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INTRODUCCION

El diagndstico diferencial entre la patologia funcional y organica del
aparato digestivo constituye un reto importante de la practica diaria tanto
del médico y del pediatra de atencion primaria como del
gastroenterdlogo. Estos procesos suelen cursar en la mayoria de los
casos, de una forma crénica e insidiosa sin asociarse a ninguna
manifestacion clara de afectacidon organica. La endoscopia digestiva, tanto
alta (gastroscopia) como baja (colonoscopia) es el método de referencia
para el diagndstico del proceso organico del aparato digestivo, y ademas,
en el caso de la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), permite
determinar el grado de actividad inflamatoria asi como la extensién de la
inflamacion intestinal. Sin embargo, estas son unas técnicas que tienen
una serie de desventajas: son caras, invasivas y no se pueden repetir
frecuentemente en los pacientes, especialmente en los pediatricos’.

En los ultimos afos, se esta asistiendo a una demanda cada vez
mayor de estas exploraciones, sin encontrar en la mayoria de ellas un
proceso organico que explique la sintomatologia de los pacientes. Este
hecho genera una gran carga asistencial, con la creacion de largas listas de
espera, un gasto econdémico elevado y, lo mas importante, el retraso en el
diagndstico y el tratamiento de pacientes con enfermedad relevante’.

Clasicamente se han utilizado como ayudas diagndsticas pruebas de
laboratorio como los reactantes de fase aguda, la alfa glicoproteina acida,
la alfa antitripsina, la albdmina plasmatica’, la determinacion de sangre
oculta en heces, asi como técnicas de imagen como el enema opaco y la
gammagrafia con leucocitos marcados, todos ellos han demostrado una
sensibilidad y especificidad bajas, fundamentalmente para el diagndstico
del céncer colorrectal y la enfermedad inflamatoria intestinal EIP.
Recientemente, se ha introducido la determinacién de calprotectina fecal
como marcador de patologia inflamatoria intestinal, cuya utilidad se va a
intentar explicar este articulo’.



LA CALPROTECTINA

La determinacién de calprotectina en heces se esta afianzando en
los ultimos afos como un nuevo marcador Uutil de patologia
gastrointestinal, incluyendo la enfermedad inflamatoria intestinal, el
cancer colorrectal, la cirrosis hepatica, la enteropatia alcohdlica, y la
pancreatitis cronica. Diversos estudios (Tabla |) demuestran que existe una
asociacion entre los niveles de calprotectina y el grado de inflamacidn, en
consecuencia puede usarse para monitorizar la respuesta al tratamiento y
predecir el riesgo de recidivas™>.

Tabla |

Valores de calprotectina fecal (ng/g) en pacientes con enfermedad

inflamatoria intestinal (Ell), patologia gastrointestinal organica (no Ell),

patologia gastrointestinal funcional y en el grupo de control.

Ell Organica (no Ell)  Funcional Control
N 12 18 13 13
Mediana 1218,9 112,6 20,0 25,0
Rango intercuartil 321,8 - 2.966,8 36,5-193,1 15,6 -25,4 19,2-325
Percentil 95 3797 40111 137,5 61,3
Tomado de Garcia Sanchez'

La calprotectina es una proteina heteromérica fijadora de calcio y
zinc que pertenece a la familia de proteinas S-100. Su estructura molecular
consiste en un heterotrimero de 36,5 kD formada por dos cadenas
pesadas de 14KDa y una cadena liviana de 8KDs todas no glicosiladas® ’.
Cada cadena une dos iones de calcio, y un ion de zinc. La uniéon del calcio
permite que la proteina forme complejos no covalentes tipo di-, tri- y
tetrameros, formacién que le confiere resistencia a la protedlisis’



Familia S-100

Las proteinas S100 forman una familia de 25 proteinas todas ellas
muy relacionadas estructuralmente y evolutivamente entre si. Presentan
como caracteristicas: tener bajo peso molecular, ser acidas y ofrecer gran
capacidad para unirse al calcio. Las proteinas S100 son expresadas en
células y tejidos especificos, donde realizan funciones intracelulares,
extracelulares, o ambas. Las proteinas S100 estan implicadas en la
regulacion de la fisiologia hematoldgica, inmune y neural, la proliferacion
y division celular, la supervivencia celular y apoptosis, dindmica celular,
actividad enzimatica y homeostasis del calcio.

Las S100 son codificadas por una familia génica exclusiva de los
animales vertebrados y estructuralmente todas tienen la habilidad de unir
calcio a través de sus dos dominios EF. Por otra parte, algunos miembros
de la familia s100, pueden unir y ser regulados por otros cationes
divalentes como el zinc y magnesio, por ejemplo, la unién de zinc parece
ser clave para la actividad de las Calprotectinas S100A1 y S100A3%.

Las proteinas S100 se subdividen en dos grandes subfamilias, la
familia tipo S100A donde se han descubierto varios miembros, y la tipo
S100B que corresponde a un solo miembro.

Las proteinas S100 forman complejos entre si, generandose
usualmente dimeros empaquetados antiparalalemente en una forma tal
que se habla de los dimeros a\cero (S100a\0) cuando son dos proteinas
S100A asociadas, dimeros tipo S100a cuando estd presente la asociacion
entre una cadena S100A y la S100B, y dimeros tipo S100b si el
homodimero estd compuesto de dos cadenas S100B°.



Estructura de la calprotectina

La calprotectina constituye entre el 40% y el 60% de las proteinas
citosdlicas de los neutrdfilos y se distribuye entre una 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 proporcidon, en monocitos, macrofagos,
qgueratinocitos, lineas celulares pancredticas, células glandulares
traqueales, y en los epitelios estratificados como el que recubre la lengua,
el eséfago y la cavidad bucal.
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Figura 1.- Estructura terciaria y cuaternaria de la calprotectina. En las figuras
a, b, ¢, dy e se muestran distintas conformaciones espaciales de las
subunidades S100A8/S100A9. Los iones de Ca se muestran como esferas
azules. Tomado de Ingo et al®

Se ha demostrado in vitro que tiene efecto bacteriostatico (fig2),
fungistatico y anti proliferativo de células tumorales” ''. Su actividad
inmunolégica es de tipo directo antimicrobiano y movilizadora y
activadora de los leucocitos granulocitico (especialmente de los
neutrdfilos). También tiene efectos sobre la activacion endotelial,
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Nature Reviews | Microbiology

Estudios publicados recientemente defienden el papel de la
calprotectina como reguladora de la flora intestinal, especialmente en la
prevencion de la translocacion bacteriana y controlando la aparicidon de la
displasia epitelial®. También parece que ejerce una funcidn protectora en
procesos inflamatorios e infecciosos y también presenta actividad anti
proliferativa, sin embargo un incremento excesivo podria inducir dafio
celular®. Se ha medido su concentraciéon en plasma y otros fluidos
biolégicos (saliva, LCR, sinovial) y en heces, donde se halla mas
concentrada que en el resto. Sus valores en heces se encuentran elevados
en multiples estados patoldgicos tanto inflamatorios (fibrosis quistica,
artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa e infecciones

. ;s . / 4,10
bacterianas) como neoplasicos (cancer colorrectal)™™.

PAPEL BIOLOGICO DE LA CALPROTECTINA

Los leucocitos polimorfo nucleares, o también Ilamados neutrdfilos
juegan un importante papel en el mantenimiento de la homeostasis del



aparato digestivo. Ellos tienen un sofisticado sistema de defensa para
eliminar los microbios que han atravesado la barrera mucosa, que es un
punto débil en la barrera que defiende el organismo de los agentes
externos. Durante la respuesta inflamatoria, los neutréfilos contribuyen al
reclutamiento de otras células del sistema inmune para facilitar la
curacion de la mucosa y la liberacion de los mediadores necesarios para la
resolucién de la inflamacién (fig. 3a). A pesar de que esta respuesta es
claramente beneficiosa para el organismo, una excesiva acumulacion de
neutrofilos activos en el intestino patolégico se ha asociado a una
enfermedad inflamatoria crénica con un dano de la mucosa. Debido a
esto, la acumulaciéon de neutréfilos en el organismo puede ser algo
bueno, o algo malo®.

