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Resumen

Introduccion: El objetivo del presente estudio es analizar el
comportamiento de la calprotectina fecal en los pacientes pe-
diatricos con enfermedad celiaca, comparando sus niveles
mientras recibfan dieta con y sin gluten. También se han inclui-
do en la comparacién pacientes sanos y con diversas patolo-
gfas digestivas no inflamatorias.

Material y métodos: Se han recogido muestras de heces de
pacientes celiacos con diagndstico de novo (con gluten) y pa-
cientes en seguimiento (sin gluten). Se incluyeron en el grupo
control nifios sanos sin patologfa digestiva y otros con diversos
trastornos digestivos no diagnosticados de enfermedad infla-
matoria intestinal.

Resultados: La calprotectina fecal fue significativamente
més alta en los pacientes celiacos que recibieron una dieta con
gluten(119,2 + 122,6 pg/g) que en los que recibieron una dieta
singluten (21,5+ 24,7 ug/g). Estos Gltimos presentaron valores
similares al grupo control sano.

Conclusiones: La calprotectina fecal estéd elevada en los pa-
cientes celiacos con ingesta de gluten respecto a los celiacos
con dieta sin gluten y los pacientes sanos. Este marcador po-
dria usarse para la deteccion precoz de la ingesta de gluten.
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Abstract

Title: Usefulness of the faecal calprotectin on the pediatric
coeliac disease

Introduction: The objective of the present research is to stu-
dy the behavior of the faecal calprotectin in the pediatric
coeliac disease, comparing its levels while receiving a diet
with and without gluten. For the comparison, there were also
included healthy children, and patients with diverse non-in-
flammatory digestive pathologies.

Materials and methods: There have been collected stool
samples from de novo coeliac patients (with gluten) and from
follow-up coeliac patients (without gluten). As control groups,
there were included healthy children without any digestive
pathology and others with diverse digestive non-diagnosed
disorders from the inflammatory bowel disease.

Results: The faecal calprotectin was significantly higher in
the coeliac patients with gluten (119.2 + 122.6 ug/g) than in the
patients with the gluten-free diet (21.5 + 24.7 ug/qg). The later
showed similar values to those in the healthy control group.

Conclusions: The faecal calprotectin is higher in the coeliac
patients with gluten ingestion than in the coeliac patients with
the gluten-free diet and in the healthy group. This could be
used as a marker for early detection of gluten ingestion.

©2014 Ediciones Mayo, S.A. All rights reserved.
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Introduccion

La determinacién de la concentracién de la calprotectina fecal
se estd afianzando en los Gltimos afios como un nuevo marca-
dor atil de las patologias gastrointestinales, entre las que se
incluyen la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), el cancer
colorrectal, la cirrosis hepatica, la enteropatia alcohglica y la
pancreatitis cronica. Diversos estudios demuestran que existe
una asociacién entre los niveles de calprotectina y el grado de
inflamacién, por lo que puede usarse para monitorizar la res-
puesta al tratamiento y predecir el riesgo de recidivas'2.

Fecha de recepcion: 18/03/14. Fecha de aceptacion: 31/03/14.

La calprotectina es una proteina fijadora de calcio y cinc que
pertenece a la familia de las proteinas S-100. Su estructura
molecular consiste en un heterotrimero de 36,5 kD formada por
dos cadenas pesadas de 14 kD y una cadena liviana de 8 kD,
todas no glucosiladas®*. Cada cadena une dos iones de calcio
y uno de cinc. La unién del calcio permite que la proteina forme
complejos no covalentes tipo di-, tri- y tetrdmeros, formacion
que le confiere resistencia a la proteolisis*.

La calprotectina constituye entre el 40 y el 60% de las pro-
teinas citosélicas de los neutréfilos, y se distribuye entre una
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fraccion localizada en los granulos primarios y secundarios y
otra localizada libre en el citosol y asociada a los fosfolipidos
de la membrana celular. También se encuentra, en menor pro-
porcién, en monocitos, macréfagos, queratinocitos, lineas ce-
lulares pancreaticas, células glandulares traqueales y epitelios
estratificados, como el que recubre la lengua, el eséfago y la
cavidad bucal.

