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La Calprotectina nella malattia inflammatoria
e nel cancro del colon
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Riassunto

Numerose molecole sono state studiate riguardo
al loro impiego clinico nella diagnosi, nella valu-
tazione della gravita e nella previsione di ricaduta
delle malattie infiammatorie croniche intestinali.
Tra queste, la calprotectina, una proteina legante
il calcio e lo zinco, che ¢ sintetizzata principal-
mente da granulociti neutrofili e monociti. La
calprotectina ¢ stabile nelle feci e la recente lette-
ratura descrive i suoi incrementi ben correlati alla
forma attiva delle malattie intestinali come il mor-
bo di Crohn e la colite ulcerosa, sia nella popola-
zione adulta che pediatrica. Scopo di questo arti-
colo ¢ la descrizione delle caratteristiche biochi-
miche e del ruolo della calprotectina insieme alle
indicazioni fornite dal suo dosaggio nelle feci per
Pimpiego clinico nella diagnosi e nel monitorag-
gio della malattia inflammatoria cronica intesti-
nale.

Summary

Calprotectin in inflammatory bowel disease and
in colon cancer

Various laboratory biomarkers have been studied in
inflammatory bowel disease as diagnostic aids, indica-
tors of disease activity or severity and to predict the
risk of relapse in those patients in remission. Calpro-
tectin, a calcium binding leukocyte-derived protein ac-
counting for 60% in the cytosol of neutrophil
leukocytes, is considered a biomarker of bowel in-
flammation, such as Crohn’s disease and ulcerative co-
litis, in adults and children. It has an extremely stability
in faeces, thus rendering suitable the assessment of pro-
tein in stool samples. The aim of this article is to de-
scribe biochemical, analytical and clinical findings of
this marker of intestinal inflammation.

Introduzione

La calprotectina (Cal) ¢ stata purificata e descritta
per la prima volta da Fagerhol nel 1980 che la battezzo
“proteina 1.1”". Solo piu tardi assunse "attuale deno-
minazione di calprotectina che trae lo spunto dalla ca-
pacita di legare il calcio e di inibire la crescita microbi-
ca’. La Cal, codificata dal gene q12-q21 presente sul
cromosoma 1°, ¢ una proteina costituita da due catene
pesanti (MRP-14 o S-100A9) e da una catena leggera
(MRP-8 o S-100A8) con un peso molecolare com-
plessivo di 36 kDa'. In presenza di EDTA la Cal ¢
carica negativamente e sottoposta a separazione elet-
troforetica migra in zona @, mentre in presenza di ioni
calcio ¢ debolmente basica e migra in zona y. Quando
la proteina lega ioni calcio subisce modificazioni con-
formazionali, con esposizione di radicali aromatici sul-

la sua superficie, che ne diminuiscono la reattivita nei
confronti di anticorpi anti-calprotectina; oltre a cio, in
presenza di ioni calcio diventa resistente al calore e alla
proteolisi®. Oltre al sito per legare il calcio, la Cal con-
tiene un domain in grado di legare lo zinco e che non ¢
influenzato dal legame con ioni calcio. Infatti, entrambi
i peptidi MRP-8 che MRP-14 contengono alcune se-
quenze contenenti istidina (His-X-X-X-His) che legano
specificatamente lo zinco e il sequestro di questo ione ¢
responsabile dell’attivita antimicrobica®. La Cal ¢ pre-
sente nelle cellule, nei tessuti e nei liquidi di tutti i di-
stretti del corpo umano. In particolare, la sua concen-
trazione nel citoplasma dei neutrofili ¢ molto elevata
raggiungendo 5-15 mg/mL e quindi costituisce il 5%
delle proteine totali dei neutrofili e il 50-60% delle pro-
teine solubili presenti’. La Cal & pure presente nelle cel-
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lule endoteliali e in quelle dell’epidermide in concentra-
zioni diverse®. Mediante tecniche di immunoistochimi-
ca ¢ stata rivelata la presenza della Cal sulla membrana
di cellule epiteliali squamose e, occasionalmente, nei
tubuli renali’. Viene rilasciata in conseguenza alla di-
struzione o alla morte dei neutrofili oppure in seguito
alla loro stimolazione'™'". Il meccanismo attraverso cui
viene rilasciata, diverso da quello attivo nei lisosomi,
non ¢ ancora stato del tutto chiatito; quello che attual-
mente risulta ¢ che il suo rilascio puo avvenire in pre-
senza di numerosi fattori citotossici che rendono per-
meabile la membrana cellulare oppure mediante qual-
che specifico meccanismo di rilascio ancora sconosciu-
to'%. In seguito al suo rilascio, la concentrazione della
Cal aumenta nel plasma cosi come nel liquor, nel liqui-
do sinoviale, nelle urine e nelle feci. La sua concentra-
zione nel sangue aumenta in modo marcato e rapido
in risposta ad infezioni batteriche: nella setticemia da
meningococco si eleva di 100 volte rispetto ai livelli
normali. Nella popolazione sana la calprotectina fecale
(FCal) ¢ presente nelle feci ad una concentrazione circa
10 volte piu alta rispetto a quella del plasma'. Tale
riscontro ¢ compatibile con Iipotesi che la maggior
parte dei neutrofili termina la sua esistenza migrando
attraverso la parete intestinale'.