El complejo de Calprotectina tras su liberacion a partir de los
leucocitos se asocia al endotelio vascular en los sitios donde se esta
produciendo la asociacion de monocitos y neutrdfilos que estan en fase de
adhesién y transmigracion (diapédesis) induciendo una respuesta pro-
inflamatoria y pro-trombogénica, al incrementar la expresiéon y la
secrecion de citoquinas y la expresiéon de moléculas de adhesién celular
(fig. 3b) "™
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Fig. 3.- a) Esquema general de la inflamacion. En respuesta a un blanco inflamatorio se
produce liberacion de interleucinas que inducen la quimiotaxis y diapédesis de
leucocitos al foco inflamatorio. Tomado de Luster™. B) Liberacion de calprotectina en
la luz intestinal en respuesta a inflamacion intestinal.




El componente S100A8 de la Calprotectina es sobre expresado
durante inflamacidn por fibroblastos activados en una induccion
dependiente de FGF2 (Factor de Crecimiento Fibroblastico 2) en presencia
o no de heparina e IL1B. La produccion fibroblastica es inhibida por
TGFBs(Factores de Crecimiento Transformante Beta) en una forma tal vez
dependiente de la estabilidad y vida media, del mRNA codificante’.

A nivel del tracto gastrointestinal, patologias inflamatorias con
distinta etiologia provocan un aumento de la permeabilidad de la mucosa
que induce la migracion de granulocitos y monocitos hacia el lumen
intestinal.
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Figura 3.- La figura representa el secuestro de Zn2+y Mn2+ por las proteinas
de la familia S100 en la superficie epitelial ante un absceso infeccioso.
S100A7 se libera en la superficie epitelial, donde inhibe la invasion bacteriana
debido a la quelacion de Zn2+. En tejidos mds profundos, la infeccion se
enfrenta mediante el reclutamiento de neutronicos, que liberaran
calprotectina (S100A8 y S100A9) al tejido infectado. La calprotectina inhibe
el crecimiento bacteriano gracias a la quelacion de Mn2+y Zn2+%




La subsiguiente activacion y muerte de estas células libera gran
cantidad de calprotectina, que es excretada en las heces. La
determinacion de calprotectina en heces, presenta buena correlacidon con
la excrecidn fecal de leucocitos marcados con Indio™!, considerada como
técnica de referencia para medir la actividad inflamatoria del intestino.

Localizacion Genomica

Recientemente se ha descrito la localizacidon genética de esta familia
de proteinas en la region del cromosoma 1g21 y existen nueve genes

7 Las proteinas S100

diferentes que codifican la proteina $100'®
presentan una evoluciéon en bloque por medio del mecanismo de
“Duplicacién Génica”, de ahi que en dicha regién cromosdmica 1921, se
encuentren 13 de sus miembros'®. Otros representantes de la familia
S100 son codificados por genes localizados en los cromosomas 4,5, 7, 21y

X ademas de distintas regiones del cromosoma 1 (tabla Il).
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Tabla Il

Familia S100"°

MIEMBRO
$100

S100A1

S100A2

S100A3

S100A4

S100A5
S100A6

S100A7

S100A7L1

S100A7L2
S100A7L3
S100A7L4

S100A8

S100A9

S100A11P

S100 B

S100G

S100 P

5100z

NOMENCLATURA ALTERNA

S100 alfa
S100 L, CAN19
S100 E

CAPL(proteina calcioplacentaria), Mts1(Gen
asociado a Metastasis 1), P9KA, 18A2, PEL9S,
42 A, Calvasculina, Metastasina

S$100 D, Calbindina 9K

Calcyclina(CACY), PRAP (proteina asociada a la
versién corta del receptor para prolactina),
MLN4, GFIP 2A9, 5B10

Psoriasina, S100A7c
S100A15, S100A7f, S100A7a
S100A7b

S100A7d

S100A7e

Calprotectina, CFAG(Antigeno A de la Fibrosis
Quistica), CAGA/CGLA(Calgranulina A), PS8,
MRP8, 60B8AG

Calprotectina, CFBG(Antigeno B de la Fibrosis
Quistica), CAGB/CGLB(Calgranulina B), P14,
MIF, NIF, LIAG, MRP14, MAC387

Pseudogén. Previamente denominado
S100A14.

No definido aun
CABP9K, CABP1, CD9K, CALB3(Calbindina 3)
No definido aun

Gm625

OCALIZACION
CROMOSOMICA

1921
1921
1921

1921

1921

1921
1922

1922

1921

1921

7g22-31.1

21922.2-22.3
Xp22.2
4pl6

5q13.3




UTILIDADES DE LA CALPROTECTINA FECAL EN LA CLINICA

Cuando la calprotectina se encuentra unida a calcio presenta una
elevadisima resistencia al calor y a la degradacion metabdlica ejercida por

210 Estas

enzimas bacterianas y por las propias proteasas intestinales
propiedades permiten que se elimine intacta por las heces y le confieren
ventaja como marcador bioquimico, no invasivo, para el despistaje de
inflamacion intestinal®. Es una proteina muy estable, lo cual permite su
determinacion en heces varios dias después de su recogida. Puede
mantenerse una semana a temperatura ambiente y varios meses
congelando la muestra®. La estabilidad frente a la degradacion bacteriana
es la principal ventaja que ha permitido el desarrollo de test diagndsticos
frente a otros marcadores como la lactoferrina, la elastasa neutrofilica, la
esterasa leucocitaria, la IL-1b, el TNFa y la proteina catidnica eosindfila

entre OtrOSZO.

Actualmente esta disponible un ensayo mejorado para la
determinacion de calprotectina mediante la técnica ELISA que, como
principales ventajas respecto al original, requiere menor cantidad de
muestra y aumenta el rendimiento de la solucidon de extraccidn. Se trata
de una técnica simple, sensible, exacta, reproducible y mas econdmica.

La determinacion de la calprotectina en heces es util en las
siguientes enfermedades:

1. Enfermedad inflamatoria intestinal. Es la patologia en la que esta
mas extensamente estudiado este marcador, al ser la enfermedad
con mayor grado de lesién. Se ha demostrado una excelente
sensibilidad en el diagndstico de la misma, tiene buena correlacion
con los indices de severidad histoldgica, colonoscdpica, de medicina
nuclear (gammagrafia con leucocitos marcados) y clinicos (Lloyd-Still
Score). Es proporcional a la gravedad de las lesiones y a la extension
de las mismas. Sus niveles aumentan antes de presentar clinica en el
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brote agudo. Se ha usado para monitorizar la respuesta al
tratamiento. Datos recientes sugieren que la eficacia de Ia
calprotectina, al contrario que la PCR, presenta una mayor
sensibilidad diagndstica en pacientes con CU, que con EC™.

Dolor abdominal recurrente, diarrea cronica inespecifica y colico del
lactante. Las alteraciones funcionales presentan valores de
calprotectina en el rango de la normalidad para su edad y siempre
inferiores a los procesos inflamatorios. En adultos la calprotectina
tiene una sensibilidad del 100% y una especificidad del 97% para
discriminar entre enfermedad de Crohn y el sindrome del colon
irritable.

Cancer colorrectal. Distintos estudios en adultos corroboran el uso
de la calprotectina como screening del mismo. Esta es una patologia
poco frecuente en pediatria y en las formaciones polipoideas es de
utilidad limitada al detectarse minimas elevaciones no significativas.

Enteropatia inducida por AINES. Se ha documentado niveles
anormales de calprotectina fecal en pacientes con dafio intestinal
por consumo de AINES, presentando una buena correlacién con la

111
In. La

eliminacion en heces de leucocitos marcados con
calprotectina fecal es util para el diagndstico de las lesiones

subclinicas.

Diversas patologias cursan con inflamacion intestinal entre las que
destacan fibrosis quistica, enteritis infecciosas, quimioterapia,
inmunosupresion, pero en general en éstas se observan valores
anormales pero inferiores que en la E.L.1.

Enfermedad celiaca. Aun no existen estudios que describan el
comportamiento de ésta en las distintas etapas de la celiaquia pero
se espera que existan diferencias significativas al tratarse de una
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patologia con gran desestructuracion intestinal’, y ese es el objetivo
de este estudio.

LIMITACIONES

1.- Falta de especificidad. Como se ha explicado anteriormente, la
calprotectina refleja la inflamacidn intestinal sea cual sea su causa. Estos
valores analiticos deben integrarse con los datos clinicos para el
diagndstico del proceso causante y proceder a estudios histolégicos para
la confirmacién de los mismos.

