal. Mitjanes
expressades en valors amb la unitat de referencia. Eina estadistica utilitzada ANOVA
mixta 2 vies.

575+645  1,1:537 1,744,809 TO-T1:
p=0,015

203660 494465 164467 %018 0018 "
p=0,029

268,23 £ 3,09 203,86+2,83 200,04+ 3,02
0,037 0,04
176,6 £3,45 137,07 £3,45 123,65+ 3,98
3,83+3,31 3,97 £2,39 4,07 + 1,07
0,211 0,105 0,27
4,11 + 3,32 4,09 + 3,34 4,07+ 1,09
13,19+1,74 13,38+1,41 13,37+1,35

0,048 0,485
13,32+1,49 13,53+1,74 13,80+1,68

No hi havia diferéncies significatives en les mitjanes d’Alb entre els 3 punts
temporals (p=0,211) ni entre el tipus de malaltia (p=0,270). Els valors d’Alb per la
CU van augmentar progressivament al llarg del temps, mentre que els de MC s6n

estables en el temps.
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S’ha evidenciat que els valors d’'Hb entre els 3 punts temporals van mostrar
diferencies significatives (p=0,048), pero malgrat que els valors d’Hb so6n
discretament superior per la CU no hi havia diferencies significatives (p=0,485)

entre els 2 tipus de malaltia.

4.5 Controls sans (CS):

Es van incloure en total 8 CS procedents de la col-lecci6 “Control Sans Digestiu”, de
pacients que no presentaven patologia digestiva, ni patologia no digestiva, ni
consum de medicaci6é concomitant que alterés la MI. Per aquest motiu no disposem

de tantes dades demografiques i analitiques completes com el grup de pacients.

Taula 4.25A: Descripcié dades demografiques CS. Valors mitjans expressats en unitats
de referencia. Percentatge relatiu entre paréntesis (%).

51+13,41 47,2 + 14,75 0,9
H: 5 (62,5%)
H: 34 (42,5%)
D: 3 (37,5%)
25,44 £ 2,63 24,5+ 3,79 0,67
CHV 18 (22,4%)
HIT62 (77,6%)
8 No fumadors (100%) 43 (53,8%)

8 HIT (100%)

L’Edat mitjana dels CS (51 anys) és discretament més elevada que la cohort dels
pacients MII. Hi ha una predominanca del sexe masculi . L'IMC mitja és de 25,44,
discretament superior que la cohort de pacients de MIL. La totalitat dels pacients
provenen del HJT i tots els pacients son no fumadors. Dels CS, donat que no mostren
patologia, inicament vam disposar dels valors de Hb i Alb. Aquests valors s6n més
elevats que la mitjana global dels mateixos valors de la cohort MII global de forma

significativa (p= 0,04).

En la taula 4.22 es descriuen la quantificacio els grups bacterians (FP, EC i ET) en
els CS. Es va quantificar la MI mitjancant la mateixa técnica de qPCR utilitzada amb
la MI dels pacients i es va calcular la mitjana i la seva DE. Es va evidenciar que hi ha

major quantitat de FP (ordre 1011) respecte EC (ordre 109).
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Taula 4.25B: Descripcié dades analitiques dels CS. Valors expressats en unitats de
referencia. Test T Student.

14,53+1,23 13,39g/dL 0,04
4,51+0,24 4,04 g/dL

El perfil microbiologic dels CS va mostrar uns valors mitjans de FP de l'ordre de
1011, valors més elevats que qualsevol altre valor de FP en els pacients de la cohort
MII analitzats (ordre de 108). La quantitat mitjana d’EC dels CS que es va descriure
és de ordre 106, similar a la dels pacients amb MII que mostren valors més alts de
EC dins del mateix ordre (10°). La carrega d'ET en CS és de l'ordre de 108,
sensiblement més baixa que la resta de valors d’ET en pacients amb MII (ordre
1011). El valor mitja de I'index FEI dels CS és de 2,35, sensiblement més elevat que

els valors la mitjana del FEI de la CU/MC.

4.6 Correlacio entre indicadors clinics i microbiologics.

En aquest punt es va analitzar la relacié6 entre els indicadors clinics que
habitualment s’utilitzen en la practica clinica per avaluar I'activitat de la MII (veure
I'apartat MiM) amb els indicadors microbiologics estudiats en la present tesi (FP,
EC i ET) per tal de valorar si existeix dependéncia entre les variables. Es van
analitzar els indicadors analitics (PCR, CP, Hb i Alb), els endoscopics (SES-CD,
Mayo), d’activitat clinica (HBI, SCCAI) i de qualitat de vida (IBD-Q). La correlacio,
positiva o negativa, entre els indicadors analitics, que han estat validats en estudis
previs, i els microbiologics, estudiats en la present tesi, permetra determinar la
relacié dels indicadors microbiologics amb els indicadors utilitzats en la valoracid

de I'activitat clinica de 1a MII.

Es va calcular el coeficient de correlacié de Spearman (p) i la seva significacio per
a MII global (MC i CU junts) i desglossat per tipus de malaltia (MC i CU) amb tots
els valors en els 3 temps (TO, T1 i T2) en els 80 pacients inclosos per tal de
descriure les tendencies dels marcadors. En la taula seglient es mostra un resum
de les correlacions significatives entre els diferents marcadors. En I'annex I
s’'inclouen totes les taules de les correlacions significatives amb el seu valor de

significancia corresponent que estan desglossades al llarg del text a continuacié.
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Taula 5.26: Resum de les correlacions significatives entre variables desglossat per
malaltia i temps.

CP EC cpP CP EC cpP cP cP FP FP
Hb Hb Hb PCR Hb Hb Hb
FP FP FP
EC EC EC
HBI
PCR cP PCR
PCR HBICP HBICP MAYO
HBI CP SCCAL SCCAL e
FEI
HBI HBI HBI PCR
cP PCR
CP cpP PCR cP
EC
ET FP
ETFP  ETFP  ETFP  ETFP ETFP  ETFP  ETFP  ETFP
ECFP
FPPCR  ECFP  ECET  _ _  ALBEC ECFP e EisT
EC Hb FP Hb ET FP Hb MAYO

Per MII global en TO, hi havia una correlacié significativa entres les variables: PCR
i CP (0,581; p<0,000) correlaci6 positiva moderada, PCR i EC (-0,273; p=0,014)
correlaci6 negativa mitjana; CP i Hb (-0,353; p= 0,001) correlaci6é negativa mitjana

ientre ET i FP (0,598; p<0,000) correlacié moderada.

En la MII global en T1, es va evidenciar correlacid significativa, entres les variables
Hb i CP (-0,254; p=0,023) correlacié negativa mitjana, Hb i EC (-0,254; p=0,023)
correlaci6 negativa mitjana i en ET i FP (0,572; p< 0,001) correlacié positiva

moderada.

En la MII global en T2, es va observar correlacié significativa entres les variables
PCR i CP (0,287; p= 0,012) correlacié positiva mitjana, Hb i CP (-0,363; p =0,001)

correlaci6 negativa mitjana, Hb i EC (-0,245; p =0,045) correlaci6 negativa mitjana;
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Alb i FP (0,293; p=0,02) i els ET i FP (0,498; p< 0,001) mostren correlacid positiva

moderada.

Es va evidenciar correlaci6 significativa per la MC en TO entres les variables PCR i
CP (0,532; p<0,001) correlacié positiva moderada, PCR i EC (-0,338; p =0,023)
correlacié negativa mitjana i entre ET i FP (0,637, p<0,001) correlaci6é positiva

moderada.

Es va detectar correlacio significativa per la MC en T1, negativa entre la PCR i Hb (-
0,337, p=0,024), entre la CP i I'Hb (-0,343, p=0,021) correlacié negativa, entre ET i
FP (0,624, p<0,001) correlacié positiva; i negativa entre ECi FP (-0,319, p=0,038).

Per la MC en T2 es va mostrar correlacié significativa entres les variables PCR i CP
(0,361; p<0,021) correlacio positiva mitjana, CP i Hb (-0,462; p =0,002) correlacié
negativa moderada, Alb i FP (0,562; p<0,001) i entre ET i FP (0,523; p<0,001)

correlaci6 negativa moderada.

Respecte la CU en TO es va observar correlacié significativa entres les variables
PCR i CP (0,592; p<0,001) correlaci6 positiva moderada, CP i Hb (-0,340; p =0,046)
correlaci6 negativa mitjana, Hb i EC (-0,445; p=0,007) i entre ET i FP (0,637;

p<0,001) correlaci6é negativa moderada.

Enla CU en T1, es va detectar correlaci6 significativa entres les variables PCR i FP
(0,556; p<0,001) correlacié positiva moderada i entre ET i FP (0,472; p=0,004)

correlaci6 positiva mitjana.

Per la CU en T2, es va advertir una correlaci6 significativa entres les variables CP i
FP (-0,390; p=0,03) correlacié negativa mitjana i entre ET i FP (0,428; p=0,016)

correlaci6 positiva mitjana.

De forma global, es va observar una correlaci6 positiva constant entre FP i ET amb
valors similars de coeficient r, indicant que aquest 2 marcadors microbians

s’afecten de forma similar en la mostra.

Tal com es mostren els resultats en la taula 5.26 i en el document annex I, es va
observar correlaci6 significativa per I'index FEI per a FP i EC per a tots els temps,
jaque el FEI és el resultat del quocient entre FP i EC, i per tant depen d’ells. L'index
FEI es va correlacionar amb almenys 1 parametre d’activitat (analitic i/o

endoscopic) en cada temps.
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La majoria dels marcadors d’activitat clinica i endoscopica, van mantenir almenys
una correlacié amb la CP en punt temporal. Destaca la correlacié freqiient entre CP
i PCR amb valors de correlacio similar. Es va advertir que es manté bona correlacid
entre el SCCAI i I'index Mayo, i entre el SES-CD i el HBI per a cada punt temporal.
Els marcadors d’activitat endoscopica i clinica van mostrar bones correlacions

entre ells.

La resta dels indicadors van mostrar correlacions significatives poc constants al
llarg dels 3 temps i per cada malaltia, és a dir van mostrar una correlacid
significativa en un temps determinat entre 2 valors perdo despres aquesta

correlacio no es va tornar a detectar en els altres temps.

4.7 Determinacio del FEI com a biomarcador d’activitat i remissié en TO.

El valor de I'index FEI s’obté de la relacio entre FP i EC (veure formula a MiM) i és
un dels marcadors a estudi que quantifica de forma simple I'estat d’activitat de la
MI. Per valorar la utilitat de I'index FEI com a possible biomarcador es va calcular
la corba ROC, i I'area sota la corba (“Area under the curve, AUC” en angles) i el punt
de tall (PT) optim. Tal com s’ha explicat previament, a TO es van classificar els
pacients en activitat i remissio en base els valors de la CP i per tant el PT d’activitat/
remissio esta calculat en relaci6 la CP. La corba ROC i el PT es va calcular pel FEI en
TO, T11i T2 per a MII global, MC i la CU. El valor de la corba ROC ha de ser superior

a 0,51 com més proper a 1 millor utilitat com a marcador.

Taula 4.27-. Relacié de AUC i els PT per al FEI en temps 0. Relacio dels calculs del AUC
i el PT a partir de la corba ROC amb I'IC corresponent. Valors significatius en negreta.

0,658 (0,537 — 0,779) 0,668 (0,489 —0,847) 0,598 (0,397 — 0,799)
1,869 [$=0,44; E=0,82] 1,514 [S=0,78;E=0,61] 1,771 [S=0,545;E=0,769]
0,448 (0,305 — 0,592) 0,565 (0,352 —0,777) 0,493 (0,273 - 0,713)
1,566 [S=0,500;E=0,569] 1,514 [S=0,778; E=0,556] 1,566 [S=0,538,E=0,773]
0,585 (0,440 — 0,730) 0,645 (0,427 — 0,863) 0,507 (0,285 —0,729)
1,787 [S=0,524;E=0,661] 1,651 [S=0,750;E=0,649] 1,566 [S=0,538;E=0,773]
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L'inica corba ROC que va mostrar un valor AUC superior a 0,5 és en TO per MII
global (0,658 (0,537-0,779)) amb un PT d'1,869 (Sensibilitat de 0,44 i Especificat
de 0,82). El PT és el valor més alt de I’escala del grafic o més distant entre 2 punts.
Aquest valor del PT a TO per MII global és el valor que classifica entre activitat i
remissio: valors inferiors s’associen a remissio i valors superiors a activitat de la

MIL

Les corbes ROC, tot i que mostren valors de AUC superiors a 0,5, el seu interval de
confianca (IC) engloba resultats inferiors a 0,5 i per tant el calcul del PT és no
significatiu. L'interval de valors del PT es situa entre 1,5 i 2. A causa del fet que a
T11i T2, els grups d’activitat i remissié es modifiquen (per exemple, pacients que
deixen d’estar en remissio, canvi tractament, etc.), la n en T1 i T2 es redueix
intragrup per diversificacid i es perd poder estadistic per determinar-ne '’AUC i el

PT.

FEI_O~ActRem_TO global

10

08

Sensitivity
06

04

02

AUC: 0.658 (0.537-0.779)

00
]

T T T T T T
0.0 02 04 06 08 10
1 - Specificity

Figura 4.14: Representacié grafica de la AUC pel FEI en TO per Ml global. Unic AUC
superior a 0,5 i PT significatius. * Punt de tall (PT) calculat : 1.869.

