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Objeto






OBJETO

La enfermedad celiaca (EC) es una patologia inflamatoria autoinmune
multisistémica que se da en pacientes genéticamente susceptibles al gluten, considerada
una de las enfermedades cronicas mas frecuentes, cuya etiologia se va esclareciendo
poco a poco. Se trata de una enfermedad infradiagnosticada (los pacientes
diagnosticados no superan el 10%) pero altamente prevalente en la poblaciéon general
(se considera que el 1% de la poblacion mundial la padece). Su presentacion clinica es
variable comprendiendo el clasico sindrome de malabsorcion y sintomas
grastrointestinales, la forma no cldsica con unos sintomas extraintestinales cada vez mas
caracterizados pero no especificos de la EC y la EC silente. El diagndstico serologico
tiene una elevada sensibilidad y especificidad y, en ocasiones debe confirmarse por
biopsia. La patologia cursa con un proceso inflamatorio crénico y generacion de
especies reactivas altamente perjudiciales para las funciones celulares, causando un
dafio a las biomoléculas y teniendo como consecuencia una variedad de cambios

fisiologicos y bioquimicos que provocan un deterioro para las células.

La dieta sin gluten, Unico tratamiento para la EC, consigue la desaparicion de la
mayoria de sintomas y, en la mayoria de los casos la normalizaciéon de la mucosa
intestinal. Sin embargo, incluso con la gran cantidad de informacion sobre esta
patologia en la literatura cientifica, hasta la fecha todavia no esta bien aclarado si el
cumplimiento de la dieta sin gluten serd suficiente para prevenir el estrés oxidativo y la
sefializacion inflamatoria producida en pacientes con EC. Conocer esto tiene gran

interés, por los posibles efectos secundarios perjudiciales que causaria un estado



oxidativo e inflamatorio crénico en el celiaco, a pesar de estar tratado con dieta sin

gluten.

Por otra parte, los nifios con EC son un grupo muy vulnerable e interesante
desde el punto de vista de la investigacion, debido a las implicaciones de la EC en el
crecimiento y desarrollo somatico. La presente Memoria de Tesis se disefié para evaluar
si el seguimiento de la dieta sin gluten en pacientes jovenes con EC es suficiente para
mantener un correcto equilibrio oxidativo/antioxidante y mejorar la sefalizacion

inflamatoria producida en la patologia.



Antecedentes

biliograficos






2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. LA ENFERMEDAD CELIACA

2.1.1. DEFINICION

La Enfermedad Celiaca (EC) es una patologia inflamatoria cronica autoinmune
causada por las proteinas contenidas en el gluten de los cereales (especialmente
gliadinas y gluteninas) que se da en individuos genéticamente susceptibles (Castillo et
al., 2015; Malamut & Cellier, 2015). En las tres ultimas décadas, la EC ha
experimentado un notable aumento de su prevalencia, siendo en Europa y Estados

Unidos es del 1% (Kelly et al., 2015).

En la EC, no hay tolerancia oral al gluten; existe una respuesta inmune masiva,
proinflamatoria y patégena hacia ciertas partes del proteoma del gluten (Stamnaes &
Sollid, 2015). Esto hace que, a diferencia de un intestino sano, donde las vellosidades
son largas y delgadas y las criptas cortas y proliferativas, el intestino celiaco tenga
vellosidades acortadas o embotadas con el agrandamiento de las criptas, o incluso en
casos acentuados, las vellosidades estén completamente ausentes, con una mucosa
aplanada y un gran aumento en el volumen de la lamina de propia. Esto reduce
dramaticamente la superficie de absorcion del intestino delgado, lo que resulta en una

pobre absorcion de nutrientes (Stamnaes & Sollid, 2015).



A pesar de los avances en el conocimiento y en el desarrollo y
perfeccionamiento de las pruebas serologicas, la EC sigue estando infradiagnosticada,
ya que, aunque algunos sintomas son evidentes y faciles de reconocer, otros pueden ser
sutiles o manifestarse como complicaciones a largo plazo de la EC no tratada. El retraso
o ausencia de diagnoéstico puede tener consecuencias importantes para la salud y para la
calidad de vida de los afectados. A su vez, el reconocimiento de casos, especialmente
adultos, con lesiones histoldgicas de bajo grado y serologia negativa, comporta el riesgo
de “sobrediagnostico” a pacientes cuyas lesiones obedecen en realidad a otra causa.
Ambos casos suponen un problema, por lo tanto, sigue existiendo la necesidad de
investigacion y mejora de criterios clinicos, seroldogicos, genéticos y
anatomopatologicos que permitan establecer un diagnostico fiable de EC (Kelly et al.,

2015).

La EC esta caracterizada por la presencia de una combinacion variable de
manifestaciones clinicas dependientes de la ingestién de gluten, anticuerpos circulantes
especificos de la EC, haplotipos HLA (antigeno leucocitario humano) DQ2 y/o DQS y
enteropatia (Husby et al., 2012; Rubio-Tapia et al., 2013; Ludvigsson et al., 2014;
NICE, 2015; Pennazio et al., 2015; Snyder et al., 2016). Los anticuerpos especificos de
la EC comprenden autoanticuerpos anti-transglutaminasa tisular 2 (anti-TG2) isotipo
inmunoglobulina A (IgA), anticuerpos anti-endomisio (anti-EmA) isotipo IgA, y
anticuerpos anti-péptidos de gliadina desamidada (anti-DGP) isotipos (inmunoglobulina

G) IgG e (Inmunoglobulina A) IgA (Husby et al., 2012).



El tnico tratamiento que existe actualmente para la EC es adherencia estricta y
de por vida a una dieta sin gluten (DSG), (Plugis & Khosla, 2015; Nardecchia et al.,
2019), que ayuda a prevenir complicaciones dseas, autoinmunes y malignas. La mayoria
de los pacientes responden a la DSG, mejorando o eliminando los sintomas, y
normalizandose tanto los niveles de anticuerpos especificos de la EC como los
hallazgos histologicos, por lo que hasta el final del proceso de diagndstico debe
consumirse una dieta que contenga cantidades normales de gluten para evitar falsos
negativos (Husby et al., 2012; Rubio-Tapia et al., 2013; Malamut & Cellier, 2015;
Nardecchia et al., 2019). Aun asi, hay un pequefio grupo de pacientes que a pesar de
seguir una DSG, acaban desarrollando la EC refractaria (ECR) (Malamut & Cellier,

2015).

2.1.2. ETTOPATOGENIA

2.1.2.1. INMUNOLOGIA DEL TRACTO DIGESTIVO

La funcién principal del intestino delgado es la absorcion de nutrientes de los
alimentos ingeridos. Los componentes de los alimentos se descomponen en pequefios
fragmentos mediante enzimas digestivas en la luz intestinal para permitir el transporte a
través del epitelio. El intestino delgado tiene protuberancias largas denominadas
vellosidades, que aumentan el area de superficie disponible para la absorcion de
nutrientes. El intestino delgado est4 recubierto por una sola capa de células epiteliales, y
esto estd sujeto a estrés mecanico y exposicion constante a una amplia gama de

componentes foraneos. Mantener un epitelio saludable es importante no solo para la



absorcion de nutrientes, sino también para prevenir la invasion de patdégenos. Por lo
tanto, las células epiteliales tienen una alta tasa de rotacion y toda la capa de células
epiteliales se repone completamente en un plazo de tres a cinco dias (Barker, 2014;

Stamnaes & Sollid, 2015).

El intestino delgado debe poder clasificar correctamente una variedad de
antigenos; debe tolerar los alimentos ingeridos y los microbios beneficiosos y, al mismo
tiempo, reconocer y mantener bajo control a los patdégenos potenciales. Esta es una tarea
extremadamente compleja que requiere un esfuerzo coordinado de las células epiteliales
y el sistema inmunolégico de la mucosa. Los sitios principales para la induccion de la
respuesta inmunitaria intestinal son los parches de Peyer y los ganglios linfaticos
mesentéricos que drenan el tejido. La produccion de IgA secretora constituye una
primera linea de defensa a través de su secuestro en la luz intestinal, después del
transporte a través del epitelio por el receptor de Ig polimérico. Ademas de la proteccion
luminica conferida por la IgA secretora, la capa de células epiteliales es patrullada
continuamente por los linfocitos intraepiteliales (LIE) que se colocan entre las células
epiteliales. La mayoria de estas células son receptores de células T CD8 + (TCR) +y
algunas son TCR +. Estas células desempefian un papel vital como primera linea de
defensa contra las infecciones (Hayday et al., 2001; Abadie et al., 2012). En la lamina
propia, debajo de la capa epitelial, las células CD11c + CX3CRI1 + patrullan el tejido y
la muestra de antigenos luminales a través de la captacion directa (Rescogno et al.,
2001) o a través de células caliciformes (McDole et al., 2012; Howe et al., 2014). El
antigeno también es captado a través de las células M, que son células epiteliales

especializadas ubicadas directamente sobre los parches de Peyer. Las células M



permiten la captacion de componentes grandes, incluidas las bacterias intactas, y se cree
que los parches de Peyer son los principales sitios inductivos para las respuestas de IgA

hacia los antigenos microbianos (Pabst & Mowat, 2012; Stamnaes & Sollid, 2015).

Los pacientes con EC que siguen una DSG, generalmente se recuperan segun lo
determinado, tanto por la histologia como por los analisis seroldgicos. Sin embargo, en
la mayoria de estos pacientes, las células T CD4 + especificas al gluten aun pueden
detectarse en el intestino delgado, aunque a baja frecuencia (Bodd et al., 2013). Estas
células constituyen un conjunto de células de memoria residentes en tejidos. Ademas,
los pacientes bajo tratamiento con una DSG tienen un fuerte compartimento de memoria
efectora, que se recupera rapidamente con la exposicion oral al gluten y se puede
detectar en la sangre después de seis dias (Raki et al., 2007). Curiosamente, las células T
CD8 +y las células TCR + también se encuentran en la sangre después de la exposicion
al gluten en concierto con las células T CD4 + (Han et al., 2013). Probablemente, éstas
no son reactivas al gluten, pero pueden estar involucrados en la posterior destruccion de
la mucosa intestinal. El hecho de que sigan la misma cinética puede indicar que su

activacion esta controlada por las células T CD4 + activadas (Stamnaes & Sollid, 2015).

2.1.2.2. PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD CELIACA

La digestion incompleta del gluten por las peptidasas gastricas, pancreaticas y
del borde en cepillo intestinal, conduce a la formacion de péptidos de gran tamafio,
alguno de los cuales contiene 33 aminoacidos (Shan et al., 2002), que pueden atravesar

el epitelio intestinal por las vias transcelular o paracelular (Matysiak-Budnik et al.,



2008; Schumann et al., 2017) y llegar a la lamina propia de la mucosa donde activan
una respuesta inmunitaria adaptativa dependiente de la desamidacion de estos péptidos
por la enzima transglutaminasa tisular de tipo 2 (TG2), que es el principal autoantigeno
en la EC (Dieterich et al., 1997). La accion de la TG2 aumenta la inmunogenicidad de
estos péptidos y favorece su union a las moléculas HLA DQ2 (DQ2.5 y DQ2.2) y HLA
DQS8 de la membrana de las células presentadoras de antigeno (Molberg et al., 1998), y
su presentacion a los linfocitos T CD4 + especificos de gluten del intestino (Lundin et
al., 1993). Las células T CD4+ son reproinflamatorias, promueven el dafio intestinal
(Lundin et al., 1993, Molberg et al., 1997), y son muy especificas de la EC. Tras la
activacion, éstas adquieren un fenotipo proinflamatorio y albergan la lamina propia del
intestino delgado donde sirven como células T efectoras y producen grandes cantidades
de interferon-y (IFN-y) e interleuquina-21 (IL-21), lo que contribuye a la EC en parte al
promover la activacion de los LIE citotoxicos (Nilsen et al., 1995; Fina et al., 2008;
Zeng et al., 2005, Ebert, 2009). Al mismo tiempo, se genera una respuesta de
autoanticuerpos especificos para la TG2 (Dieterich et al., 1997), que son producidos
principalmente por células plasmadticas localizadas en la ldmina propia (Marzari et al.,
2001; Niro et al., 2012). Se piensa que la alteracion del ambiente tolerogénico del
intestino delgado promueve la activacion de las células T CD4 + (Jabri & Sollid, 2009,

Stamnaes & Sollid, 2015).

La respuesta adaptativa frente al gluten y la TG2 no explican la lesion intestinal
caracterizada por la destruccion de las células del epitelio y la remodelacion tisular. En
el compartimento epitelial, se produce una activacion aberrante de un subtipo de

linfocitos T CD8+ intraepiteliales secundario a la pérdida de la expresion de receptores



inhibidores NKG2A (NK: Natural killer-citotoxica natural) y al aumento de los
activadores NKG2D y NKG2C (Meresse et al., 2004; Meresse et al., 2006). Por otro
lado, las células epiteliales muestran en la superficie una expresion aumentada de
moléculas de estrés MIC-A y MIC-E, lo que convierte a estas células en diana de la
citotoxicidad mediada por los LIE (Malamut et al., 2010). El gluten y otras proteinas del
trigo podrian contribuir a aumentar la expresion de estas moléculas de estrés en los
enterocitos (Londei et al., 2005; Junker et al., 2012), aunque se cree que las infecciones
virales tendrian un papel central en el inicio de estas respuestas, al inducir la expresion

aberrante de IL-15 y de interferones de tipo I (Kim et al., 2015).

La inflamacién de la mucosa y el desarrollo de la lesion intestinal son
secundarios a la activacion secuencial y la superposicion de las respuestas inmunitarias
innata y adaptativa, que conducen a la alteracién de la produccion local de citoquinas
por los linfocitos T locales (Jabri & Sollid, 2006; Meresse et al., 2009; Arranz &

Garrote, 2009).