2.- Edad. En nifios sanos con edades comprendidas entre los 2 y los
15 anos, los rangos de normalidad varian entre 0,5 mg/L — 6,3 mg/L ,
comparables con los rangos en adultos (0,5 mg/ L — 11 mg/ L). Sin
embargo, existen grandes variaciones en los primeros meses de vida por
lo que seran necesarios establecer valores de referencia para cada
segmento de edad. Los valores maximos se alcanzan las primeras 10
semanas de vida, relacionandose éstos con el desarrollo del sistema
inmune intestinal y el establecimiento de la flora normal bacteriana. Se
observan niveles inferiores en neonatos con lactancia materna en
comparacion con la lactancia artificial. Se carece de valores para recién
nacidos pretérmino por lo que aun no es una técnica aplicable para el
diagndstico de procesos inflamatorios como la enterocolitis necrotizante.

LA ENFERMEDAD CELIACA

La enfermedad celiaca es una enfermedad sistémica de mecanismo
inmune desencadenada por el gluten y otras prolaminas relacionadas con
él que afecta a individuos susceptibles genéticamente caracterizados por
la presencia de determinados haplotipos del sistema mayor de
histocompatibilidad, concretamente los fenotipos HLA DQ2 y DQ8. La
enfermedad celiaca se diagnostica por la presencia en pacientes con mas
o0 menos sintomas de anticuerpos contra la enzima transglutaminasa2
presente en muchos tejidos y anticuerpos contra las formas deaminadas
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de péptidos de la gliadina (fraccion toxica del gluten rica en glutamina)
mas la demostraciéon de la existencia de una enteropatia sensible al
gluten.

El diagnéstico de la Enfermedad Celiaca en la poblacidén pediatrica
se ha basado desde 1969 en los criterios establecido por la ESPGHAN
(European Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition) 2*. Inicialmente se requeria la realizacién de al menos 3 biopsias
intestinales: La primera ante la sospecha diagnostica y estando el nifio
consumiendo gluten. Tras comprobar la existencia de atrofia vellositaria,
se instauraba una dieta exenta de gluten durante al menos 2 afos
realizdndose posteriormente una segunda biopsia con objeto de
comprobar la curacién de lesion intestinal. Se iniciaba entonces una
prueba de provocacidon, reintroduciendo el gluten en la dieta, bajo
vigilancia clinica y analitica, seguido de una tercera biopsia para confirmar
la recaida histoldgica. Solo al comprobar la reaparicion de la atrofia
vellositaria tras reintroduccion del gluten se establecia el diagndstico de
Enfermedad Celiaca.

La lesidn histoldgica esperada en la biopsia intestina no es especifica
de celiaquia limitandose al hallazgo de distintos grados de atrofia de
vellosidades junto a hiperplasia de criptas e infiltrado linfocitario. La
clasificacion seguida actualmente fue establecida por Marsh y Oberhuber

(fig. 4)

En 1989, basados en la experiencia acumulada en los aios previos, y
en amplios estudios multicéntricos, se modificaron estos criterios,
reduciendo la obligatoriedad de la prueba de provocacion, es decir de la
realizacion de tres biopsias, a aquellos casos en que la 12 biopsia se habia
realizado antes de 2 afios de edad o si habia dudas respecto al diagndstico
final*2. En los casos restantes, con una mucosa intestinal claramente
patoldgica al debut, el diagnostico quedaba establecido tras la realizacion
de la 12 biopsia, sin necesidad de repetir las biopsias intestinales.

15



Clasificacion histologica de Marsh-Oberhuber

Marsh O Marsgh 1 Marsh 2 harsh 3a Marsh 3b | Marsh 3¢ Biarsh <
ILE* =30/ 100 = 300 100 =30 100 =30 100 =304100 | =30/ 100 =30 100
Hiperplasia # + + +
de criptas
Atrofia - - - Aplansmiiento | Subiotal Total Total
vellogitaria Preinfiitrativa | Infilirates Enfilirative parcial |atradfica
hiperplastica hipoplistical

ILE*: hinfocitos intraepiteliales por cada 100 enterocitos

Figura 4. Clasificacion de las lesiones histoldgicas de la mucosa intestinal de la
enfermedad celiaca. Tomada de Marsh? y Oberhuber®,

En los dultimos afios la alta eficacia de nuevos marcadores
seroldgicos, el descubrimiento de la estrecha asociacién demostrada de la
Enfermedad Celiaca con determinados haplotipos HLA (DQ2, DQ8) y un
mejor conocimiento del espectro de lesiones histolégicas que pueda
presentarse, ha propiciado importantes cambios en el concepto de la

enfermedad y en el enfoque diagndstico®.

Por todo ello surgié la demanda por parte de los gastroenterdlogos
pediatricos de revisar los criterios de 1989, y de simplificar y agilizar el
proceso diagndstico de la enfermedad, tal como recoge una encuesta
realizada entre miembros de la ESPGHAN recientemente publicada®.

Atendiendo a todos estos motivos un grupo de trabajo de Ia
ESPGHAN, ha formulado una nueva definicion de la enfermedad vy
elaborando una serie de afirmaciones y de recomendaciones, que han sido

16



recientemente publicadas como nueva guia de diagndstico de la ESPGHAN
para la Enfermedad Celiaca®.

Asi, los nuevos criterios diagndsticos propuestos, contemplan la
posibilidad de omitir la biopsia intestinal en casos que cumplan unos
requisitos muy concretos Tabla Ill)

Tabla 11l

Criterios revisado para diagndstico de enfermedad celiaquia sin biopsia
intestinal

® Pacientes sintomaticos.

e Con valores de Anticuerpos Antitrasglutaminasa superiores a 10 veces el valor de
referencia.

¢ Y con Anticuerpos Antiendomisio, como test confirmatorio, positivos.

¢ Y que ademas presenten un haplotipo HLA asociado a EC (DQ2 y/o DQS8).

En todos los demds casos sigue siendo imprescindible la realizacidon
de al menos una biopsia antes de excluir el gluten de la dieta.

Por otra parte el seguimiento de los pacientes celiacos se realiza
ademas de con los controles clinicos y somatométricos adecuados con la
monitorizacién de los marcadores seroldgicos descritos. Como ya se ha
dicho, existen multiples estudios que hablan de la calprotectina fecal y sus
valores en las enfermedades inflamatorias intestinales, pero ninguno que
trate en concreto la enfermedad celiaca y que tenga unos resultados
esclarecedores”.

17



OBIJETIVOS

Estudiar los valores de calprotectina fecal en las distintas fases de la
enfermedad celiaca (contacto con gluten y fase de supresién)

Valorar el uso de los niveles de calprotectina fecal en la trasgresién
con gluten en los celiacos

Comparar los valores de calprotectina fecal en pacientes celiacos
con y sin ingesta de gluten con sus niveles en otras enfermedades
digestivas inflamatorias y no inflamatorias.

Establecer valores de normalidad de calprotectina fecal en nifios sin
patologia digestiva.
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MATERIALY METODOS.

El estudio ha sido llevado a cabo en la Unidad de Medicina Digestiva

Infantil del Hospital General Universitario de Alicante entre julio del 2012

y septiembre del 2013. El estudio se ha realizado con un total de 259

muestras de heces recogidas en 223 nifos, los cuales se han repartido en

los siguientes grupos:

Grupo A. Pacientes celiacos. Se han incluido los pacientes en
seguimiento en la Unidad diagnosticados de enfermedad celiaca de
acuerdo con los criterios de Praga modificados en 2012* todos
tenian al menos una biopsia compatible. Se subdividio en dos
grupos: Al pacientes celiacos recibiendo dieta sin gluten,
asintomaticos, con buen control de la enfermedad y con
marcadores serolégicos normales. Grupo A2 donde se incluyd los
pacientes con ingesta de gluten al ser diagndésticos de novo o con
evidencia de trasgresion con gluten diagnosticada por elevacion de
marcadores seroldgicos de la enfermedad celiaca (anticuerpos
antigliadina, antitransglutaminasa tisular y/o antiendomisio)
respecto a los valores previos.

Grupo B. Pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal. Se han
incluido los pacientes en seguimiento en la Unidad por dicha
enfermedad. Se han establecido dos subgrupos: BC para pacientes
con enfermedad de Crohn y BCU con colitis ulcerosa. Durante el
periodo de recogida de datos se han incluido episodios de
diagndstico de novo, brotes y periodos intercrisis.