4.8 Comparacio de les variables microbiologiques entre pacients amb Ml
respecte Controls sans (CS) en TO.

En aquest punt es van comparar les variables microbiologiques estudiades (FP, EC
i ET) desglossats per a cada malaltia (MC/CU) i es comparen amb els valors dels CS
en TO. L'objectiu d’aquest apartat és valorar si a traves de la quantificaci6 de FP i

EC, hi ha diferencies en la MI dels pacients amb MII respecte la dels CS i valorar si
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la relaci6 FP i EC permet diferenciar entre pacients amb MII dels CS i entre els 2
tipus de MIL. Es va analitzar per MII global i desglossat per tipus de MIL

1,40E+01

1,20E+01 =

1,00E+01 % | P—— *
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Figura 4.15A: Comparativa variables microbiologiques per Mll global respecte dels CS en TO.
Valors absoluts (copies/gr) convertits a logaritme base 10 (Logio) per ajustar representacio de
dades en eix vertical. L’abundancia relativa de FP i ET va mostrar diferencies significatives entre
pacients amb Mll i els CS (p=0,014 i p<0,0001 respectivament). Les abundancies d’EC no van
mostrar diferéncies (p=0,3918). En el diagrama de caixa es descriu la mediana, rang interquartil
i la DE en linia vertical. * : p<0,05. Eina estadistica: Test de U de Mann-Whitney.
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Figura 4.15B: Comparativa variables microbiologiques desglossat per tipus de Mll (MC i CU)
respecte dels CS en TO. Valors absoluts (copies/gr) convertits a logaritme base 10 (Logio) per
ajustar representacié de dades en eix vertical.. Les abundancies de FP i ET van mostrar
diferéncies significatives ( p=0,002 i p=0,001 respectivament) entre CS i els 2 tipus de malaltia.
EC no va mostrar diferéncies (p= 0,221). En el diagrama de caixa es descriu mediana, rang
interquartil i la DE en linia vertical *:p<0,05. Eina estadistica: Test de U de Mann-Whitney.
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Figura 4.15C: Medianes dels valor del FEI en TO. p<0,05. Eina estadistica: Test de U de
Mann-Whitney. Els valors del FEI van mostrar valors significativament superiors (*
p=0,048) entre els pacients amb MiII global (1,68) i els CS (2,36), i desglossat per tipus
de malaltia (**p =0,0105) respecte dels CS. El valor FEI no té unitats.

Tal com es descriu en les figures 4.15 (A, B i C), els valors de FP en la cohort MII
(mediana ordre 108) son inferiors als valors de la mediana de FP en els CS (1019)
de forma significativa (p=0,0014). Al desglossar per tipus de malaltia s’ha advertit
que I'abundancia de FP en les 2 malalties també és mantenia amb valors inferiors

respecte als CS (101°) de forma significativa (p=0,0017).

Hi havia un augment no significatiu (p=0,3918) de I'abundancia d’EC en els
pacients amb MII (ordre 105) respecte els CS (104). Els valors més alts d’EC s’han
observat en la MC (10°) respecte de la CU (104), sense diferencies significatives

(p=0,221) amb els CS (104).

Es va descriure un augment de I'abundancia d’ET en el grup MII (ordre 1011)
respecte dels CS (ordre 108) de forma significativa (p=0,0001). Desglossat per tipus
de malaltia, també es va mostrar major abundancia d’ET en la CU i la MC (1011)

comparat amb els CS, de forma significativa (p=0,0001).

Quan es va comparar la MI de la MC respecte la CU s’ha advertit major proporcio
d’EC en la MC i proporcions similars de FP i ET. Els valors FEI més baixos es van

detectar en la MC.

L’'index FEI va ser diferent de forma significativa (p=0,049) entre la MII global i els
CS. En relacié als valors desglossats per malaltia, s’han detectat valors

significativament inferiors (p=0,015) entre els individus analitzats amb la MC, CU i
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els CS, on els primers presentaven valors inferiors als diagnosticats per CU (1,55 i
1,89 respectivament) respecte dels CS (2,36). La Ml associada a la MIl respecte dels
CS es va caracteritzar per menor abundancia de FP i major d’ET de forma

significativa; i també major abundancia no significativa d’EC.

4.9 Comparacié marcadors analitics i microbiologics segons activitat i
remissio peraTO0, T1i T2.

Un dels objectius del present treball va ser valorar els canvis en la quantificacio de
la disbiosi per valorar l'activitat de la MII a través de la proporcionalitat entre FP i
EC. En els punts anteriors vam valorar la capacitat dels parametres microbiologics
per discriminar entre els CS i els pacient amb MII (i els diferents subtipus de MII) i

com aquests varien en funci6 del tipus de malaltia.

Per tal de valorar la capacitat dels marcadors microbiologics per discriminar entre
activitat i remissio, es van analitzar les diferéncies entre els valors classificats com
activitat i remissio i la seva variacié en els 3 punts temporal en que s’han recollit
les mostres. Tal com s’ha descrit anteriorment, es va definir activitat com la situaci6
clinica amb els valors de CP>250, permeten aixi la classificacié en TO dels pacients
en 2 grups: pacients en Activitat (A) i pacients en Remissié (R) de la MIIL Dels
pacients que en TO es van classificar com activitat, en T1 es van classificar en
responedors al tractament (CP<250, grup Remissid) i no responedors al

tractament (CP>250, grup activitat), i es va procedir de la mateixa faisé en T2.

A partir d’aquesta classificacié es van comparar els valors de cada parametre
classificat com activitat amb els valors en remissid. Aquesta aproximacié es va

aplicar pel que fa ala MII global i de manera desglossada de MC i CU.

Taula 4.28: Evolucié clinica dels pacients classificats en Activat i remissié en TO.

44 58 55
36 22 21
13 22 19
22 13 12
31 36 33
14 9 8
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Tal com es pot observar en la taula anterior, els pacients que es van classificar com
activitat de la malaltia en TO van entrar progressivament en remissié en T1i T2, ja
que el nombre de pacients classificats com activitat (no responedors al tractament,

CP>250) disminueix progressivament.

S’ha detectat en les figures 4.17B que en temps 0 al desglossar els indicadors per
tipus de malaltia i comparar entre els 2 grups que els valors de les medianes de
PCR i CP dels grup activitat van ser superiors respecte el grup remissio, tant per les
mostres de MII en el seu conjunt global com per desglossat per tipus de MII. Les
diferencies dels valors de la CP van ser significatives (p<0,001) en les 2 malalties i
MII global en els 3 temps. Les mitjanes dels valors de la PCR vans mostrar
diferencies significatives (p<0,002) en TO per a totes les malalties i en el T2 per la
MC tUnicament. Els valors de CP i PCR del grup activitat van ser superiors respecte
la remissié compatibles amb el comportament biologic esperat del parametre

analitic.

L’Hb va mostrar que els valors d’activitat van ser inferiors als valors classificats
com a remissio, amb significacié estadistica per la MII global en TO,T1 i T2
(p=0,0241, p=0,047 i p=0,0338 respectivament); i per laMCen el TO i T2 (p=0,0338
i p=0,030 respectivament). Els valors d’albiumina van presentar molta variabilitat

entre I'activitat i la remissio sense diferencies significatives estadisticament.

En relaci6 als parametres de la MI estudiats (FP, ECi ET), s’ha observat que hi ha
un augment de 'abundancia relativa de FP en el grup remissid; un augment de
I'abundancia relativa d’EC i ET en el grup activitat, tant pel conjunt de la MII, com
desglossat per la CU i la MC en els 3 punts temporals. Les mitjanes dels bacteris no

van mostrar significacid estadistica entre els valors d’activitat i remissio.

Les medianes de I'index FEI van ser superior en el grup remissid respecte del grup
activitat per les mostres de MII global, CU i MC en tots els temps. La mediana del
FEI per malaltia global en TO va mostrar diferéncies significatives (p=0,0156) entre

els 2 grups.
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Figura 16A. Classificacio en activitat i remissié. Descripcié de I’evolucié temporal de la

microbiota per MIl global desglossats per activitat i remissié. Dades en escala

logaritmica. No s’han detectat diferéncies significatives.
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. Il min
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| Parametres Analitics per MII global Activitat/ Remissi6|
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Figura 16B. Classificacid en activitat i remissié. Descripcio de I’evolucio temporal dels

parametres analitics per Ml global desglossats per activitat i remissié. Dades en escala

logaritmica. Linies horitzontals: diferéncies significatives en tota una categoria.

*=p<0,002.
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Microbiota CU. Activitat/Remissid.

FP A ECA ETA
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Figura 17A. Classificacié activitat i remissié. Descripcio de |‘evolucié temporal de la
microbiota intestinal associada a la CU desglossada per activitat i remissié. Les figures
s’han expressat en escala logaritmica. No s’han detectat diferéncies significatives.
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Parametres analitics CU. Activitat/ Remissio
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Figura 17B. Classificacid activitat i remissio. Descripcié de |‘evolucié temporal dels
parametres analitics i el FEI desglossada per activitat i remissio en la CU. Les figures
s’han expressat en escala logaritmica. Linies horitzontals: diferéncies significatives en
la categoria. *=p <0,003.
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Figura 18A. Classificacid activitat i remissié. Descripcid de I‘evolucié temporal de la
microbiota intestinal associada a la MC, desglossada per activitat i remissid. Les figures
s’han expressat en escala logaritmica. No s’han detectat diferéncies significatives.

Analitica MC. Activitat/Remissié
1000 *
*®
100
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10 III III
; Him mim III III III
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0,1

Figura 18B. Classificacié activitat i remissid. Descripcid de I‘evolucié temporal dels
parametres analitics i el FEI desglossada per activitat i remissié en la MC. Les figures
s’han expressat en escala logaritmica. Linies horitzontals: diferéncies significatives en
tota una categorica. *=p<0,002.

Per valorar com es modifiquen els bacteris per l'activitat de la malaltia, un cop

descrites les diferencies del comportament entre activitat i remissid, es van
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comparar en TO amb els valors dels CS i com es modificaven respectes dels

mateixos.

Taula 4.29: Comparativa dels valors dels bacteris classificats en activitat i remissié amb
els controls sans en TO. Test estadistic no parametric de Kruskal-Wallis. Valors en
unitats de referéncia i copia/gram.*: Test de Bonferroni detectada diferéncia entre els
3 subgrups (activitat, Remissié i CS). **:Test de Bonferroni detecta que el grup de CS
és diferent del grup Remissio.

CU (N: R13, A22) MC (N=R31, A14)

I O O N O O O G N

i 422%  788x  169x 650X  426% 1,06
107 108 109 105 108 109
9,25%  647x 1,77x
) i . 0,015* 0,0043*
10 10 10 155X 176X 192X 142X 2,79%  7,18X
108 108 10° 108 108 108
3 i 418%  7,18x  444% 156X 593X 269X
C 100 100 10° 10° 105 106
X X X
2'5; 0 7’943 2’163 0,8568 0,4622
10 10 10 3,93X 146X 845X 224% 990X 154X
103 105 105 10° 105 106
3 i 3,15X 410X 849X 151X 453% 1,00
T 101 101 101 101 101 1012
1,82% 525X 892X 0,0001
) ) ° . <0,0001*
10 10 10 9,390x 488X 897X 228X 634X 821X
1010 101 101 101 101 101
1,2 1,82 1,72 1,54 1,84
7 6 18 7 0[0351 119 15 18
1,78 216 2,79 o , 0,0124*
E 1,4 1,63 2,58 1,13 1,52 1,96

A TO s’han comparat els valors dels bacteris calculats dela MCila CU amb els valors
dels CS, desglossats en activitat i remissid, per analitzar si els valors en activitat de
les 2 malalties son diferents dels CS. No s’ha fet el calcul per MII global, i només en

el TO.

Tal com es descriu en la taula anterior, les medianes de FP, ET i I'index FEI (per la
MC) van presentar diferencies significatives amb els CS, indicant que les medianes
d’aquest grups bacterians en les 2 malalties s’afecten de manera diferent respecte
dels CS.
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Els valors de I'index FEI en la CU, les diferéncies es van objectivar entre el grup
remissid i els CS aplicant el test de Bonferroni. Els valors d’EC dels pacients amb

MII no mostren diferencies entre activitat i remissio respecte dels CS.

4.10 Descripcié concordanga dels indicadors microbiologics amb la CP
per discriminar Activitat de la remissié.

En els punts anteriors vam valorar la capacitat dels parametres microbiologics per
discriminar entre CS i els diferents subtipus de MII i com aquests varien en funcid

del I'activitat de la propia malaltia al llarg de I’evoluci6 temporal (punt anterior).

Un cop es van analitzar la capacitat dels bacteris per discriminar entre activitat a
remissio es va calcular el valor de la concordanca en TO amb la CP que ha estat el
marcador que s’ha utilitzat per discriminar entre activitat i remissio. La
concordanca s’ha calculat utilitzant el coeficient de correlacid intraclase (ICC) i la
significaci6 estadistica mitjangant I’analisi de la varianga entre classes (ANOVA). La
concordanca valora si les variables que es comparen mesuren igual un determinat
valor en activitat o en remissio. S'ha calculat comparant la CP amb PCR, Hb, ET, FP,

EC, FEI, SES-CD, HB]J, SCCAI, Mayo.

Taula 4.30: Concordanca dels diferents indicadors amb la CP en TO.

e CLASSIFICACIO Loe AU ez
(coeficient/p ) )
REM 0,4/0,419 0,29 / 0,462
CONCORDANCA
P/ ACT 0,403/ 0,49 0,327/ 0,59
PCR REM 0,1/0614  -0,183/0,569
SPEARMAN
ACT 0,402 /0,109 0,416/ 0,048
REM -0,53 /0,568
CONCORDANCA
cp/ ACT 0,256 /0,114
SCCAI REM -0,155 / 0,631
SPEARMAN
ACT 0,523 / 0,001
REM 0,114/ 0,385
CONCORDANCA
cp/ ACT 0,422 / 0,025
MAYO REM 0,155/0,714
SPEARMAN
ACT 0,311/0,170
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S’ha detectat que hi ha correlacio positiva significativa en TO entre la CP i la PCR,
entre CP i el SCCAI és a dir es modifiquen de la mateixa manera en la nostra cohort.
S’ha descrit concordanca significativa entre la CP i 'index de Mayo endoscopic per

a mesurar l'activitat de la malaltia.

4.11 Descripcio de l'aplicabilitat dels marcadors microbiologics en
diferents escenaris clinics.

Tal com s’ha explicat anteriorment en l'apartat MiM un dels objectius és la
valoracié de la resposta de la MI en relaci6 amb I'activitat de la MII en un escenari
clinic més practic. Es van estudiar els canvis de 2 subgrups de pacients dins de la

cohort estudiada en 2 temps:

- Subgrup Retirada Biologic (RB): Pacient en remissi6 profunda (RP)
(endoscopica, analitica i clinica) per més de 6 mesos. Mostra previ a retirar el
tractament biologic (T0) i posteriorment cada 3 mesos. Aquesta estudi va
valorar els canvis en la MI dels pacients en (RP), i I'existéncia d’'un canvi del

patr6 microbiologic associat a la remissio. N= 8.

- Subgrup Inici Biologic (IB): Pacients amb MII activa, naif a un tractament
bioldgic que presenten un brot lleu/moderat que requereix iniciar tractament
amb farmac biologic. Mostra en TO i als 3 mesos (T1) valorant la resposta.
Aquest grup va analitzar I'efecte del control del grau d’activitat sobre els canvis
en la MI. Es van incloure pacients que si havien rebut PDN, dosi maxima 10 mg

N=109.

