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Resumen

Introduccion: La citrulina plasmatica no esta incorpo-
rada a las proteinas endégenas ni exégenas y constituye
un teérico marcador de la atrofia vellositaria. El objetivo
del estudio es relacionar los niveles plasmaticos de citru-
lina y arginina con la severidad de la afectacion de la
mucosa intestinal en pacientes celiacos.

Material y métodos: Estudio transversal de cohortes en
nifios entre 16 meses y 14 afios: 46 con enfermedad celiaca
al diagnéstico; 9 celiacos siguiendo dieta sin gluten y 42
controles. Se determina concentracién plasmatica de
aminoacidos, en mmol/L, y variables clinicas y analiticas
asociadas.

Resultados: No diferencias estadisticamente significati-
vas en IMC, edad o funcién renal, con ligero incremento
de esteatorrea en celiacos. Citrulina, arginina y gluta-
mina plasmaticas significativamente mas bajas en los
casos (17,7 pumol/l, 38,7 umol/l, 479,6 pmol/l respectiva-
mente) que en controles (28,9 umol/l, 56,2 pmol/l, 563,7
pmol/l). Citrulina plasmatica significativamente mas
baja en grados avanzados de atrofia (13,8 pmol/l vs 19,7
umol/l, p < 0,05), no asi con el resto de aminoacidos.

Discusion: La medida postabsortiva de citrulina plas-
matica constituye buen marcador de reduccion de masa
enterocitaria en celiacos con atrofia vellositaria; secunda-
riamente disminucion también de arginina. Grados bajos
de alteracion histologica de la biopsia intestinal son sufi-
cientes como para diferenciar su citrulina de los controles
y ademas se puede afirmar que grados altos de lesion his-
tologica tienen menor citrulina plasmatica que grados
bajos.

(Nutr Hosp. 2011;26:807-813)
DOI:10.3305/nh.2011.26.4.5001

Palabras clave: Citrulina plasmdtica. Enfermedad celiaca.
Glutamina. Atrofia vellositaria. Infancia.

Correspondencia: Javier Blasco Alonso.
Avda. Arroyo de los Angeles, s/n.

29011 Mélaga. Espaia.

E-mail: javierblascoalonso@yahoo.es

Recibido: 4-VII-2010.

1. Revision: 29-VIII-2010.
2.2 Revisién: 19-1X-2010.
Aceptado: 22-1X-2010.

PLASMA CITRULLINE AS A MARKER OF LOSS OF
ENTEROCITARY MASS IN COELIAC DISEASE
IN CHILDHOOD

Abstract

Introduction: Plasma citrulline is not incorporated in
endogenous or exogenous proteins so it is a theoretical
marker of villous atrophy. Our aim was to correlate
plasma citrulline levels with severity of villous atrophy in
celiac patients.

Methods: Observational case-control study longitudi-
nal in children 16 month-old to 14 year-old: 48 with
untreated celiac disease, 9 celiac children under gluten
free diet and 35 non-celiac healthy children. Plasma
amino acids concentration is determined, expressed in
umol/L, and so are other clinical and analytical data.

Results: No statistically significative difference found
in the referring to BMI, age or renal function. Small
increase in fecal fat in celiac children. Citrulline, arginine
and glutamine are significantly lower in cases (17.7
umol/l, 38.7 pmol/l, 479.6 pmol/l respectively) than in con-
trols (28.9 ymol/l, 56.2 pmol/l, 563.7 pmol/l1). Citrulline
levels are significantly lower in the severe degrees of atro-
phy than in mild ones (13.8 pmol/l vs. 19.7 pmol/l, p <
0.05), not happening so with rest of amminoacids.

Summary: Postabsortive mean of plasma citrulline is a
good marker of reduction in enterocyte mass in celiac
patients with villous atrophy; secondary reduction in
plasma arginine too. Just a small histological alteration in
intestinal biopsy is enough to differentiate citrulline in
cases and controls and besides it can be seen that high lev-
els of atrophy present with lower plasma citrulline.

(Nutr Hosp. 2011;26:807-813)
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Introduccion

La citrulina se considera un aminodcido no esencial
no proteico, sintetizado en la mucosa intestinal en ani-
males a partir de la glutamina y aminodcidos deriva-
dos'. La citrulina se transforma en arginina en los tibu-
los renales?, las células endoteliales y los macréfagos.
De acuerdo a esto, la citrulina plasmatica se correla-
ciona directamente con la masa enterocitaria y ademas
la insuficiencia renal provoca un aumento en sus nive-
les. Las concentraciones normales de citrulina plasma-
tica estdn alrededor de 30-50 umo/l, siendo discreta-
mente menores en la infancia de acuerdo a la menor
longitud intestinal*.