Grupo C o grupo control, también subdividido en dos subgrupos: CD
donde se incluyeron pacientes seguidos en la unidad de digestivo
infantil por problemas digestivos no incluidos en los dos grupos
anteriores y grupo CS compuesto por pacientes pediatricos de los
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servicios de cirugia y traumatologia infantil sin evidencia de
enfermedad gastrointestinal.

El nUmero de pacientes de cada grupo aparece en la tabla IV.

Tabla IV

Grupos de estudio

Descripcién Grupo NuUm. Pacientes’
Celiacos A 59

Sin gluten Al 44

Con gluten A2 15

E.LI B 28 (61)

Enf. Crohn BC 19 (39)

Colitis ulcerosa BCU 9(22)

CONTROL C 139

Otras patologias digestivas CD 106

Sanos () 33

1 (Ndmero de muestras)

A todos los pacientes incluidos en el estudio se revisd su historia
clinica buscando patologias no digestivas o consumo de medicamentos
gue pudieran alterar los resultados de la calprotectina fecal. En caso de
presentar alguna de estas circunstancias se elimind del estudio.

Se recogieron de cada paciente los datos de edad, sexo, niveles de
calprotectina en heces, valores de los pardmetros de inflamacion
mediante la determinacion de PCR y Velocidad de sedimentacion vy
serologia de celiaquia mediante los anticuerpos antigliadina vy
antitransglutaminasa tisular.

Los parametros de cada caso se pasaron a una tabla de Excel y los
datos estadisticos se analizaron con el programa SPSS. Se han
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determinado medias y desviacidon estandar de los parametros estudiados y
se aplicaron los test de la t de Student y ANOVA.

Determinacidn de la calprotectina en heces

La calprotectina tiene la ventaja que es muy estable incluso hasta
una semana recogida en contenedores de polivinilo de uso habitual en la
clinica’®. La determinacion se realiza por medio de un método de
inmunoensayo fluorométrico automatizado en el aparato Phadia 250
(Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Suecia).

Previo a la determinacion, la calprotectina es extraida de 100 mg de
la muestra de heces segun el protocolo establecido por el fabricante. (Fig.
5). Posteriormente, el sobrenadante es introducido en el analizador para
la determinacion, siguiendo también las indicaciones del fabricante.

L

) .

Figura 5.- Extraccion de calprotectina de las heces. 1 Se pesa la cdmara de extraccion
para tararla a cero. 2 Se toman unos 100 mg de heces previamente homogeneizadas.
3 Se afiaden 50 veces el peso de heces del buffer de extraccion de calprotectina (por
ejemplo 100 mg. de muestra de heces mds 5 ml de buffer). 4 Se cierra el dispositivo y
se mezcla hasta homogeneizar completamente. Después se incuba 10 minutos. 5 Se
transfieren 1-2 ml del homogeneizado a un tubo para centrifugar 5 minutos a 3000xg.
6 El sobrenadante es la muestra usada para introducir en el analizador.

Los niveles de deteccién de la técnica se situan segun
recomendaciones del fabricante entre 15 y 4990 ug/g, siguiendo un




patron lineal entre dichos limites. Por debajo de 15 la técnica empleada no
es capaz de distinguir valores y se consideran como niveles indetectables.

Diagndstico de celiaquia

En el presente estudio se han aplicado los criterios diagndsticos de
la enfermedad celiaca de la E.S.P.G.H.A.N. revisados de 2012. Todos los
pacientes incluidos como celiacos tenian al menos una biopsia duodenal
obtenida por endoscopia digestiva alta o por medio de biopsia por succion
mediante cdpsula de Watson-Crosby. Se incluyd en el estudio con
diagndstico de enfermedad celiaca aquellos pacientes con biopsia al
menos Marsh 1 o superiores (Fig. 4).

Los marcadores seroldgicos de celiaquia utilizados en el presente
estudio: anticuerpos antigliadina y antitransglutaminasa se determinaron
por técnica estandar de laboratorio clinico concretamente por Elisa marca
EliaA Gliadin DP IgA e IgG para los anticuerpos antigliadina y Phadia
Celiakey 1gG e IgA para los anticuerpos antitransglutaminasa tisular,
determinados ambos mediante el auto analizador Phadia 250 (Fig. 6).

. Figura 6.- Autoanalizador
! Phadia 250 empleado en
las determinaciones de
Phadia 250 W calprotectina fecal, y
—y serologia de celiaquia.

SCIENTIFIC
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Pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal

Los pacientes con Ell se incluyeron en el grupo B, tanto con
enfermedad de Crohn (BC) como con Colitis Ulcerosa (BCU). A dichos
pacientes se recogieron muestras de heces y suero pareadas para
determinacion por una parte de la calprotectina fecal y en sangre de
pardmetros de inflamacién: velocidad de sedimentacion (VSG) y proteina
C reactiva (PCR), ambas fueron determinados por procedimientos
estandar de laboratorio clinico. Los pacientes incluidos en este estudio
estaban todos diagnosticados de Ell en sus dos tipos siguiendo los criterios
de Oporto®.

Los pacientes incluidos en ambos subgrupos fueron a su vez
subdivididos segun la consideracion de que estuvieran en brote agudo de
la enfermedad o no. Para ellos se valoraron parametros clinicos subjetivos
y objetivos y los reactantes inflamatorios arriba indicados (pcr y vsg)
unificados en los scores de actividad clinica. Se han empleado para la
enfermedad de Crohn el indice PCDAI (fig. 7) desarrollado por Silverberg
et al*’. Se considerd ausencia de brote una puntuacion por debajo de 10.

Para la colitis Ulcerosa se ha utilizado el indice PUCAI’" (fig. 8)
considerandose el paciente en situacién de brote con una puntuaciéon por
encima de 10.
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Puntos Puntos

1. Historia clinica (recuerdo de una semana) 3. Exploracion
Dolor abdominal Peso
Ninguno 0 Aumento de peso, peso estable voluntario
Leve, de corta duracion, no interfiere con la actividad o adelgazamiento 0

normal 5 Peso estable involuntario, adelgazamiento del 1 al 9% 5
Intenso, de larga duracion, afecta a la actividad Adelgazamiento > 10% 10

normal, nocturno 10

Abdomen

Deposiciones (por dia) No se abservan masas abdominales
(-1 deposiciones liquidas, con ausencia de sangre 0 ni dolor con la palpacion D
Hasta 2 deposiciones semiblandas con sangre Doler con la palpacion o masas abdominales

0 2-5 deposiciones liquidas 5 sin dolor con la palpacion 5
Sangrado abundante o > 6 deposiciones liquidas Dolor con la palpacion, contractura abdominal

o diarrea nocturna 10 o masa abdominal definida 10
Estada general y capacidad funcional Talla (completar solo en el momento del diagndstico)
Bueno. Actividad no limitada 0 Disminucion de menos de 1 escala
Regular. Dificultades ocasionales para mantener (1 escala = 2 percentiles) 0

las actividades habituales 5 Disminucién de 1 a 2 escalas 5
Muy deficiente. Limitaciones frecuentes de las actividades 10 Disminucion de mis de 2 escalas 10
2. Analitica Talla (completar sélo durante el seguimiento)
Velocidad de sedimentacion globular (mmy/h) Velocidad de crecimiento > —1 DE 0
<20 0 Velocidad de crecimiento < -1 DE 0>-2 DE 5
20-50 25 Velocidad de crecimiento > -2 DE 10
L g Enfermedad perirrectal
Albiimina (g/) Niimero de colgajos o papilomas cutineos
=35 0 asintomaticos 0
31-34 5 1-2 fistulas indoloras, drenaje, sin dolor
<30 10 con la palpacion 5
o 2315 C06) Fistulas activas, drenaje, dolor con la palpacion

2 - : o absceso 10
IO aRS Varon Varan Mujer
11-14 anos 15-19 anos 11-19 anos Manifestaciones extraintestinales

>33 =25 >37 >34 0 No 0

28-32 30-34 32-36 29-33 25 1 5

<28 < 30 <32 <29 5 2 o mis 10

Puntuacion total (0 a 100k PCDAI 2 30: enfermedad moderada o grave; PCDAL> 11 e < 30: enfermedad leve; PCDAL = 10: remision clinica,

DE: desviacion estdndar; PCDAL indice de actividad de la enfermedad de Crohn pediatrica.