La patogenia de la EC incluye varios factores que afectan tanto a nivel del
epitelio como de la lamina propia, como son la digestion incompleta y el transporte
transepitelial de péptidos (Matysiak-Budnik et al., 2003; Shan et al., 2002), el efecto
toxico del gluten sobre el epitelio, la proliferacion y activacion de LIE (Maiuri et al.,
2003; Meresse et al., 2000), y el reconocimiento de péptidos de gluten por los linfocitos
T especificos con restriccion HLA-DQ?2 tras ser modificados por la TG2 (Sollid, 2002;

Kagnoft, 2007; Arranz & Garrote, 2009).



Figura 1. Representacion esquematica de los principales procesos implicados en

la patogenia de la EC. Tomado de Arranz & Garrote, (2009).

2.1.2.3. FACTORES AMBIENTALES: EL GLUTEN

El gluten es una proteina que se encuentra en el trigo, la cebada y el centeno,
cereales que, sobre todo el primero, estdn presentes en la dieta habitual de todos los
pueblos de origen indoeuropeo. Se trata de una intolerancia permanente a las proteinas
del gluten del trigo (gliadina) y todas sus variedades (trigo duro, kamut, espelta)
(Kupper, 2005), del centeno (secalina), de la cebada (hordeina) y del triticale (hibrido de

trigo y centeno) (Rostom et al., 2006; Polanco Allué, 2008; Gujral et al., 2012; Castillo
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et al, 2015). Existe una porfia en cuanto a la toxicidad de la avenina, proteina del gluten
de la avena, en la EC. Esta ha sido cuestionada en los ultimos afios y algunos grupos
clinicos, sobre todo en el norte de Europa, permiten su consumo (Ribes Koninckx,
2008). Segun evidencian algunos estudios, la avena en estado puro (no contaminada por
harina de trigo) no influiria en la patogénesis de la enfermedad (Van Heel & West,
2006). El gluten es el principal factor ambiental responsable de la EC y se relaciona

tanto con la cantidad como con la frecuencia de la ingestion (Navalén-Ramon et al.,

2016).

Figura 2. Proteinas del trigo y estructura y composicion del gluten.

Proteinas del tnge
KMten
Albaminas Gluten Prolamina
Globulinas
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(Prolaminas del tigo) (Glateninas del trigo)

Toxicidad del gluten

El proteoma del gluten es altamente complejo (Ribeiro et al.,, 2013). Las
proteinas gliadina y glutenina tienen largos tramos de areas muy ricas en prolina. Estas

areas son altamente resistentes a la degradacion proteolitica por proteasas intestinales y
sobreviven como polipéptidos grandes en el intestino (Shan et al., 2005). Es importante

destacar que la union del péptido a las moléculas MHC de clase II requiere un minimo
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de 9 aminoacidos. De acuerdo con esto, todos los epitopos inmunogénicos dominantes
identificados en la EC hasta la fecha residen en tramos ricos en prolina del proteoma del

gluten (Hausch et al., 2002; Shan et al., 2002; Stamnaes & Sollid, 2015).

Las principales familias de proteinas del gluten de trigo (gliadinas y gluteninas),
y sus homologos en la cebada y centeno, denominadas prolaminas por su alto contenido
en los aminoacidos glutamina y prolina (Shewry & Halford, 2003), contienen

fragmentos nocivos para el intestino celiaco. Se han identificado 2 tipos de péptidos:

1) Los péptidos inmunogénicos, que estimulan linfocitos T del intestino o sangre
periférica de los pacientes celiacos con restriccion DQ2/DQ8, y pueden ser epitopos
inmunodominantes (como los residuos 57-75 de alfa-gliadina); (Anderson et al.,

2000; Arentz Hansen et al., 2002; Vader et al., 2002; Kagnoft, 2007).

2) Los péptidos toxicos (residuos 31- 43/49) de accion directa sobre el epitelio, que

son independientes de los linfocitos T (Maiuri et al., 2003; Jabri & Sollid, 2006).

No todos los cereales contienen la misma proporcion de péptidos de cada tipo ni

la misma cantidad relativa de gluten, de ahi las variaciones en su capacidad patogénica

(Arranz & Garrote, 2015).

La principal forma de entrada de los péptidos de gliadina a través del epitelio es

la transcitosis (Meresse et al., 2009). En la EC se ha observado un aumento del
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transporte transepitelial dependiente del IFN-y, pero el procesamiento de estos péptidos
por las células del epitelio estad también alterado, de forma que los péptidos toxicos (19-
mer) y los inmunogénicos (33- mer), tanto en forma intacta como parcialmente
degradada, podrian pasar al interior (Shan et al., 2002; Matysiak-Budnik et al., 2003).
Por otro lado, en situaciones de inflamacién, como cuando la EC afecta al epitelio
intestinal, se ha observado un aumento de la difusion paracelular pasiva de péptidos
debido a la liberacion de zonulina inducida por los péptidos de gliadina, que actia sobre

las uniones estrechas del epitelio (Fasano et al., 2000; Arranz & Garrote, 2010).

Otros mecanismos activos que podrian contribuir también al paso de péptidos
intactos de las gliadinas a través del epitelio intestinal son los que dependen de la
presencia de un receptor, por ejemplo, mediante una via que utiliza al receptor de la
transferrina CD71 expresado por los enterocitos, y que permite el paso de complejos
formados por péptidos de gliadina y anticuerpos especificos de IgA secretora,
protegidos de la degradacion por las enzimas lisosomales (Matysiak-Budnik et al.,
2008), o mediante la captacion directa de estos péptidos por células dendriticas

mieloides de la 1amina propia (Arranz & Garrote, 2010).

Figura 3. El gluten tiene un efecto doble sobre el intestino: algunos péptidos,
como el fragmento p31-43 de la a-gliadina induce estrés de los enterocitos, que
expresan IL-15 y moléculas MICA, y activa a los LIE para expresar el receptor NKG2D

y activar la citotoxicidad contra la célula epitelial. El paso de péptidos inmunogénicos a

la lamina propia estimula a linfocitos T CD4 + especificos cuando se presentan junto a
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moléculas HLA-DQ2/DQS8, tras tener una modificacion por parte de la TG2. Se activan
respuestas de citoquinas proinflamatorias y mecanismos causantes de la transformacion

mucosa. Tomado de Arranz & Garrote, (2010).
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Otros factores ambientales

Ademas del gluten, se han propuesto otros factores ambientales que pueden
contribuir al desarrollo de la EC, aunque no se les da tanta importancia porque los datos

disponibles hasta el momento son contradictorios. Algunos de éstos son:

- El momento y la forma de introduccion del gluten en la dieta del nifio (Szajewska et
al., 2016)

- El tipo de parto (por via vaginal o por cesarea) (Dominguez-Bello et al., 2010)

- El comienzo y la duracion de la lactancia materna (Szajewska et al., 2016)

- La exposicion a antibidticos en edad temprana (Marild et al., 2013)

- La situacion socioeconomica (Canova et al., 2014)
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- La estacion del afio del nacimiento (Ivarsson et al., 2003; Lebwohl et al., 2013b;
Tanpowpong et al., 2013)

- Las infecciones virales agudas en nifios (Troncone & Auricchio, 2007; Myléus et al.,
2012)

- La variedad de trigo consumido (Szajewska et al., 2016)

- La microbiota (Konturek et al., 2011)

- Infecciones parasitarias intestinales (Szajewska et al., 2016)

2.1.2.4. INMUNOPATOGENIA DE LA ENFERMEDAD CELIACA

A nivel molecular, se ha avanzado mucho en el conocimiento de la EC,

especialmente con la identificacion de los heterodimeros HLA-DQ2 y DQ8, su papel en

la presentacion del gluten a los linfocitos T CD4 + especificos (Sollid, 2002) y de la

accion directa de ciertos fragmentos de las gliadinas sobre el epitelio (Maiuri et al.,

2003; Hue et al., 2004; Meresse et al., 2006; Arranz & Garrote, 2009).

El factor genético mas importante es el MHC de clase II (Trynka et al., 2011).
La EC esta fuertemente asociada con genes HLA (locus CELIACI, cromosoma 6p21):
la mayoria de los pacientes celiacos muestra una variante de la molécula HLA-DQ?2
codificada por los alelos DQA1*05 y DQB1*02 en posicion cis (haplotipo DQ2.5), mas
comun en el centro y norte de Europa, o en posicion trans, (combinacion de los

haplotipos DQ7.5 [alelos DQA1*05 y DQB1*03:01] y DQ2.2 [alelos DQA1*02 y
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DQB1*02]), mas frecuente en la cuenca mediterranea y el resto son DQ8 (DQA1*03,

DQB1*0302) en posicion cis (Oberhuber, 2000; Murray & Rubio-Tapia, 2012).

Se ha demostrado un fuerte efecto de dosis mediado por una presentacion de
péptidos, ya que los individuos homocigoéticos para HLA-DQ2 tienen un mayor riesgo
de desarrollar la EC que los heterocigdticos (Ploski et al., 1993). Las moléculas HLA-
DQ predisponen a la EC por la presentacion preferencial de antigenos del gluten a las
células CD4 +, aunque estos haplotipos son necesarios, pero no suficientes, para el
desarrollo de la EC (Lundin et al., 1993; Lundin et al., 1994; Bodd et al., 2012). Aunque
entre el 25 y el 30% de la poblacion es portadora de DQ2, solo el 1% desarrolla la EC

(Oberhuber, 2000; Barker, 2014; Stamnes & Sollid, 2015).

La base estructural para la asociacion de HLA-DQ?2.5, HLA-DQ2.2 y HLA-DQS8
con la EC se relaciona con sus preferencias comunes y fuertes para unir péptidos con
aminoacidos cargados negativamente (Johansen et al., 1996; Van de Wal et al., 1996;
Vartdal et al., 1996; Van de Wal et al., 1997; Lee et al., 2001a; Kim et al., 2004). Los
péptidos de gluten ricos en prolina tienen pocos residuos cargados, si es que tienen
alguno, y los residuos de prolina impiden la formacion eficaz de enlaces de hidrogeno
entre el péptido y la molécula de MHC de clase II. Sin embargo, estos péptidos son muy
buenos sustratos buenos para TG2, que introducen cargas negativas por desamidacion
en una forma altamente dependiente de la secuencia. Esto se guia por el
posicionamiento de los residuos de prolina. Esta desamidacion especifica del sitio

genera residuos de glutamato que sirven como anclajes en las bolsas del surco de union

al péptido de HLA-DQ2.5, HLA-DQ2.2 y HLA-DQ8. Por lo tanto, los péptidos de
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gluten desamidados por TG2 se convierten en buenos aglutinantes para las moléculas de
HLA-DQ asociadas a la EC, pero no estan bien acomodadas por otras moléculas de
HLA (Sollid & Lie, 2005; Bourgey et al., 2007; Bergseng et al., 2008; Stamnes &
Sollid, 2015). La mayoria de los pacientes DQ2 positivo son portadores del haplotipo
ancestral 8.1 (B8-DR3-DQ?2.5), que incluye otros alelos capaces de conferir riesgo o de
modificar el efecto del DQ2, y esta asociado con otras enfermedades autoinmunes (EAI)
(Medrano et al., 2012). Dentro de la region HLA, los genes del factor de necrosis
tumoral (TNF) a y de la linfotoxina a (LTa) pueden tener también una implicacion
funcional, y se han descrito asociaciones con los genes que codifican las moléculas
MIC-A y MIC-B, y moléculas de la familia de proteinas de estrés HSP-70 (Partanen et

al., 1993; Setty et al., 2008).

En los ultimos afios, se han identificado otras zonas del genoma fuera de la
region del HLA que contienen genes candidatos y podrian participar en la
susceptibilidad a la EC (en la actualidad, més de cincuenta). Estas nuevas regiones de
asociacion relacionadas con la funcionalidad inmunoldégica contienen posibles genes
candidatos que pueden ser agrupados de acuerdo a la funcién de las moléculas que

codifican:

1) Genes que intervienen en la sefializacidon por quimiocinas, como las regiones
génicas CCR3 y RGSI1, que resaltan la importancia de los mecanismos de
reclutamiento celular al epitelio intestinal (no observado antes en modelos

inmunologicos) y que podria explicar la expansion de los LIE en la EC.
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2) Genes implicados en la activacion y diferenciacion de los linfocitos T, que
confirmaria el papel central de estas células en la respuesta inmunitaria adaptativa
frente al gluten mediada por la diferenciacion de linfocitos T CD4 + especificos de
gluten de la lamina propia mucosa, que reconocen antigeno en el contexto de las
moléculas HLA DQ2 (DQ2.5 y DQ2.2) y HLA DQS8, y son responsables de la
produccion de citoquinas enteropatdogenas, y de proporcionar ayuda a los linfocitos
B para producir anticuerpos especificos. Algunos genes intervienen en la activacion
celular (IL2, IL21, TAGAP, SH2B3), y otros en la funcion de los linfocitos T
reguladores (IL2) y en la diferenciacion hacia células efectoras Thl (IL12A,
IL18RAP) (Dubois et al., 2010; Abadie et al., 2011; Trynka et al., 2011; Kumar et

al., 2012).

Figura 4. Imagen del par cromosémico 6 que es el que codifica HLA.
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2.1.2.5. EXPRESION Y ACTIVIDAD DE TG2 EN EL INTESTINO DELGADO

Un sello distintivo de la EC es la produccién dependiente de gluten de
autoanticuerpos IgA hacia la autoproteina TG2. Esto no es casual, ya que la actividad
enzimatica de TG2 esta implicada en la modificacion postraduccional de los péptidos de
gluten, un proceso crucial para su inmunogenicidad (Molberg et al., 1998; Van del Wal
et al., 1998). La TG2 pertenece a una familia de enzimas dependientes de Ca2 + que se
conservan filogenéticamente y evolutivamente (Lorand & Graham, 2003). Estas
enzimas modifican especificamente las cadenas laterales de residuos de glutamina a
través de la reticulacion covalente a los residuos de aminas primarias (transamidacion)
formando enlaces isopeptidicos o mediante reacciéon con agua, que genera acido
glutamico (desamidacion) (Folk, 1980). Mientras que muchos miembros de esta familia
de enzimas tienen patrones de expresion restringidos a los tejidos, la TG2 se expresa de
forma constitutiva en muchos tejidos y tipos de células y puede inducirse en respuesta a
lesiones o estimulos inflamatorios (Kin, 2006). La TG2 se expresa en el citosol celular y
aproximadamente el 70% de la proteina reside alli (Lorand y Graham, 2003). La TG2
también puede entrar en el nicleo celular o ser externalizada a la superficie celular y la
matriz extracelular (Zemskov et al., 2011; Nurminskaya & Belkin, 2012; Stamnaes &

Sollid, 2015).