La enfermedad celiaca (EC) es hoy en dia entendida
como una enteropatia inmune que afecta al intestino del-
gado. La principal consecuencia fisiopatoldgica es un
descenso en la superficie intestinal absortiva util, por lo
cual la biopsia intestinal es atin fundamental para demos-
trar la atrofia y por tanto hacer el diagnéstico de EC.

El intestino delgado es uno de los tejidos metabdli-
camente mds activos del cuerpo. Junto con el higado,
bazo y estdmago, son menos del 6% del peso corporal,
pero son responsables de hasta un 50% del turnover de
algunos aminodcidos®*7, siendo éstos el principal com-
bustible para el enterocito®. En un estudio francés en
seres humanos adultos* se confirmé que el recambio
proteico en la mucosa duodenal es alto y que los amino-
acidos que ayudan a la sintesis proteica durante el
ayuno tienen dos posibles origenes: endoluminal y vas-
cular. También probaron que la sintesis proteica no era
diferente durante el ayuno y la alimentacién, al menos
en esas condiciones experimentales.

Diferentes estudios demostraron que la pérdida de
longitud de intestino delgado derivaba en una disminu-
cion de la citrulina sérica: rechazo agudo tras trasplante
intestinal>*'°, intestino corto'*'"? y dafio intestinal por
irradiacién'?. Se ha estudiado en EC en adultos por
Crenn en 2003%, describiendo que la atrofia vellositaria
causa un descenso en la citrulina plasmaética.

El objetivo de este estudio es determinar la correla-
cién de la citrulina y la arginina plasmadticas con la
lesion/atrofia enterocitaria en la celiaquia.

Métodos
Poblacion de estudio

Cuarenta y dos nifios sanos como grupo control A, 9
pacientes celiacos estables bajo dieta sin gluten con
marcadores serolégicos negativos como un grupo con-
trol B (A+B es el grupo control C), 28 nifios celiacos
clasificados como leves de acuerdo a la biopsia intesti-
nal como grupo de casos D, 18 pacientes celfacos clasi-
ficados como grave atrofia como un grupo de casos E
(D+E son un grupo de casos F).

Se recogieron diversos datos, incluyendo clinicos
(sexo, edad, peso, talla, indice de masa corporal (IMC))

y analiticos tras ayuno de una noche entera (proteinas
totales, albimina, aminodcidos plasmaticos como glu-
tamina, citrulina, arginina e isoleucina, por cromato-
grafia de intercambio liquido; creatinina, anticuerpos
antigliadina-IgA, transglutaminasa-IgA y antiendomi-
sio-IgA; grasa en heces de 24 horas por espectrofoto-
metria cercana al infrarrojo (FENIR)). Los anticuerpos
antitransglutaminasa son de clase Ig A y se determinan
por ELISA utilizando transglutaminasa recombinante
humana como fuente antigénica (EUROSPITAL Eu-
tTG IgA). Los AAE-IgA (anticuerpos antiendomisio
tipo IgA) se determinaron por método de inmunofluo-
rescencia indirecta considerandose positivo a partir de
diluciones de 1:5. Segtin recomendacion del fabricante
se considera valores positivos cifras = 16 U/ml, con
zona dudosa entre 9 y 16 U/ml y valores negativos < 9
U/ml. Se realiz6é una evaluacién histolégica de la
mucosa intestinal dando a cada muestra una puntua-
cion en base a la clasificacion de Marsh. Finalmente,
los casos fueron agrupados en atrofia leve (Marsh 1,2y
3a) o grave (Marsh 3by 3c).

Se obtuvo consentimiento informado de todos los
padres de los participantes. El estudio fue aprobado por
el Comité de Etica de nuestro hospital.

Estadisticas

Se realiz6 un andlisis descriptivo bajo estimacion
puntual y con intervalos de confianza para un 95% de
seguridad, expresando las variables continuas como
media y desviacion estandar y las variables categori-
cas como frecuencias y porcentajes; se aplicé el coe-
ficiente de regresién para valorar la correlacion entre
citrulina e histologia. Un andlisis multivariado inter-
medio de la distribucién poblacional de acuerdo a las
variables interesantes se realizé mediante el test de t
de Student. Intentamos establecer puntos de corte
para citrulina y arginina séricas que fueran predicti-
vos de pérdida de masa enterocitaria: se hicieron dis-
tintos puntos de corte pero s6lo se muestran los
resultados de un punto de corte de citrulina de 20
umol/l.