Numerose pubblicazioni hanno recentemente mes-
so in evidenza diverse funzioni biologiche svolte dalla
Cal sia in vitro che in vivo". Essendo espressa sulla
membrana dei monociti ¢ coinvolta nel loro recluta-
mento attraverso 'adesione alle cellule endoteliali la
dove si manifesta una inflammazione. In seguito all’at-
tivazione dei neutrofili o alla adesione dei monociti al-
I’endotelio la Cal viene rilasciata svolgendo ruoli diver-
si. Tra questi, I'attivita antimicrobica e la capacita di in-
durre apoptosi le attribuiscono un ruolo di assoluto
rilievo tra le funzioni biologiche dei neutrofili'. Inol-
tre, la stimolazione della produzione delle immuno-
globuline'” e I'attivita chemotattica'® sono tra le princi-
pali funzioni deputate alla difesa dell’organismo e lega-
te alla sua funzione nella regolazione della reazione in-
fiammatoria'’. La capacita di legare lo zinco le consen-
te di inibire le metalloproteinasi, enzimi che necessita-
no di questo ione come cofattore e che svolgono un
ruolo di primo piano nello sviluppo dell’embrione,
nell’angiogenesi, nella tiparazione delle ferite, nell'infiam-
mazione, nei tumorti e nella distruzione dei tessuti. Sem-
pre sequestrando lo zinco la Cal ¢ in grado di inibire la
crescita batterica. In conclusione, pur non essendo giunti
a comprendere in modo completo ed organico la sua
funzione, ¢ probabile che la Cal svolga un ruolo di
difesa proteggendo le cellule che la sintetizzano, e in
particolare i neutrofili, contro i batteri che possono in-
vaderne il citoplasma®.

Malattie inflammatorie croniche
dell’intestino (MICI)

Solo una piccola porzione di pazienti che accusano
disturbi gastrointestinali sono affetti da patologie or-
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ganiche e raramente puo essere posta la diagnosi cot-
retta con un semplice esame clinico. Di norma, ¢ ne-
cessario svolgere indagini dispendiose, invasive e non
prive di rischio per il paziente. Le MICI sono malattie
croniche che alternano episodi di riacutizzazione a pe-
riodi di remissione anche lunghi per cui i pazienti che
ne sono affetti necessitano di controlli dello stato della
malattia spesso per tutta la vita. Il principale obiettivo
del trattamento farmacologico ¢ la soppressione effi-
cace e duratura dello stato inflammatorio per ottenere
prima e conservare poi la remissione clinica. Tuttavia,
anche nel caso di successo del trattamento puo persi-
stere una infiammazione subclinica della patete intesti-
nale che contribuisce significativamente al rischio di ri-
caduta. Le indagini endoscopiche rappresentano la pro-
cedura di riferimento per la diagnosi, compresa la dia-
gnosi differenziale tra colite ulcerosa (UC) e morbo di
Crohn (DC), ed anche il mezzo impiegato per valutare
lo stato di attivita della malattia ¢ I'efficacia della tera-
pia. Tuttavia, le indagini endoscopiche non possono
essere ripetute frequentemente per il loro carattere in-
vasivo, per il loro costo e nel caso della popolazione
infantile perché devono essere eseguite in anestesia ge-
nerale. L’ipotesi diagnostica di MICI dovrebbe sem-
pre essere presa in attenta considerazione in presenza
di sintomi quali diarrea, sangue nelle feci, doloti addo-
minali e perdita di peso. Una volta escluse le infezioni
gastroenteriche, le indagini di conferma spaziano dalla
ricerca di sangue nelle feci, a indagini endoscopiche,
colonscopia, e occasionalmente, ai test con leucociti
marcati. Tali indagini sono traumatiche, particolarmente
per i bambini, e devono essere ripetute se la diagnosi
viene confermata. Quindi, una procedura di indagine
non invasiva e non dolorosa sarebbe di particolare
valore. Il dosaggio della FCal eseguito con tecnica sem-
plice e a basso costo potrebbe essere una buona scelta
per identificare i pazienti, sia adulti che bambini, con la
mucosa intestinale inflammata da sottoporre ad ulte-
riori indagini piu approfondite.