La TG2 esta presente en gran cantidad en el intestino delgado y se cree que esta
asociada predominantemente con fibronectina (Fn), en particular en la membrana basal
debajo de las células epiteliales. La expresion de TG2 en las células epiteliales

intestinales parece mayor en pacientes con EC que en los controles, aunque se han
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encontrado resultados contradictorios (Esposito et al., 2003; Sakly et al., 2005; Biagi et
al., 2006; Villanacci et al., 2009). Ademas, también se observa una mayor expresion de
TG2 en la membrana basal subepitelial. Sin embargo, esto no es exclusivo de la EC y
también se ha observado en otras afecciones inflamatorias del intestino delgado
(Gorgun et al., 2009). Por lo tanto, la mayor expresion de TG2 probablemente no
explica por qué TG2 se convierte en el autoantigeno de células B en la EC (Stamnaes &

Sollid, 2015).

Los anticuerpos anti-TG2 desaparecen del suero al comenzar una DSG
(Sulkanen et al., 1998). Después de un desafio de gluten oral a corto plazo reaparecen
en sangre en un periodo de dos a cuatro semanas (Leffler et al., 2013). Aunque se ha
encontrado que los titulos séricos se correlacionan con la gravedad de la EC (Alessio et
al., 2012), estos anticuerpos también pueden detectarse en pacientes con poco 0 ningin
hallazgo histoldgico (Kaukinen et al., 2005; Paparo et al., 2005; Salmi et al., 2006;

Tosco et al., 2008; Stamnaes & Sollid, 2015).

En el intestino, se encuentran anticuerpos anti-TG2 como depdsitos de IgA en la
membrana basal (Shiner & Ballard, 1972; Korponay-Szabo et al., 2004). Dichos
depositos pueden estar presentes incluso en ausencia de titulos de suero anti-TG2
detestables y parecen tener un valor predictivo para el desarrollo de la EC (Salmi et al.,
2006). Por lo tanto, los anticuerpos anti-TG2 estan presentes muy cerca del inicio de la
la patogénesis de la EC y las células B especificas de TG2 autorreactivas deben
activarse en respuesta al gluten de la dieta antes de la inflamacion intestinal manifiesta y

la destruccion de tejidos (Stamnes & Sollid, 2015).
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2.1.2.6. INMUNIDAD INNATA FRENTE AL GLUTEN

Los péptidos de gluten, como el p31-43/49 de la alfa- gliadina, pueden dafiar
directamente el epitelio intestinal al activar mecanismos de la inmunidad innata, con
produccion de IL-15 e induccion de apoptosis en los enterocitos, que alteran la funcion
barrera epitelial y aumentan la permeabilidad (Hue et al., 2014; Maiuri et al., 2003;

Matysiak-Budnik et al., 2003; Escudero-Hernandez et al., 2017). La IL-15 induce la

proliferacion y la activacion de LIE T CD8+ que expresan receptores de células NK tipo

NKG2D y CD94-NKG2A, cuyos ligandos son las moléculas de estrés MICA/B y HLA-
E, respectivamente, expresadas por los enterocitos en situaciones de estrés (Jabri et al.,
2000; Mention et al., 2003; Meresse et al., 2004). La IL-15 promueve en los LIE la
produccion del IFN-y y la citotoxicidad dependiente de proteinas citoliticas, como
perforinas o granzima (Olaussen et al., 2002; Di Sabatino et al., 2006; Escudero-
Hernandez et al., 2017). La lesion del epitelio depende de los LIE que expresan el
receptor de célula T-ab, que descienden tras la restriccion de gluten, mientras que los
LIE receptores de célula T gd NKG2A tienen una funcion reguladora (Bhagat et al.,

2008) y se mantienen elevados durante la DSG (Arranz & Garrote, 2009).

Se ha comprobado que los péptidos de gliadina captados por las células
epiteliales mediante endocitosis son capaces de llegar hasta las vesiculas paranucleares
de estas células (endosomas tardios y lisosomas); sin embargo, en vez de ser degradados
en los lisosomas, el péptido p31-43 se acumula alli por causas aun desconocidas, lo que

provoca un microambiente prooxidativo que induce la activacion de la TG2 y la
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degradacion del “peroxisome proliferator-activated receptor” (PPARg), que es una
molécula capaz de modular la inflamacién intestinal. Este mecanismo podria explicar
por qué los pacientes celiacos recaen tras la reintroduccion del gluten, incluso antes de

que aparezcan signos de inflamacion (Arranz & Garrote, 2009; Luciani et al., 2009).

2.1.2.7. RESPUESTA INMUNITARIA ADAPTATIVA FRENTE AL GLUTEN

Los linfocitos T CD4 + especificos de la lamina propia reconocen péptidos sélo
cuando se presentan mediante células dendriticas junto a moléculas HLA-DQ2/DQS8
(Lundin et al., 1993; Sollid, 2002). Estas moléculas disponen de un bolsillo de unién a
péptidos con propiedades Unicas para acomodar secuencias peptidicas: DQ2 tiene
preferencia por aminoacidos de carga negativa en posiciones centrales (P4, P6 o P7), y
en el caso de DQS, las posiciones son mas externas (P1 o P9) (Van de Wal et al 1998).
De forma natural, las proteinas del gluten tienen pocas cargas negativas; sin embargo,
como se ha descrito anteriormente, la TG2 liberada durante la inflamacion es capaz de
inducir la conversion de residuos de glutamina en acido glutdmico en secuencias del
tipo glutamina, prolina u otro aminoacido (Molberg et al., 1998; Fleckenstein et al.,

2004; Arranz & Garrote, 2009).

Precisamente por su alto contenido en glutamina y prolina, los péptidos de
gluten son resistentes a la proteolisis por enzimas digestivas, y se forman fragmentos
grandes que contienen glutamina, prolina u otro aminoacido, que son los substratos
preferidos de la TG2 (Arentz-Hansen et al., 2000; Hausch et al., 2002), como el péptido

de 33 aminoacidos (p57-89 de la alfa-gliadina) que contiene seis copias de tres epitopos
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T, y cuya inmunogenicidad para los linfocitos T del intestino celiaco aumenta tras la
deamidacion por TG2 (Shan et al., 2002). La activacion de estos linfocitos T CD4 +
reactivos al gluten conduciria una respuesta proinflamatoria dominada por la produccion
de IFN-y. Algunas enzimas bacterianas, como la prolilendopeptidasa, inducen la
degradacion de estos fragmentos e impiden que se formen epitopos T capaces de activar

respuestas de la inmunidad adaptativa (Piper et al., 2004; Arranz & Garrote, 2009).

La respuesta adaptativa humoral parece tener una contribucion directa menor en
la patogenia de la EC, aunque los anticuerpos de IgA secretora especificos de gliadina
podrian favorecer la translocacion o el paso de péptidos de gliadina intactos desde la luz
intestinal hasta el interior por una via en la que intervendria el receptor de la transferrina
CD71 (Meresse et al., 2009). No se han identificado linfocitos T especificos de TG2 y
falta por explicar aun por qué la ingestion de una proteina de la dieta, el gluten,
promueve la producciéon de autoanticuerpos frente a la TG2 (Sollid, 2002; Jabri &
Sollid., 2006). Como posible explicacién se ha propuesto un modelo en el que los
linfocitos T CD4+ reactivos al gluten podrian proporcionar la ayuda necesaria a las
células B especificas de TG2 para la sintesis de anticuerpos via formacién de complejos

formados por TG2 y péptidos de gliadina (Sollid et al., 1997; Arranz & Garrote, 2009).

Figura 5. La molécula HLA-DQ sirve de elemento de restriccion en el
reconocimiento de epitopos de gluten por los linfocitos T CD4+. Representacion
esquematica de la interaccidn entre un epitopo (PQQPQQSFPQQRP) de la a-gliadina y
la molécula HLA-DQ?2, con posiciones de anclaje (Matysiak-Budnik et al., 2003; Hue et

al., 2004; Meresse et al., 2006) que tienen preferencia por cargas negativas. La TG2
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induce la sustitucion de glutamina de carga positiva por acido glutamico de carga
negativa (glutamina, acido glutamico o prolina). Tomadao de Arranz & Garrote, (2009).
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2.1.3. PREVALENCIA Y EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de la EC ha sido comparada graficamente con la figura de un
iceberg por muchos expertos. En esta imagen la prevalencia seria el total de hielo del
iceberg; la masa de hielo hundida representaria los casos no diagnosticados de EC en
una poblaciéon determinada en un momento dado, y el hielo que sobresale del agua
corresponderia a los casos clinicamente diagnosticados (Bai et al., 2013; Navalon-

Ramon et al., 2016).

Actualmente la EC afecta a un 0,5-1% de la poblacion mundial, siendo uno de
los trastornos digestivos cronicos mas comunes (Rubio-Tapia et al., 2009b; Kang et al.,

2013; Plugis & Khosla, 2015). Los nuevos diagndsticos han aumentado
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sustancialmente, debido a una mayor conciencia y mejores herramientas de diagnostico
y al probable aumento real de la incidencia (Kelly et al., 2015). Las tasas de prevalencia
oscilan entre 1:100 cuando los pacientes son diagnosticados por métodos de deteccion y

1:1000 cuando se diagnostican segun los sintomas (Wagner et al., 2016).

En general, la EC afecta a todos los grupos de edad, incluidos los ancianos,
teniendo una incidencia mayor en las mujeres que en los hombres (Jeremy, 2015), con
una proporcion de 2:1 (Thomas et al., 2009; Gujral et al., 2012). La proporcion entre
casos diagnosticados y no diagnosticados de EC es muy variable entre los diferentes
paises (Catassi et al., 2014) (1:2 en Finlandia (Fasano et al., 2003), 1:20 en Argentina
(Méki et al., 2003) o Estados Unidos (Gomez et al., 2001)), lo que demuestra que
muchos casos de EC podrian permanecer sin diagnosticar sin un cribado activo. La

prevalencia de la EC se sitiia en torno al 1% en los paises occidentales (Lohi et al.,

2007; Lionetti & Catassi, 2011).

En Espafia, en cuanto a la prevalencia de la EC, s6lo existen los estudios
realizados por Riestra et al., (2000) en Asturias, Garcia Novo et al. (2007) en Madrid
(quienes con métodos serologicos hallaron una prevalencia global del 0,26 y del 0,27%,
respectivamente), Fernandez et al. (2010) en Galicia y Ferreira Lasso et al. (2008) en La
Rioja, cuyo estudio descriptivo fue sobre casos previamente diagnosticados. También
existe en la bibliografia el estudio realizado por Mariné et al. (2011) sobre poblacion
catalana, aunque en este caso no se realizd sobre pacientes previamente diagnosticados,
sino sobre donantes de sangre. El estudio mas reciente fue realizado por Navalon-

Ramon et al. (2016) en municipios de la Comunidad Valenciana, donde hallaron una
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prevalencia del 0,26% (igual que en los casos anteriormente nombrados). En la
poblacion pediatrica (0-14 afos) la prevalencia fue del 0,62%, mientras que en los

mayores de 14 afios la prevalencia fue del 0,20%.

Originalmente, se pensaba que la EC afectaba casi exclusivamente a poblacion
caucasica; ahora se sabe que estd ampliamente distribuida por todo el mundo (Fasano &
Catassi, 2001; Gujral et al., 2012 ). La proporcion de casos diagnosticados de EC frente
a los no diagnosticados varia notablemente de un pais a otro, situacion que sugiere que
la mayoria de los casos de EC permanecen sin ser detectados (Fasano & Catassi, 2001;
Fasano et al., 2003; Maiki et al., 2003).

Estudios epidemioldgicos realizados en areas supuestamente libres de EC, incluyendo
Africa, Oriente Medio, Asia y América del Sur, muestran que la EC, de alguna manera,
si ha sido diagnosticada en estas zonas. Esto proporciona evidencia de que la EC es una

de las enfermedades genéticas mas comunes (Gujral et al., 2012).

La distribucion mundial de la EC parece haber seguido el paso del consumo de
trigo de la humanidad y los flujos migratorios. El hombre se alimentaba originalmente
de carne, frutas y verduras, sin exposicioén a los cereales que contenian gluten. Hace
unos 10.000 afios, en una pequefia region llamada “Fertile Crescent" del Oriente Medio
(incluida Anatolia (Turquia meridional), Libano, Siria, Palestina e Iraq), se cultivaron el
trigo silvestre y los granos de cebada con éxito y en condiciones ambientales favorables.
En Fertile Crescent, algunas tribus cambiaron de estilo de vida némada a estable,
porque el cultivo de la tierra permitio el almacenamiento de alimentos y mas tarde

emigraron hacia el oeste para obtener nuevas tierras para cultivar. Estas personas se
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extendieron por la zona mediterrdnea (Africa septentrional, Europa meridional) y
Europa central. La expansion continué del afio 9000 al afio 4000 aC, momento en el
cual el cultivo de trigo y cebada se habia extendido por todo el Viejo Continente,
llegando también al norte de Europa (Irlanda, Dinamarca y los paises escandinavos).
Esta expansion en la agricultura se debio a la difusion de las practicas agricolas y a la
sustitucion de los habitantes locales por descendientes de Oriente Medio. Por lo tanto,
las poblaciones europeas y norteafricanas comparten antecedentes genéticos con los

pueblos de Oriente Medio (Gujral et al., 2012).