Resultados

No hay diferencia en lo referente al sexo, con por-
centajes similares de varones (48,5%) y mujeres
(51’5%). En cuanto a la edad ambos grupos son simila-
res (media de 3,3 afios en los casos y 4,9 afios en los
controles). No hay diferencia estadisticamente signifi-
cativa en lo referente a IMC (15,9 kg/m? en los casos y
16,5 kg/m? en los controles). La grasa fecal de 24 horas
en los pacientes con EC es4 g/24 h (considerando nor-
mal = 3,5g/24 h) comparado con 2,2 g/24 h en los con-
troles (tabla I). La creatinina es similar en ambos gru-
pos (0,34 mg/dl en casos y 0,38 mg/dl en controles), asi
como las proteinas totales y la albimina.
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Tabla I
Frecuencias descriptivas de diversas variables numéricas estudiadas [media (DE)]

Grupo N.’pacientes mc Creatinina Grasa fecal (g/24 h)

A 42 16,5+£2,6 0,37+0,15 2,1+1,4

B 9 16,4+1,0 0,43+0,15 2,5+0,5

C 51 16,5+2.4 0,38+0,15 22+1,3

F 46 159+1,9 0,34 +0,14 40+23
p(C,F) ns ns 0,002

Grupo N.°pacientes Citrulina Glutamina Arginina Isoleucina

A 42 289+11,6 565,0 +150,0 57,3+26,4 59,3+19,8

B 9 29,0127 548,1+112,8 47,1 £16,7 44,5+16,8

C 51 289+11,8 563,7 +144,2 56,2+249 56,7 +20,1

D 28 19,7+10,7 4804+ 111,2 38,6 16,2 452 +16,0

E 18 13,8 +48 478,5+189,3 39,8+223 57,2+21,5

F 46 17,7+94 479,6 +143,2 38,7 +18,6 50,1+18,9
p(C,F) 0,0001 0,005 0,0001 ns

Grupos: (A) Controles sanos sin biopsia intestinal; (B) Celiacos sin gluten (biopsia normal); (C) A + B; (D) Atrofia vellositaria parcial; (E) Atrofia

vellositaria severa; (F) D + E.

Tabla I1
Media (DE) de principales aminodcidos plasmdticos y esteatorrea respecto al grado de alteracion histolégica
en la biopsia intestinal

N C itrul/it?a Argin/ing Glutaitliﬂa FENIR
plasmdtica plasmdtica plasmdtica 24h
A) BIPnormal 2 36,1(1,6) 47,0(9.8) 536,5(24,7) 25(19)
B) BIPnohecha 51 26,5(11,7) 55.5(25.2) 548,1(157,9) 2,6(2,0)
C) MARSH 1-2 5 18,7(4,7) 36,7(12,9) 4263 (61,1) 59(6.2)
D) MARSH 3a 21 20,5(10,7) 39,1(19.3) 490,2(115,9) 3,6(19)
E) MARSH3by 3¢ 18 13,8(4,8) 39.8(22.3) 478,5(189,3) 33(14)
p(A,B)>0,05 p(A,B)>0,05 p(A,B)>0,05 p(A,B)>0,05
p(A+B,C+D+E)0,0001 p(A+B,C+D+E)0,0001 p(A+B,C+D+E)0,005 p(A+B,C+D+E)0,05
p(C,D)>0,05 p(C,D)>0,05 p(C,D)>0,05 p(C,D)>0,05

p(C+D,E)<0,05
p(B,C+D+E)<0,05

p(B,C+D+E)<0,05

p(C+D,E)>0,05 p(C+D,E)>0,05

p(B,C+D+E)<0,05

p(C+D,E)>0,05
p(B,C+D+E)<0,002

En las tablas I 'y I podemos ver los niveles medios de
los principales aminodcidos analizados. Comparando
los casos y los controles, la glutamina es discretamente
menor en los primeros (479,6 umol/l y 563,7 umol/I
respectivamente, p = 0,005), pero con un coeficiente de
regresion de Pearson de 0,28 (p < 0,05). Sin embargo
no hay diferencia estadisticamente significativa en
cuanto a la glutamina entre los celfacos con atrofia leve
(480,4 umol/1) y los de atrofia grave (478,5 pmol/l). La
citrulina plasmdtica media de 17,7 umol/l en los
pacientes EC es significativamente menor que en los
controles que tienen una citrulinemia media de28,9
umol/1 (p = 0,0001), con un coeficiente de regresién de
Pearson de 0,52 (p < 0,05). En los casos con atrofia
vellositaria grave la citrulina es significativamente

menor que en aquellos con atrofia leve (13,8 umol/l y
19,7 umol/l respectivamente, p = 0,016) (fig. 3). Lo
mismo ocurre cuando se analiza la arginina, siendo
menor en los casos que en los controles (38,7 pmol/l vs
56,2 umol/1, p=0,0001), aunque similar en ambos gru-
pos de atrofia (39,8 umol/l y 38,6 umol/l).