Els pacients que se'ls retira el tractament biologic (RB) son pacients que estan en
remissio clinica perllongada i teoricament la seva MI, en termes de FP i EC, hauria
de ser propera a valors dels CS, situacié similar a la RP. Set pacients van mantenir

parametres de remissié en T1.

El grup IB, s6n pacients que a TO presenten un brot amb simptomes de la MII (el
contrari que el grup RB) i per tant la MI pot presentar una aproximaci6 de canvis
que s’associen a I'activitat intensa de la MII; i si hi ha resposta clinica, es va valorar
si la Ml va recuperar valors propers a I’estat basal dels CS. En les mostres del grup

IB en T1, 13 pacients van respondre i 6 pacients no van respondre al tractament.
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No s’ha calculat la diferéncia en T1 en funci6 de la resposta al farmac, a causa d'un

nombre de pacient reduit i perdua de poder estadistic.

[uny

[uny

*
100
CPO CP1 Alb 0 Hb 0 Hb 1

I. R1 Alb 1

mRBMED =IBMED 0.1

Figura 4.19A: Descripcié dels parametres analitics del grup Inici Bioldgic (IB) i Retirada
Biologic (RB) entre els 2 punts temporals (TO i T1). Eix vertical en escala logaritmica per
optimitzar la representacio grafica. Barres verticals indiquen DE. Medianes expressades en
unitats de referéncia. Eina estadistica Test de Wilcoxon per a valors no parametrics. El valor
* (p<0,03) valora diferéncies significatives entre la mostra TO i la mostra T1 per la CP del
subgrup IB. Resta de valors no significatius.
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Figura 4.19B: Descripci6 comportament dels marcadors microbioldgics del grup Inici
Biologic (IB) i Retirada Biologic (RB) entre els 2 punts temporals. Eix vertical escala
logaritmica. Barres verticals: DE. Medianes expressades en copies/gram. Eina estadistica
Test de Wilcoxon per medianes no parameétriques. No s’observen diferéncies significatives.
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S’ha observat una disminuci6 significativa pel valor de la CP amb els valors del
subgrup IB entre el punt temporal TO (Naif biologic, activitat clinica) i T1 (inici
tractament biologic). S’ha evidenciat que els resultats dels marcadors analitics
d’activitat, mostraven medianes de CP més elevades en el grup IB comparat amb el
grup RB. Els valors de PCR van mostrar medianes més altes en T1 que TO, no
significatives. En relacio les dades del grup RB, les medianes de la PCR i la CP van
resultar baixes des del punt de vista clinic. La resta de indicadors analitics no van

mostrar diferéncies significatives.

En relacid als resultats dels bacteris descrits en la figura anterior, van mostrar que
I'abundanciarelativa de FP i ET del subgrup RB van ser superiors respecte del grup

IB pero no significativament. L’abundancia d’EC es van mantenir sense canvis.

Utilitzant I'index FEI es mostra com aquest va augmentar en T1, en els 2 grups; i en
el grup IB mostra valors superiors respecte del RB de forma no significativa en cap

dels dos grups.
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5-. Discussio

L’estudi esta dirigit a valorar si la determinaci6 de la microbiota intestinal (MI) és
util per discriminar entre la MII i els CS, i monitorar 'activitat de la Malaltia
Inflamatoria Intestinal (MII) en la practica clinica habitual a traves de mostres
fecals i comparar-ho amb els marcadors clinics habituals i els controls sans (CS).
Els marcadors microbiologics, els quals s’ha focalitzat I'estudi de la valoracio dels
canvis en l'ecosistema intestinal de la MII, sdn Faecalibacterium prausnitzii (FP),
Escherichia coli (EC) i Eubacteris totals (ET), que s’han escollit basant-nos en
estudis previs del nostre grup (Martinez-Medina et al, 2014; Lopez-Siles, Tesi
2015); a partir dels quals s’ha calculat un index entre FP i EC anomenat index FEI

que facilita la interpretaci6 i el calcul dels canvis en al MI.

Els pacients inclosos han format part d’'una cohort que prové d'una col-leccié de
pacients amb MI], recollits prospectivament. Per tal de tenir un enfocament més
proper a la practica clinica amb molts pacients heterogenis, s’han inclos pacients
en diferents situacions cliniques (activitat i remissio clinica, definida per CP>250)

i diferents tractaments (retirada i inici del farmac biologic).

Per homogeneitzar resultats, s’han exclos els pacients amb malaltia severa. Aquest
grup de pacients presenten un ecosistema de la MI molt alterat i particular, que és
molt divergent respecte dels CS i, tal com s’ha descrit en diversos estudis, és
diferent respecte de la malaltia moderada a lleu i dels pacients que responen a CE
(Michail et al. 2012; Schirmer et al. 2019; Kedia et al. 2020). Actualment manquen

estudis que facin una descripcié de la MI associada a la CU greu o refractaria.

Tal com s’ha dissenyat I’estudi de la present tesi, els pacients amb malaltia severa
(definida per HBI>16, SCCAI>9 o la valoracio del clinica del pacient pel metge
responsable) s’ha considerat que poden representar un possible biaix dels
resultats i per tant no s’han inclos en I'estudi (Michail et al. 2012; Kedia et al. 2020).

Els criteris d'inclusio/exclusio dels pacients es poden valorar en I'apartat de MiM.

S’han inclos 80 pacients amb MII (MC i CU) i 8 CS; i d’aquests, 35 pacients amb CU
i45 amb MC distribuits com es pot copsar en la taula 4.18. La distribuci6 dels grups

ha estat diferents de forma significativa.
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5.1 Caracteristiques demografiques globals dels pacients.

Tal com s’ha descrit en la taula 4.19 de I'apartat resultats, 'edat de la mitjana dels
pacients inclosos en la cohort MII a estudi, ha estat de 47,21 anys per MII global i
per MC i CU (44,71 i 50,43 anys respectivament) en TO. Com demostren séries
epidemiologiques de la MII, aquesta es sol diagnosticar a una edat jove
(aproximadament 80% abans dels 40 anys) amb un pic bimodal (Freeman et al.
2014; Manosaet al. 2015). Malgrat aix0, a partir de dades recents sembla que el pic
d'incidencia en majors de 60 anys (edat avancada) esta augmentant en els darrers
anys degut a l'allargament de I’esperanca de vida i la millora de les tecniques
diagnostiques. No s’ha estratificat 1'analisi per edat degut al nombre baix de

pacients majors de 60 anys.

En analitzar I'edat al diagnostic (36,43 anys per a la MII global), on I’edat de la MC
ha estat inferior respecte a la CU (32,78 anys vs 41,11 anys respectivament) de
forma significativa (p=0.014); aixi com que el temps d’evolucié (14,19 anys i 9,56
anys respectivament). Aquesta troballa es podria interpretar que la MC es
diagnostica en edat més jove que la CU pero dades de series recents d’adults i
pediatriques (Olén et al. 2014; Nobrega et al, 2018) indiquen que la MC és més
dificil de diagnosticar sobretot si té afectacié exclusiva a l'intesti prim o al tracte
digestiu alt, amb un retard diagndstic notable respecte de la CU. Els resultats en la

present tesi, simplement s6n un biaix propi de la nostra cohort a estudi.

No hi ha evidéncies que indiquin una major incidencia o prevalenga de la MII
segons el sexe (Jones et al. 2019), i en la nostra cohort hi havia major prevalenca
de sexe femeni no significativa (MII global 57,5% (p=0,067) i per a la MC 64,4% i
la CU 48,6%).

Degut a les caracteristiques de gestiéo del sistema sanitari catala (pe., area
d’influéncia poblacional) i a la propia idiosincrasia dels hospitals participants a

I'estudi (HJT i CHV), hi ha hagut una major inclusié6 de pacients de I'HJT.

En la nostra cohort s’ha descrit un 15% de fumadors actius (10% MCi 5% CU), la
majoria no fumadors (53.8%). La prevalenca de tabaquisme actual a escala
mundial s’estima al voltant del 17.8% (Casetta et al. 2017). Les taxes de prevalenca
de tabaquisme de la nostra cohort sén similars a les taxes a escala mundial. El

tabaquisme té un diferent comportament entre MC i CU (Gajendran et al. 2018).
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L’IMC mitja de la cohort ha estat dins el rang de normalitat, malgrat que la mitjana
ha estat lleugerament inferior, no significativament, en la MC en front la CU. Aquest
fet podria explicar-se per que la MC extensa ileal, s’associa a malnutricid
(Ananthakrishnan et al. 2018), i és FdR per mala evolucié de la malaltia (Torres et
al. 2017; Mentella et al. 2019) (veure introduccio). La mida reduida de la mostra

(45 pacients amb MC) no permet treure conclusions.

Unicament un 16.3% dels pacients han tingut antecedents de cirurgia menor
ambulatoria. No s’han inclos pacients amb IQ de reseccié intestinal perque quan
I'anatomia del tub intestinal es veu compromesa, la MI s’altera per multiples factors
com ara us d’antibiotics, alteraci6 de la motilitat digestiva, alteracié barrera
anatomica, alteraci6 estructural. Darrerament s’han descrit casos de
desenvolupament d’'una MII després d'una cirurgia bariatrica (Cafiete et al. 2018).
No s’ha d’oblidar que s’ha descrit 'apendicectomia com un possible FdR per MC i
dubtosament protector per la CU (Piovani et al. 2019). Per tant 'estudi de la MI en
pacients post resecci6 intestinal ha de ser individualitzada i calen més estudis al

respecte per a treure’n conclusions (Lopez-Siles et al. 2014; Guyton et al. 2017).

5.1.1 Caracteristiques cliniques dels pacients en relacio a la malaltia.

La distribucid de 1'ts dels farmacs biologics en la nostra cohort ha estat consistent
amb la descrita la literatura medica (Yu H et al. 2018). Analitzant les dades de la
taula 4.19, s’ha observat que la majoria dels pacients (N= 61; 76,25%) estan en
tractament (TTM) amb biologics en TO (p=0,008). Vuit pacients (10,3%) en
tractament biologic estaven en remissié profunda (RP) i 19 pacients sense
tractament biologic eren naif. La figura 5.20 ha descrit el resum de tractaments

desglossat per malaltia.

En un estudi recent (Yu H et al. 2018) d'una cohort dels EUA va descriure un us
global de farmacs biologics en la MCila CU de 43.8% i 16.2% respectivament. Els
farmacs antiTNF (IFX i ADA) son els més utilitzats sobretot amb I'aparicio dels seus
respectius biosimilars. En la practica clinica 1'ds de biologics ha augmentat els
darrers anys de forma significativa en els paisos desenvolupats, malgrat encara hi
ha de forma global més pacients sense tractament biologic (Doherty et al. 2018; Yu

Hetal 2018).
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Figura 5.20: Resum de la distribucid dels farmacs desglossat per malaltia en TO.
Freqliencies en nombres absoluts.

Pel que fa a I'is d'IMM tnicament s’han inclos si aquests anaven en tractament
combinat amb un farmac biologic. Els estudis classics (Roblin et al. 2017) han
demostrat que l'associaci6 d'IFX i AZA assolia taxes més altes de control de
I'activitat de la MII comparat amb IFX en monoterapia i en reduia la formaci6 d’Ac.
Anti TNF. S’han inclos pacients en tractament amb IMM (AZA o MTX) per tal
d’obtenir una cohort de pacients més propera a la practica clinica real, pero no
s’han analitzat els resultats comparant els tractaments perque el present estudi no
té com a objectiu valorar la MI associada als IMM. La baixa utilitzaci6 del MTX en la
nostra cohort reflecteix 1'ds minoritari del MTX en la practica clinica, 7%
globalment (Mantzari et al. 2017). A causa que no s'utilitza el MTX en la CU,

s’observen diferencies significatives (p=0,002) entre I'is de MTX i AZA.

La classificaci6 de Montreal de la MC respecte a 'edat de debut ha mostrat
percentatges similars als que hi ha en les series publicades, on el grup A2 és el grup
més freqlient (Freeman et al. 2014). Pel que fa a localitzacig, la major part dels
pacients mostren afectacid colica (20%) o ileocolica (43%) i aproximadament una
tercera part és ileal distal pura (37%). Aquestes proporcions han estat similars a
les descrites en estudis poblacionals (Satsangi et al. 2006). En la present tesi per
tal d’analitzar la MI, proposem que el factor més important per la variabilitat
d’expressio de la MI és el grau d’activitat de la MII i no pas la localitzaci6, malgrat
que un estudi recent (Lopez-Siles et al. 2018) mostra que els filotips (I i II) de FP
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s’associaven a una localitzacié i edat de debut diferent en la MC. En la present tesi
no s’han quantificat els filotips de FP i per tant pot ser un estudi complementari a

realitzar en un futur.

L’extensi6 de la CU i la gravetat han mostrat percentatges de distribucio relatius
similars als de les séries publicades on tnicament un 17.1% dels pacients (6/35)
presentaven proctitis (Ungaro et al. 2017). El fet d'incloure pacients amb proctitis
llarga (més de 5cm d’extensio distal) pot induir a pensar que si només hi ha
afectacio distal en forma de proctitis, les mostres fecals utilitzades per analitzar la
MI poden ser poc representatives del grau d’alteracié de la MI. En un estudi de
pacients pediatrics amb CU (proctitis i colitis extensa) es van comparar mostres de
biopsies rectals amb mostres fecals de pacients, i s'obté que la proporci6é de
bacteris analitzats és totalment comparable entre els 2 tipus de mostres (rectal i

fecal), fet que recolza I'is de mostres fecals en la present tesi (Schirmer et al. 2018).

5.2 Dades parametres analitics globals.

Tal com s’explica en la introducci6 i en I'apartat MiM els marcadors analitics que
s’han analitzat en el present estudi per valorar I'estat i activitat de la MII so6n la
Proteina C Reactiva (PCR), la Calprotectina fecal (CP), I’Albumina (Alb) i
I'Hemoglobina (Hb); que son els parametres que s’han comparat amb els
microbiologics. La descripcio de 'evolucio de les mitjanes en relacié amb el temps
es poden observar en la taula 4.24 S’han descrit els resultats en I'apartat 4.2
desglossats per tipus de MC /CU, i en funcid de la classificaci6 en Activitat/Remissio

en TO, en la figura 4.9 i taula 4.18.

-PCR: Els valors mitjans de la PCR disminueixen progressivament de forma
significativa (p<0,001) i respecte al temps de mostreig (T0-T1 i T1-T2, p<0,001 i

p=0,011 respectivament).
-CP: Les mitjanes decreixen al llarg dels 3 temps significativament (p=0,045).