Figura 6. Rango de estimacion de la prevalencia de EC en los diferentes

continentes y paises. Tomado de Gujral et al., (2012).
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2.1.3.1. GRUPOS DE RIESGO

Existen pruebas y estudios de una mayor prevalencia de EC en determinados
grupos de poblacion. El principal grupo de riesgo son los familiares de primer grado de
pacientes con EC, seguido de otras enfermedades asociadas que suelen preceder a la
EC, aunque también pueden manifestarse simultaneamente o incluso después del
diagnostico, algunas de ellas estrechamente relacionadas con la EC por ser EAI (Gujral

et al., 2012; Husby et al., 2012).

- Familiares de primer grado de enfermos celiacos: constituyen un grupo de riesgo
principal ya que la prevalencia de sufrir EC esta entre el 10-20%. Se recomienda un
control de esta poblacion, ya que en muchos casos son latentes o asintomaticos
(Polanco & Ribes, 1991; Husby et al., 2012). Algunos autores han observado una
mayor prevalencia en los hermanos con EC en comparacion con los padres (Farré et
al., 1999; Book et al; 2003; Rubio-Tapia et al., 2008; Gujral et al., 2012). El riesgo
exacto es mas alto en gemelos monocigoéticos, seguidos en hermanos con igualacion
de antigenos de leucocitos humanos (HLA), hermanos, y finalmente padres e hijos de
pacientes con EC (Rubio-Tapia et al., 2008, Rubio-Tapia et al., 2013). Los parientes
de segundo grado tienen una tasa de probabilidad mas baja que los casos anteriores
(2,59%) (Fasano et al., 2003, Rubio-Tapia et al., 2013; Navalon-Ramon et al., 2016).
Los miembros de las familias con mas de un individuo ya diagnosticado con EC estan
en mayor riesgo de padecerla y las recomendaciones para el cribado deben extenderse
a todos los demas miembros, incluyendo parientes de segundo grado (Book et al.,

2003; Rubio-Tapia et al., 2013).
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- Déficit selectivo de IgA: se estima que alrededor de un 4% de los pacientes celiacos
presentan también un déficit selectivo de IgA (Polanco y Ribes, 1991; Fasano et al.,
2003; Husby S et al., 2012).

- Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1): en general, las EAI como la DMTI tiene una
estrecha relacion con la EC ya que comparten una combinacion de factores genéticos
y mecanismos patogénicos comunes (Nardecchia et al., 2019). La prevalencia de EC
en pacientes con DMT1 se ha investigado ampliamente y es del 3-12% (Polanco &
Ribes, 1991; Fasano et al., 2003; Rostom et al., 2004; Hansen et al., 2006; Salardi et
al., 2008; Husby et al., 2012; Navalon-Ramon et al., 2016).

- Enfermedad tiroidea autoinmune: es frecuente tanto en nifios como en adultos. La EC
se observa en aproximadamente el 7% de los pacientes con trastornos autoinmunes de
tiroides (Polanco & Ribes, 1991; Fasano et al., 2003; Husby et al., 2012; Kelly et al.,
2015).

- Sindrome de Down: la asociacion con la EC es superior al 15% (Polanco & Ribes,
1991; Fasano et al., 2003; Husby et al., 2012).

- Otras enfermedades asociadas menos frecuentes como Sindrome de Turner,
Enfermedad de Addison, Sindrome de Williams, Enfermedad Hepatica Autoinmune y
Sindrome de Sjogren (Fasano et al., 2003; Husby et al., 2012; Navalon-Ramon et al.,

2016).
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2.1.4. CLINICA DE LA ENFERMEDAD CELIACA

2.1.4.1. FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD CELIACA

Las manifestaciones clinicas de la EC pueden ser muy diferentes. Se han

agrupado bajo tres tipos de presentacion clinica de la EC:

- La EC silenciosa, silente o asintomatica: los pacientes no presentan ninguna
sintomatologia, incluso aunque se les interrogue detalladamente, a pesar de la
presencia de lesiones intestinales caracteristicas. De todas formas, los estudios sobre
los efectos de una DSG en pacientes asintomaticos en el momento del diagnostico
demuestran mejoria en su calidad de vida (Nachman et al., 2009), por lo que esta
indicada la dieta a largo plazo (Navalon-ramon et al., 2016). Ademas, también se ha
visto que un retraso en el diagnodstico de la EC empeora la calidad de vida de los
pacientes (Norstrom et al., 2011). En estos individuos hay presencia de anticuerpos
especificos de la EC, de haplotipos HLA-DQ2/ HLA-DQS8 y hallazgos de biopsia de
intestino delgado compatibles con la EC (Husby et al., 2012). Es recomendable un
seguimiento clinico atento a los familiares directos de estos pacientes (Polanco &

Ribes, 1991).

- La EC clasica: en ella los pacientes presentan sintomas gastrointestinales clasicos, es
decir, diarrea, malnutricion, pérdida de peso, esteatorrea y edema secundario a
hipoalbuminemia, asi como malabsorcion intestinal con atrofia de las vellosidades

totalmente desarrollada inducida por el gluten, y otras caracteristicas histologicas

30



clasicas (Rostom et al., 2004; Medical Advisory Secretariat, 2011; Navalon-Ramon et

al., 2016).

- La EC no clasica: los pacientes pueden presentar sintomas gastrointestinales (dolor
abdominal, sintomas de reflujo gastroesofagico, vomitos, estrenimiento,
sintomatologia semejante a la del sindrome de intestino irritable, distension
abdominal, borborigmos) o manifestaciones extraintestinales (anemia ferropénica,
migrafia crénica, dermatitis herpetiforme, neuropatia periférica, déficit de acido
folico, densidad 6sea disminuida, infertilidad inexplicada, menarquia tardia, abortos
inexplicables). Estos pacientes son habitualmente oligosintomaticos o mono-
sintomaticos. En estos casos existe una atrofia vellosa inducida por el gluten
totalmente desarrollada (Rostom et al., 2004; Medical Advisory Secretariat, 2011;

Navalon-Ramon et al., 2016).

2.1.4.2. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD CELIACA

La EC puede aparecer en la infancia, la nifiez, la adolescencia o la edad adulta
(Fernandez et al., 2005; Husby et al., 2012); en esta ultima la presentacion clinica
difiere considerablemente del patrén cléasico descrito en la infancia. La sintomatologia
clasica de la EC incluye sobre todo manifestaciones digestivas e intestinales, que son
los llamados sintomas clasicos, sin embargo, cada vez son mas frecuentes los sintomas

extraintestinales, conocidos como sintomas no clasicos (Nardecchia et al., 2019).
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La presentacion clasica de la EC es mas comun en niflos pequefios y consiste
principalmente en sintomas gastrointestinales y malabsorcion. En estas edades, la
sintomatologia de la EC se inicia con la introduccién en la dieta de alimentos que
contienen gluten y se suele observar un retraso en el crecimiento, que fue la primera

manifestacion extra intestinal identificada, diarrea, vomitos y dolor y distension

abdominal (Nardecchia et al., 2019).

Con la edad, estos sintomas van variando, con una sintomatologia menos tipica,
mas sutil o incluso los individuos carecen de sintomas gastrointestinales evidentes, lo
que lleva a que habitualmente sea confundida con otras enfermedades. Los adolescentes
y adultos, presentan deficiencias nutricionales, sintomas extraintestinales, o en algunos
casos son asintomaticos, siendo los sintomas aun mas inespecificos (Polanco & Ribes,
1991; Husby et al., 2012; Kelly et al., 2015; Moscoso & Quera, 2015; Wagner et al.,
2016). Los sintomas extraintestinales mas comunes son cefaleas, trastornos en el
comportamiento, menarquia retrasada, irregularidades menstruales, complicaciones
microvasculares, fibromialgia, hepatitis celiaca, infertilidad y abortos espontaneos y
anemia ferropénica, entre otros que se muestran en la Tabla 1, muchos de los cuales se
ha demostrado que mejoran con la DSG (Ameghino et al., 2019; Nardecchia et al.,

2019).

Los sintomas extraintestinales pueden ser derivados en gran medida de la
malabsorcién de micronutrientes, sustancias que en pequefias cantidades son esenciales
para la vida (vitaminas, minerales y oligoelementos) y/o de condiciones autoinmunes

relacionadas o no con la EC. También pueden estar asociados con el deposito de IgA en
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la TGt extracelular en el higado, los rifiones, los ganglios linfaticos y los musculos de

los pacientes con EC (Caputo et al., 2009; Gujral et al., 2012; Nardecchia et al., 2019).

En los adultos, los sintomas gastrointestinales no especificos que se observan
mas frecuentemente incluyen pirosis, que se alivia también notablemente con la DSG,
mas incluso que con la administracion de inhibidores de la bomba de protones (IBP),
dispepsia manifestada tanto en forma de plenitud postprandial como de dolor
epigastrico, sensacion de malestar abdominal pobremente definido, flatulencia,
meteorismo, distension abdominal y cambios frecuentes en el ritmo intestinal,
simulando, por tanto, las caracteristicas de un trastorno funcional digestivo, aspecto que
explica el retraso en el diagndstico de muchos pacientes, especialmente los
seronegativos. En estos casos, la seronegatividad es asumida como ausencia de EC, sin
proceder a nuevas investigaciones. Por otro lado, la mejoria de estos sintomas tras una
retirada empirica del gluten por parte del propio paciente, no asegura que el enfermo
padezca una EC, ya que este fendémeno es comun en el sindrome de sensibilidad al
gluten no celiaca (Ludvigsson et al., 2013; Sainsbury et al., 2013; Kelly, 2016; Esteve &

Carrasco, 2017).
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Tabla 1. Sintomas y signos de la EC segun la edad. Modificado de Polanco y

Ribes, (1991).

Sintomas

Diarrea

Vomitos

Dolor abdominal
Anorexia
Tristeza
Irritabilidad
Apatia
Introversion

Sintomas

Frecuentemente asintomaticos
Dolor abdominal

Cefalea

Artralgias

Menarquia retrasada
Irregularidades menstruales
Estrefiimiento

Habito intestinal irregular

Sintomas

Dispepsia

Diarrea cronica

Dolor abdominal

Sindrome de intestino irritable
Dolores 6seos y articulaciones
Infertilidad y abortos recurrentes
Parestesias, tetania

Ansiedad, depresion eilepsia, ataxia

Nifios
Signos

Distension abdominal
Malnutricion

Hipotrofia muscular
Anemia ferropénica
Retraso ponderoestatural

Adolescentes

Signos

Aftas orales

Hipoplasia del esmalte
Distension abdominal
Debilidad muscular

Talla baja

Artritis, osteopenia
Queratosis folicular
Anemia por déficit de hierro

Adultos

Signos

Malnutricion con o sin pérdida de peso

Edemas periféricos
Talla baja
Neuropatia periférica
Miopatia proximal
Anemia ferropénica
Hipertransiaminemia
Hipoesplenismo
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Alteraciones gastrointestinales

La enteropatia de la EC es predominantemente proximal. La lesion caracteristica
se describe como una atrofia de las vellosidades de la lamina propia, hiperplasia de
criptas, en las que se estimula la division de las células madre para reponer los
enterocitos superficiales, e infiltracion de las células inflamatorias, tanto en el epitelio

del intestino delgado como en la ldmina propia. Los LIE estan aumentados (Marsh,

1992; Plugis & Khosla 2015; Woodward, 2015).

La presentacion clinica de la EC a nivel gastrointestinal en el adulto es
heterogénea y depende en gran medida de la longitud del intestino afectado y de la
intensidad de las lesiones histoldgicas (Arglielles & Quero, 2017). Los pacientes con
afectacion de extensas areas de intestino es mas probable que presenten diarrea con
esteatorrea y pérdida de peso (sintomas clasicos). Existen varios mecanismos que
intervienen en la patogénesis de la diarrea: a) atraccion de fluido a la luz intestinal
debida a la presencia de hidratos de carbono no absorbibles osmdticamente activos; b)
secrecion activa de agua y electrolitos derivados de la hidroxilacién bacteriana de los
acidos grasos no absorbidos; ¢) déficit en la secrecion de bilis y fermentos pancreaticos
debidos a una liberacion defectuosa de colecistoquinina y secretina; d) cuando existe
afectacion del ileon, se afiade el efecto catartico de las sales biliares no absorbidas sobre
la mucosa del colon (diarrea colerética). La esteatorrea en pacientes con afectacion
limitada al intestino proximal es excepcional. La presencia de dolor abdominal relevante

es poco habitual en la EC del adulto y su presencia deberia sugerir la existencia de una
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complicacion grave, tal como invaginacion, yeyunoileitis ulcerativa o linfoma intestinal

(Kelly, 2016). Algunos pacientes desarrollan una estomatitis aftosa recurrente.

Manifestaciones extraintestinales y extradigestivas de la enfermedad celiaca

Tabla 2. Manifestaciones extraintestinales y extradigestivas de la EC.

Modificado de Kelly, (2016).