La calprotectina fecale nella diagnosi
delle MICI

All'inizio degli anni *90 del secolo scorso, ¢ stato
messo a punto un metodo di dosaggio della Cal nelle
feci per la diagnosi e per il monitoraggio delle MICI*'.
Il metodo si basa su una estrazione della Cal dal cam-
pione fecale e quindi sul suo dosaggio con metodo
immunometrico (ELISA). La proteina ¢ stabile fino a
sette giorni a temperatura ambiente e il test puo essere
eseguito con pochi grammi di materiale anche inviato
al laboratorio mediante la posta™. Gia dalle prime ap-
plicazioni cliniche del test si ¢ evidenziato un suo signi-
ficativo incremento in numerose patologie del tratto
gastrointestinale tra cui il tumore dello stomaco, il tu-
morte o I"adenoma del colon, la malattie di Crohn e la
colite ulcerosa. Una recente meta-analisi ha valutato i
risultati presentati in 30 lavori scientifici, pubblicati en-
tro il mese di marzo 2006, per un totale di 5983 pa-
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zienti con MICI?, che ponevano a confronto la con-
centrazione della FCal alla diagnosi istologica. Median-
te la curva ROC (Receiver-Operating Characteristic),
la cui area sotto la curva (AUC) era pari a 0.95, ¢ stata
calcolata la sensibilita e la specificita per la diagnosi di
MICI pati a 95% e 91%, rispettivamente. Dalla stessa
metanalisi risulta che la precisione diagnostica nella
popolazione infantile ¢ pil elevata rispetto a quella del-
la popolazione adulta. Tra gli altri motivi di tale diffe-
renza, la cirrosi epatica, piu comune negli adulti, puo
essere la causa di aumentata escrezione di calprotecti-
na*. Benché i livelli di FCal nei pazienti con CD siano
piu elevati rispetto a quelli con UC tale riscontro non ¢
di particolare rilevanza clinica dal momento che l'inter-
vallo dei valori in entrambe le patologie ¢ molto am-
pio e il test non trova applicazione per differenziare le
due condizioni®. I pazienti affetti da cancro al colon,
pur presentando livelli di FCal mediamente piu alti ri-
spetto ai livelli della popolazione normale non raggiun-
gevano mediamente una differenza significativa (P =
0.18). La sensibilita e la specificita erano 36% e 71%,
rispettivamente, con AUC = 0.66. La Cal non ¢ pre-
sente nelle cellule tumorali ma il suo incremento in questa
patologia si spiega considerando che il numero dei
neutrofili ¢ significativamente aumentato nello stroma
petitumorale del carcinoma del colon®. Analogamen-
te, nessuna differenza significativa risulta tra i livelli nei
pazienti con sindrome del colon irritabile (IBS) e quelli
negli individui normali (P = 0.60). Recentemente, ¢ stato
dimostrato che anche nei pazienti affetti da morbo
celiaco ancora non sottoposti a trattamento terapeuti-
co, i livelli di FCal non sono statisticamente diversi da
quelli dei soggetti normali (P = 0.163). Inoltre, in que-
sti pazienti i livelli di FCal non dipendono dalla fase
pit o meno attiva della malattia, dalla gravita istologica
delle lesioni e dal grado di infiltrazione dei neutrofili*’.