Figura 7.- Indice de actividad de la enfermedad de Crohn en nifios (PCDAI) Tomado de
Navas y cols*.
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Yariable Puntuacion
1. Dolor abdominal
—Sin dolor 0
— Dolor que puede ser ignorado 5
— Dolor que no puede ser ignorado 10
2. Reclorragia
— Ausente 0
— Pequeno sangrado, en < 50%
de las deposiciones 10
— Pequefio sangrado en la mayoria
de las deposiciones 20
—Sangrado abundante
> 50% de las deposiciones) 30
3. Consistencia de la mayor parte de las deposiciones
— Formes {0
— Parcialmente formes 5
— Completamente deshechas 10
4. Nitmero de deposiciones en 24 b
—0-2 4]
=35 5
oyl 10
->8 15
5. Deposiciones nocturngs (cualquier episodio que despierfal
— Ausentes 4]
— Presentes 10
6. Grado de actividad
— Sin limitacion de la actividad ]
— Limitacién ocasional de la actividad 5
— Restriccion importante de la actividad 10
Suma de PUCAI (0-83)

*PUICAL < 10 remisidin; PUCAL 10-34: brote leve; PUCAL 35-64: brote moderado;
PUCAI > 65: brote grave.
Modificada de Turner D, et al. Gastroenterology. 2007;133:423-32.

Figura 8.- Indice PUCAI de actividad de colitis ulcerosa pedidtrica. Tomado de Marti de
Carpi et al*>.
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Grupo NUm. Edad media® Mediana Rango edad
. . y y Sexo V/M
Pacientes (afos) (afos) (meses)

A 59 6,8 (2,1) 6,2 1,8-14,7 19/40
Al 44 7,3(2,9) 6,3 4,2-8,9 16/28
A2 15 5,5(3,3) 3,8 1,8-12,0 3/12
B 28 (61) 12,1 (3,1) 13,6 1,2-15,2 15/13
BC 19 (39) 11,4 (3,1) 12,8 5,7-15,0 11/8
BCU 9 (22) 13,4 (2j9) 14,1 1,2-15,2 4/5
C 139 8,6 (4,3) 9,2 0,6-15,2 65/74
CD 106 9,1(4,3) 10,1 0,6-15,2 50/56
CS 33 7,2 (3,7) 5,9 1,4-15,1 15/18

RESULTADOS

Resultados grupo de pacientes celiacos

Se incluyeron 59 pacientes en este grupo 40 mujeres y 19 varones
(tabla V), la edad media de los pacientes fue de 6,8 afios con un rango de
1,8 a 14,7 afos. Todos ellos tenian al menos una biopsia intestinal con
lesion de la mucosa intestinal compatible con el diagndstico de
enfermedad celiaca de acuerdo a lo previamente descrito en material y
métodos. De ellos 15 pacientes (12 mujeres) fueron incluidos en el grupo
de celiacos en contacto con gluten al ser pacientes de nuevo diagnostico
(subgrupo A2). Estos pacientes presentaron una edad media de 5,5 anos
con un rango entre 1,8 y 12 afos. Los restantes 40 pacientes, también con
predominio de mujeres (28 frente a 16 varones) eran celiacos ya
diagnosticados y presentaban un estado clinico, somatométrico y analitico
normal y constituyeron el grupo Al. Sus edad media resulto ligeramente
mayor: 7,3 afos (t test: 0.06 ns)

Tabla Vv

Datos demograficos de los grupos de estudio

1 (NUmero de muestras)
2 (DS)
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En la siguiente tabla (tabla VI) aparecen los resultados de la
calprotectina fecal en ambos subgrupos. Se observa que los pacientes en
contacto con gluten (A2) presentan valores de calprotectina
significativamente mas altos que los pacientes con buen control de la
enfermedad. En la tabla aparecen también los valores de la serologia de
celiaquia en ambos grupos.

Tabla VI

Resultados calprotectina grupo celiacos

Grupo Edad Calprotectina Ac anti TGTt Ac antigliadina
(afios) (ug/g heces) (U1/100 ml) (U1/100 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 5,5 (3,3) 119,2 (122,6) 102,7 (70,4) 75,3 (76,7)

t-test 0,06 (ns) 0,008 0,0005 0,006

Media (DS)

Los pacientes celiacos que ingerian gluten presentaron unos valores
medios de anticuerpos antitransglutaminasa tisular de 102,7 UI/100 ml
significativamente mas altos que los 13,8 UI/100 ml de los pacientes que
seguian dieta sin gluten. Los Ac antigliadina mostraron también
diferencias significativas entre ambos grupos: 4,4 frente a 75,3 Ul/100 ml.

En las figuras 9 y 10 se ilustran mediante graficos de barras con
desviacion estandar los resultados anteriormente expuestos.
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Calprotectina fecal

t-test p= 0,008
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Figura 9.- Grafica comparativa con media y desviacion estandar de los resultados de

calprotectina en los grupos sin (A1) y con gluten (A2) de pacientes celiacos.

Serologia de celiaquia
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Figura 10.- Grdficos de barras de media y desviacion estandar de los valores de la
serologia de celiaquia en los dos subgrupos de pacientes celiacos



Finalmente se ha realizado el test de capacidad predictiva de Ia
calprotectina fecal mediante la construccion de una tabla de contingencia.
Dado que el grupo de control sano presentd un valor de calprotectina
fecal de 16,3 (DS=3,5) ug/g de heces, por tanto el valor considerado limite
superior de lo normal o punto de corte (media + 2DS) seria de 23,3 ug/g.
Con este limite se construyd la siguiente tabla de contingencia:

Tabla ViI

Tabla de contingencia

Ingesta gluten

no si Total

Calprotectina fecal <23 pg/g 39 4 43
Calprotectina fecal >23 pg/g 5 11 16

Total 44 15 59

Intervalo confianza 95 %

Sensibilidad 88,64% 74,65% 95,74%
Especificidad 73,33% 44,83% 91,09%
Valor predictivo positivo 90,70% 76,95% 96,98%
Valor predictivo negativo 68,75% 41,48% 87,87%

Por tanto la presencia de un valor de calprotectina fecal superior a
23 ug/g, en ausencia de otra enfermedad digestiva, tiene una probabilidad
del 90 % de indicar que el paciente este tomando gluten.

Resultados grupo de enfermedad inflamatoria intestinal

Se incluyeron en este grupo un total de 28 pacientes a los cuales se
obtuvieron 61 muestras de heces junto a sus correspondientes analisis de
sangre extraidos en distintos estadios evolutivos de la enfermedad. Estos
28 pacientes mostraron un ligero predominio en varones (15 frente a 13
mujeres) y sus edades fueron mas elevadas que el grupo anterior: media
de 12,1 aflos con un rango de 1,2 a 15 afios. Revisadas las historias de los
pacientes, 19 cumplian los criterios de Oporto de enfermedad de Crohn
(relacién V / M= 11/ 8) y formaron el grupo BC y los 9 restantes padecian
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una colitis ulcerosa incluyéndose en el grupo BCU. En este subgrupo se
aprecio un ligero predominio en mujeres, 5 frente a 4 varones.

Las edades medias y rangos de edad de ambos subgrupos aparecen
en la tabla V. Se aprecia una edad media algo mas alta en el grupo BCU
siendo esta diferencia estadisticamente significativa (t test p=0,01).

En la tabla VIII se exponen los resultados de la calprotectina y
marcadores séricos de inflamacidon del grupo B.

Tabla Vil

Resultados calprotectina grupo E.L.I.

Grupo Edad Calprotectina PCR VSG

(afios) (ug/g heces) (mg/100 ml)
B 12,1(3,1) 1312,5(1087,1) 2,0(3,9) 32,9(22,7)
BC 11,4 (3,1) 1113,6 (1016,1) 2,8 (4,8) 36,9 (24,9)
BCU 13,4(2,9) 1713,5(1113,7) 0,6 (0,5) 24,5 (14,5)
t-test (BC/BCU) 0,01 0,03 0,01 0,04
Media (DS)

Se aprecian cifras mas altas de calprotectina fecal con significacion
estadistica en el subgrupo de colitis ulcerosa mientras los parametros de
inflamacién general (PCR y VSG) fueron mds altos en los pacientes con
enfermedad de Crohn.