Se ha demostrado in vitro que tiene un efecto bacteriostati-
co, fungiestatico y antiproliferativo de células tumorales*®. Su
actividad inmunoldgica es de tipo directo antimicrobiano, asf
como movilizadora y activadora de los leucocitos granulociti-
cos (especialmente de los neutréfilos). También tiene efectos
sobre la activacion endotelial, la estimulacién de la produccion
de anticuerpos y la estimulacién del metabolismo de lipidos
autocoides eicosanoides derivados del dcido araquiddnico, e
incluso posee actividad antineoplasica.

La enfermedad celiaca es una enfermedad sistémica de me-
canismo inmune, desencadenada por el gluten y otras prolami-
nas, que afecta a individuos susceptibles genéticamente ca-
racterizados por la presencia de determinados haplotipos del
sistema mayor de histocompatibilidad, concretamente los fe-
notipos HLA DQ2 y DQ8. La enfermedad celiaca se diagnostica
por la presencia en pacientes, con mayor 0 menor expresion
clinica, de anticuerpos contra la enzima transglutaminasa tisu-
lar (Ac TGTt) y de anticuerpos contra las formas deaminadas de
péptidos de la gliadina (fraccién téxica del gluten rica en glu-
tamina) (AGA), méas la demostracion de la existencia de una
enteropatia sensible al gluten.

No existen muchos estudios que describan el comportamiento
de la calprotectina fecal en las distintas etapas de la celiaqufa,
pero, al tratarse de una patologia con gran desestructuracion
intestinal?, cabrfa esperar diferencias en sus concentraciones
en los pacientes celiacos con o sin ingesta de gluten. Este es
el objetivo del presente estudio.

Material y métodos

El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Medicina Digestiva

Infantil del Hospital General Universitario de Alicante, entre

julio de 2012 y septiembre de 2013, en un total de 198 pacien-

tes repartidos en los siguientes grupos:

e Grupo A. Pacientes celiacos. En este grupo se han incluido
los pacientes en fase de seguimiento en la Unidad diagnos-
ticados de enfermedad celiaca segun los criterios de Praga
modificados en 20128. Todos tenian al menos una biopsia
compatible. Se subdividié en dos grupos: A1 pacientes celia-
cos que recibian dieta sin gluten, asintomaticos, con buen
control de la enfermedad y con marcadores seroldgicos nor-
males, y A2 formado por pacientes con ingesta de gluten al
ser diagndsticos de novo.

e Grupo C, o grupo control. También subdividido en dos grupos:
CD, en el que se incluyeron pacientes seguidos en la unidad
de digestivo infantil por problemas digestivos no celiacos y

Grupos de estudio

Descripcion Grupo Pacientes (n)
Celiacos A 59

Sin gluten Al 44

Con gluten A2 15
Control © 139

Otras patologfas digestivas CD 106

Sanos BS 33

no Ell, y grupo CS, compuesto por pacientes pediatricos de
los servicios de cirugia y traumatologia infantil sin evidencia
de enfermedad gastrointestinal.

El nimero de pacientes de cada grupo se especifica en la tabla 1.

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les revisé su
historia clinica buscando patologias no digestivas o consumo
de medicamentos que pudieran alterar los resultados de la cal-
protectina fecal. En caso de presentar alguna de estas circuns-
tancias, se les excluyd del estudio.

Se recogieron de cada paciente los datos de edad, sexo, ni-
veles de calprotectina en heces, valores de los pardmetros de
inflamacién mediante la determinacion de la proteina C reacti-
va, y velocidad de sedimentacién y serologia de celiaquia me-
diante anticuerpos antigliadina y Ac TGTt.

Los pardmetros de cada caso se pasaron a una tabla de Ex-
cel, y los datos estadisticos se analizaron con el programa
SPSS. Se determinaron las medias y la desviacién estandar
(DE) de los parametros estudiados, y se aplicaron los test de la
t de Student y del andlisis de la varianza (ANOVA).

Determinacion de la calprotectina en heces

Las heces se recogieron en contenedores de polivinilo de uso ha-
bitual en la clinica, ya que la calprotectina tiene la ventaja de que
es muy estable incluso hasta 1 semana después de recogida’. La
determinacién se realizé por medio de un método de inmunoen-
sayo fluorométrico automatizado en el aparato Phadia 250 (Ther-
mo Fisher Scientific, Uppsala, Suecia). La determinacion es cuan-
titativa en un intervalo de medicién de 15 a 3.000 pg/g.