La calprotectina fecale nel monitoraggio
delle MICI

La gravita delle malattie intestinali e la loro evoluzio-
ne possono essere valutate con indici clinici di attivita,
valutazioni endoscopiche, dosaggio di marcatori sieri-
ci o fecali. Gli indici clinici danno solo una misura indi-
retta della attivita della malattia e non sono in grado di
misurare lattivita inflammatoria in modo accurato ¢
preciso cosa che avviene attraverso 'esame endosco-
pico ed istologico. La valutazione endoscopica ¢ tutta-
via costosa ed invasiva. Quindi, ¢ sentita la necessita di
un marcatore biochimico di attivita della malattia di
basso costo ed affidabile da usare nella pratica quoti-
diana. I marcatori di infiammazione sono di norma
piu elevati nei pazienti con le forme piu gravi delle
patologie intestinali. Cosi, anche i livelli della FCal sono
da una parte strettamente correlati all’esame endosco-
pico ed istologico con le forme piu attive di CD e di
UC, e dall’altra i livelli si normalizzano quando la fase
infiammatoria regredisce?®®”. In un lavoro molto re-
cente viene messa in evidenza la capacita della misura
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della FCal di distinguere 1 pazienti adulti con UC in
fase attiva da quelli in remissione con una sensibilita
92% e una specificita 80%, ben al di sopra di quanto
ottenuto con PCR (62% e 69%, rispettivamente) e VES
(65% e 69%, tispettivamente)™. Nello stesso lavoro si
evidenzia pure la capacita della FCal di differenziare
significativamente le forme lievi, moderate e gravi. Per
quanto attiene alla popolazione infantile sembra essere
un metodo assai promettente per il monitoraggio del-
le MICI: nella pratica quotidiana il dosaggio della FCal
puo guidare le decisioni del clinico riguardo al tratta-
mento e alle indagini colonscopiche dal momento che
aumenta proporzionalmente al grado di inflammazio-
ne e infine puo contribuire a scoprire quando i sintomi
provengono da cause diverse da quelle inflammatorie.
Nel caso in cui la FCal risulti elevata anche con gastro-
scopia e colonscopia normali questo puo essere indice
di presenza di inflammazione nell’intestino tenue™.

La calprotectina fecale nella previsione
dell’evoluzione delle MICI

Le MICI hanno un andamento irregolare e sia CD
sia UC sono caratterizzate da periodi di remissione in-
tervallati da improvvisi ed imprevedibili peggioramenti.
La maggior parte dei pazienti in fase di remissione ha
tuttavia uno stato flogistico seppure di lieve entita ed ¢
probabile che i sintomi della riacutizzazione si manife-
stino allorché tale processo infiammatorio raggiunge e
supera un determinato livello critico™. Inoltre, deve
essere tenuto in considerazione che I'inflammazione puo
essere descritta come un processo unitariamente pro-
gressivo, senza discontinuita; quindi, la misura diretta
del grado dell’attivita inflammatoria puo fornire una
misura quantitativa presintomatica della prossima im-
minente ripresa della malattia. Di conseguenza, se tali
riacutizzazioni venissero previste in tempo, con l'instau-
rare precocemente una terapia piu aggressiva potreb-
bero forse essere evitate. Due diverse sperimentazioni
hanno affrontato tale problema facendo uso della FCal
per la previsione di ricaduta. Il primo ha attribuito al
test una sensibilita di 90% e una specificita di 83% in 80
pazienti affetti da MICI in fase di remissione per un
periodo fino a 12 mesi”. Per un paziente con FCal al
di sopra del livello decisionale calcolato dagli autori
era possibile prevedere un rischio 13 volte maggiore
di ricaduta. Nel secondo lavoro, con un livello decisio-
nale di tre volte il limite superiore dell’intervallo di rife-
rimento, erano riportati risultati molto simili (sensibilita
89% e specificita 82%) per la UC ma meno accurati
nel prevedere la ricaduta nei pazienti con CD (sensibi-
lita 87%, specificita 42%0)*. I pazienti con CD tra I’al-
tro registravano valori piu elevati di FCal rispetto a
quelli con UC anche dopo un lungo periodo di remis-
sione. Quindi, mentre nella UC la concentrazione della
FCal ¢ in grado di dividere nettamente la popolazione
che avra una ricaduta da quella a minore rischio, nei
pazienti con CD valori elevati di FCal non sono neces-
sariamente in grado di prevedere la riacutizzazione della
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malattia. Questo avviene perché la maggior parte dei
pazienti con CD dopo terapia, anche se sembrano cli-
nicamente in una fase di remissione, hanno ancora le-
sioni rilevabili endoscopicamente con presenza di in-
fiammazione intestinale. A conferma di cio, una volta
raggiunta la remissione clinica con trattamento steroi-
deo, nessuna differenza era registrata nel numero delle
ricadute nell’arco di 18 mesi tra i pazienti con CD gua-
riti all’esame endoscopico e quelli con ancora presenti
lesioni alla mucosa®™. Comunque, i risultati delle due
sperimentazioni sono poco confrontabili avendo gli
autori usato due differenti livelli decisionali. E’ stato
recentemente ipotizzato che 'obiettivo terapeutico ot-
timale del trattamento di CD non dovrebbe fermarsi
alla scomparsa dei sintomi ma piuttosto continuare fino
alla guarigione completa della mucosa; in tale contesto,
la FCal potrebbe essere utile come marcatore della sa-
lute della mucosa. Infine, anche nei bambini con CD,
in uno studio durato 9 mesi, i livelli di FCal elevati in
fase di remissione hanno dimostrato la capacita di pre-
vedere una futura ricaduta.