-Alb i Hb: Els valors mitjans estan dins el rang de la normalitat i no mostren

diferencies significatives (Alb p= 0,28 i Hb p=0,058).

La disminucidé progressiva significativa de la PCR en el temps, ha indicat que els

pacients milloren clinicament de forma global (valors mitjans inferiors a 5 mg/dL).
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La PCR és un bon indicador d’activitat en la MI], i en la practica clinica els valors
alts s’associen a major activitat de la MII; i per tant els nostres resultats son
totalment plausible amb el descrit en estudis previs (Chang et al. 2015; Menees et

al. 2015;Mosli et al. 2015).

La disminucio6 significativa global dels valors de la CP i el fet que les mitjanes han
estat inferiors a 250 (PT utilitzat en la present tesi) ha indicat una tendéncia a la
remissio global dels pacients en concordanca amb les troballes descrites en la PCR.
Aquestes troballes han estat plausibles amb el descrit en la literatura (Mosli et al.
2015;Heida et al. 2017; Rokkas et al. 2018), que descriuen que valors alts de CP

s’associen a l'activitat clinica i endoscopica (mucosa) i valors baixos a la remissio.

L’Alb té una baixa utilitat discutida com a indicador en la MIl i es sol relacionar amb
estat nutricional. S’ha interpretat que els canvis en l'activitat de la MII no es
tradueixin en canvis significatius en els valors d’Alb perque és indicador d’activitat

debil. Aquestes troballes sdn concordants amb la literatura (Xu et al. 2019).

Els pacients amb MII activa solen presentar anémia de causa multifactorial i per
tant valors baixos d’Hb (anémia) s’associa a malaltia activa perdo quan s’han

analitzat les dades de la present tesi, no s’han detectat canvis significatius en I'Hb.

Un estudi recent de pacients amb debut de MII, va correlacionar marcadors
serologics amb I'activitat de la MII, va mostrar que els valors de la PCR per
classificar en activitat o remissid; son més ttils en la MC que en la CU (MC p=<0,001;
i CU p=0,043). Respecte la Hb, el mateix estudi mostra va ser un bon indicador per
classificar malaltia activa respecte d’inactiva en la MC (p=0.047) i no en la CU
(p=0.416) (Xu et al. 2019). Les dades de la present tesi en relacié a la PCR sén
plausibles amb el descrit en I’estudi anterior de Xu et al; perd no amb les dades que

s’han obtingut de la Hb.

5.3 Analisi de la utilitat dels index d’activitat clinics i endoscopics.

Un dels objectius de la present tesi és valorar la correlacié dels indexs
microbiologics amb els d’activitat. Per tal de valorar la utilitat dels parametres
microbiologics en relaci6 a la capacitat per monitorar la MII, s’han comparat amb

els indexs d’activitat clinica i endoscopica utilitzats habitualment en 'avaluacio de
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la MIL S’han recollit les dades d'indexs endoscopics (SES-CD perla MCiindex Mayo
endoscopic per la CU) i clinics (HBI per MC i SCCAI per CU)

Definir activitat i remissié en la MII és important per tal descriure els pacients
d’'una forma homogenia pero la definici6 és complexa degut a multiples factors.
Sembla que és facil identificar pacients molt greus o en remissio, sent el gruix de
pacients que es situen en la zona intermedia els que presenten major dificultat per
la classificacié. Es per aquest motiu que actualment existeixen nombrosos indexs
d’activitat de la MII, alguns fins i tot equivalents entre ells. En la literatura no hi ha
consens sobre la definicio estandard de severitat de la malaltia en els indexs més
utilitzats i esta ben establert que hi ha una discordanga entre simptomes clinics i
activitat inflamatoria (Peyrin-Biroulet et al. 2016). La majoria d’'indexs clinics
d’activitat no es correlacionen bé per tal de predir la remissié endoscopica (Falvey
et al. 2015). Els indexs endoscopics es correlacionen millor que els clinics amb

I'activitat de la MII pero resulten insuficients per si mateixos.

Per definir activitat, s’ha optat per utilitzar el valor de CP>250 pg/g per tal de
comparar-ho amb els indexs d’activitat clinicai endoscopica ja que és un parametre
objectiu, reproduible i facil d’analitzar (Manceau et al. 2017). Diferents estudis han
utilitzat aquest PT per definir activitat, sol o bé combinat amb altres parametres
com la PCR. Segons les dades d'una metanalisi recent (Rokkas et al. 2018), 1a CP es
correlaciona amb l'activitat endoscopica en la MII (perla CUS 87,3%iE 77,1% AUC
0,91;iperlaMCS82,4%iE 72,1%; AUC 0,84). La definicié d’activitat de la malaltia
a través de biomarcadors, és un punt calent en la literatura medica on no hi ha

establert un consens estandaritzat (Siegel et al. 2018).

La curacié mucosa (CM) s’ha postulat com un dels objectius per assolir la remissio
profunda (RP) i predir el risc de recaiguda (Ardizzone et al. 2011; Cholapranee et
al. 2017) pero requereix endoscopia i histologia. En relacié la darrera, en el
moment actual hi ha una certa discussié sobre els seu significat, sobretot si s’hi
inclou la curaci6 histologica (Iacucci et al 2016). Per aquest motiu no s’ha inclos la

CM com a objectiu per se en la present tesi, sind la resposta clinica.

- HBI(N=38 per TOiT1; N=31 per T2): L’analisi estadistica ha mostrat que no hi
ha diferencies (p=0,79) entre els valors de HBI per classificar activitat i

remissio. En una revisié (Falvey et al 2015) s’ha descrit que I'index HBI no té
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capacitat per se per distingir de MC activa a inactiva, troballa similar a la que

s’ha detectat en la present tesi.

SCCAI: S’ha decidit utilitzat utilitzar el valor <2 per definir remissié per
preparar I'analisi estadistica. Probablement la mostra reduida de pacients amb
CU expliqui que no s’han detectat diferencies significatives entre els 3 temps
per classificar pacients en activitat i remissid en la nostra cohort, malgrat que
probablement el SCCAI és més facil de calcular i treballar que el HBI (Irani et al

2018; Mohammed et al. 2018;).

SES-CD: Per analitzar la capacitat per discriminar activitat i remissié s’ha
considerat remissié quan l'index puntuava <2. No s’han descrit diferéncies
significatives en els valors en els 3 temps (p= 0,935) per classificar pacients en
activitat o remissid. Aix0 es pot interpretar en que probablement no tenim
suficient poténcia estadistica per trobar diferencies donada la mida mostral

reduida. (N=45).

index de Mayo endoscopic: El sub-score endoscopic de Mayo considera
remissio si la puntuacié és 0 i és equivalent al SES-CD de la MC. No s’han
detectat diferencies entre els valors classificats com activitat o remissio en els
3 temps utilitzant aquest index (p=0,116), probablement degut a la falta de
poteéncia estadistica per detectar diferencies significatives per la mida mostral
reduida. Tal com s’ha descrit en la figura 4.13, hi ha un nombre elevat no
significatiu de pacients amb afectacié endoscopica greu en contrast amb les
dades del SCCAI (CU), o bé del SES-CD (MC); els quals s’han classificat la majoria
de pacients en remissio. Estudis recents mostren que els indexs endoscopics en
la CU es correlacionen amb l'activitat i I'afectacio histologia de la malaltia
(r=0,92,95% IC, p< 0,001) (Irani et al. 2017), o bé altres indexs com el UCEIS es
correlacionen amb la CP i el TSOF (r=0,68 (p<0.001) i r=0,64 (p<0.001)
respectivament) (Ryu et al. 2019)

IBD-Q: L’activitat cinica de la malaltia és un marcador important de discapacitat
i baixa QdV (Bansal et al. 2015). En la literatura es descriuen valors de IBD-Q
meés baixos en la MC respecte de la CU, indicant que la MC pot ser un FdR de
baixa QdV per si mateix (Marinelli et al. 2019). Les dades de la taula 4.21A i

4.21B, han evidenciat diferéncies significatives (p<0,0012) entre els pacients
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classificats en activitat i remissid, tant per CU com per MC, on s’ha observat que
els grups d’activitat mostren valors més baixos de IBD-Q indicant que I'activitat
de la MII disminueix la QdV dels pacients. Aquesta troballa és plausible en el
descrit en la literatura medica actual on I'"ds del IBD-Q esta ampliament
establert i té bona correlaci6 amb el CDAI (Gower-Rousseau et al. 2107;

Marinelli et al. 2019).

En resum, l'analisi de la utilitat dels marcadors clinics per classificar entre
I'activitat i la remissio han mostrat resultats heterogenis no significatius, sobretot
si es compara amb la classificacié en TO utilitzant la CP>250. Les diferencies en la
classificacié de la QdV utilitzant I'IBD-Q han indicat que la qualitat de vida es pot

relacionar amb l'activitat de la malaltia en la nostra cohort.

5.4 Analisi dades microbiologiques
En aquest punt s’ha analitzat el comportament dels 3 grups de microbiologics

estudiats (FP, ECi ET) al llarg del temps en la cohort d’estudi.

5.4.1- Analisi de les dades microbiologiques globals.

Tal com es descriu en el taula 4.22 no s’han detectat diferencies significatives en
les mitjanes de FP, EC, ET i FEI (p=0,214) en els 3 temps pel conjunt global de la
MII. S’ha advertit que 'abundancia relativa poblacional de FP (ordre 108) ha estat
superior a EC (10°) i inferior a ET (1011). La major abundancia relativa de FP
respecte a I'EC, és compatible amb la distribuci6 dels ecosistemes intestinals que
descrita en estudis previs del nostre grup (Martinez-Medina et al. 2007,2009;

Lopez-Siles, Tesi 2015).

L'index FEI per a totes les malalties s’ha mantingut en proporcions similars en tots
els temps sense diferencies significatives (p=0,107), ja que depenen dels valors de

FP i ECiaquests no han presentat diferéncies significatives.

5.4.2-. Descripcié de I’evolucié de les mitjanes microbiologiques desglossat per malaltia
(MC/CU) a cada temps.

En la figura seglient s’han mostrat els resultats de la poblacié bacteriana desglossat

per malaltia (MC/CU) i els seus valors en els 3 punts temporals.
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S’ha descrit que els valors de FP son inferiors de forma significativa (p=0,0013), en
la MC respecte dels de la CU evidenciant una abundancia relativa poblacional
superior de FP en la CU, per tant el tipus de malaltia influeix en els nivells mitjans

de FP.

1,00E+12
1,00E+09
1,00E+06
1,00E+03
1,00E+00 -
FP EC ET FEI
EMCTO mMCT1 mMCT2 mCUTO mCUT1 mCUT2

Figura 5.21: Evolucié esquematica de les mitjanes dels microorganismes desglossats
per malaltia i per temps. Valors absoluts expressats en mitjana logaritmica (Log 10).

No obstant, les mitjanes dels diferents grups microbians s’ha pogut interpretar
“microbiologicament”, és a dir en relaci6 les dades presents en la literatura, la
situacio clinica del pacient, i I'’evidéncia present en estudis previs del nostre grup
(Lopez-Siles, tesi 2015). Per exemple, s’ha descrit que 'abundancia relativa de FP
es redueix en diferents malalties intestinals, sobretot en la MII activa on n’és
troballa caracteristica (Sokol et al. 2009; Lopez-Siles, tesi 2015). S’ha proposat el
FP com un bacteri amb un potencial efecte “protector” en I’ecosistema intestinal
(Zhou et al. 2018; Leylabadlo et al. 2020). L’efecte beneficids del FP s’ha associat al
fet que és un dels principals productors de butirat que es detecta al llarg del TGI i
I'associacio a la millora de l'estat de salut digestiva pels efectes propis
antiinflamatoris del butirat (Duncan et al., 2002; Zhao et al., 2020). El butirat té un
rol important en el manteniment de la fisiologia intestinal i té efecte antiinflamatori
en front el CCRila MII (Lopez-Siles et al, 2017; Pittayanon et al,, 2020). En aquest

sentit s’ha interpretat que els pacients amb MC en tenir disminuida 'abundancia
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relativa de FP es relaciona amb un estat d’inflamacié més actiu respecte de la CU
(Marchesi et al, 2016; Nishida et al., 2018). En una metanalisi recent (Pittayanon
et al, 2020) va concloure que una troballa freqlient, en un nombre important
d’estudis, va ser una reduccié de FP comparat amb els CS en la MC activa. Aquesta

troballa indica que el FP és un bacteri altament representatiu de disbiosi en la MI.

No s’ha fet una analisi dels filotips de FP (filotip I i filotip II), tal com s’ha descrit en
resultats d’estudis previs del nostre grup, amb la voluntat de fer un estudi
complementari dels resultats de la present tesi en un futur, més orientat en la

practica clinica.

L’abundancia relativa d’EC ha estat significativament superior (p=0,003) en la MC
respecte de la CU en la nostra cohort. No s’han detectat diferéncies entre els 3 punts
temporals. Les dades d’EC s6n molt interessants, ja que son plausibles amb les
troballes descrites en estudis previs (Miquel et al., 2013; Lopez-Siles, tesi 2015;
Siniagina et al., 2019; Pittayanon et al, 2020).

En una metanalisi recent (Pittayanon et al, 2020) va descriure una major
abundancia d’EC en la MCila CU, sobretot activa, degut a I’alteraci6 del ecosistema
intestinal per diversos factors: reducci6 dels bacteris anaerobics estrictes, la
inflamaci6 de la mucosa i un augment de la motilitat gastrointestinal que facilita
I'expansio de bacteries facultatives com EC. En aquests mateix estudi es va mostrar
que alguns articles, descriuen una major quantitat d’EC en la MC respecte de la CU
pero es va tractar d’'una troballa inconsistent. Es va descriure també una associacié
entre I'augment de 'abundancia relativa d’EC i brots de la MII (Camprubi-Font et

al, 2019; Pittayanon et al, 2020).

Determinades soques d’EC associades a la MII (AIEC per exemple) poden actuar en
I'etiopatogénia de la malaltia com a promotor persistent dels processos
inflamatoris intestinals (Camprubi-Font et al, 2019). El possible paper d’algunes
soques d’EC en el manteniment de 'homeostasi de la MI s’explica perque té
capacitat de reduccié dels nitrats no fermentables a fermentables (nitrat reductasa
i oxid nitric reductasa) que és un benefici nutricional que només disposen
determinats bacteris. En la MII activa, durant la resposta inflamatoria, es
produeixen alts nivells de nitrats no fermentables que sdn el substrat generador

del sobrecreixement de les EC comensals, alterant la disbiosi (Mirsepasi-Lauridsen
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et al, 2019). Per aquest motiu s’explica que es redueix la diversitat bacteriana
intestinal i augmenta el sobrecreixement de bacteris potencialment perjudicials

alterant el balang simbiotic habitual (Mirsepasi-Lauridsen et al., 2019).