Manifestacion

Edema

Dermatitis herpetiforme

Equimosis y petequias
Hiperqueratosis folicular y dermatitis

Amenorrea, infertilidad, impotencia
Hiperparatiroidismo secundario

Anemia

Hemorragia

Trombocitosis, Cuerpos de Howell-
Jolly

Elevacién de transaminasas
Hepatitis autoinmune

Sarcopenia
Tetania
Debilidad

Causa probable
Cutaneas

Hipoproteinemia

Autoinmunidad epidérmica mediada por TG2,
deficiencia de zinc

Deficiencia de vitamina K

Malabsorcion de vitamina A 'y del complejo B

Endocrinolégicas

Disfuncion hipotalamo-hipofisiaria-malnutricion
Disfuncion inmune
Malabsorcion de vitamina D y calcio

Hematologicas

Déficit de hierro, folato, vitamina B12 o piridoxina
Deficiencia de vitamina K, trombopenia secundaria y
déficit de folato

Hipoesplenismo

Hepaticas

Hepatitis linfocitica
Autoinmunidad

Musculares

Malnutricién debido a malabsorcién
Malabsorcion de calcio, vitamina D y/o magnesio
Atrofia muscular
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Neurologicas

Neuropatia periférica Deficiencia de complejo B (B+2 y tiamina)

Ataxia Dafo de cordones posteriores medulares y cereberal
Lesiones desmielinizantes del SNC Disfuncion neuroldgica inmunomediada

Vértigos

Esqueléticas

Osteopenia, osteomalacia, Inflamacién del intestino, malabsorcidén de calcio y
osteoporosis vitamina D, hiperparatiroidismo secundario
Osteoartropatia Desconocido

Fracturas Osteopenia- osteoporosis

TG2: transglutaminasa tisular; SNC: Sistema nervioso central

2.1.5. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD CELIACA

La tasa de diagndstico de la EC estd aumentando en todo el mundo debido, en
parte, a una mayor apreciacion de la variabilidad en la presentacion clinica. Hasta la
década de 1950, la EC se diagnostico sobre la base de observaciones clinicas centradas
en las caracteristicas de malabsorcion. El desarrollo de la biopsia intestinal peroral
(1955-1956) produjo un cambio sustancial en el paradigma del diagndstico. En los afios
ochenta se desarrollaron pruebas serologicas sensibles y especificas para la EC (Kelly et

al., 2015).

Aunque la EC se puede diagnosticar en cualquier momento de la vida, se realiza

principalmente durante la primera infancia (entre 9 y 24 meses) o en la tercera o cuarta
década de vida (Miki, 1997; Feighery, 1999; Ciclitira et al., 2001; Fasano & Catassi,

2001; Gujral et al., 2012). Al contrario que en los nifios, que la proporcion de
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diagndstico en cuanto al sexo es 1/1, en personas adultas se diagnostica dos veces mas

en las mujeres, como ya se ha dicho anteriormente (Gujral et al., 2012).

El diagnéstico de la EC exige de un alto indice de sospecha por parte del clinico.
De hecho, a pesar de la elevada sensibilidad y especificidad de las herramientas no
invasivas disponibles, hasta un 70% de los celiacos permanecen sin diagnostico
(Polanco et al., 2006; Catassi et al., 2007). Esto, obedece en gran medida a la
heterogeneidad en los diferentes patrones de presentacion, incluyendo aquellos que

permanecen asintomaticos en el momento del diagndstico.

Hoy en dia, el diagndstico puede llevarse a cabo mediante la conjuncion de datos
clinicos, seroldgicos, genéticos e histopatoldgicos. De acuerdo con las recomendaciones
establecidas por la ESPGHAN (Husby et al., 2012; Ministerio de Sanidad, 2018), las
biopsias intestinales pueden omitirse en nifios y adolescentes claramente sintomaticos,
con niveles de anti-TG2 >10 veces al valor de referencia en dos momentos distintos,
verificados por anti-EmA y presencia de HLA DQ2 (DQ2.5 y/o DQ2.2) y/o HLA DQS8.
En todos los demas casos la biopsia intestinal es necesaria para evitar diagnosticos

incorrectos.

Ya que la EC puede presentarse con una gran variedad de signos y sintomas
inespecificos, es importante diagnosticar la EC no so6lo en nifios con sintomas
gastrointestinales evidentes, sino también en nifios que presenten un cuadro clinico
menos claro para evitar consecuencias negativas para su salud. Por lo tanto, las pruebas

de diagnostico deben ofrecerse a los siguientes grupos de poblacion:
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- Niflos y adolescentes con sintomas inexplicables y signos de diarrea cronica o
intermitente, falta de crecimiento, pérdida de peso, crecimiento atrofiado, pubertad
retardada, amenorrea, anemia ferropénica, nauseas o vomitos, dolor abdominal
cronico, calambres o distension, estrefiimiento cronico, fatiga cronica, estomatitis
aftosa recurrente (Ulceras en la boca), dermatitis herpetiforme, erupcion cutanea,
fractura con traumas inadecuados, osteopenia u osteoporosis y bioquimica hepatica

normal (sintomas clasicos).

- Niflos y adolescentes asintomaticos con patologias que aumenten el riesgo de padecer
EC, como DMT1, Sindrome de Down, Enfermedad Tiroidea Autoinmune, Sindrome
de Turner, Sindrome de Williams, deficiencia selectiva de IgA, Enfemedad Hepatica

Autoinmune, y parientes de primer grado con EC (Husby et al., 2012).

La mayoria de los pacientes adultos, como se ha dicho anteriormente, no
presentan los sintomas gastrointestinales clasicos, por lo que el diagnostico requiere que
los médicos tengan una alta sospecha clinica de la EC (Hernandez & Green, 2006;

Castillo et al., 2015).
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Figura 7. Secuencia de actuacion diagnostica de la EC en Atencion Primaria.

Tomado de Ministerio de Sanidad, (2018).
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Figura 8. Secuencia de actuacion diagnodstica de la enfermedad celiaca en

Atencion Especializada. Tomado de Ministerio de Sanidad, (2018).
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El diagnostico de la EC ha cambiado como resultado de la disponibilidad de

pruebas de anticuerpos especificos de la EC. Estas pruebas actuales basadas en los

marcadores seroldgicos son extremadamente precisas, por lo que deben ser el enfoque

inicial para evaluar individuos en los que se esta considerando la EC. Antes de realizar
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este tipo de pruebas, los pacientes deben llevar tomando una dieta que contenga gluten
durante al menos un mes, ya que los anticuerpos séricos tienen una vida media de 30-60

dias (Schuppan & Zimmer, 2013; Castillo et al., 2015; Sur et al., 2019).

Anticuerpos disponibles para el diagnostico:

- Anticuerpos anti-transglitaminasa tisular 2 (anti-TG2) isotipo

Inmunoglobulina A (IgA)

Los anticuerpos anti-TG2 son los marcadores de eleccion para la deteccion
serologica de la EC en individuos mayores de 2 afios (Rubio-Tapia et al., 2013; Castillo
et al., 2015; Sur et al., 2019). La TG2 es una enzima dependiente de calcio que
desempefia un papel crucial en la patogénesis de la EC. Cuando se consume gluten, la
mucosa del intestino delgado produce anti-TG2, que son detectados también en el suero

de estos pacientes, pero desaparecen lentamente de la circulacién cuando se empieza a

seguir una DSG (Folk & Finlayson, 1977; Gujral et al., 2012).

Con la puesta a punto de un método enzimatico para la determinacion de anti-
TG2, se ha extendido su uso en la préctica clinica debido a la alta sensibilidad y
especificidad, en manos expertas por encima del 95%, las ventajas metodologicas, ya
que se determinan mediante técnicas de enzimoinmunoanalisis, ELISA (“ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas”), mas econdmicas y ecoldgicas que la

inmunofluorescencia indirecta, y refleja con mayor exactitud el estado de la mucosa

(Rostom et al., 2005; Castillo et al, 2015).
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Sin embargo, se ha descrito que un 2-3% de los pacientes con EC tienen déficit
de IgA, lo que puede dar lugar a falsos negativos. En estos casos se recomienda la
determinacion de anti-TG2 de tipo IgG o de anti DGP. S6lo en estos casos esta
recomendada la determinacion de anti-TG2 de tipo IgG, ya que aunque en pacientes con
deficiencia de IgA tenga una especificidad y sensibilidad del 95%, en pacientes con

niveles normales de IgA tiene un rendimiento bajo (Rostom et al., 2005; Castillo et al,

2015).

- Anticuerpos anti-endomisio (anti-EmA) isotipo 1gA

Antes del desarrollo de anti-TG2, el anticuerpo anti-EmA era la herramienta
diagnodstica preferida para el diagnostico de la EC. Su sensibilidad es mas baja
(80-90%), pero su especificidad es proxima al 100%, pues s6lo reconocen epitopos de
TG2 relacionados con la EC. Estos anticuerpos son detectados por métodos de
inmunofluorescencia, una técnica subjetiva y semicuantitativa. Por ello, en la mayoria
de los centros se reservan para confirmar resultados positivos de anti-TG2,
especialmente cuando los titulos de anti-TG2 no son muy altos. Estos anticuerpos puede
no detectarse en nifios menores de dos afios al igual que sucede con los anti-TG2
(Polanco & Ribes, 1991; Korponay-Szabd et al., 2003; Leffler & Schuppan, 2010; Kelly

etal., 2015; Sur et al., 2019).
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- Anticuerpos anti-péptidos de gliadina desamidada (anti-DGP) isotipos 1gG e

IgA

Son anticuerpos dirigidos frente a péptidos inmunodominantes producidos
durante la digestion de la gliadina y desamidados en la submucosa intestinal por TG2.
Se determinan por técnicas objetivas y cuantitativas (ELISA). Tanto los IgG como los
IgA presentan una sensibilidad diagnoéstica del 80-95% y una especificidad del 80-90%.
En casos de déficit selectivo de IgA, pueden ser utiles los de clase IgG aunque no hay
evidencia de una mayor eficacia comparados con los anti-TG2 IgG o los EmA IgG
(Giersiepen et al., 2012). En nifios menores de 2 afios puede ser el primer marcador en
positivizarse (Lagerqvist et al., 2008; Leffler & Shuppan, 2010; Rubio-Tapia et al.,

2013; Castillo et al, 2015).

Circunstancias especiales

1. Deficiencia IgA coexistente. Los pacientes con deficiencia de IgA tienen un riesgo
10-20 veces mayor de desarrollar EC (Meini et al., 1996; Castillo et al, 2015). Lo
ideal es evaluar inicialmente la IgA sérica en pacientes con alta sospecha de padecer
EC. En pacientes con niveles bajos de IgA, las pruebas de anti-DGP y/o anti-TG2
basadas en IgG deben considerarse como parte de la evaluacion serologica (Rubio-

Tapia et al., 2013; Castillo et al, 2015).

2. Falsos positivos. A pesar de tener alta sensibilidad y especificidad, una prueba

serologica positiva no confirma el diagnoéstico de EC. En la mayoria de los

44



individuos, la prueba de anticuerpos IgA-anti-TG2 tiene un valor predictivo negativo
muy alto. En raras circunstancias, IgA-anti-TG2 produce un resultado falso positivo
debido a la reaccidon cruzada de anticuerpos. Algunas condiciones que pueden
producir un resultado falso positivo son, pero no se limitan, a una infeccion entérica,
insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad hepdatica crénica e

hipergammaglobulinemia (Leffler & Schuppan, 2010; Castillo et al, 2015).

Resultados falsos negativos. La razon mas comun para un anti-TG2 falso negativo es
que el paciente ya esté siguiendo una DSG. Como se ha descrito anteriormente, la
prueba de anticuerpos IgA-anti-TG2 es menos sensible en nifios mas pequefios
(menores de 2 afios) debido a que el sistema inmune es inmaduro, al igual que la
deficiencia primaria de IgA, que es otra condicion médica que podria potencialmente
mostrar una prueba negativa basada en IgA (Leffler & Schuppan., 2010; Castillo et

al, 2015).

De este modo, ya estan disponibles una serie de valiosos marcadores seroldgicos

que se usan rutinariamente para el diagnodstico y la monitorizaciéon de la EC. Sin

embargo, es importante sefialar que el 2-3% de las personas con EC, sobre todo nifios,

tienen resultados negativos en pruebas serologicas, debido a que tienen bajos titulos de

anticuerpos o titulos que fluctiian entre los niveles positivos y negativos con el tiempo,

lo que enfatiza la necesidad de repetir las pruebas cuando el primer resultado es

negativo pero los sintomas persisten (Van Kalleveen et al.,, 2019). Las pruebas

serologicas también varian en calidad, y algunas no han sido bien estandarizadas debido

a obstaculos en la practica clinica. La determinacion simultanea o consecutiva de IgA-

45



TGt y IgG-DGP puede ser considerada como un predictor fuerte de la EC en la mayoria

de los casos (Kelly et al., 2015).

2.1.5.2. ESTUDIO GENETICO

Los tipos HLA de clase II DQ2 y/o DQS8 se encuentran en casi todos los
pacientes con EC, pero también en una parte importante de la poblaciéon sana; solo el
1% de los individuos con estos haplotipos desarrollan EC (Ludvigsson et al., 2014;
Kelly et al., 2015). Esta prueba es ideal como apoyo al diagnéstico de la EC y tiene un
alto valor predictivo negativo, es decir, la ausencia de HLA-DQ2 o HLA-DQS8 permite

excluir la EC con un 99% de certeza (Sur et al., 2019).

Este estudio puede realizarse en pacientes con un diagnostico incierto de EC, en
pacientes asintomaticos con afecciones relacionadas con la EC para descartarla, o para
realizar pruebas adicionales en el caso de ser positivos (Husby et al., 2012; Liu et al.,
2014; Kelly et al., 2015). La prueba HLA tiene utilidad clinica determinadas situaciones

como:

- Excluir la EC en familiares de primer grado y pacientes con enfermedades asociadas.

- Excluir la EC en pacientes sintomaticos con serologia negativa y biopsia normal.

- Excluir la EC en pacientes con biopsia intestinal compatible con EC y serologia
dudosa o negativa.

- Celiaquia latente.
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- Pacientes asintomaticos a los que se les ha retiradp el gluten sin biopsia intestinal
previa.
- Personas con anticuerpos positivos que rehacen la biopsia para reforzar el

diagnéstico (Fasano et al., 2003).

2.1.5.3. BIOPSIA DE INTESTINO DELGADO

Las biopsias intestinales con fines diagnosticos deben realizarse en pacientes
que consumen gluten, ya que pacientes con EC que siguen una DSG antes de realizarse
las pruebas de diagndstico por lo general dan serologias negativas e histologias
duodenales normales, por lo que debe reintroducirse el gluten antes de realizarse la

biopsia intestinal (Bao et al., 2012, Castillo et al, 2015).