Analizando los otros aminodcidos, aquellos deriva-
dos de la glutamina sin formar citrulina (glutamato,
ornitina, prolina) no presentan diferencias estadistica-
mente significativas entre casos y controles. El amino-
dcido esencial isoleucina es similar en ambos grupos
(50,1 umol/l'y 56,7 umol/l).

De acuerdo a la alteracion histolégica de la biopsia
intestinal la distribucion es como sigue: MARSH 1y 2,
7 casos; MARSH 3a, 21 casos; MARSH 3b and 3c, 18

Citrulina y enfermedad celiaca en nifios
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Fig. 1.—Distribucion porcentual segiin grupos concretos de pa-
tologia.

casos (fig. 1). Se puede ver que la concentracién media
de citrulina plasmatica en los controles es significativa-
mente mayor que en aquellos nifios con algin tipo de

alteracion histolégica (fig. 3). Sélo hay diferencia esta-
disticamente significativa entre la atrofia vellositaria
grave (MARSH 3b y 3c) y leve en lo referente a la
citrulina plasmatica (a mayor alteracién histoldgica,
menor nivel de citrulina plasmadtica), no ocurriendo asi
con las otras variables analizadas (figs. 2 y 3). Agru-
pando todos los grados de alteraciones histoldgicas hay
una diferencia entre arginina, isoleucina y grasa fecal
comparando casos y controles.

Si seleccionamos 20 pmol/l como un punto de corte
de citrulina plasmadtica para detectar atrofia vellosita-
ria, tenemos la tabla de contingencia representada en la
tabla III. Por s{ misma sola tiene una sensibilidad del
72% en indicar atrofia vellositaria con una especifici-
dad de 76%, valor predictivo positivo de 73% y valor
predictivo negativo de 75% (tasa de falsos positivos del
27% y de falsos negativos del 25%).

Discusion

En primer lugar queriamos comprobar si habia
alguna diferencia estadisticamente significativa entre
niflos sanos normales a los que se les determinaban
marcadores indirectos de enfermedad intestinal (42
sujetos) y nifios previamente diagnosticados de enfer-
medad celfaca que estuvieran bajo una dieta sin gluten
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estricta y prolongada durante mds de 12 meses con
marcadores seroldgicos negativos y grasa fecal normal
(9 sujetos). Todos los parametros analizados eran simi-
lares en ambos por lo que los hemos agrupado como
grupo control (51 sujetos).

De acuerdo a la similar edad media de ambos grupos
podemos asumir que las diferencias encontradas no

Tabla III
Tabla de contingencia para citrulina plasmdtica
(considerando como positivo a citrulinemia < 20 umol/l)

Celiacos Controles
Test + 33 12 45
Test— 13 39 52
46 51 97

Sensibilidad: 72%: Especificidad: 76%; VPP: 73%; VPN: 75%;
TFP: 27%; TFN: 25%.

serdn influenciadas por ella. Dado el precoz y exten-
dido uso de los marcadores serolégicos de EC en la
préctica habitual, la mayoria de los pacientes se diag-
nostican antes de que él IMC se vea afectado, lo que
podria explicar que no exista diferencia en este pard-
metro entre los casos y los controles en este estudio. La
grasa fecal de 24 horas en los pacientes EC es discreta-
mente mayor que en los controles, indicando un dis-
creto grado de mala absorcién en los primeros. Hace
algunos afios atendiamos pacientes con mayor grado de
mala absorcién debido al retraso en el diagndstico. La
funcidén renal es normal en ambos grupos (expresada
como valores de creatinina plasmatica), asi que las
diferencias en los niveles de citrulina no se deben a

MUSCULO

Alanina Prolina
Ingesta
proteica GLUTAMINA Glutamato pP5-C }—'\ Ornitina

NH

P5CS

CPS1

‘ Carbamil-Fosfato /\

R —
COH /\

ENTEROCITO |

ATP 2 ADP+Pi

CITRULINA

Fig. 4.
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insuficiencia renal, que limitarfa la transformacién de
la citrulina en arginina en los rifiones'.

Los aminoécidos plasmadticos elegidos para el andli-
sis son citrulina (sintetizada en el enterocito), arginina
(sintetizada en los rifiones, en gran parte, a partir de la
citrulina), glutamina (precursor de la citrulina) e iso-
leucina (aminoécido que pudiera estar relacionado con
la ingesta proteica al ser un aminodcido esencial no
metabolizado en el enterocito).