Por otra parte, los pacientes de cada subgrupo de Ell fueron
catalogados en funcion de su estado clinico y aplicando los indices de
actividad referidos en el apartado correspondiente de material y métodos
(PCDAI y PUCAI) en estado de situacion basal o con actividad inflamatoria
sugestiva de brote agudo. Con estas premisas se subdividio a los grupos en
subgrupos sin brote o situacién basal de la enfermedad (BC1 y BCU1) y



subgrupo con actividad inflamatoria o en brote agudo de Ell (BC2 y BCU2).
Los resultados de edad, calprotectina y reactantes de fase aguda de todos
los subgrupos aparecen en la tabla IX.

Todos los parametros de inflamacion analizados fueron mas
elevados en el grupo BC2 respecto a los pacientes sin brote (BC1) de
forma significativa. Sin embargo en el grupo de la colitis ulcerosa aunque
la calprotectina fecal fue superior en presencia de actividad inflamatoria:
2185 pg/g frente a 701 que promedio en los pacientes con PUCAI bajo, los
marcadores de inflamacidon sistémicos no se elevaron de forma
estadisticamente significativa en el grupo BCU2 mostrando una actividad

inflamatoria mas local.

Tabla IX
Resultados calprotectina subgrupos E.L.I.
Grupo Edad Calprotectina PCR VSG
(afios) (ug/g heces) (mg/100 ml)
BC 11,4 (3,1) 1113,6 (1016,1) 2,8 (4,8) 36,9 (24,9)
BC1 11,9 (2,7) 429,7 (397,6) 0,5 (0,7) 13,5 (8,1)
BC2 11,3 (3,1) 1729,2 (1013,6) 4,8 (5,8) 55,1 (16,9)
t test 0,49 ns 0,0001 0,009 <0,0001
BCU 13,4 (2,9) 1713,5 (1113,7) 0,6 (0,5) 24,5 (14,5)
BCU1 12,4 (4,9) 701,4 (1035,4) 0,3 (0,7) 15,6 (10,8)
BCU2 13,9 (1,3) 2185,8 (806,2) 0,7 (0,4) 29,4 (14,3)
T test 0,44 ns 0,007 0,31 ns 0,06 ns
t-test BC2/BCU2 0,004 <0,0001 0,01 0,0006
Media (DS)
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Figura 11.- A.- Comparacion de cifras de media de calprotectina en ambos subgrupos
de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal tanto en situacion basal (BC1 y
BCU1) como en brote agudo (BC2 y BCU2). B.- PCR C.- velocidad de sedimentacion.

Resultados del grupo control

Se han establecido dos grupos de controles para la comparacion de
los resultados obtenidos. Por una parte se incluyd un total de 33 nifios
sanos reclutados en la consultas de cirugia y traumatologia infantil con
ausencia de enfermedad digestiva de cualquier tipo. Este grupo
denominado como CS o de control sanos mostré una edad media de 7,2
afos comparable a la del grupo celiaco, el resto de caracteristicas del
grupo aparece en la tabla V. La calprotectina media obtenida en estos
pacientes fue de 16,3 (DS=3,5) pug/g de heces, como ya se indicé mas
arriba, por tanto el valor considerado como limite superior de lo normal o
punto de corte (media + 2DS) seria de 23,3 ug/g.

Por otra parte se solicité la determinacién de calprotectina a un
grupo de pacientes en seguimiento en la Unidad de Medicina Digestiva
Infantil del Hospital General Universitaria con diagndsticos distintos a los
de enfermedad celiaca y de enfermedad inflamatoria intestinal (tabla Xy
fig. 12). Estos pacientes formaron el grupo CD o de control digestivo.
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Finalmente se recuperaron datos de 106 pacientes que se agruparon por
diagndsticos en las categorias que aparecen en la tabla X.

Tabla X

Valores de calprotectina en los distintos grupos por diagndsticos del grupo
de control digestivo

Grupo Numero Edad Calprotectina

€asos (meses) (ug/g heces)
Total 106 9,1(4,3) 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 11 10,2 (3,2) 576,5 (632,7)
Otros 6 10,7 (4,7) 198 ,5 (311,3)
Media (DS)

Se identificaron en funcidn del estudio retrospectivo de las historias
clinicas 9 pacientes afectos de alergia alimentaria con manifestaciones
digestivas (vOmitos, diarrea, dolor abdominal, etc.). El grupo mas
numeroso de pacientes fue el de aquellos que cumplian los criterios de
trastornos digestivos funcionales de acuerdo con el consenso Roma I1I**.
Los pacientes fueron diagnosticados de dolor abdominal crénico o
recurrente funcional, estreiiimiento crénico funcional, dispepsia funciona
o vomitos funcionales. Estos nifios en total 62 se agruparon bajo el
epigrafe “funcional”. En tercer lugar se recogieron 18 resultados de
calprotectina recogidos de casos de gastroenteritis o enterocolitis
infecciosas. Se clasificaron como subgrupo “infeccioso”. Por otra parte
hubo 11 casos con cuadros de ileitis o enteritis que no cumplian criterios
de enfermedad inflamatoria intestinal como se comentd previamente en
material y métodos y que se sacaron del grupo B y se incluyeron en este
como el subgrupo inflamatorio no Ell. Los 6 casos restantes que no se
pudieron englobar en ninguno de los anteriores quedaron como "otros”
siendo dos gastritis antrales, una gastritis crdnica helicobacter pylori

34



positiva, un podlipo coldnico, una gingivoestomatitis herpética que mostré
unas cifras de calprotectina fecal muy elevadas (822 pg/g) que se
normalizaron en paralelo con la mejoria de la afectacién oral y una
duodenitis inespecifica.

Aplicando el test ANOVA de analisis de varianza de un factor entre
los distintos subgrupos ofrece un valor f de 11,5 lo cual resulta
estadisticamente significativo con p< 0,0001 rechazandose por tanto la
hipotesis de que las medias son iguales.

u Edad grupos control digestivo
25
20 -
15 A [
10 A T
5
0 T T T T T
alergia funcional infeccioso inflamatorio otros TOTAL
ﬂ Calprotectinagrupo control digestivo
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1000 -
800 -
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400 A ‘
200 A
L mm
0 T T T T T
alergia funcional infeccioso inflatorio otrca TOTAL

Figura 12.- A.- Comparacion de cifras de media de edad en los subgrupos incluidos en
el grupo CD. B.- Igual para la calprotectina.
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Comparacion de las cifras de calprotectina entre los distintos
grupos

Para conocer la significatividad de las cifras de calprotectina
obtenidas en los grupos de estudio, especialmente en el grupo de
pacientes celiacos y su comparacion con los grupos control se aplicé el
test de comparacion de medias mediante la t de Student entre los
mismos.

No se encontré diferencias entre la calprotectina fecal del grupo de
celiacos sin ingesta de gluten con el grupo de controles sin patologia
digestiva (CS) (fig. 13).

Calprotectina fecal

Grupo Calprotectina pg/g
z: : t-test p=0,17ns é]é ié? g45)7)
40 -
35 A
30

Al ()

Figura 13.- Comparacion de cifras de calprotectina fecal entre los celiacos en fase de
remision sin contacto con gluten y los nifios sanos incluidos en el grupo control sano
(CS)

Por otra parte se ha comparado los resultados de calprotectina en el
grupo de celiacos con ingesta de gluten (A2) con los otros pacientes del
grupo de control digestivo (fig. 14). En este caso se ha excluido al
subgrupo de otros por tratarse de pacientes de etiologia diversas.




Aplicado el test de analisis de varianza (Anova) en este caso también
indica que las medias de cada grupo son diferentes de forma
estadisticamente significativa (fig. 14).

Calprotectina Fecal
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A2 alergia funcional infecciosa inflamatoria

Figura 14.- Comparacion de medias y DS del grupo de celiacos en contacto con gluten
y resto de pacientes con patologia digestiva no Ell (CD).
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DISCUSION

A.- Datos demograficos.-

Durante el periodo de estudio del presente trabajo se fueron
recogiendo muestras de forma secuencial a los pacientes citados a la
consulta externa de la Unidad de Medicina Digestiva Infantil del Hospital
General Universitario de Alicante. De las pruebas solicitadas se obtuvieron
finalmente resultados de 259 siendo asignadas a los distintos grupos de
estudio en funcién de sus caracteristicas clinicas como se describié en el
apartado de material y métodos.