Tots els valors del FEI han mostrat diferéncies significatives en els 3 temps. Com
hem dit, per tal de trobar un biomarcador que representi el comportament de la
comunitat bacteriana s’ha postulat el FEI, que relaciona 2 dels bacteris més
representatius del ecosistema de la MI (Lopez-Siles, tesi 2015). Les mitjanes del
FEI han mostrat diferéncies significatives (p=<0,001) entre els 2 tipus de malaltia.
No s’han detectat diferéncies significatives entres les mitjanes del 3 punts
temporals indicant que les mitjanes sén similars i indiquen certa estabilitat de la
poblacié bacteriana. Aquestes troballes han estat importants, doncs demostren que
el grau d’alteracio de I'’ecosistema de la MI és diferent entre les 2 malalties i depén
del tipus de malaltia, i es pot discriminar entre els 2 tipus de MII mitjang¢ant el calcul
del FEL Un estudi recent (Amoedo, tesi 2020) va mostrar que els valors del FEI van

variar entre diferents entitats digestives com el SII, la MII o el CCR respecte dels CS.

En relacio amb els objectius de la tesi, aquest és el primer pas per estudiar la
capacitat del FEI com a biomarcadors. En els segiients apartats s’analitzara en

detall la seva utilitat.

Els valors d’ET han estat discretament superiors en la CU respecte de la MC de
forma no significativa (p=0,284). Els ET representen de forma indirecta la carrega
bacteriana total (més quantitat de bacteris en nombres absoluts i per gram) pero
no la diversitat microbiana (Nishida et al, 2018). En una metanalisi recent
(Pittayanon et al, 2020) que varevisar 5 estudis, aquest no van mostrar diferencies
en la quantitat ET en la MII respecte dels CS. En el que si hi ha consens en la
literatura és que la diversitat microbiana es perd en la MII activa (Halfvarson et al,

2017).

Es va descriure (Franzoza et al, 2019) una alteracié “funcional” de la MI que
consisteix que durant episodis d’activitat de la MII s’altera l'equilibri del
ecosistema intestinal i posteriorment es recupera quan es disminueix 'activitat de
la MIIL. Aquests canvis temporals (o funcionals) de la MI durant episodis de remissid

i activitat poden servir per monitorar I'activitat de la MII. Per altra banda la MII
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afecta segments del TGl amb major concentracié bacteriana (Mirsepasi-Lauridsen

etal,2019).

En analitzar les dades en conjunt de ET i FP i EC, i tenint en compte el rol de FP i EC
descrit previament, s’ha pogut relacionar I'activitat de la malaltia amb els canvis en
les abundancies relatives. Tanmateix al treballar Unicament amb 3 grups
bacterians, tot i ser molts representatiu de la magnitud d’alteracié de la MI, s6n
insuficients per valorar el conjunt de la diversitat microbiana de forma aillada

(Marchesi et al, 2016; Nishida et al, 2018; Franzosa et al., 2019).

En resum, existeix major abundancia d’EC en la MC respecte de la CU. El FP mosta
major abundancia en la CU respecte de la MC (comportament invers), fet que es pot
interpretar amb un grau menor d’inflamaci6 per activitat de la propia MII. Els
valors d’ET no varien significativament entre les 2 malalties. D’aqui se’n deriva que
els valors FEI poden discriminar entre MC i CU en la nostra cohort i podria obrir la
porta a I'is per a discriminar la colitis indeterminada pero caldria un estudi

especific en un futur.

5.4.3-.Analisi de I’evolucid dels valors analitics desglossats per malaltia i temps.

PCR:

Els valors de la PCR han mostrat diferencies significatives en cada punt temporal i
per al tipus malaltia (p=0.018 tots dos valors). S’ha interpretat que els valors de
PCR soén diferents pel tipus de malaltia i per cada punt temporal. A més si es
comparen les diferéncies entre TO-T1 i TO-T2 aquestes també han estat
significatives. Tal com s'ha comentat en apartats anteriors, la PCR és un dels
marcadors d’activitat més utilitzats en la practica clinica i en nombrosos estudis.
Pel que faa T2, els valors de PCR per les 2 malalties s6n més baixos indicant que al
llarg del tres temps, hi va haver una millora de I'activitat de la malaltia mesurada a

través de la PCR (Sollelis et al,, 2019).

Calprotectina (CP):

Els valors absoluts de les mitjanes de la CP han mostrat diferencies significatives
en relacio amb el temps (p=0,037) i el tipus de malaltia (p=0,04). Aquestes dades
han mostrat que els valors de la PCR es modifiquen com a conseqiiéncia de

'activitat de la MII i per tant ha estat un biomarcador util per valorar-ne I'activitat.
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Com bé s’ha comentat previament la CP és un dels marcadors d’activitat de la
malaltia més utilitzats juntament amb la PCR (Mumolo et al, 2018). No hi ha
consens clar en la literatura sobre quin marcador (PCR o CP) és millor per avaluar
I’activitat de la malaltia, o bé si s’han d’utilitzar de forma combinada. Els valors de
CP han estat més alts en la MC en tots els temps respecte de la CU indicant, que
aplicant el criteri de la CP, la mostra de pacients amb MC tindrien una major
activitat de la malaltia. Els valors de CP han disminuit progressivament en les dos
malalties indicant una millora en I'activitat de la cohort. Aquestes troballes s6n
similars al detectat préeviament amb els valors de la PCR i el descrit previament

amb el comportament dels marcadors bacterians.
Albumina:

Els valors d’Alb no han mostrat diferencies significatives ni per tipus de malaltia ni
per punt temporal. El valor de I’'albimina com a biomarcador d’activitat és molt

limitat tal com s’ha comentat previament (Ghoneima et al.,, 2019).

Hemoglobina (Hb):

Els valors d’ Hb han mostrat diferéncies significatives en els 3 punts temporals
(p=0,048) pero que no entre els tipus de malaltia. S"ha interpretat que la variabilitat
de les mitjanes d’Hb en els 3 punts temporals s’ha vinculat a I'efecte de l'activitat
inflamatoria de la malaltia i per tant 'Hb és un bon indicador d’activitat de la MII.
Les mitjanes s’han afectat de la mateixa manera entre les 2 malalties ja que no han
presentat diferencies entre la MCila CU per tant és un indicador d’activitat util tant
per CU com per MC. La preséncia d’anémia de malalties croniques o anemia

malabsortiva s’ha associat a MII activa (Murawska et al., 2016).

En resum, les mitjanes de la PCR i la CP han mostrat que so6n utils com a
biomarcadors d’activitat per al seguiment i per diferenciar entre les 2 entitas. Les
mitjanes de I'Hb han variat en els 3 temps, indicant un possible rol com
biomarcador d’activitat de forma global per les 2 malalties, i s’hauria de valorar la

seva utilitat amb una mostra de pacients superior.

5.5 Analisi dels resultats de CS.
Per estudiar la MI dels pacients amb MII s’han inclos un grup de 8 CS per valorar
com varien els resultats dels pacients amb MII de la present tesi respecte les
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persones sanes (sense patologia digestiva) i com els resultats de la MI es desvien

respecte dels CS.

En total s’han inclos 8 CS, les caracteristiques es poden trobar a les taules 4.25 i
25B comparada amb les mitjanes de la cohort MIL. No hi han diferencies
significatives (p= 0,101) a causa de la n petita del grup CS. Degut a la naturalesa
propia del grup CS (sans i sense patologia digestiva) inicament hem disposat de
valors analitics d’Alb (4,51 g/dL) i Hb (14,53 g/dL) que han estat significativament
més elevats (p=0,04) respecte dels pacients amb MIL El fet de no tenir patologia
digestiva en els CS justifica que els valors d’Alb i Hb siguin superiors respecte dels

pacients amb MIL

Tal com s’ha descrit en la taula 4.22. Els CS han presentat valors de FP(1011)
superiors significativament en comparacio als grups de pacients (108), mostrant

aixi el seu paper recuperador i protector en front a patologies intestinals (Zhou et

al, 2018).

Els valors d’EC dels CS (10¢) no han mostrat diferéncies significatives respecte dels
pacients amb MII (10°¢). S’ha relacionat una major abundancia relativa d’EC amb la
MII (Palmela et al, 2018; Camprubi-Font et al, 2019; Mirsepasi-Lauridsen et al.,
2019; Pittayanon et al, 2020), en canvi no s’han reproduit aquest resultats en la

present tesi.

La carrega d'ET en els CS ha estat de I'ordre de 108, significativament més baixa
que la resta de valors d’ET en pacients amb MII (ordre 1011). Tal com s’ha descrit
préviament, els resultats d’'una metanalisi recent (Pittayanon et al.,, 2020) no van
trobar diferencies entre els valors d’ET malgrat la inconsistencia entre els diferents

estudis.

Els valors de I'index FEI dels CS han estat de 2,36, significativament (p=0,049) més
elevats que els valors en la CU o la MC. El comportament del valor FEI que es va
descriure en treballs previs del nostre grup (Lopez-Siles, Tesi 2015) van mostrar
que els valors baixos s’associen a major disbiosi ja que la proporci6 de FP i EC és
molt similar. Per tant, considerant les dades de I'index FEI dels CS i que aquest

mostra un comportament diferent entre la MCila CU, podem concloure que el valor
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del FEI es modifica amb els canvis en el medi intestinal i és un potencial bon

biomarcador (Lopetuso et al, 2018).

En resum, la MI dels CS presenta una major quantitat de FP, menor quantitat d’EC
(per la majoria de casos) i una menor quantitat d'ET, respecte dels pacients amb

MIL. El valor FEI mitja dels CS és de 2,36.

5.6 Analisi de les correlacions marcadors analitics i microbiologics.

El calcul de la correlacio entre els parametres analitics de la MII (PCR, CP, Hb i Alb),
d’activitat clinica (HBI i SCCAI) i endoscopics (SES-CD i Index Mayo) amb els
parametres microbiologics (FP, EC, ET, i I'index FEI) estudiats; ha permeés saber el
grau de dependencia entre les diferents variables estudiades, i per tant si es poden
utilitzar per a estudiar la MI. S’han analitzat els resultats desglossats per tipus de

malaltia amb l'objectiu de correlacionar els valors entre les 2 entitats.

En la taula 4.26 i annex I es descriu el resum de les correlacions. A continuacio es
desglossen les correlacions significatives per a cada temps. Unicament es
discuteixen les correlacions que no es repeteixen i son rellevants per el present
estudi.En general tots els marcadors microbiologics s’han correlacionat amb un

marcador d’activitat.

Els resultats presentats en aquesta tesi han mostrat una correlacié positiva
significativa entre la CP i PCR amb valors del coeficient de correlacié similars entre
els diferents temps i el tipus de malaltia; indicant que els 2 valors es van afectar de
forma similar en la cohort. Aquesta correlacié6 és important perque aquests
parametres son utilitzats majoritariament en practica clinica per valorar I'activitat
i han estat validats en maultiples estudis (Sandborn et al., 2001; Chang et al.,, 2015;
Mosli et al., 2015; Peyrin-Biroulet et al,, 2016; Tandon et al.,, 2019; Xu et al., 2019).

L’Hb ha mostrat correlacié negativa moderada amb la CP ila PCR amb el coeficient
de correlacio similar entre els diferents temps i tipus de malaltia. S’ha interpretat
que les condicions de la mostra han afectat les 2 variables de forma inversa. La
correlaci6 d’'Hb amb la PCR i la CP suggereix un possible rol de 'Hb com a
biomarcador d’activitat, més important del que s’havia descrit previament la
literatura pero potser insuficient per utilitzar-lo ailladament (Chang et al.,, 2015;
Murawska et al, 2016). Una revisid recent (Tandon et al, 2019) no va detectar

124



5-. DISCUSSIO.

correlacio entre valors d’'Hb i I’activitat de la MII; pero si que va detectar correlacio
entre valors de CP i 'activitat en el mateix estudi. Un estudi (Ghoneimaetal.,, 2019)
ha detectat resultats similars en relacié a la Hb, pero associats a complicacions

septiques post cirurgia de la MC.

L’'Index HBI s’ha correlacionat moderadament amb CP i PCR indicant que capacitat

com a marcador d’activitat, tal com es descriu en la literatura (Vermeire etal, 2010).

L'index SESCD s’ha correlacionat amb el HBI i la CP amb valors de coeficient de
correlaci6 similars. Aquesta troballa ha suggerit que aquests parametres es poden
utilitzar proporcionalment per valorar I'activitat de la MC tal com s’utilitzen
habitualment en la practica clinica (Zittan et al, 2017). Segons dades d'un altre
estudi, la combinacié de endoscopiaila CP és un bon indicador d’activitat de la MC

(Schoepfer et al, 2010).

La correlacié6 moderada entre I'index Mayo, SCCAI, la PCR i la CP amb valors del
coeficient de correlacio similar entre els diferents parametres, ha indicat que els 2
indexs (endoscopic i clinic) son bons marcadors d’activitat en la CU perque es
modifiquen de forma similar per les condicions del medi i alhora es correlacionen
amb 2 marcadors d’activitat. Aquestes dades coincideixen amb el descrit en la

literatura préviament (Walsh et al., 2019).

L’'index endoscopic de Mayo s’ha correlacionat positivament amb la PCR i el FEI; i
negativament amb els valors d’EC, destacant que I'index de Mayo ha estat I'inic
biomarcador que ha mostrat correlaci6 directa amb els marcadors microbiologics
estudiats. Per tant, la quantificaci6 d’EC o el FEI s’ha relacionat amb l'activitat
endoscopica en la CU. La correlacio del FEI i els valors d’EC amb I'index de Mayo
han indicat que els marcadors microbiologics es poden utilitzar per valorar
'activitat endoscopica de la CU i actualment és dels pocs index microbiologics
descrits en la literatura que s’han relacionat amb l'activitat endoscopica, indicant
la potencial aplicabilitat futura pel seguiment de la MII a través dels index

microbiologics en mostres fecals.