En cuanto a los marcadores serolégicos de celiaquia utiliza-
dos en el presente estudio, los anticuerpos antigliadina y
Ac TGTt se determinaron mediante una técnica estandar de
laboratorio clinico, concretamente por Elisa marca EliA Glia-
din DP IgA e IgG para los anticuerpos antigliadina, y Phadia
Celikey IgG e IgA para los Ac TGTt.

Resultados

Se incluyeron 59 pacientes en el grupo A de pacientes celia-
cos, 40 mujeres y 19 varones (tabla 2). La media de edad de los
pacientes era de 6,8 afios (rango: 1,8-14,7). De ellos, 15 pa-
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Datos demograficos de los grupos de estudio

Grupo Pacientes (nimero de muestras) Media de edad (DE), afios ~ Mediana (afios) ~ Rango de edad (afios)  Sexo V/M

A 59 6,8(2,1) 6.2 1,8-14,7 19/40
Al 44 7,3(2,9) 6,3 4,2-89 16/28
A2 15 55(3.3) 3.8 1.8-12 3/12

C 139 8,6 (4,3) 9,2 0,6-15,2 65/74
CD 106 9.1(43) 10,1 0,6-15,2 50/56
CS 33 7.2(3,7) 59 1,4-151 15/18

DE: desviaci6n estandar; M: mujer; V: varén

Resultados del grupo de pacientes celiacos. Media (desviacion estandar)

Grupo Edad (afios) Calprotectina (ug/g heces) Ac anti-TGTt (Ul/100 mL) Ac antigliadina (Ul/100 mL)
A 6.8(2,1) 46,8 (72.4) 48,8 (72,3) 30,4 (57,5)

Al 7.3(2.9) 21,5(24,7) 13,8(45,1) 4,4(11,7)

A2 55(3,3) 119,2 (122.6) 102,7 (70,4) 75,3 (76,7)
Testde lat 0,06 (NS) 0,008 0,0005 0,006

Ac: anticuerpos; NS: no significativo.

cientes (12 mujeres) se incluyeron en el grupo de celiacos en
contacto con gluten, al ser pacientes de nuevo diagndstico
(subgrupo A2). Estos tenfan una media de edad de 5,5 afios
(rango: 1,8-12). Los restantes 44 pacientes, también con predo-
minio de mujeres (28 frente a 16 varones), eran celiacos ya
diagnosticados y presentaban un estado clinico, somatométri-
co y analitico normal (subgrupo A1). Su media de edad resulté
ligeramente mayor, de 7,3 afios (test de la t: 0,06, no significa-
tivo [NS]).

En la tabla 3 se recogen los resultados de la calprotectina
fecal y la serologfa en ambos subgrupos. Se observa que los
pacientes en contacto con gluten (A2) presentan valores de
calprotectina significativamente mas elevados que los pacien-
tes con un buen control de la enfermedad.

Los pacientes celiacos que ingerian gluten presentaron unos
valores medios de Ac TGTt de 102,7 Ul/100 mL, significativa-
mente mas elevados que los de los pacientes que seguian die-
ta sin gluten (13,8 Ul/100 mL). Los anticuerpos antigliadina
mostraron también diferencias significativas entre ambos gru-
pos: 4,4 frente a 75,3 Ul/100 mL, respectivamente.

Se establecieron dos grupos de controles para la compara-
cion de los resultados obtenidos. Por una parte, se incluyé un
total de 33 nifios sanos reclutados en las consultas de cirugia
y traumatologfa infantil con ausencia de enfermedad digestiva
de cualquier tipo. Este grupo, denominado CS, o de controles
sanos, tenia una media de edad de 7,2 afios, comparable a la
del grupo de pacientes celiacos; el resto de caracteristicas del
grupo se recogen en la tabla 2. La calprotectina media obtenida
en estos pacientes fue de 16,7 (DE= 3,5) pg/g de heces; por

L Valores de calprotectina en los distintos subgrupos
S de control digestivo. Media (desviacion estandar)
[«=N Grupo Ndmero Edad Calprotectina
<L de casos (anos)  (ug/g heces)
= Total 106 9.1(43) 134,2 (283,4)
Alergias 9 5,1(4.1) 172,1(199,7)
Funcional 62 10,6 (3,4) 47,7 (109,3)
Infeccioso 18 4.8(4,3) 121,4(119,2)
Inflamatorio no Ell " 10,2 (3,2) 576,5 (632,7)
Otros 6 10,7 (4,7) 198,5(311,3)

Ell: enfermedad inflamatoria intestinal.

tanto, el valor considerado limite superior de lo normal, o pun-
to de corte (media + 2 DE), serfa de 23,3 pg/g.