Los pacientes del grupo celiaco han mostrado una edad media
menor al grupo de pacientes con enfermedad inflamatoria y al grupo de
patologia digestiva (CD). Sorprendentemente los pacientes con debut
celiaco (grupo A2) mostraron una edad media de 5.5 afios cuando se venia
considerando que la mayoria de los pacientes presentaban su inicio antes
de los 5 afios. Si se ha encontrado una mayor preponderancia en el sexo
femenino como estd ampliamente descrito en la literatura®.

Respecto al grupo con enfermedad inflamatoria intestinal, las series
publicadas en general hablan de edades medias al diagndstico entre 10-14
afos con leve predominio del sexo femenino en la colitis ulcerosa y del

36,37
~>*. Estos

sexo masculino en el Crohn siendo estos levemente mas jévenes
datos concuerdan con los encontrados en el presente trabajo en el que
aunque no es un estudio de incidencia/prevalencia, se encontré que los
pacientes con Crohn tenian una edad media mds baja que los de colitis
ulcerosa (11,4 vs 13,4 afios) manteniendo la relacién varon/mujer como

lo descrito mas arriba.

B.- Calprotectina Grupo Celiacos.

Los resultados de la calprotectina fecal obtenidos en los pacientes
celiacos muestran unos valores significativamente mas altos en los nifios
con ingesta de gluten al tratarse de casos recientemente diagnosticados.
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Asi el subgrupo A2 mostrd una calprotectina media de 119,2 ugr/gr frente
a los 21,7 de los nifios sin gluten, siendo la t Student rechazando la
hipdtesis nula de igualdad de medias con una p=0,008. Estos resultados
concuerdan con los escasos trabajos publicados en la literatura. Asi
Balamtekin et al*® publicaron unos valores de 117 pg/g de calprotectina en
31 pacientes recién diagnosticados de enfermedad celiaca frente a una
media 3,7 pg/g en los celiacos en seguimiento con dieta sin gluten. Las
cifras del grupo sin tratar son practicamente superponibles a las
presentadas en el presente estudio. El grupo control de celiacos sin gluten
y de controles sanos (media de calprotectina de 9,7 ug/g) son ligeramente
inferiores a las de nuestro estudio probablemente por cuestiones
metodoldgicas de la técnica de deteccidn de la calprotectina.

Otro estudio pediatrico fue publicado por Berni Canani en 2004°° en
el que se incluyd un total de 38 nifios celiacos encontrando cifras elevadas
de calprotectina fecal en pacientes recién diagnosticados, que se
normalizaban al cabo de 4 semanas de dieta sin gluten. Estos resultados
también fueron encontrados por Ertekin et al en celiacos de nuevo
diagnostico con cifras de calprotectina mas altas de forma significativa en
los pacientes en contacto con gluten: 13,4 ug/g frente a 4,6 pg/g con dieta
libre de gluten (p>0.001). Ellos también encontraron que las cifras de
calprotectina en los pacientes celiacos sin gluten eran similares al grupo
control (4,3 pg/g, p=0,8 ns)*.

Por el contrario, en dos estudios publicados en adultos, solo
alrededor de la mitad de los casos: 12 de 22 pacientes con enfermedad
celiaca activa en uno™ y 7 de 13 en otro*® presentaban cifras altas de
calprotectina fecal, aunque en este caso la media si resulto
significativamente mayor que el grupo control de adultos con trastornos
funcionales.

En este sentido también apuntan los resultados de otro estudio
publicado por Montalto en 2006 en pacientes celiacos adultos de nuevo
diagnostico cuya calprotectina media fue de 45,02 pg/g, que no diferia de

39



forma estadisticamente significativa del grupo control (calprotectina fecal
de 36,51 pg/g) *.

En resumen, los resultados de calprotectina fecal aqui presentados
son concordantes con los articulos publicados en la literatura (tabla XI) en
el sentido que los pacientes celiacos en contacto con gluten presenta
valores mas altos de calprotectina fecal que el grupo control. Estos datos
implican la posible utilizacion de la calprotectina como marcador precoz
de transgresidon con gluten en los pacientes celiacos ya diagnosticados y
bajo tratamiento con dieta exenta del mismo. Es conocido que en estos
casos los anticuerpos usados en clinica (antigliadina, antitransglutaminasa
y antiendomisio) pueden tardar algunas semanas o meses para hacerse
positivos. Estos resultados no se encuentran en adultos donde las cifras
medias de calprotectina no se elevan respecto a los pacientes controles.
No obstante de la revisidon de los dos trabajos publicados en uno de Tibble
aunque lo da como no significativo al solo elevarse en la mitad de los
casos, las cifras medias de calprotectina son similares a lo de los estudios
pediatricos. Es importante resaltar que en todos los estudios muestran
una amplia dispersion de los valores en los grupos de estudio con rangos
muy amplios y/o desviaciones estandar que igualan la magnitud de la
media. Probablemente por ello se le da poco valor a este marcador en las
publicaciones de adultos para indicar ingesta de gluten en pacientes
celiacos*,
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Tabla XI

Comparacion de resultados de calprotectina fecal en la celiaquia en los
distintos estudios publicados

Estudio Num. Calprotectina Calprotectina
Edad media t-test

(afio) €asos celiacos control
Presente

15 5,5 (3,3) a. 119,2 (122,6) 16,3 (3,5) p<0,001
(2013)
Balamtek

31 6,1(3,8) a. 117,2 (3,2-306) 9,6 (1-70) p<0,001
(2012)
Berni Canani

38 37,4 (15-81) m. 120 28 p<0,001
(2004)
Ertekin

29 6,6 (0,6) a. 13,4 (8,5) mg/L 4,3+3,3 mg/L  p<0,05
(2010)
Tibble

12 Adultos 13 (1-141) mg/L 4 mg/L p'<0,01
(2002)
Montalto

28 37,1(9,7) a. 45,03 (24,2) 36,5 (21,7)  ns
(2007)

C.- Calprotectina grupo Enfermedad Inflamatoria Intestinal.

Al tratarse de un marcador de inflamacién intestinal, desde la
aparicion de la determinacién de calprotectina fecal en el arsenal de
pruebas diagndsticas de la patologia gastroduodenal se invoco su utilidad
para el diagndstico y seguimiento de la enfermedad inflamatoria
intestinal. Hay multiples estudios que analizan el papel de la calprotectina

45, 46, 47, 48, 4 0,51 1A
> 46,47, 48,49, 5051 'Eny general se acepta que la elevacidn de las

en la E.LL
cifras de calprotectina fecal por encima del punto de corte 50 pg/g era

sugestiva de enfermedad organica especialmente de E.I.I...

En un metanalisis reciente que analiza algunas de estas revisiones>
encuentran una sensibilidad agrupada del 93 % y una especificidad del 96
% para los estudios en adultos, cifras que bajaban al 92 y 76 % en nifos. Su
conclusion es que la calprotectina fecal era un instrumento valioso para
determinar que pacientes eran susceptibles a ser sometidos a una
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endoscopia digestiva baja (colonoscopia). Como consecuencia de este
estudio proponian un algoritmo diagnostico que aparece en la fig. 15).

Patients with suspected inflammatory bowel disease

$

Screen with faecal calprotectin

+¢ l -
Urgent endoscopy

I
+ -
: t
Start treatment for Plan other investigations
inflammatory bowel disease

Figura 15.- Algoritmo recomendado para el papel de la calprotectina en el
diagndstico de E.I.I. Tomado de van Rheenen™.

En el presente estudio se han encontrado cifras de calprotectina
fecal muy elevadas en los pacientes con Ell tanto en enfermedad de Crohn
como en colitis ulcerosa. Estos resultados estan una situacidn intermedia
dentro de lo publicado que oscilan entre los 237 pg/g de Nissen> y los
6600 del estudio de Tomomasa®. En este sentido los datos aqui
presentados ocupan una situacion intermedia tanto para la E.l.I. global
(1312,5 pg/g) como para la enfermedad de Crohn (1113,6) y colitis
ulcerosa (1713,5), ver tabla XIl donde aparecen los datos publicados en
pacientes pediatricos. La gran variedad de técnicas de medicién de la
calprotectina y de preparacién de las muestras en los distintos estudios
podrian explicar la variabilidad de los resultados publicados.




LELIER!