L’abundancia relativa d’EC s’ha correlacionat negativament amb la PCR i Hb.
Aquest valor de correlacié ha indicat que en els canvis del medi intestinal, els

nivells de la PCR han estat inversament proporcional als nivells d’EC. Els estudis
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previs han suggerit que en la MC activa s’ha relacionat amb un augment de
I'abundancia relativa d’EC (Mirsepasi-Lauridsen et al, 2019) i amb nivells elevats
de PCR (Chang et al.,, 2015), i per tant la correlacié detectada en el nostre estudi no
és plausible amb el comportament descrit préviament en la literatura.
Probablement caldria un estudi addicional amb una mida mostral superior i
enfocat en analitzar el comportament especific d’EC i PCR en la MII. Respecte la
correlacio Hb i EC, en la malaltia activa és esperable que els valors d’'Hb decreixin i
els valors d’EC augmenten. Aquesta troballa és plausible amb el descrit en la
literatura en relacio la MII activa (Palmela et al., 2018; Mirsepasi-Lauridsen et al,
2019; Camprubi-Font et al, 2019). Els canvis en I'abundancia relativa d’'EC poden
ser un bon indicador d’activitat de la MII pero probablement insuficient per

utilitzar-lo ailladament.

El FP ha mostrat correlacié positiva amb la PCR i negativa amb la CP. En relacié a
la CP, les dades son plausibles amb els descrit en estudis previs (Lopes-Siles et al,
2016,2017; Mumolo et al, 2018) ja que els valors baixos de CP s’associen a la MII
amb poca activitat i una major abundancia de FP s’ha associat amb un efecte
protector en I’hoste i per tant menys activitat de la MII. Per altra banda la correlaci
entre PCR i FP no s’ha relacionat amb les dades préviament descrites en altres
estudis, ja que 'elevacio dels valors de la PCR s’han associat a un augment de
l'activitat de la malaltia i 'augment de ’'abundancia relativa de FP es relaciona amb

'efecte contrari (Sokol et al.,, 2009; Miquel et al., 2014).

Entre EC i FP s’ha descrit una correlacié negativa moderada en un punt temporal.
S’ha interpretat que la modificacidé de les condicions del medi per 'activitat de la
malaltia han afectat de manera inversa al FP i I'EC, indicant que desenvolupen rols
diferents en la MI de la MC que és on s’ha detectat la correlaci6. Aquesta relaci6 és
el calcul de la féormula de I'index FEL. Com s’ha descrit préviament, una major
abundancia relativa d’EC s’associa a malaltia activa i disbiosi (Mirsepasi-Lauridsen
et al. 2019). Tanmateix, el que no s’ha descrit en la literatura (Palmela et al., 2018)
i en les publicacions previes del nostre grup (Martinez-medina et al. 2014; Lopes-
Siles tesi 2015,2018) es si una menor abundancia relativa d’EC s’associa

necessariament a un estat menys alterat de la MI; i la disminuci6 de I'abundancia
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de FP a major disbiosi. Aquesta troballa és important perque dona suport a un dels

objectius de la tesi que la MI és modula per efecte de I'activitat de 1a MII.

En analitzar el comportament d’'ET com un biomarcador, sense tenir en compte que
és un parametre molt inespecific (quantitat total d’eubacteris), es pot plantejar a
partir de les correlacions entre FP i ET que un augment de la poblaci6 bacteriana
(ET) pot tenir un efecte similar a I'augment de la abundancia relativa del FP en
termes d’homeostasi intestinal. No obstant, les dades publicades (Pittayanon et al.,
2020), metanalisi que recull 5 estudis on es quantifica els ET, que aquests no s6n
concloents respecte els canvis en el medi induits per I'activitat de 1a malaltia. Calen

més estudis dirigits a estudiar el comportament d’ET en un poblaci6.

L'index FEI ha mostrat correlacio positiva amb la PCR, FP, ET, Hb i I'index de Mayo
i negativa amb I'EC. L’'index FEI s’ha correlacionat amb la PCR i I'Hb, parametres
analitics d’activitat. La correlacié amb la PCR ha indicat que la quantificacié de
I'index FEI s’afecta per les condicions del medi igual que la PCR, indicant que pot
tenir una utilitat similar ala PCR. L'index FEI s’ha correlacionat amb ECi FP perquée
el seu calcul és la divisié dels 2 valors. L’ Index FEI en cada punt temporal i per a
cada malaltia ha mostrat correlacié amb almenys un marcador d’activitat (PCR,CP

i/o Hb) indicant la seva utilitat per al seguiment de I'activitat de 1a MII.

Enrelacié amb la MC, s’han descrit correlacions entre els marcadors microbiologics
i d’activitat, pero no de forma consistent entre cada marcador. L’Hb i la CP han

mostrat bons nivells de correlaci6 en tots els punts temporals en la MC.

En relaci6 amb la CU, I'abundancia d’EC s’ha correlacionat amb bastants
parametres d’activitat de la CU, indicant que possiblement I'EC tingui un rol més

important que el FP en la MI de la CU..

No obstant, la utilitat dels marcadors microbians i analitics es veu limitada perque
els parametres analitics no s’han correlacionat de forma constant amb els mateixos
marcadors microbiologics degut a que cada punt temporal i cada malaltia s6n
situacions diferents i és complicat detectar correlacions significatives amb la
mostra reduida de pacients de la nostra cohort. Aquest fet indica que s’ha de, o bé
utilitzar una combinacié de diferents marcadors en forma de plataforma/

algoritme; o bé quantificar més grups bacterians; o bé ampliar la mida mostral per
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tal de detectar un nombre major i constant de correlacions entre marcadors

microbiologics.

5.7 Determinacio del FEI com a biomarcador d’activitat i remissié en TO

En 'estudi de la utilitat de I'index FEI com a biomarcador per classificar entre els
subtipus de MII i CS, i monitorar 'activitat de la MII s’ha determinat el punt de tall
(PT)iI’AUC que permet classificar entre |'activitat i la remissio. Aquest punt de tall
s’ha calculat en relacié a la CP que ha estat el marcador que s’ha utilitzat per

classificar 'activitat.

En la taula 4.27 es poden veure la relaci6 dels diferents PT calculats. L'tnic PT i
AUC significativa (AUC> 0,5) és per a la MII global en TO (AUC de 0,658 (IC 0,537-
0,779)iel PT 1,869 (S 0,44 /E 0,82)). Donat que el PT s’ha calculat per MII global es

pot extrapolar per utilitzar-lo en la CU i la MC.

Els valors inferiors al PT, propers a 1, s’han relacionat amb un augment de la
disbiosi i per tant amb major activitat de la MII. Els valors superiors al PT s’han
relacionat amb una millora de la disbiosi i la recuperacié de |'estat basal de la MI i

en termes dels resultats, una disminucio6 de 'activitat de la malaltia.

2,5 2,36
2,2
2 1,89 1,87 1,879
1,68
k 1,61 1,64

1
0,5

0

TO T1 T2
= MII GLOBAL mMC mCU mCS

Figura 5.22: Relacio de valors mitjans index FEI. Dades de mitjanes quocient FEI (sense
unitats) per Mll global, MC, CU i CS amb la DE corresponent en TO, T1i T2.

Analitzant les dades de la figura segiient, en aplicar el PT per MII global calculat

préviament en TO, s’ha observat que el FEI mitja per MII global i MC s’ha situat per
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sota el PT, indicant major disbiosi i per tant més activitat de la malaltia, que és la
que provoca l'alteracié de la M], i pot servir per monitorar I'activitat de la MII. Les
mitjanes del FEI per CU i CS en TO s’han situat per sobre del PT, indicant menor
disbiosi de la mostra. Per tant, en I'analisi de les mitjanes del FEI en TO s’ha
evidenciat que de forma basal existeix una major alteracié de la MI en la MC

respecte de la CU expressat a través de I'index FEI.

En comparar els valor del FEI amb la PCR i la CP, que han mostrat préviament
diferencies significatives entre els 2 tipus de malaltia i cada punt temporal, s’ha
descrit un comportament similar al FEI a I’hora de descriure I'estat d’activitat de la
cohort. S’ha descrit que els valors del FEI es modifiquen per tipus de malaltia i per
punt temporal, ja que cada mostra s’ha recollit en un temps diferent, amb una
situacio clinica desiguals i per tant les mostres han representat variabilitat en la MI
que s’expressa a través de l'index FEI. La correlacié amb l'index endoscopic de
Mayo juntament amb les correlacions detectades en el punt anterior, ha mostrat
que I'index FEI és un bon indicador per monitorar els canvis de la MI induits per

I'activitat de la MII, un dels objectius de la tesi.

5.8.- Analisi de la comparacio de les variables microbiologiques de
cohort Mll respecte dels CS en TO.

En aquest punt s’han analitzat les variables microbiologiques (FP,ECET i l'index
FEI) de la cohort MII i s’han comparat amb els valors dels CS, amb I'objectiu de
valorar com divergeix la MI en la MII respecte dels CS i la variabilitat de la MI en
funci6 del tipus de MIl i I'activitat, un dels objectius de la tesi. Es calculen els valors
en TO Unicament. En la descripci6 dels resultats de les figures 4.15A, 4.15B 1 4.15C,
dels patrons de la MI (CS i MII (MC/CU)) s’han detectat diferencies significatives
entre FP, ET i FEI indicant que es tracta de 3 poblacions diferents entre elles.
Aquesta troballa ha indicat que es pot diferenciar entre pacients amb MII i CS

mitjancant Unicament la relacié de 2 grups bacterians.

Analitzant els resultats de la figura 4.15A s’ha interpretat que la MI associada a la
MII global es caracteritza per menor abundancia de FP i major quantitat d’ET
respecte dels CS de forma significativa (p=<0,02 en tots 2 casos). S’ha descrit una

major abundancia no significativa d’EC. En analitzar la figura 4.15B, es descriu que
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els 2 perfils de la MI desglossat per malaltia (MC i CU) respecte dels CS, i s’ha
mostrat una major abundancia significativa (p=0,002) de FP en la CU respecte de la
MC (malgrat el mateix ordre 108). Aquesta troballa suggereix que pot existir una
menor disbiosi en la CU de la nostra cohort, i s’ha relacionat amb I’analisi del punt

anterior, aplicant el PT del FEI (1,869) sobre la mitjana del FEI en la CU en TO.

En la figura 4.15C, valors del FEI han estat superiors en el grup CS respecte del grup
MIL. El valor del FEI detectat dels CS esta en remissio per tenir un FEI superior al
PT. Les medianes dels valors de I'index FEI han mostrat diferencies significatives
(p=0,049), amb valors més baixos en la MII, on la MC ha presentat els valors més
baixos respecte dels CS, indicant que la MII ha presentat una major disbiosi
respecte dels CS, que és I'esperable des d’'un punt de vista teoric. Aquesta disbiosi
és causada per I'efecte de la MII sobre el medi intestinal. E1 FEI permet quantificar
de forma senzilla la disbiosi segons els parametres descrits en la present tesi.
Aquesta troballa mostra que el FEI ha evidenciat un comportament diferent entre

la MII i els CS, és una eina ttil per a monitorar la MII i diferenciar entre els CS.

En una metanalisi recent, es va descriure una reduccio6 significativa en I'abundancia
de FP en la MII, més marcada en la MC que la CU, comparat amb els CS (Pittayanon
et al, 2020). Donat l'efecte beneficios d'una major abundancia de FP en
'ecosistema intestinal, és logic detectar valors més alts de FP en els CS respecte
dels pacients amb MIIL. Aquests tenen major disbiosi per I'efecte de la malaltia sobre
la MI. Aquesta troballa és plausible amb el descrit en la literatura perque demostra
que I'augment de 'abundancia relativa de FP en una comunitat bacteriana s’associa
a menor disbiosi i menys alteracié de la MI, I'esperable en els CS sense patologia

digestiva (Sokol et al, 2009;Lopes-Siles et al., 2015,2017; Franzonza et al., 2019).

Desglossat per MI], els valors d’EC mostren una abundancia relativa superior no
significativa en la MC (mediana ordre 10%), respecte de la CU i els CS (mediana
ordre 104). Els valors de la mediana d'EC més baixos s’han descrit en el grup CS.
L’augment de 'abundancia relativa d’EC esta descrit que s’associa a un augment de
la disbiosiil’activitat (Martinez-Medina et al., 2014; Lopez-Siles, tesi 2015; Palmela

etal, 2018; Camprubi-Font et al,, 2019; Mirsepasi-Lauridsen et al., 2019).
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Respecte al grup ET, s’ha mostrat major quantitat significativa (p= 0,0001) en la
cohort de MII (1011) respecte dels CS (108), indicant una major poblacié bacteriana
absoluta en el grup de pacients amb MII respecte dels CS. La quantitat d’ET és
lleugerament superior en la MC respecte de la CU dins el mateix ordre 1011
significativament (p= 0,0001). La menor quantitat d’ET en els CS es pot justificar
perque en estat de salut i homeostasi intestinal (sense patologia digestiva) tota la
MI es troba sense estres metabolic i per tant la comunitat és relativament estable i
constant. En canvi en la malaltia, la situacio és de estres ecologic, hi haura doncs
grups bacterians més abundants respecte dels CS per a compensar les
mancances del medi (metabolisme, potencial redox, nutrients, etc.) i per aixo
s’ha descrit una major abundancia d’ET en els pacients amb MIl. A més la
biodiversitat d’espécies inferior en la disbiosi, és deguda a un augment de
I'abundancia de bacteris oportunistes (Manichan et al, 2012) dada que no s’ha

analitzat en la present tesi.

Les dades en relacio amb el comportament de la quantitat d’ET son heterogenies
en la literatura. En una metanalisi recent (Pittayanon et al, 2020), van mostrar
dades inconsistents en relacio els estudis que van quantificar els ET. Es postula que
aquesta la alteracié de la diversitat d’especies es relaciona amb els canvis entre els

diferents enterotips/patotips d'EC (Nishida et al, 2018; Palmela et al., 2018).

En els CS la quantitat de ET ha estat inferior a I'abundancia relativa de FP. Aix0 s’ha
justificat en el fet que cada grup de microorganismes s’amplifica amb uns
encebadors determinats, que tenen una Si E concreta, i cada microorganisme s’ha
analitzat de manera independent i per tant cada valor determinat té els seus propi
llindar de deteccid i eficacia i no s’han intercalibrat els resultats entre els diferents

encebadors.

A manera de resum, s’ha descrit que les medianes microbianes de la MII han estat
diferents respecte dels CS indicant que la MI té condicions del medi diferents. Els
valors del FEI han mostrat major disbiosi significativa en la MII respecte dels CS,
demostrant la capacitat del FEI per quantificar de forma senzilla la disbiosi, i
diferenciar la MII dels CS. La MI associada a la MII respecte CS, ha presentat

significativament menor abundancia de FP i major abundancia d’ET, i valors
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inferiors del FEI En la MC s’ha detectat menys quantitat de FP, major abundancia

d’EC1i un lleuger increment d’ET significativament respecte de la CU i els CS.