Por otra parte, se solicit6 la determinacion de calprotectina
a un grupo de 106 pacientes en periodo de seguimiento en la
Unidad de Medicina Digestiva Infantil del Hospital General
Universitario con diagnésticos distintos a los de enfermedad
celiacay de Ell (tabla 4). Estos pacientes formaron el grupo CD,
o de control digestivo.

Se identificaron, en funcion del estudio retrospectivo de las
historias clinicas, 9 pacientes afectados de alergia alimentaria
con manifestaciones digestivas (vémitos, diarrea, dolor abdo-
minal, etc.). El grupo mas numeroso de pacientes fue el de los
que cumplian los criterios de trastornos digestivos funcionales
de acuerdo con el consenso de Roma IlI8. Los pacientes fueron
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Calprotectina fecal

Testdelat; p=0,17 NS

T
CS
Grupo | Calprotectina pg/g
Al 21,5 (24,7)
CS 16,7 (3,5)

Figura 1. Comparacion de las cifras de calprotectina fecal entre
los pacientes celiacos en fase de remision sin contacto con gluten
(A1) y los nifios sanos incluidos en el grupo control (CS)

diagnosticados de dolor abdominal crénico o recurrente funcio-
nal, estrefiimiento crénico funcional, dispepsia funcional o v6-
mitos funcionales. Estos nifios (n= 62) se agruparon bajo el
epigrafe «funcional». En tercer lugar, se recogieron 18 resulta-
dos de calprotectina obtenidos de casos de gastroenteritis o
enterocolitis infecciosas. Se clasificaron como subgrupo «in-
feccioso». Por otra parte, hubo 11 casos con cuadros de ileitis
0 enteritis que no cumplian criterios de Ell, y se incluyeron co-
mo un subgrupo inflamatorio no Ell. Los 6 casos restantes, que
no se pudieron englobar en ninguno de los anteriores subgru-
pos, Se agruparon como «otros»: 2 gastritis antrales, 1 gastritis
cronica Helicobacter pylori positiva, 1 pélipo colénico, 1 gingi-
voestomatitis herpética, que mostré unas cifras de calprotecti-
na fecal muy elevadas (822 ug/g) que se normalizaron junto con
la mejoria de la afectacion oral, y 1 duodenitis inespecifica.

El test ANOVA de un factor entre los distintos subgrupos
ofrece un valor f de 11,5, lo cual resulta estadisticamente sig-
nificativo (p <0,0001), por lo que se rechaza la hipétesis de que
las medias sean iguales.

No se encontraron diferencias respecto a la calprotectina
fecal entre el grupo de celiacos sin ingesta de gluteny el grupo
de controles sin patologia digestiva (CS) (figura 1).

Por otra parte, se compararon los resultados de calprotectina
en el grupo de celiacos con ingesta de gluten (A2) con los del
grupo de control digestivo (figura 2). En este caso se excluyo al
subgrupo de «otros» por tratarse de pacientes de etiologias
diversas.

El test ANOVA en este caso también indica que las medias
de cada grupo son diferentes de forma estadisticamente signi-
ficativa.

Calprotectina fecal

A2 Alergia  Funcional *Infecciosa Inflamatoria

Figura 2. Comparacion de medias y desviacion estandar entre el
grupo de pacientes celiacos en contacto con gluten (A2) y el resto
de pacientes con patologia digestiva y sin enfermedad inflamatoria
intestinal (CD)

Discusion

Los resultados de la calprotectina fecal obtenidos en los pa-
cientes celiacos muestran unos valores significativamente mas
altos en los nifios con ingesta de gluten. Asf, el subgrupo A2
mostré unos valores de calprotectina media de 119,2 pg/g,
frente a los 21,5 pg/g de los nifios sin gluten, de forma que al
aplicar el test de la t de Student se rechaza la hipdtesis nula de
igualdad de medias (p= 0,008). Estos resultados concuerdan
con los escasos trabajos publicados en la bibliograffa. Asi, Ba-
lamtekin et al.? publicaron unos valores de 117 ug/g de calpro-
tectina en 31 pacientes recién diagnosticados de enfermedad
celiaca, frente a una media de 3,7 pg/g en los celiacos en pe-
riodo de seguimiento con dieta sin gluten. Las cifras del grupo
sin tratar son practicamente superponibles a las presentadas
en el presente estudio. Las cifras del grupo control de celiacos
sin gluten y de controles sanos (media de calprotectina de 9,7
1g/g) son ligeramente inferiores a las de nuestro estudio, pro-
bablemente debido a cuestiones metodoldgicas de la técnica
de deteccion de la calprotectina.