Valores de calprotectina en los distintos trabajos publicados en E.IL.I. en

pediatria (Modificado de Kostakis™)
Estudio Valor corte pacientes Calprotectina fecal
PRESENTE 23 ug/g 28 1312,5 (1087,1)
Fagerberg 50 ug/g 20 349 ug/g (213-440)
Bonnin Tomas 50 ug/g 15 1219 pg/g (322-2,967)
Sidler 50 ug/g 31 1265 pg/g (52-12,000)
Quail 50 ug/g 48 750 pg/g (235,8-1251)
Perminow 50 ug/g 36 1278 pg/g (13-8625)
Bruzzese 100 pg/g 15 309 + 86 ug/g
Diamanti 100 ug/g 117 1675 pg/g (162-9500)
Crogan 100 pg/g 17 1932,1 +529,3
Perminow NA 62 1183 pg/g (11-8625)
Paduchova 50 ug/g 19 1076,7 ug/g (109,9-2517,5)
Sipponen 100 pg/g 88 1199 (20-2742)
Diamanti NA 31 1300 + 1050 pg/g
Tomomasa NA 23 6636,2 + 13667,9
Bremner 50 ug/g 43 336,6 (22,4-1596) ug/g
Joishy 50 ug/g 26 251 pg/g
Gerasimidis 50 ug/g 15 2159 + 520 ug/g
Fagerberg 50 ug/g 39 264 ug/g (101-382)
Olafsdottir 76 ug/g 17 293 +218 ug/g
Bunn 6,3 mg/L 26 9,1 mg/L (0,3-141,7)
Bunn 6,3 mg/L 37 11,8 mg/L (0,6-272,5)

El hallazgo de cifras mas altas de calprotectina fecal en pacientes
con CU respecto a los pacientes con enfermedad de Crohn también
concuerda con lo publicado por algunos autores como Bruzzese®® vy

Bunn®’, aunque no es un hallazgo que aparezca en todos los estudios®® **.



Por tanto este hallazgo aqui presentado no parece ser de utilidad para
discriminar u orientar sobre el tipo de E.l.l. antes de disponer de los
resultados de la biopsia. En la tabla XlIl se resumen de los estudios citados.

Tabla XIII

Comparacion de los valores de calprotectina en pacientes con CU y CD

Estudio Colitis Ulcerosa Enfermedad de Crohn
Bruzzese® 333+ 82 pg/g 296 + 89 pg/g

Bunn®’ 18,3 mg/L (3,7-272,5) 13,3 mg/L (0,9-25,7)
Perminow® 1181 pg/g (11-6123) 1,250 pg/g (13-8,625)
Bunn* 11,5 mg/L (0,6-272,5) 14 mg/L (0,7-59,7)

Finalmente se ha encontrado cifras de calprotectina fecal en los
pacientes de enfermedad inflamatoria en remisién clinica (grupos BC1 y
BCU1) de 429,7 y 701,4 pg/g respectivamente, cifras muy superiores a los
del grupo control sano y a los de otros pacientes con patologia digestiva
excepto los del subgrupo de patologia inflamatoria en los cuales la clinica
y especialmente la anatomia patoldgica descartaron su inclusion como
enfermedad de Crohn o Colitis ulcerosa (calprotectina media 576,5). Este
hallazgo aparece ampliamente en la literatura (ver tabla XIV).

Este dato sugiere que aunque estaban libres de enfermedad
clinicamente y por los resultados de los reactantes de fase aguda, es légico
suponer que persiste un cierto grado de inflamacién intestinal, no
consiguiéndose la curacién mucosa. Este hecho deberia confirmarse
siempre por endoscopia. Por otra parte segun datos recogidos en la
unidad se ha encontrado que pacientes con E.l.l. con endoscopia normal
presentaban cifras de calprotectina indetectables (datos no incluidos en el
estudio). Este hallazgo si que avala el valor de la calprotectina en los
pacientes en remision para orientar cuando se podria haber alcanzado la
curacion mucosa.

44



Tabla XIV

Comparacion de los valores de calprotectina en pacientes con Ell activa

Vs remision clinica

Estudio Ell activa Remision
Diamanti® 1738 +940,3 pg/g 249 +131,6 pg/g
Fagerberg® 392 pg/g (278-440) 32,9 ug/g (9,4-237)
Aomatsu® 1562,5 ug/g 172,5 ug/g
Walkiewicz®® 3214 + 2186 pg/g, 1373 + 1630 pg/g
Wiskin®* 1472 pg/g (757-2737) 201 pg/g (47-907)

D.- Calprotectina en resto de patologia digestiva.

No se han encontrado muchos estudios que hayan analizado el
comportamiento de la calprotectina fecal en la patologia digestiva
pediatrica no E.l.I. y no celiaca. En los tres que estudian estos hechos se
presentan cifras superiores de calprotectina en las enfermedades
digestivas orgdnicas (gastroenteritis infecciosas, enterocolitis alérgicas
incluso en las poliposis y en el reflujo gastroesofagico) que en el grupo de

nifios sanos® 4#%

. También aparecen en los estudios de Berni Canani
cifras de calprotectina fecal significativamente mas bajas en los pacientes
diagnosticados de trastornos funcionales del aparato digestivo: dolor

abdominal crénico y recurrente funcional e intestino irritable.

Los resultados aqui presentados apuntan en la misma linea con
valores muy ligeramente elevados respecto a los controles sanos (47,7
ug/g vs 23,3) en los nifios diagnosticados de patologia digestiva funcional.
Por el contrario se han encontrados cifras de calprotectina fecal algo mas
altas en otros grupos de patologia como los pacientes con enterocolitis
alérgica (172,1), o infecciones gastrointestinales (121,4). Estos datos
concuerdan con los presentados por Berni Canani y Carrocio. Este ultimo
observd que la calprotectina de los pacientes alérgicos se normalizaba tras
4 semanas de dieta exenta del alimento responsable.
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Por tanto los resultados indicarian que la calprotectina fecal a
titulos no muy altos, es un marcador sensible aunque poco especifico para
detectar inflamacion en el tracto gastrointestinal al elevarse en las
enfermedades que se caracterizan por inflamaciéon de la pared intestinal,
mientras que los nifos con patologia digestiva funcional muestran
elevaciones muy leves y sin significacion estadistica, respeto a los
controles sanos.
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CONCLUSIONES

Los pacientes pediatricos sin enfermedad digestiva presentaron
un valor medio de calprotectina fecal de 16,3 (DS=3,5) ug/g de
heces. Por tanto el punto de corte de calprotectina en heces,

calculado como media mas 2 DS se establece en 23,3 ug/g.

Los pacientes celiacos con dieta que contiene gluten presentan
valores mas altos de calprotectina fecal que los que recibian
dieta libre de gluten, siendo esta diferencia estadisticamente

significativa.

El hallazgo de un valor de calprotectina fecal superior a 23.3 pg/g
en un paciente celiaco tiene un VPP del 90 % que esté tomando

gluten, siempre que se descarte otras enfermedades digestivas.

Por el contrario el hallazgo de una calprotectina normal en un
paciente celiaco solo tiene un 68 % de probabilidad de indicar

gue no esté consumiendo gluten.

Los pacientes celiacos en seguimiento con dieta libre de gluten

presentan cifras de calprotectina similares a los controles sanos.

La calprotectina fecal media del grupo de nifios celiacos con
ingesta de gluten fue similar a la encontrada en otros grupos con
patologia digestiva excepto los niflos con enfermedades
inflamatorias intestinales tanto colitis ulcerosa, como
enfermedad de Crohn como inflamaciones intestinales

inespecificas.
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Los valores mas elevados de calprotectina fecal se encontraron
en el grupo de Ell tanto en los pacientes de EC como en CU.
Dentro de este grupo los niflos con CU mostraron cifras

significativamente superiores al subgrupo de EC.

En el presente trabajo la calprotectina fecal no se normalizd en

los pacientes con Ell a pesar de estar en remision clinica.

El hallazgo de cifras de calprotectina fecal muy elevadas, es muy

sugestivo de Ell.

Respecto al resto de patologia digestiva no Ell. la calprotectina
fecal a titulos no muy altos, es un marcador sensible aunque
poco especifico para detectar inflamacion en el tracto
gastrointestinal, mientras que los nifios con patologia digestiva
funcional muestran elevaciones muy leves y sin significacion

estadistica (p=0.1 ns), respeto a los controles sanos.
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