La confirmaciéon del diagnostico de EC debe basarse en una combinacion de
hallazgos de la historia clinica, el examen fisico, la serologia y la endoscopia alta con
toma de biopsias multiples del duodeno (Rubio-Tapia et al., 2013). En las personas
sometidas a una endoscopia alta en quienes las pruebas de laboratorio, los sintomas o
las caracteristicas endoscopicas sugieren EC, se debe considerar la biopsia duodenal
(Ludvigsson et al., 2014). La endoscopia permite identificar los cambios macroscopicos
de la mucosa, que son marcadores de enteropatia, a veces incluso en pacientes

evaluados por razones distintas a la sospecha de EC (Kelly et al., 2015).

La biopsia de confirmacion, ante una clinica y serologia sugerentes de EC,

asegura un diagnostico correcto de EC antes de iniciar una DSG para toda la vida
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(Lebwohl et al., 2018). Ademas, la biopsia de seguimiento contribuye a esclarecer el
diagndstico en pacientes seronegativos que responden bien a la retirada del gluten y

proporciona una referencia basal cuando no se produce una buena respuesta a la dieta

(Lebwohl et al., 2018).

En nifios, se ha propuesto una estrategia de diagndstico de EC sin biopsia
(Husby et al., 2012). Para ello, es necesario que se cumplan una serie de condiciones: 1)
sintomas propios de la enfermedad; 2) la presencia de titulos de anti-TG2 10 veces por
encima del limite superior de referencia para el test utilizado; 3) un resultado de anti-
EmA positivo en una muestra de sangre separada, y 4) la presencia de HLA DQ?2
(DQ2.5 y/o DQ2.2) y/o DQS. Esta estrategia es apropiada en nifios cuidadosamente
seleccionados por su especialista. La posible utilizacion de esta estrategia en adultos es
motivo de debate pero los datos disponibles hasta el momento hacen aun prematuro la
implementacion de esta practica (Lebwohl et al., 2018). Asimismo, su aplicabilidad
seria baja ya que las formas de presentacion cldsica son mucho menos frecuentes en

adultos que en nifos.

Los cambios histologicos asociados a la EC son parcheados, por lo que se
recomienda tomar biopsias duodenales multiples para realizar el diagndstico de la EC.
La lesion de la mucosa esta generalmente mas pronunciada en el intestino proximal, y
es leve o ausente en la parte distal. Es importante sefialar que la ubicacion, el nimero y
la calidad (tamafo y orientacion) de las biopsias pueden afectar al correcto del
diagnostico. Para maximizar la precision diagnoéstica, es recomendable tomar una o dos

muestras de la region superior del bulbo, que deben ser cuidadosamente interpretadas,
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ya que otras condiciones pueden presentar hallazgos histologicos similares a los
observados en la EC (Bao et al., 2012; Castillo et al, 2015), y las otras cuatro biopsias
deben ser de la segunda o tercera porcion del duodeno (Husby et al., 2012; Husby et al.,
2012; Rubio-Tapia et al., 2013; Ludvigsson et al., 2014; Kelly et al., 2015). Hay
estudios que han estimado que hasta el 13% de los pacientes tienen la enteropatia
caracteristica localizada solamente en el bulbo duodenal (Nenna et al., 2012; Kelly et

al., 2015).

Bajo microscopia oOptica, los hallazgos histologicos mas caracteristicos de la EC
son las vellosidades atrofiadas, hiperplasia de criptas, aumento del nimero de LIE,
especialmente en la punta de la vellosidad, infiltracion de la lamina propia por células
mononucleares y anomalias estructurales en las células epiteliales. El informe
patolégico debe incluir una descripcion del estado histologico intestinal segun segun la

clasificacion de Marsh-Oberhuber (Husby et al., 2012).

Clasificacion de Marsh

Marsh estudi6 la teoria de una progresion de la lesion de la mucosa del intestino

delgado en la EC (Marsh, 1992; Gujral et al., 2012).

De acuerdo con la clasificaciéon de Marsh modificada, la mucosa normal se
clasifica como Marsh 0, la linfocitosis intraepitelial como Marsh I, la linfocitosis
intraepitelial con hiperplasia de criptas como Marsh II, y linfocitosis intraepitelial,

hiperplasia de criptas y atrofia vellositaria como Marsh III (Rostami et al., 1999; Gujral
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et al., 2012). Posteriormente se desarroll6 el sistema Marsh-Oberhuger, donde la etapa 3
se dividio en tres sub etapas (atrofia vellositaria parcial [3a], atrofia vellositaria subtotal
[3b] vy atrofia vellositaria total [3c]) (Marsh, 1992; Oberhuber et al., 1999; Gujral et al.,

2012).

Figura 9. Tipos de lesion segun Marsh. Tomado de Polanco y Ribes, (1991).
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Aunque las lesiones Marsh 1, 2 y 3 se consideran compatibles con el
diagnodstico, ningun tipo de lesion histoldgica descrita para la EC es especifica
(patognomonica) de esta entidad y ello comporta el riesgo de diagnosticar erroneamente
a un paciente si no se realiza un correcto diagnoéstico diferencial. Este riesgo es
particularmente elevado en pacientes con lesiones clasificadas como tipo Marsh 1 que,
si bien pueden observarse en algunos pacientes celiacos, también pueden corresponder a

algunas de las siguientes patologias: infeccion por Helicobacter pylori, consumo
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frecuente de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), estados de sobrecrecimiento
bacteriano intestinal (SBI), gastroenteritis por virus, infestacion por Giardia lamblia o
enfermedad de Crohn. Estas situaciones constituyen ejemplos de causas frecuentes de
enteritis (o duodenosis) linfocitica y deben tenerse en cuenta en el diagnostico
diferencial de la EC. Sin embargo, en pacientes sintomaticos con lesion tipo Marsh I, en
los que se demuestre depositos subepiteliales de TG2 o presencia de un linfograma
intraepitelial con patrén inmunofenotipico caracteristico (aumento de células yd), hay
que mantener un alto indice de sospecha de EC. La respuesta clinica y serologica tras la

supresion del gluten de la dieta, permitird confirmar el diagndstico.

De acuerdo con las recomendaciones establecidas por la Sociedad Europea de
Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion Pediatrica (ESPGHAN) (Husby et al., 2012;
Ministerio de Sanidad, 2018), las biopsias intestinales unicamente pueden omitirse en
nifios y adolescentes claramente sintomadticos, con niveles de anti-TG2 >10 veces al
valor de referencia en dos momentos distintos, verificados por anticuerpos anti-
endomisio (anti-EmA) y positividad de HLA DQ2 (DQ2.5 y/o DQ2.2) y/o DQ8. En
todos los demés casos la biopsia intestinal es necesaria para evitar diagnosticos

incorrectos (Elli et al., 2017; Sur et al., 2019).

En resumen, el diagndstico de la EC se basa en la historia clinica de los
pacientes, la serologia y la endoscopia duodenal. Es estudio genético de HLA se
considera solo para situaciones de dificultad diagnostica o para descartar la EC

(Kaukinen et al., 2002; Bourgey et al., 2007; Rubio-Tapia et al., 2009b; Kang et al.,
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2013; Pallav et al., 2014; Castillo et al, 2015; Moscoso & Quera, 2015; Plugis &

Khosla, 2015).

2.1.5.4. OTRAS PRUEBAS

- Capsula endoscopica

En la actualidad, el uso de la capsula endoscopica para el diagnostico de la EC
se limita a los pacientes que se niegan a la endoscopia superior, sobre todo si tiene una
serologia positiva (Rubio-Tapia et al., 2013; Kelly et al., 2015; Pennazio et al., 2015).
Por otro lado, la capsula endoscopica deberia ser considerada para la evaluacion de
pacientes con EC complicada (salvo en casos con sospecha de estenosis). En este
sentido, la Sociedad Europea de Gastroentelogia Endoscopica (ESGE) recomienda la
evaluacion inicial mediante capsula endoscoépica seguida de enteroscopia por doble-
balon ante la sospecha de EC complicada (Pennazio et al., 2015). Esta ultima técnica
endoscopica permite obtener biopsias si se han apreciado lesiones significativas con la
capsula endoscopica. Si las biopsias se realizan con capsula es necesario disponer de un
estudio de coagulacién previo, ya que algunos pacientes pueden tener un déficit de

protrombina secundario a la malabsorcion de vitamina K.

- Prueba de provocacion

Hoy en dia, en nifios solo se contempla una prueba de provocacion cuando el

diagnéstico es dudoso (Husby et al., 2012). Tal es el caso de lesiones histologicas de
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bajo grado (Marsh 1), individuos que no presentan las variantes de riesgo HLA DQ2
(DQ2.5 y/o DQ2.2) y/o HLA DQ8 o marcadores serologicos negativos en el momento

de la sospecha clinica.

En la infancia, durante la prueba de provocacion, la elevacion de los
autoanticuerpos junto con la recaida clinica permiten confirmar el diagnostico (Husby et

al., 2012).

En general, la prueba de provocacion con gluten es necesaria cuando el paciente
ha iniciado una DSG por cuenta propia, sin tener un diagnostico formal de EC y refiere
una mejoria sintomatica con la retirada del gluten (Rubio-Tapia et al., 2013). Cabe

destacar que la respuesta clinica a una DSG no permite realizar el diagnéstico de EC.

Existe controversia acerca de la cantidad de gluten necesaria y el tiempo de
administracién para realizar la prueba de provocacion. En la practica clinica, parece
razonable administrar 10 g de gluten al dia durante al menos 2 semanas y, si el paciente
lo tolera clinicamente, mantener la pauta durante un mes antes de realizar una serologia

(anti-TG2) y una biopsia intestinal.

2.1.6. TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD CELIACA: LA DIETA SIN

GLUTEN

El unico tratamiento disponible para la EC es una DSG estricta de por vida, que

requiere evitar el trigo, la cebada, y el centeno, lo que da lugar a la remision
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sintomatica, serologica e histologica, mejora el estado nutricional, incluyendo el peso
corporal y la densidad 6sea. La adherencia estricta a esta dieta es esencial para prevenir
complicaciones a largo plazo (Green & Jabri, 2006; Kelly et al., 2015; Wagner et al.,

2016; Nardecchia et al., 2019).

Willem-Karel Dicke comenzé esta terapia de la DSG en los Paises Bajos en
1933 (Van Berge.Henegouwen y Mulder, 1993; Mulder et al., 2015), informando de que
los pacientes con EC no podian tomar alimentos, bebidas o medicamentos que
contuviesen cualquier cantidad de gluten de trigo, centeno, cebada, espelta, cebada,
kamut u otros cereales que contuviesen gluten, ya que incluso pequefias cantidades

podrian ser daiiinas (Mulder et al., 2015).

Con una DSG estricta, los niveles de anticuerpos disminuyen muy rapidamente
(Tack et al., 2010; Mulder et al., 2015). Sin embargo, la normalizacion histoldgica tarda
de 2 a 5 afios, especialmente en los adultos (Wahab et al., 2002; Mulder et al., 2015). En
los nifios, la normalizacion histologica se alcanza cuando se lleva siguiendo la DSG de
3 a 6 meses, aunque en este grupo, los niveles de anticuerpos pueden tardar un afio, o

incluso un afio y medio, en alcanzar unos niveles normales (Mulder et al., 2015).

Si la dieta es variada y equilibrada no suelen producirse carencias nutricionales
(Ciacci et al., 2015), aunque no siempre es asi (Vici et al., 2016). Ademas, al eliminar el
gluten de la dieta, se dejan de consumir algunos productos que son ricos en fibra. Por
este motivo, la DSG con frecuencia comporta una alteracion del ritmo intestinal con

tendencia al estrefiimiento, tanto en la poblacién infantil como en la adulta. Un mayor
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consumo de legumbres, hortalizas, verduras y frutas puede subsanar este problema

(Polanco, 2008; Nardecchia et al., 2019).

Etiquetado de alimentos sin gluten

La espiga barrada (Figura 10) es el simbolo internacional sin gluten y esta
actualmente regulado por la Sociedad de Asociaciones de Celiacos de Europa (AOECS),
quien delega en sus asociaciones miembro la concesion de su uso y control. Por tanto,
aquellas industrias interesadas en emplear este simbolo en sus productos deben solicitar
certificarse bajo el Sistema de Licencia Europeo (ELS-European Licensing System)
“Espiga Barrada”. Estas industrias pueden ser tanto empresas fabricantes de productos
alimenticios especificos para personas celiacas como aquellas empresas fabricantes de
productos alimenticios ordinarios o convencionales que, sin ser especificos para
personas celiacas, puedan ser consumidos por éstas. Siempre debe quedar garantizada la

seguridad de ausencia de contaminacién por gluten en el producto alimenticio.

Figura 10. Simbolo internacional Sin gluten.
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En Espafia ademas existe la Marca de Garantia “Controlado por
FACE” (Federacion de Asociaciones de Celiacos de Espafia), creada en el afio 1999
debido al gran interrogante existente acerca de la dosis diaria de gluten que una persona
celiaca podia tolerar, de forma que se garantiza al consumidor celiaco que los productos
que portan este simbolo cumplen los requisitos que la FACE establece respecto a los
niveles maximos de gluten, garantizando que los productos verificados son aptos para el

consumo de personas celiacas.

Figura 11. Simbolo de Marca de Garantia “Controlado por FACE”
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pe)

ZFACE

Segun la directiva Europea, cualquier alimento etiquetado como “sin gluten”
pueden contener hasta 20 mg de gluten por kg de producto (20 ppm) segun establece el
Reglamento Europeo (UE) No 828/2014 (Gujral et al., 2012; Reglamento 818/2014;
Mulder et al., 2015; Woodward, 2015), que es la cantidad que se ha estimado como

ingesta maxima permitida.