5.9 Analisi de la utilitat dels marcadors analitics i microbiologics per
discriminar entre activitat i remissio.

Un dels objectius de la tesi és valorar la capacitat dels marcadors microbiologics
per a discriminar entre l'activitat i la remissi6 en la MII comparat amb els
marcadors analitics. Una de les hipotesis de la tesi és que la MI s’altera per
'activitat de la MII i per tant la quantificacié6 de la disbiosi pot ser un bon

biomarcador de la MII.

S’han comparat els parametres microbiologics i analitics classificats segons
I'activitat de la malaltia (veure 4.9 resultats) per valorar la capacitat dels
indicadors microbiologics de modificar-se amb l'activitat de la malaltia. S’han
classificat els resultats en 2 grups d’activitat (grupA), definit per CP superior de
250; i remissio (grup Rem) definit per CAP<250. En T1 els pacients que s’han
classificat en el grup activitat, s’han reclassificat segons la resposta al tractament
en activitat (persistencia de la CP>250) o bé que mantenen la remissio (grup
remissio CP<250), i en T2 s’ha seguit el mateix procediment en els pacient que

estaven en classificat en activitat préeviament en T1.

En la taula 4.28 s’ha desglossat I'evolucié dels pacient classificat en activitat i
remissio al llarg dels 3 punts temporals. S’ha evidenciat que al llarg dels 3 temps
els pacients que han presentat activitat disminueixen progressivament (36 en TO a
21 en T2). Aquesta dada ha estat en concordan¢a amb l'analisi dels parametres
analitics, endoscopics i clinics que han indicat una millora progressiva de I'activitat

de la malaltia al llarg dels 3 punts temporals.

Els valors de PCR, CP han mostrat valors superiors en el grup activitat respecte el
grup remissio pel conjunt de la MII global, CU i MC. Els valors més elevats del grup
activitat son plausibles des del punt de vista del comportament biologic de la
variable, la PCR i CP s’eleven en la malaltia activa. Els valors de la CP han mostrat
diferencies significatives en els 3 temps, i és I’esperable doncs és el parametre que
s’ha utilitzat per classificar entre Act i Rem en tots els punts d’analisi. La PCR ha

mostrat diferencies significatives en TO per a MII global i CU i MC i inicament en
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T2 per a la MC. Aquestes troballes han recolzat la utilitzacié de la CP i la PCR en la
nostra cohort per distingir entre l'activitat i la remissi6 tal com es realitza

habitualment en la practica clinica (Menees et al, 2015).

Estudis recents (Chang et al, 2015; Menees et al, 2015; Mumolo et al.,, 2018; Ma et
al, 2019), sobre la utilitat dels biomarcadors per valorar I'activitat de la MII,
suggereixen que la interpretacid dels valors de CP i PCR depen de diversos factors
com el context clinic del pacient, els PT establerts (variables en funcié del
laboratori), tipus de test utilitzat i la probabilitat pretest de desenvolupar una MII.
Dos estudis (D'Haens et al., 2012; Colombel et al., 2018) han determinat un PT de
la combinacié de la CP i la PCR que permetia discriminar pacients en activitat
clinica, sent una combinacié util i no invasiva. Les dades presentades en la present
tesi sobre els valors de CP i PCR han estat plausibles amb els resultats descrits en

els estudis anteriors.

La utilitat de 'Hb com a biomarcaddor d’activitat és controvertida en la literatura
(Sollelis et al.,, 2019), pero en la nostra cohort ha mostrat diferencies significatives
sobretot en la MC fet que podria indicar que I'Hb té més utilitat per monitorar la

malaltia en la MC que la CU (Chang et al.,, 2015; Ma et al,, 2019).

El comportament dels parametres de la MI estudiats (FP, EC i ET) han descrit un
augment de I'abundancia relativa de FP en el grup remissié, un augment de
I'abundancia relativa d’ECi ET en el grup activitat, per a MII global, CU i MC en els
3 punts temporals. Malgrat que les diferencies entre la MI classificada com activitat
i la remissio no han mostrat significanga estadistica, el comportament descrit dels
bacteris estudiats en la cohort ha estat totalment compatible amb I'esperable i el
descrit en la literatura actual. Estudis previs del nostres grup (Martinez-Medina et
al,2009; Lopez-Siles et al., 2015,2018) han descrit que 'augment de FP s’associava
a menor disbiosi i amb menor activitat de la MII, i que 'augment de I'abundancia
relativa d’EC s’ha associat a major disbiosi com a conseqiiéncia de I'activitat de la
malaltia, troballa descrita en treballs d’altres grups (Palmela et al 2018; Mirsepasi-
Lauridsen et al 2019). Analitzant els marcadors microbiologics s’ha detectat un
comportament diferent entre MII global, CU i MC, indicant que la MC i la CU s6n

malalties diferents.
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La interpretacio del comportament dels ET en la disbiosi de la MII és controvertit
tal com s’ha descrit préviament (Pittayanon et al, 2020). Des d’una visi6 de
comportament de I'ecologia de l'ecosistema, pensem que en la malaltia activa
proliferen grups bacterians oportunistes i ho justifiquem que per compensar les
mancances del medi s’augmenta la quantitat d’ET, tal com s’explica anteriorment
en el punt 5.8. En capitols anteriors s’ha observat un augment d’ET en els pacients

amb MII respecte dels CS, dades compatibles amb el descrit en el grup activitat.

En la mateixa metanalisi descrita préviament (Pittayanon et al, 2020), es va
descriure que els marcadors microbians van mostrar resultats neutres en la MII
inactiva (o en remissid); i un augment o disminuci6 de grups bacterians concrets
en la MII activa al realitzar la comparacié amb els CS; malgrat que els resultats de
la metanalisi van ser inconsistents entre els estudis per I'heterogeneitat de la

recollida de mostres, localitzaci6 i métodes d’amplificacio bacteriana.

Probablement amb una mida mostral superior s’haurien trobat diferencies
significatives doncs les tendéncies que s’han observat en els 2 bacteris estudiats i
els ET, han estat totalment plausibles amb el descrit en la literatura. Una limitacio
de la present tesi ha estat que només s’han estudiat 2 grups bacterians i donat el
nombre de bacteris presents en la MI potser ha estat una aproximacié massa
restrictiva i cal realitzar una aproximacié ampliant el nombre de bacteris que es
quantifiquen per tal de que les tendeéncies detectades mostrin diferencies

significatives.

Les medianes de I'index FEI han estat superiors en el grup remissié respecte del
grup activitat per les mostres de MII global, CU i MC en tots els temps. Les medianes
de I'index FEI es comporten diferents en I'activitat i la remissié. Aquesta troballa
ha demostrat que el FEI ha estat un biomarcador d’activitat doncs s’han detectat
diferéncies significatives (p=0,0156) per MII global en TO. L’'index FEI ha tingut
capacitat per discriminar I'activitat en TO demostrant els objectius plantejats en la
present tesi. A més s’ha calculat un PT per aquest mateix valor (MII global en TO).
La poblaci6 bacteriana del grup activitat ha estat diferent del grup remissio,

indicant que so6n 2 poblacions diferents en I’ecosistema dels bacteris en la MIL

Analitzant els resultats dels marcadors microbiologics per separat, aquests han

estat insuficients de manera aillada per valorar l'activitat de la malaltia, i els
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resultats han plantejat que la combinaci6 del FEI amb la CP podrien ser més utils

pel monitoratge de la MIL

Els resultats de la taula 4.29 han comparat els valors de FP, EC, ET i FEI per CU i MC
desglossat per activitat i remissié amb els CS per tal de valorar com els valors
d’activitat divergeixen dels CS (patr6 de referencia). Sha observat que les
medianes d’activitat i remissio per FP, ET i FEI mostren diferencies significatives
respecte dels CS; indicant que en la MII, ecosistema intestinal associat a I'activitat,
el FP, I'index FEI i els ET s’han comportat diferent respecte I’ecosistema dels CS.
Aquesta troballa ha indicat que aquests tres parametres han estat utils per valorar
'estat de I'ecosistema i la influencia de la MII sobre el mateix; i per tant els canvis
en la MI son utils per monitorar l'activitat de la MII. Aquestes troballes so6n
plausibles amb els descrit en estudi previs (Palmela et al. 2018; Lopez Siles tesi

2015,2020).

A manera de resum, els 3 marcadors microbiologics a estudi en la present tesi,
aquests s’han modificat segons les condicions del medi lligades a I'activitat o a la
remissio de forma no significativa. La CP té capacitat per discriminar entre A i R.
Probablement la PCR i I'Hb mostren que tenen tendeéncia per aquesta capacitat
pero no de forma consistent en tots els 3 temps. La quantificacio de I'index FEI té

la capacitat per discriminar entre activitat i remissié per MII global en TO.

5.10 Analisi concordanca dels indicadors microbiologics amb la CP per
discriminar Activitat de la remissio.

L’analisi de la concordanga ha valorat la capacitat dels marcadors microbiologics
per discriminar entre activitat i remissié en relacié la variable de referencia (la CP),
és a dir, la capacitat de les variables per mesurar de forma similar el mateix
parametre. La concordanga amb la CP s’ha calculat per PCR, Hb, ET, FP, EC, FEI, SES-
CD, HBI, SCCAI, Mayo en el TO.

S’ha detectat correlacid positiva significativa entre la CP ila PCR, i entre CP i SCCAI
indicant que en el grup activitat aquestes 2 variables s’han comportat similar, fet
plausible ja que la PCR i el SCCAI son bons marcador d’activitat ampliament
utilitzats en practica clinica (Peyrin-Biroulet et al, 2016; Xu et al, 2019).

Unicament s’ha detectat concordanca significativa entre la CP i 'index de Mayo, per
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tant aquest index endoscopic ha tingut una capacitat similar a la CP per mesurar
activitat de la CU en la nostra cohort. Tal com s’ha dit préviament, 'endoscopia és
un metode molt efectiu per valorar I'activitat de la MII (Sollelis et al., 2019) perque
valora de forma directa 'activitat de la malaltia sobre la mucosa intestinal, no
obstant aixo0, és un procediment invasiu i s’han de valorar metodes alternatius per

valorar 'activitat de la MII (Spiceland et al., 2018) com ara la MI.

5.11 Analisi de I'aplicabilitat dels marcadors microbiologics en diferents
escenaris clinics.

Préviament a la present tesi per tal de demostrar les hipotesis i els objectius
plantejats sobre els marcadors microbiologics i la MII, s’han descrit el
comportament de les variables microbiologiques, analitiques i els index d’activitat
i endoscopics per tipus de malaltia i punt temporals (veure resultats apartat 4.2,

4.3 14.4). S’han determinat els valors de correlacio entre les variables (4.6

), s’ha calculat la utilitat del FEI com a biomarcador (4.7), s’han comparat les
variables microbiologiques amb els CS sense patologia digestiva (4.8) i s’ha
estudiat el comportament de les variables segons activitat i remissié (4.9) i la

concordang¢a amb dels marcadors microbiologics (4.10).

En aquest punt s’ha analitzat els comportament dels marcadors microbiologics en
dos escenaris molt concrets que han representat un perfil de pacients de
comportament oposat teoric per valorar-ne l'aplicabilitat en dos situacions

properes a la practica clinica:

- Pacients els quals se’ls retira el tractament biologic (RB) (Si Tractament
biologics en TO, No tractament biologics en T1. Pacients que han presentat
remissio profunda (RP). S’ha analitzat la MI associada a la RP.

- Pacients naifs a biologic amb malaltia activa moderada que se’ls inicia un
tractament biologic (IB) per no resposta (No tractament biologic TO, si
tractament biologic T1). Aquest grup ha mostrat activitat moderada de la
malaltia en TO i ha permes valorar els efectes en el medi intestinal d'introduir
un tractament per controlar l'activitat de la MII.

A causa del baix nombres de pacients dels 2 grups (8 grup RB i 19 grup IB) s’han

analitzat els resultats sense desglossar per subtipus de MIL S’han analitzat els
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canvis en la MI per I'efecte del tractament biologic perqué actualment son els
tractaments més potents que disposem per tractar la MII, en termes d’eficacia

clinica i cost/benefici (a excepcid del trasplantament autoleg de cel-lules mare).
Grup RB (n=8):

S’ha mostrat que les medianes de la PCR i la CP han estat discretament més altes
en TO respecte de T1 de forma no significativa. Els valors baixos de PCR i CP <50,
s’han postular com valors amb baix VPP i associat a remissié clinica (Heida et al,
2017); indicant que l'activitat clinica del pacient no es va alterar per l'efecte de
retirar el tractament, mantenint la remissid clinica i probablement la RP, tot i que
no es’ha assolit la significacio6 estadistica degut a la mostra reduida de pacients. Els
valors de I'Alb i Hb han mostrat diferéncies entre T0-T1, i els valors han estat els

esperats en la remissio, dins el rang de normalitat.

Tal com es descriu en les figures 4.19A i 19B, I'abundancia relativa de FP del
subgrup RB ha estat discretament més alta respecte del grup IB i s’ha detectat t un
discret augment de I'|abundancia relativa de FP de T0 a T1 per RB i IB, de forma no
significativa. Els canvis de l'abundancia relativa d’EC i ET de TO a T1 s’han
comportat de forma inversa entre el grup RB i IB no significativament. Existeix poca
diferencia en nombres absoluts entre els valors de FP pels 2 grups. Aquests canvis
no significatius descrits entre els 2 bacteris i ET s’ha interpretat com que la MI no
s’ha modificat ni influit pel fet d’haver retirat el tractament biologic mantenint la
RP. La mostra reduida de pacients ha fet perdre poder estadistic per detectar
diferencies significatives entres els 2 grups i Unicament podem descriure que les
tendéncies mostrades. S’ha mostrat un augment no significatiu de I'index FEI de TO

a T1, indicant una millora de la disbiosi de la mostra.

La interpretaci6 de les dades analitiques i microbiologiques ha mostrat
congruencia en relaci6 amb el manteniment de la RP. La MI associada a RP ha
presentat un interval de valors de FP de I'orde de 108, d’'EC de I'ordre de 10°> i ET
de l'ordre de 1011,

Grup IB (N=19):

En la figura4.19A es mostra que les medianes de la CP disminuint significativament

de TO a T1(p=0,024) suggerint una resposta al tractament biologic introduit (Mosli
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etal, 2015; Manceau et al, 2017; Mumolo et al.,, 2018). Els valors de la mediana de
la PCR han estat superiors en T1 que TO de forma no significativa, amb valors
absoluts baixos malgrat presentar un brot de la malaltia Aquest fet podria justificar
el motiu pel qual no s’han detectat diferencies significatives. Tanmateix a nivell de
la practica clinica, la CP s’ha postulat com un marcador amb millor correlacié6 amb
I'endoscopiail’activitat de la MII sobretot pel seguiment de la MII (Schoepfer et al,

2010).