En algunos estudios se ha probado que la citrulina es
similar en los pacientes que sufren de anorexia ner-
viosa y personas sanas, ya que la malnutricién proteico
caldrica no dependiente de fallo intestinal sino de baja
ingesta no causa pérdida de masa enterocitaria®. La
citrulina el arginina se convierten en aminodcidos
esenciales en el fallo intestinal permanente (reseccio-
nes extensas...). Los pacientes celiacos normalizan el
daio intestinal tras la dieta sin gluten, por lo que en la
citrulina plasmatica alcanza niveles normales poste-
riormente, como hemos comprobado en los nueve
pacientes celiacos sin gluten mds de un afio con biopsia
normal (29,7 mmol/1).

Entre MARSH 1-2 y MARSH 3a no hay diferencia
significativa en ningtin pardmetro analizado, por lo que
podemos asumir que ambos grupos son similares en los
analisis estadisticos, siendo nombrados como atrofia
leve. Los grados elevados de atrofia (MARSH 3by 3c)
se han tomado como atrofia grave para el andlisis esta-
distico.

Como la glutamina es mds baja en los pacientes celi-
acos no tratados con atrofia, asumimos que hay ciertas
diferencias en la ingesta proteica o al menos en su
digestion o absorcién en el intestino; aunque, si compa-
ramos con los valores normales de referencia, se puede
ver que sus niveles estdn en el rango normal (420-730
umol/1), por lo que no hay un déficit real para este ami-
nodcido. En los pacientes con enfermedad celiaca, la
glutamina se podria convertir en un aminodcido esen-
cial, dado que estamos en una situaciéon de dafio
mucoso que hay que tratar, al ser el inicio de diferentes
reacciones bioquimicas, y podemos apreciar que, aun-
que no desciende a niveles que obliguen a un suple-
mento externo, deberiamos monitorizarlos ya que en
algunos pacientes podria estar tan descendida que fuera
necesario un aporte extra.

La citrulina es significativamente menor en los casos
que en los controles y ademds su valor estd bajo los
niveles considerados como normales (18-35 pmol/l)* y
ocurre lo mismo con los casos de atrofia grave en los
que la citrulina desciende de forma significativa. Por
ello podemos afirmar que hay una correlacién entre la
pérdida de masa enterocitaria en la enfermedad celiaca
en la infancia y el descenso de produccién de citrulina,
como ya fue publicado en adultos por Crenn®.

La arginina plasmatica también estd disminuida signi-
ficativamente en los casos, lo que se explica por su
menor sintesis en los rifiones a partir de una menor citru-
lina circulante, mientras que la funcién renal sea mante-
nida normal, lo que debe comprobarse en todos los

pacientes. Sin embargo, una vez que los niveles descien-
den en los pacientes con atrofia, no hay correlacién
directa con el grado de la misma por lo que no es un buen
parametro para estimar el nivel de dafio intestinal.

La isoleucina no es significativamente menor en
celfacos, indicando similar ingesta proteica en nuestros
pacientes al no estar gravemente afectados clinica-
mente debido a un diagndstico precoz como ya se
explic arriba (IMC normal y ligero sindrome malab-
sortivo) aunque un registro dietético que reflejara la
ingesta proteica hubiera sido lo ideal para hacer esta
afirmacion.

La lesion intestinal en la atrofia leve es suficiente
para diferenciar los niveles de citrulina de los controles
y puede afirmarse que los grados elevados de atrofia
tienen menor citrulina que los leves, no siendo asi con
el resto aminodcidos.

La citrulina como un predictor de atrofia vellositaria
tiene una sensibilidad y especificidad no muy elevadas
(72% y 76% respectivamente) por si sola si considera-
mos20 pmol/l como punto de corte. Tiene la capacidad
de identificar como pacientes con atrofia (citrulina < 20
umol/l) al 73% de aquellos con atrofia verdadera y
como nifios sanos (citrulina > 20 umol/l) al 75% de los
que realmente lo son. Podemos afirmar que como mar-
cador unico no es suficientemente bueno para diagnos-
ticar a pacientes celfacos pero que junto con autoanti-
cuerpos y otros test (grasa fecal...) podemos aumentar
su sensibilidad y especificidad.

Todo esto demuestra que la citrulina plasmadtica es
un buen marcador de dafio intestinal en lo referente a
pérdida de mds entero citaria, siendo otro pardmetro
analitico util para la evaluacion del nifio celfaco espe-
cialmente en los casos en los que la biopsia intestinal
no se realice.
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