Dado el caracter permanente de la DSG, es fundamental que el paciente celiaco
se acostumbre a revisar el listado de ingredientes y la composicion nutricional de los

productos que compra. Estos deben estar etiquetados “sin gluten”, ya que de esta forma
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garantizan, segun la legislacion vigente, que el contenido en gluten esta dentro de los
limites permitidos, asi como la ausencia de contaminacion cruzada. No obstante, la
composicion de los productos “sin gluten” no siempre es la mas adecuada, ya que, al no
utilizar gluten, se incorporan otros ingredientes para mejorar su aspecto y palatabilidad,
empleando en muchos casos grasas saturadas y azicares. La elaboracion de estos
productos en casa es una buena opcion, ya que de esta forma se puede controlar la

calidad de los ingredientes.

Finalmente hay que tener en cuenta que algunos medicamentos pueden contener
gluten como excipiente. Los prospectos de las especialidades afectadas deben incluir
una advertencia del contenido de gluten, ya que su declaracion es obligatoria (Articulo
34 del Real Decreto 1345/2007 y Circular 02/2008 de la Agencia Espariola de

Medicamentos y Productos Sanitarios) (Circular 2/2008, AEMS).

Contaminacién cruzada

Los productos manufacturados como salsas, caldos preparados, helados,
embutidos, golosinas, postres, néctares de fruta, etc., aunque en origen partan de
ingredientes sin gluten, siempre tienen riesgo, ya que en su proceso de fabricacion se
puede producir una contaminacion con otros ingredientes que contienen gluten, al

compartir las lineas de produccion, de embalaje, entre otras (Lerner et al., 2019).

Por otro lado, los productos especiales artesanales como pan, tartas, etc., se

deben comprar en obradores certificados que se dediquen exclusivamente a la
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elaboracion de productos sin gluten (PSG), ya que si son elaborados en panaderias o
pastelerias donde trabajan con cereales con gluten, el riesgo de contaminacion es muy

alto (Lerner et al., 2019).

En cuanto a la ingesta de avena, la comunidad cientifica realiza actualmente
estudios ya que existe controversia sobre si es bien tolerada o no, y si el hecho de que
no sea bien tolerada estd relacionado con la composicion del cereal o con la
contaminacion cruzada con el trigo, el centeno o la cebada durante el cultivo, transporte,
almacenamiento y tratamiento de los cereales (Comino et al., 2015). Aun asi, la avena
sin gluten certificada es bien tolerada por la mayoria de personas con EC y es aceptada
ya como parte de la DSG (Koskinen et al., 2009; Kelly et al., 2015). Otros cereales

como el arroz, el maiz o el mijo no contienen gluten (Woodward, 2015).

2.1.6.1. CUMPLIMIENTO Y DIFICULTADES DE LA DIETA SIN GLUTEN

La formaciéon de las familias para adherirse a la DSG es muy importante, asi
como las consultas con gastroenterdlogos y dietistas, que deben ser mas frecuentes
durante el primer afio. Las familias en las que ya haya algiin miembro celiaco y
posteriormente se diagnostique a alglin pariente, necesitan en general menos controles,

ya que estan mas familiarizadas con la DSG (Mulder et al., 2015).

El incumplimiento de la DSG, llamado comunmente como transgresion, es
extremadamente variable y oscila entre el 36% y el 95% (Rashid et al., 2005, Hall et al.,

2009; Errichiello et al., 2010; Roma et al. 2010; Mazzone et al., 2011; Wagner et al.,
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2016) . Se ha detectado que existen mayores dificultades para el cumplimiento dietético
en adolescentes (Edwards George et al., 2009; Kautto et al., 2014; Wagner et al., 2016;
Nardecchia et al., 2019). Entre las barreras que existen para el seguimiento de la DSG se
encuentra la menor palatabilidad de los alimentos sin gluten, el etiquetado inexacto de
los alimentos, la ausencia de sintomas tras el incumplimiento de la dieta y los problemas
psicolégicos (Edwards George, et al. 2009; Wagner et al., 2016; Nardecchia et al.,
2019). No se ha encontrado asociacion entre el incumplimiento de la dieta y los factores
demograficos o inherentes a la enfermedad, concluyendo que las caracteristicas
cognitivas y emocionales podrian influir en la adherencia a la DSG (Hall et al., 2009;

Wagner et al., 2016).

Durante la adolescencia, la influencia dentro del grupo de amigos y el
compromiso en comportamientos de riesgo son tipicos y pueden conducir a
consecuencias perjudiciales en el contexto del tratamiento y el cumplimiento
(Nardecchia et al., 2019). La adhesion estricta a la DSG requiere una atencion constante
y un mayor control sobre los alimentos. Una importante dificultad son las opciones
limitadas de comida en contextos sociales, por ejemplo en un restaurante. Esto puede
ser particularmente dificil en los periodos de transicion como la adolescencia (Edwards
George, et al., 2009; Wagner et al., 2016). Las dificultades con la adherencia a la DSG
son mas prominentes en el ambiente del grupo de amigos y menos en el ambiente

familiar (Cinquetti et al., 1999; Wagner et al., 2016).

El "afrontamiento", ampliamente definido como un comportamiento para

manejar situaciones estresantes, puede tener un impacto o modificar la adherencia a la
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DSG, sin embargo muy pocos estudios han examinado esto y los estudios se limitan

principalmente a las poblaciones adultas (Wagner et al., 2016).

En otro contexto, la dieta es extremadamente dificil de seguir para los hablantes
no nativos, los inmigrantes, los analfabetos, los ancianos y los pacientes con un
presupuesto bajo. Esto es atin problemético en el Medio Oriente, Africa del Norte, el

subcontinente indio y América Latina (Makharia et al., 2014; Mulder et al., 2015).

Otra de las limitaciones actuales en el tratamiento de la EC en todo el mundo es
la falta de especializacion del personal médico. El niimero de gastroenterdlogos
especializado en EC es limitado, y, en muchos casos la experiencia es insuficiente. Lo
ideal seria poder organizar el seguimiento en atencion primaria, para lo que seria
necesaria una formacion y experiencia suficiente. Actualmente el acceso de un paciente
celiaco a un gastroenterdlogo bien entrenado es limitado (Mulder et al., 2010; Mulder et

al., 2015).

2.1.6.2. DIETA SIN GLUTEN Y SUPLEMENTACION VITAMINICA Y DE

OTROS MICRONUTRIENTES

Los pacientes con EC con frecuencia tienen deficiencias nutricionales, mas
comunmente en hierro, vitamina D, folato, vitamina B12, vitamina Bs y zinc (Wierdsma
et al,, 2013; Kelly et al.,, 2015; Nardecchia et al., 2019). Algunos pacientes con
deficiencia de folato o vitamina Bi2 desarrollan anemia macrocitica, que puede ser

dificil de detectar en paciente que también tengan deficiencia de hierro. También se han
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descrito trastornos neuroldgicos en asociacion con la malabsorcion de vitamina Bio,
folato, cobre y vitamina D (McKeon et al., 2014; Kelly et al., 2015; Nardecchia et al.,
2019). La DSG conduce generalmente a la recuperacion de la anemia por deficiencia de
hierro entre los 6-12 meses posteriores, mientras que la deficiencia de zinc mejora a las
semanas. La adherencia a la DSG también conlleva una mejoria en la densidad mineral
Osea en una proporcion importante de casos (Valdimarsson et al., 1996; Mautalen et al.,
1997; Sategna-Guidetti et al., 2000; Vazquez et al., 2000; Blazina et al., 2010;
Nardecchia et al., 2019). A ello debe asociarse un conjunto de medidas relacionadas con
el estilo de vida (Thompson et al., 2005; Passananti et al., 2012): evitar el consumo de
tabaco y el abuso de alcohol, evitar la vida sedentaria, realizar ejercicio regular y
ejercicios soportando peso, asi como realizar una ingesta minima diaria de 1500 mg de
calcio. Los pacientes con osteoporosis graves que no responden a la DSG, estilo de vida
saludable y reposicion de calcio y vitamina D pueden requerir formas mas avanzadas de

tratamiento (Nardecchia et al., 2019).

En algunos casos los pacientes con EC requieren reponer otros micronutrientes
tales como vitamina A, complejo B (tiamina, riboflavina, niacina, piridoxina), asi como
vitamina C y E, generalmente en forma de multivitaminico, dada la predisposicion a
desarrollar déficits de estos minerales y vitaminas. Algunos pacientes pueden
beneficiarse igualmente de la reposicion de cobre, zinc y magnesio (Jones & Peters,

1981).
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2.1.7. SEGUIMIENTO

El caracter sistémico de la EC aconseja un abordaje multidisciplinar. La consulta
con el gastroenterodlogo es necesaria inicialmente durante todo el proceso diagnostico de
la EC, y posteriormente, para la monitorizacion y adecuada interpretacion de los
resultados de las pruebas solicitadas durante el seguimiento, asi como para la

identificacion y correcto manejo de las complicaciones asociadas.

Existe un acuerdo general en las pautas que los pacientes deben seguir después
de su diagnostico. Hay evidencias de que la adherencia a una DSG mejora al tener un
seguimiento regular (Mulder et al., 2015). Un seguimiento médico periddico ayuda a
valorar la evolucion de los sintomas, controlar el crecimiento en nifios, a vigilar el
cumplimiento de la dieta y detectar la posible aparicién de complicaciones (Husby et
al., 2012; Rubio-Tapia et al., 2013; Ludvigsson et al., 2014; NICE, 2015; Pennazio et

al., 2015; Snyder et al., 2016; Nardecchia et al., 2019).

La frecuencia de los controles varia con la evolucion clinica de la EC,
independientemente de la edad. Al principio del tratamiento, si es necesario, se deben
hacer mensualmente hasta la desaparicion de los sintomas. El tiempo necesario hasta
que los titulos de autoanticuerpos se normalizan depende del nivel inicial, pero, en
general, se consigue en los 6-12 meses posteriores al inicio de la exclusion del gluten de
la dieta. No obstante, su negativizacion puede ser mas lenta, pero la disminucién
significativa durante el primer afio es un signo de adherencia a la DSG. Los pacientes

cuyas caracteristicas serologicas no mejoran deben ser reevaluados, por si siguiese
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existiendo una exposicion continua al gluten de la que el individuo no sea consciente,
que en la mayoria de los casos suele ser la causa de que persistan sintomaticos o
mantengan titulos elevados de autoanticuerpos (Husby et al., 2012; Bai et al., 2013;

Rubio-Tapia et al., 2013; Kelly et al., 2015).

Los puntos clave en el seguimiento clinico en un primer momento son la
normalizacion del peso, la prevencion del sobrepeso y la cicatrizacion de la mucosa, lo
que significa una normalizacion de la histologia a Marsh 0-1 (Mulder et al., 2015). La
baja densidad mineral dsea es también una de las manifestaciones extra-intestinales mas
comunes de la EC, por lo que, generalmente, durante el primer afio después del
diagnodstico, se recomienda la evaluacion DXA (Rubio-Tapia et al.,, 2013). Otros
objetivos son la confirmacion del diagnostico mediante la evaluacion de la respuesta a
una DSG estricta, la monitorizacion del grado de adherencia a las recomendaciones
dietéticas, reforzando siempre la importancia de su cumplimiento, la educacion sobre la
enfermedad y medidas de soporte y la deteccion precoz de enfermedades asociadas o

complicaciones (Kelly et al., 2015; Nardecchia et al., 2019).

En el adolescente, la transferencia al especialista de adultos debe realizarse en
una época de la vida en la que el paciente presente estabilidad social y emocional,
evitando periodos mas inestables. Un proceso de transicion, planificado, continuo y con
participacion de los médicos, enfermeros, dietistas-nutricionistas, psicologos, familia y
paciente facilita la continuidad asistencial, mejora la confianza del adolescente celiaco y
asegura un adecuado seguimiento, mejorando la calidad de vida del paciente en un

momento critico de su vida. La participacion de dietistas-nutricionistas profesionales es
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de gran importancia en el manejo de la enfermedad a largo plazo y ayuda a que los

pacientes sigan una dieta equilibrada, calibrada y nutricionalmente correcta.

A su vez, es de gran utilidad la colaboracion desinteresada de las Asociaciones
de Celiacos, que ofrecen a padres y pacientes informacion y asesoramiento sobre como
llevar a cabo una dieta correcta, a la vez que facilitan una mejor comprension y

adaptacion a la enfermedad.

Figura 12. Protocolo general de actuacion tras el diagnodstico de la EC en la

infancia. Ministerio de Sanidad, (2018).
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2.1.7.1. SEGUIMIENTO SEROLOGICO

Los anticuerpos IgA anti-TG2 son el método preferido para controlar la calidad
del cumplimiento de la DSG aunque los errores dietéticos puntuales no son detectados
por este método. Interpretando esta prueba directa, un paciente celiaco que lleva
siguiendo una DSG durante al menos 6-12 meses debe dar un resultado negativo. Los
niveles de IgA anti-TG2 deben ser tan cercanos a cero como sea posible, lo que indica
una respuesta minima de anticuerpos al gluten, o mostrar al menos una disminucion
significativa y continua. El anti-EmA puede permanecer positivo durante el seguimiento
de la DSG incluso durante afios. Esta es la manera mas fiable de supervisar el

cumplimiento de una DSG (Mulder et al., 2015).