L’augment discret no significatiu de I'abundancia relativa de FP en T1 ha estat
plausible amb el descrit per la CP en un altre estudi (Busquets et al, 2015), perque
si existeix resposta clinica al tractament biologic iniciat s’espera una recuperacid
de la disbiosi present expressat a través d'un augment de I'abundancia relativa de

FP (Zhou et al, 2018; Zhao et al., 2020).

Les medianes d’EC i ET han mostrat un augment no significatiu de I'abundancia
relativa de TO a T1. S’hauria d’haver evidenciat una millora de la disbiosi expressat
en forma de disminucié de I'abundancia d’EC en iniciar el tractament biologic.
L’augment EC s’ha relacionat amb les recaigudes i activitat de la MII (Mirsepasi-
Lauridsen et al, 2019). En punts anteriors s’ha justificat que un augment dels
valors d’ET s’associa a un augment de la disbiosi de la mostra des del punt de vista
de funcionament del ecosistema, malgrat les dades inconsistents al respecte en una

metanalisi recent (Pittayanon et al, 2020).

La majoria de pacients d'aquest grup (13/19) han respos al ttm en T1. No hi havien
diferencies significatives en les medianes dels canvis dels microorganismes

estudiats, probablement degut a la mostra reduida de pacients del grup.

De forma global, no s’han detectat diferencies significatives entres les medianes
dels microorganisme dels 2 grups pero la tendéncia descrita suggereix que el perfil
de disbiosi disminueix en el grup IB i es un perfil similar de la MI en el grup RB (i
es manté la RP) indicant que es manté la remissié. En IB, la introduccié d'un
tractament més potent s’ha traduiat en canvis de la MI no significatius. La
quantificacio de la MI pot ser un bon biomarcador per a quantificar els canvis en la

MI en relacié amb el seguiment de la MII.
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A manera de reflexi6 final de la discussio, la descripcidé de signatures bacterianes
associades amb situacio clinica és una tendéncia creixent en la literatura medica
recent a mesura que hi ha una descripcié més acurada de la microbiota en aquestes
malalties. En la practica clinica 'estudi de la MI associada a la MII és complex degut
a la gran heterogeneitat clinica dels pacients amb MII i de la resposta als diferents
tractaments, les interaccions amb factors genetics i ambientals i la resposta
immune de I’hoste en enfront de la MI. La descripci6 de tendencies no significatives
ens aporta informacio respecte I'estructura de la MI. El microbioma en la MII és
molt volatil a mitja-llarg termini i dnicament la MI associada a CS mostrava certa

estabilitat temporal (Halfvarson et al, 2017).

Una troballa destacable en la present tesi és la correlacié positiva entre I'Index
endoscopic de Mayo i el FEL L’endoscopia és un de les eines més utils per el
monitoratge de I'activitat de la MII amb ampli consens dins la comunitat medica.
Per tant aquesta troballa és molt important doncs indica 'aplicabilitat dels

indicadors microbiologics pel monitoratge de la MIL

En la present tesi inicament s’han quantificat 2 grups microbians i els ET malgrat
aquesta limitacié s’han aconseguit descriure patrons de la MI diferents entre la MC,
CU i els CS, diferents correlacions entres marcadors microbiologics, un PT per

aplicar-lo com biomarcador i canvis en la MI en relacié a I'activitat.

Els ET han mostrat un comportament inconsistent entre els diferents apartats,
pero probablement en la MII activa augmenti el nombre d’ET. Una major
abundancia relativa de FP s’ha relacionat amb menor disbiosi, i una major
abundancia d’EC en major disbiosi. Aquest resultats es van descriure en la Tesi de
Lopez-Siles (Ecophysiology and phylogeny of Faecalibacterium prausnitzii in healthy
and diseased gut. Application in Inflammatory Bowel Disease diagnostics, Universitat
de Girona. PhD project, 2015) ila present tesi ha continuat els resultats que s’hi van
presentar. El present estudi ha anat més enlla en la continuitat del projecte inicial,
i ha aglutinat la recerca préevia que s’ha fet en el nostre grup sobre biomarcadors
d’activitat de la MI, amb l'objectiu de monitorar els canvis de la MI en la MII i
correlacionar amb un valor concret (I'index FEI i CP) amb els parametres analitics,

d’activitat clinica i endoscopia per aplicar-ho a la practica clinica real a través del
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calcul del punt de tall del FEI (1,869) entre activitat i remissio que la peresent tesi

ha permes determinar.
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6-. APLICABILITAT FUTURA | LIMITACIONS DE L’ESTUDI

6-. Aplicabilitat futura i limitacions de I’estudi:

En la present tesi es va mostrar que el FEI té potencial aplicabilitat com a
biomarcador. Utilitzar de forma aillada el FEI, o altres signatures microbiologiques,
pel diagnostic i seguiment de la MII probablement no tenen prou poténciai caldria
la combinaci6 amb altres indicadors com ara la CP, PCR o I'endoscopia per

augmentar-ne la capacitat discriminativa.

La presa de decisions cliniques en la MII hauria de combinar els marcadors
microbiologics intestinals amb altres indicadors d’activitat de la MII. Aquesta
combinacié permetria desenvolupar un algoritme de presa de decisions cliniques,
que estratificaria els pacients en relaci6 amb I'activitat. El1 desenvolupament de
'algoritme no es va realitzar donat que no ha estat un dels objectius de la tesi

deixant I'opcié de fer un altre estudi dirigit en aquest objectiu posteriorment.

Els estudis futurs sobre la MI en les diferents malalties digestives haurien
d’enfocar-se en l'analisi de les funcions bacterianes, en les quals podrien aportar
informaci6 addicional sobre les possibles associacions de la MI amb les malalties.
Aquest fet podria conduir a una millora terapeutica dirigida especificament al

microbioma intestinal (com per exemple el cas del trasplantament fecal)

Per altra banda, s’haurien d’estandarditzar els metodes d’estudi de la MI entre els
diferents centres per tal de facilitar la reproduccié de les analisis, ja que en les
descripcions de la literatura medica es descriu molta heterogeneitat entre les

dades i els metodes dels diferents estudis .

Entre les opcions de futur en el camp de I'analisi de la M], i per estandarditzar els
procediments entre els diferents laboratoris, existeix la opci6 de les eines de
seqiienciacié massiva per a observar i desciure la MI com alternativa per a guanyar

una visio global del conjunt de microorganismes i els canvis en el medi.

Un anallisi que no s’ha fet en el present estudi seria analitzar la MI en relaci6 a I'ds
de diferents medicaments per aprofundir en l'efecte que pot tenir cada
medicament en la MI. En el present estudi s’ha assumit, que I'efecte sobre la MI és
igual entre I'is dels diferents medicaments, i malgrat que hi ha dades en la

literatura on s’han descrit I'’efecte dels medicaments en la modul-lacié de la MI, no
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hi han dades comparant diferents classes de medicaments respecte els canvis en la

MI.

Les limitacions de I'estudi sén que no s’ha discriminat per localitzaci6 de la MII, una
mida mostral reduida, Unicament s’han quantificat 2 grups microbians i la

quantitat d’ET, i s’ha considerat tots els tractaments biologics igual d’efectius.

La quantificacié dels grups microbians fets en la present tesi doctoral s’ha realitzat
mitjancant qPCR emb encebadors diferents entre FP, ECi ET; que, per tant, mostren
diferent eficacia i especificitat a I'hora d’amplifica la diana. Aquesta imitacié és

extrapolable a molts dels estudis actuals existents en a literatura medica.

Els parametres analitics, clinics i endoscopics depenen directament de l'estat
d’activitat de la malaltia, pero les variacions en I’ecosistema de la MI no només
depen de I'activitat de la malaltia, si no també d’altres factors que no es poden tenir
controlats en cada moment (dieta, tabac, antibiotics; i d’altres factors no
necessariament coneguts com consum de carn, etc.) i aquest fet limita I'estudi de la

MI.
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7-.CONCLUSIONS

7-. Conclusions:

1. Els 2 grups bacterians quantificats mostren un comportament diferents entre
els associats a la malaltia inflamatoria intestinal respecte dels controls sans i

mostra un patr6 disbiodtic en relacio a les dades bibliografiques existents.

2. Larelaci6 quantitativa de F. prausnitzii i E.coli (Index FEI) és un bon indicador

de la disbiosi de la microbiota intestinal en la malaltia inflamatoria intestinal.

3. Els indicadors analitics i I'IBD-Q mostren diferencies entre les diferents

situacions cliniques i els tipus de malaltia.

4. L’'index FEI es modifica en relacié amb canvis en el medi associats a |'activitat

de la malaltia inflamatoria intestinal.

a) La quantificacié de F. prausnitzii i E. coli permet distingir entre el
subtipus de malaltia inflamatoria intestinal (malaltia de Crohn i colitis

ulcerosa) i els controls sans.

b) Els marcadors microbiologics estan correlacionats amb els marcadors
analitics establerts (CP, PCR) i amb els indexs clinics i endoscopics

(Index de Mayo).

c) S’estableix un puntde tall pel FEI per al conjunt de les 2 malalties per tal

de discriminar l'activitat, demostrant la utilitat com a biomarcador.

5. La quantificacid bacteriana combinada amb altres parametres analitics pot ser

util per al seguiment de la MII en la practica clinica.
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Taula: Resum de les correlacions significatives entre els diferents indicadors. 4.25A)
Temps T0;4.25B) Temps T1i4.25C) Temps T2 pera Mll global, MCi CU respectivament.

25A)
Coeficient Coeficient
Yariables Variables rho Valor P Yariables Variables rho Valor P
Spearman Spearman
MIl GLOBALTO CUuTO
PCR O CPO 0,581 <0,0001 PCR CU O CPCUO 0,592 <0,001
PCR 0 EC 0 -0,273 0,014 PCR 0 SCCAI 0 0,458 0,006
CPO Hb 0 -0,353 0,001 PCR 0 Imayo0 0,417 0,01
ET O FP 0 0,598 <0,0001 CPCU O Hb CU 0 -0,34 0,046
FEIGL 0 PCR 0,283 0,011 CP O SCCAI 0,749 0,0001
FEIGL 0 EC -0,814 0,0001 CPO MAYO 0,482 0,008
FEIGL 0 FP 0,523 0,0001 MAYO SCCAI 0,445 0,016
Hb CU 0 ECCUO -0,445 0,007
MCTO ET CU 0 FP CU 0 0,637 <0,001
PCR MC 0 CPMCO 0,532 <0,001 FEI CU 0 ECCUO -0,776 0,001
CP MCO SES-CD 0,31 0,049 FEI CU 0 FP CU 0 0,454 0,006
CP MCO HB 0 0,62 0,0001 FEI CU 0 Hb CU 0 0,503 0,002
PCR MC 0 HB 0 0,46 0,002
PCR MC 0 ECMCO -0,338 0,023
SESCD 0 HB 0 0,623 0,0001
ET MCO FP MCO 0,637 <0,001
FEI MC 0 ECMC 0 -0,83 0,0001
FEIMCO FP MCO 0,51 0,001
25B)
Coeficient Coeficient
Yariables Variables rho Valor P Yariables Variables rho Valor P
Spearman Spearman
MII GLOBALT1 CUT1
CP1 Hb 1 -0,254 0,023 PCRCU 1 FPCU1 0,556 <0,001
Hb 1 EC1 -0,254 0,023 CPCU 1 SCCAI 1 0,541 0,002
ET 1 FP 1 0,572 0,001 CP CU1 Imayo0 0,575 0,002
FEI GL 1 HbGL 1 0,243 0,03 SCCAI'1 Imayo0 0,627 0,001
FEI GL 1 ECGL1 -0,911 0,0001 ETCU1 FPCU1 0,472 0,004
FEI GL 1 FP GL 1 0,516 0,0001 FEI CU 1 ECCU1 -0,944 0,001
MCT1
PCR1 Hb1 -0,337 0,024
CP MC 1 Hb 1 -0,343 0,021
CPMC 1 SESCD 1 0,346 0,023
CPMC1 HB 1 0,437 0,003
HB 1 SESCD 1 0,693 0,0001
ET MC1 FP MC1 0,624 <0,001
ECMC1 FP MC1 -0,31 0,038
FEIMC 1 ECMC 1 -0,87 0,0001
FEIMC 1 FP MC1 0,654 0,001
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25C)

160

Coeficient Coeficient
Variables Variables rho Valor P Variables Variables rho Valor P
Spearman Spearman
Mil GLOBAL T2 CUT2
PCR GL 2 CPGL 2 0,287 0,012 CPCU2 FP CU 2 -0,39 0,03
CPGL 2 Hb GL 2 -0,363 <0,001 CPCU2 SCCAI 2 0,615 0,0001
Hb GL 2 ECGL 2 -0,245 0,045 CPCU 2 IMayo?2 0,535 0,015
AlbGL 2 FP GL 2 0,293 0,02 PCR CU 2 IMayo2 0,481 0,032
ET GL 2 FP GL 2 0,448 <0,001 Imayo0 SCCAI 2 0,508 0,022
FEI GL 2 FP GL 2 0,559 0,0001 ECCU 2 IMayo2 -0,533 0,019
FEI GL 2 Hb GL 2 0,276 0,024 ET CU 2 FP CU 2 0,428 0,016
FEI GL 2 ET GL 2 0,384 0,001 FEI CU 2 IMayo2 0,488 0,034
FEI GL 2 ECGL 2 -0,862 0,0001 FEI CU 2 ECCU 2 -0,96 0,001
FEI CU 2 ET CU 2 0,378 0,036

MC T2 FEI CU 2 FP CU 2 0,386 0,032
PCR MC 2 CP MC 2 0,361 0,021
PCR MC 2 SESCD 2 0,413 0,012
CP MC 2 Hb MC 2 -0,462 0,002
CPMC2 HB 2 0,341 0,036
HB 2 SESCD2 0,578 0,0001
AlbMC 2 FP MC 2 0,563 <0,001
ET MC 2 FP MC 2 0,523 <0,001
FEIMC 2 ALBMC 2 0,401 0,017
FEIMC 2 ECMC 2 -0,716 0,001
FEIMC 2 ET MC 2 0,334 0,043
FEIMC 2 FP MC 2 0,607 0,001
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