La calprotectina fecale nel trattamento

Le variazioni della concentrazione dei marcatori di
fase acuta durante la terapia ¢ un buon parametro per
riconoscere leffetto del farmaco nel ridurre 'infiam-
mazione. Anche nei pazienti in cui i sintomi si modifi-
cano in modo sfumato, il decremento della PCR in
risposta alla terapia rappresenta una evidenza oggetti-
va che il farmaco ha un effetto benefico. La recente
introduzione di terapie biologiche ha ampliato la scelta
terapeutica. Gli anticorpi anti-TNF-O hanno dimostra-
to una grande efficacia in caso di CD. Dati preliminari
recentemente pubblicati su pazienti con CD indicano
che la normalizzazione della FCal dopo terapia con
inflixcimab si attua in circa 10 giorni nei pazienti in cui
guarisce la mucosa, all’analisi sia istologica sia con inda-

gine endoscopica®.

Conclusioni

Per una completa conoscenza della struttura, del ruolo
biologico e della funzione molecolare della Cal do-
vranno essere svolte ulteriori approfondite ricerche.
Tuttavia, la rilevanza clinica e la potenzialita diagnostica
del dosaggio fecale, ¢ stata dimostrata da numerosi
studi e il suo impiego viene incoraggiato considerando
la buona correlazione con il test ai leucociti marcati,
ritenuto il gold standard, cosi come con la indagine en-
doscopica ed istologica. Si ritiene che i valori elevati di
FCal nei pazienti con MICI sia il risultato di un accen-
tuato zurnover di leucociti nelle pareti intestinali e quindi
della migrazione dei neutrofili nel lume intestinale. Un
test negativo indica una bassa probabilita di inflamma-
zione della mucosa intestinale e altre diagnosi devono
essere ipotizzate, in particolare, nel caso di sintomato-
logia vaga. Un test positivo depone per la diagnosi di
MICI e suggerisce I'uso di procedure endoscopiche
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come conferma. Tra I’altro, il test & molto meno co-
stoso ed ¢ piu sicuro per il paziente. Si puo affermare
quindi che ¢ uno strumento diagnostico estremamente
utile per differenziare 1 pazienti con MICI, che richie-
dono ulteriori indagini a volte con urgenza, dalla po-
polazione assai numerosa che soffre di IBS o lamenta
sintomi a livello gastrointestinale non specifici. Questo
aspetto trova particolare applicazione in campo pe-
diatrico ove ¢ richiesta ’anestesia generale per 'esecu-
zione della colonscopia”. Per quanto riguarda 'impie-
go come test di screening per il cancro del colon, la sua
sensibilita e specificita, entrambe relativamente basse,
non consentono di raccomandarlo. A tale scopo, il test
del sangue occulto fecale appare preferibile. Infine, ha
una buona precisione diagnostica nel riconoscimento
dei pazienti con elevata probabilita di recidive in corso
di CD e UC. Puo quindi servire da farget per una tera-
pia piu intensa da somministrare ai pazienti ad alto ri-
schio di ricaduta.

In conclusione, si puo affermare che la piu impor-
tante caratteristica del dosaggio della FCal ¢ che rap-
presenta una diretta misura della attivita inflammatoria
della parete intestinale e che ¢ in grado di registrarla
anche a uno stadio cosi lieve da non essere sufficiente a
modificare la VES o la PCR; inoltre, i suoi livelli nelle
feci non sembrano essere influenzati da flogosi in altri
distretti che possono invece provocare un innalzamen-
to dei marcatori sistemici di inflammazione. La FCal
non pud comunque sostituire i test invasivi, che resta-
no sempre indispensabili per la loro specificita e per la
possibilita di ottenere campioni di tessuto da analizza-
re, per il riconoscimento delle complicazioni in conse-
guenza di MICI e per avere una immagine della distti-
buzione della malattia. Qualora le indagini invasive ven-
gano eseguite unicamente per valutare la gravita dello
stato inflammatorio o per riconoscere la risposta al
trattamento farmacologico, la misura della FCal puo
essere considerata una valida alternativa.

In attesa di ulterioti apporti scientifici e di conferme
del ruolo della calprotectina in ambito assistenziale,
conviene ancora oggi seguire il consiglio di Lehrer che
quindici anni or sono raccomandava “Stay tuned. Cal-

protectin, whatever it is, could be intersting”®.
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