En otro estudio pediatrico publicado por Berni-Canani et al.
en 2004'%, en el que se incluyd un total de 38 nifios celiacos,
se hallaron cifras elevadas de calprotectina fecal en pacien-
tes recién diagnosticados, que se normalizaban al cabo de 4
semanas de dieta sin gluten. Similares resultados encontra-
ron Ertekin et al.'" pacientes celiacos de nuevo diagndstico,
con cifras de calprotectina significativamente mas altas en
los pacientes en contacto con gluten: 13,4 frente a 4,6 1g/g
con dieta sin gluten (p >0,001). Estos autores también encon-
traron que las cifras de calprotectina en los pacientes celia-
cos sin gluten eran similares a las del grupo control (4,3 pg/g;
p=0,8 [NS]).
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Este hallazgo no se ha demostrado en adultos, en quienes se
han encontrado elevaciones sélo en la mitad de los casos de
pacientes celiacos con gluten'?'3, y con valores medios muy
poco elevados respecto al grupo control™.

En resumen, los resultados de calprotectina fecal aqui pre-
sentados concuerdan con los de otros articulos publicados al
respecto; es decir, los pacientes celiacos en contacto con glu-
ten presentan valores mas altos de calprotectina fecal que el
grupo control. Estos datos implican la posible utilizacién de la
calprotectina como un marcador precoz de transgresién con
gluten en los pacientes celiacos ya diagnosticados y bajo tra-
tamiento con dieta exenta del mismo. Se sabe que en estos
casos los anticuerpos empleados en clinica (antigliadina, anti-
transglutaminasa y antiendomisio) pueden tardar algunas se-
manas 0 meses en hacerse positivos.

No se han encontrado muchos estudios que hayan analizado
el comportamiento de la calprotectina fecal en la patologia
digestiva pediatrica no Ell y no celiaca. En los tres ensayos que
estudian estos aspectos se presentan cifras superiores de cal-
protectina en las enfermedades digestivas organicas (gas-
troenteritis infecciosas o enterocolitis alérgicas, e incluso po-
liposis vy reflujo gastroesofagico) que en el grupo de nifios
sanos'®'8. También aparecen en los estudios de Berni-Canani
et al. cifras de calprotectina fecal significativamente mas bajas
en los pacientes diagnosticados de trastornos funcionales del
aparato digestivo: dolor abdominal crénico y recurrente funcio-
nal e intestino irritable.

Los resultados aqui presentados apuntan en la misma linea,
con valores muy ligeramente elevados respecto a los controles
sanos (47,7 frente a 23,3 pg/g) en los nifios diagnosticados de
patologfa digestiva funcional. Por el contrario, se han encontra-
do cifras de calprotectina fecal algo mas altas en otros grupos
de patologfas, como la enterocolitis alérgica (172,1 ug/g) o las
infecciones gastrointestinales (121,4 pg/g). Estos datos con-
cuerdan con los presentados por Berni-Canani et al. y Carroccio
et al. Estos dltimos observaron que la calprotectina de los pa-
cientes alérgicos se normalizaba tras 4 semanas de dieta exen-
ta del alimento responsable. Respecto al hallazgo de cifras
muy altas de calprotectina fecal en la gingivitis herpética, no
se han encontrado datos en la bibliografia que aclaren este
aspecto. Sin embargo, hay estudios que muestran que la expre-
sion de calprotectina aumenta en las células del epitelio oral
en respuesta a la infeccion’, lo que podria ser la causa de su
aumento en heces.

Por tanto, los resultados indicarfan que la calprotectina fecal
a titulos no muy altos es un marcador sensible, aunque poco
especifico, para detectar una inflamacion en el tracto gastroin-
testinal al elevarse en las enfermedades que se caracterizan
por una inflamacion de la pared intestinal, mientras que los
nifios con una patologfa digestiva funcional muestran elevacio-
nes muy leves y sin significacion estadistica (p= 0,1) respecto
a los controles sanos. Il
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