2.1.7.2. SEGUIMIENTO MEDIANTE ANALISIS BIOQUIMICO DE SANGRE

Hasta finales de los afios ochenta, el sello de control era la disminucion
significativa o normalizacién de los marcadores de malabsorcion, como la grasa en las
heces. Para los pacientes que presentan desnutricién grave o pérdida de peso en curso,
es muy importante evaluar de manera exhaustiva el estado nutricional y la capacidad de
absorcion intestinal. Basandose en la experiencia de varios estudios, se ha comprobado
que la mayoria de los pacientes adultos, dentro de un diagnostico precoz, con
presentacion no clasica de la EC, en el momento del diagnostico presentan deficiencia

de vitaminas y minerales séricos (Wierdsma et al; 2013; Mulder et al., 2015).
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Por lo tanto, se recomienda controlar el peso corporal y algunos parametros
nutricionales como la vitamina Be, el acido folico, la vitamina Bi2, ¢ zinc, el calcio, la
fosfatasa alcalina, la vitamina D, la hemoglobulina, el hierro (vitaminas liposolubles), y
la hormona paratiroidea al inicio del diagnostico; asi como hacer un seguimiento mas
exhaustivo hasta que los valores se encuentren en niveles satisfactorios o proximos lo
ideal. Con frecuencia se revisan también las llamadas condiciones autoinmunes

asociadas, como la hormona tiroidea (Mulder et al., 2015).

2.1.7.3. SEGUIMIENTO MEDIANTE ESTUDIO HISTOLOGICO

En el pasado, se repetian biopsias intestinales después de un afio de estar
siguiendo la DSG, sin embargo, hoy en dia, s6lo se repiten en pacientes con anomalias

graves, o por falta de mejoria o quejas persistentes (Mulder et al., 2015).

2.1.8. NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

Las limitaciones de la DSG han llevado a una busqueda de otras terapias
alternativas (Leffler et al., 2007; Aziz et al., 2011; Singh et al., 2011; Mukherjee et al.,
2012; Lebwohl et al., 2013a; MacCulloch & Rashid, 2014; Shah et al., 2014; Kelly et
al., 2015). Los avances en la comprension de la inmunopatogénesis de la EC han
contribuido al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que podrian mejorar la salud

general y la calidad de vida de estas personas. Estas estrategias incluyen:
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- Desintoxicacion del gluten

Consiste en el desarrollo de reactivos para degradar o alterar el gluten dietético,
como las prolil-endopeptidasas (PEPs) recombinantes de una variedad de bacterias y de
hongos, que son capaces de proteolizar los péptidos de gliadina tanto in vivo como in
vitro (Shan et al., 2004; Mitea et al., 2008; Plugis & Khosla, 2015). Un dato importante
es que estas enzimas mantienen tanto la funcidon como la estructura en el rango de pH
del tracto gastrointestinal humano (Gujral N et al., 2012; Mooney et al., 2014; Castillo

et al, 2015; Plugis & Khosla, 2015).

- Modulacion de la permeabilidad intestinal

Los recientes descubrimientos sobre el intrincado mecanismo que regula las vias
paracelulares epiteliales intestinales han llevado al descubrimiento de la zonulina, una
proteina ampliamente investigada en una gran variedad de condiciones clinicas
incluyendo la EC (Sapone et al., 2006; Castillo et al, 2015). Otro descubrimiento ha
sido el acetato de larazotide, un péptido regulador de union y que controla los cambios
celulares inducidos por la gliadina y las citoquinas, que inhibe la translocacion de un
péptido de la gliadina altamente implicado en la EC (Gopalakrishnan et al., 2012;
Castillo et al, 2015). Los datos obtenidos sobre la seguridad y eficacia del acetato de

larazotide sugieren que puede ser un agente prometedor para el tratamiento de la EC

(Gujral et al., 2012).
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- Glucocorticoides con baja biodisponibilidad sistémica

Los glucocorticoides se utilizan frecuentemente para inducir la remision o
reducir la morbilidad de enfermedades inmunomediadas, como el asma. Aunque los
efectos secundarios limitan su utilidad en el tratamiento de trastornos crénicos, puede
ser posible utilizar glucocorticoides topicamente activos con efectos farmacoldgicos

sobre la mucosa intestinal (Plugis & Khosla, 2015).

- Modulacion de la respuesta inmune

La induccién de la tolerancia a través de la vacunacion ha sido también
ampliamente considerada. En la EC, la respuesta proinflamatoria a lo largo de la via
inmunogénica da lugar a la produccion de citoquinas, tales como TNF-a, IFN-y e IL-15,
lo que sugiere un enfoque plausible con terapias basadas en anticuerpos monoclonales.
Los anticuerpos monoclonales contra el TNF-o (infliximab) han sido ampliamente
estudiados en la enfermedad inflamatoria intestinal, y, anecddticamente, el infliximab ha

tenido éxito en el tratamiento de algunos casos de ECR (Malamut et al., 2010; Gujral et

al., 2012; Castillo et al, 2015; Plugis & Khosla, 2015).

- Polimeros secuestrantes de gluten

Consiste en la utilizacién de resinas poliméricas administradas oralmente, que
secuestran péptidos de gliadina en el lumen del intestino delgado antes de que puedan

inducir sus efectos inmunotoxicos en la lamina propia (Plugis & Khosla, 2015).
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- Probiodticos para la proteolisis de gluten

Estudios in vitro han demostrado que varias bifidobacterias son capaces de
hidrolizar los péptidos de gliadina en péptidos menos inmunogénicos (Angelis et al.,

2006; Gujral et al., 2012; Plugis y Khosla, 2015).

De todas estas opciones, s6lo dos agentes se encuentran en la fase 2 de ensayos
clinicos. Una de ellas, dos proteasas especificas de gluten que administradas oralmente
se ha demostrado que reducen la lesion de la mucosa del intestino delgado causada
durante 6 semanas de prueba de provocacion de gluten (Lahdeaho et al., 2014; Kelly et
al.,, 2015;). La otra, el acetato de larazotide, que modula las uniones intestinales
estrechas, que ha demostrado que reduce los sintomas en los pacientes en respuesta a la
prueba de provocacion de gluten. Se estan llevando a cabo estudios adicionales para
determinar si estos farmacos son seguros y eficaces para pacientes con sintomas
persistentes y lesiones en la mucosa a pesar de seguir una DSG continuada. Estas u
otras terapias eficaces podrian reducir la carga de la DSG al disminuir los efectos de la

exposicion inadvertida al gluten (Kelly et al., 2015).

2.1.9. MANIFESTACIONES SISTEMICAS DE LA ENDERMEDAD CELIACA

La EC es una patologia que no sélo afecta a nivel intestinal, sino que, en

ocasiones, tiene una serie de complicaciones y de efectos a nivel sistémico. Estos

efectos que se describen a continuacion estan estrechamente relacionados con:
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- El dafio ocasionado por el estrés oxidativo (EO) y el estado inflamatorio al que los
pacientes se someten cuando todavia no estan siguiendo la DSG. La alteracion del
estado inflamatorio se ha demostrado que persiste incluso después del seguimiento a

largo plazo de la DSG.

- Las deficiencias nutricionales relacionadas con la falta de absorcidén que existe en
general debido a la atrofia de las vellosidades intestinales en situaciones en las que no
se ha seguido una DSG o cuando no ha pasado el tiempo suficiente para que éste se

recupere (Nardecchia et al., 2019).

- La falta ingestion de nutrientes durante el seguimiento de la DSG por una importante
restriccion de alimentos. Las deficiencias nutricionales mas frecuentes son el hierro,

la vitamina D, el folato, la vitamina B, la vitamina B¢ y el zinc (Kelly et al., 2015).

La EC es una patologia autoinmune. Las EAI son, en muchos casos, debidas a
una predisposicion genética que hace a los individuos susceptibles a padecer patologias
de este tipo, como son la DMTI, la tiroiditis autoinmune, la artritis reumatoide, la
hepatitis autoinmune, el sindrome de Sjogren, el lupus sistémico, el sindrome

antifosfolipido o la miastenia gravis, pudiendo, de esta forma, estar relacionadas todas

ellas (Nardecchia et al., 2019).

En los pacientes con EC también se han descrito trastornos neurolégicos que
estan principalmente relacionados con la malabsorcion de vitamina B2, folato, cobre, y

vitamina D. Las carencias vitaminicas y nutricionales estan relacionadas con muchas
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patologias neuropsiquiatricas. Estos trastornos albergan también en algunas ocasiones
aspectos como alteraciones en el sueflo, sentimientos de ansiedad, preocupacion por el

estado de salud, depresion y exclusion social (Black & Orfila, 2011; McKeon et al.,

2014; Kelly et al., 2015; Nardecchia et al., 2019).

Otras alteraciones que se encuentran en individuos con EC, pero que se
normalizan tras el seguimiento de la DSG, son la funcidon esplénica, que puede
traducirse en un mayor riesgo de sufrir algunas enfermedades bacterianas (Shuppan &

Zimmer, 2013; Woodward, 2015) y la elevacion de las transaminasas (Polanco & Ribes,

1991).

- Osteoporosis

Entre el 50-70% de los pacientes con EC sufren osteoporosis en el momento del
diagnédstico (Malamut & Cellier, 2015), de forma que la densidad 6sea es un parametro

que debe medirse en todos los pacientes.

La aparicion de osteopenia u osteoporosis es una de las consecuencias mas
frecuentes de la EC y su origen es igualmente multifactorial: interferencia en el balance
entre la actividad de los osteoblastos y osteoclastos debido al efecto de citoquinas
proinflamatorias liberadas desde el intestino inflamado, la malabsorcion de calcio y
vitamina D, el secuestro de calcio y magnesio en los dcidos grasos (AG) no absorbidos
en la luz intestinal y la movilizacion del calcio almacenado en el hueso por los efectos

del hiperparatiroidismo secundario a la hipovitaminosis D (Corazza et al., 1995;
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Kemppainen et al., 1999; Di Stefano et al., 2013; Nardecchia et al., 2019). Es
importante considerar que algunos pacientes alcanzan la edad adulta sin haber
presentado sintomas digestivos relevantes en la infancia. Tales casos acuden al médico
por dolores 6seos, especialmente en la columna lumbar, la caja toracica y la pelvis,
descubriendo imagenes de colapsos o acufamientos vertebrales en las radiografias
simples de la columna que habian pasado inadvertidos. Algunos pacientes son
finalmente diagnosticados de osteoporosis idiopatica del adulto joven, sin haber
considerado la posibilidad de una biopsia duodeno-yeyunal. La prevalencia de
osteopenia y osteoporosis es alta entre la poblacion de celiacos diagnosticados en la
edad adulta y se correlaciona con la gravedad histoldgica (Cellier et al., 2000; Garcia-
Manzanares et al., 2012; Nardecchia et al., 2019). El riesgo aumentado de fracturas en
los pacientes celiacos es controvertido y no ha sido completamente establecido

(Vazquez et al., 2000; Thomason et al., 2003; Olmos et al., 2008; Kelly, 2016).

Hay autores que han demostrado que la disminucioén de la absorcion de calcio
conduce a una baja densidad 6sea y a un mayor riesgo de fractura, siendo el lugar de
fractura mas comun el antebrazo, donde la osteopenia es mayor (Thomason et al., 2003;

Malamut & Cellier, 2015).

La DSG a largo plazo produce un aumento significativo de la densidad osea
(West et al., 2003; Woodward, 2015), aunque raramente se alcance su normalizacion
(Corazza et al., 1995; Malamut & Cellier, 2015). Durante el seguimiento, se debe medir
la fosfatasa alcalina de calcio, la vitamina D y la hormona paratiroidea para el aumento

compensatorio de la masa 6sea. De esta forma, en numerosas ocasiones, si los niveles
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séricos son insuficientes, ademas de la DSG, este tipo de pacientes son tratados con
calcio y suplementos de vitamina D para tratar la osteopenia, evitar el riesgo de

fracturas e intentar alcanzar una normalizacion de la densidad 6sea (Malamut & Cellier,

2015; Mulder et al., 2015; Nardecchia et al., 2019).

- Dermatitis herpetiforme (DH)

La dermatitis herpetiforme (DH) es la manifestacion cutanea de la EC. Ambas se
consideran ambas EAI con un desencadenante especifico (el gluten) y un fondo genético
comun (HLA-DQ2/DQ8). La DH es una agrupacion de papulas herpetiformes urticadas
con extrema picazon, especialmente en el lado extensor de los codos y rodillas, espalda,
nalgas y en el cuero cabelludo. La erupcién es cronica, puede continuar durante un
periodo de tiempo prolongado. La mejora con la DSG tarda varios meses, y la remision
total puede tardar afos (Cardones & Hall, 2012; Mulder et al., 2015; Nardecchia et al.,

2019).

En un estudio realizado por Lombardo et al. (2019), han demostrado una
diferencia en el dafio basal del ADN entre los fibroblastos cutaneos de pacientes con DH

y controles, y un aumento significativo de este dafio después de la exposicion al gluten.

La dapsona (diamonodifenilsulfona) y la sulfapiridina son los medicamentos
primarios para tratar la DH. Normalmente se inicia con dapsona, aunque deben
controlarse los efectos secundarios, y para los pacientes que no la toleran, se sustituye el

tratamiento por la sulfapiridina, aunque el cumplimiento de la DSG puede curarla a
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largo plazo o mantenerla controlada (Mulder et al., 2015). Lombardo et al. (2019) han
demostrado que el dafio al ADN en los fibroblastos cutaneos de pacientes celiacos con
DH tratados con dapsona, al contrario de los no tratados, es similar al del grupo control,
lo que demuestra la efectividad del tratamiento con este medicamento respecto al EO y

al dafio al ADN.

- Anemia o ferropenia

La anemia es una manifestacion comun en la EC (Karnam et al., 2004; Lau et
al., 2016; Peters y Tighe, 2017; Spencer et al., 2017) y su patogénesis puede ser
multifactorial, incluyendo la malabsorcion de hierro y folato en el intestino proximal y
la malabsorcion de vitamina Bi2 en los casos de afectacion ileal. La disbiosis
comunmente observada en la EC contribuye igualmente al hiperconsumo de cobalamina
en la luz intestinal. La ferropenia sin anemia puede ser también un rasgo tipico en
pacientes con EC. La ferropenia es aquella condicion clinica en la que el hierro
disponible es insuficiente para satisfacer los requerimientos metabolicos del organismo,
pudiendo cursar con o sin anemia y por si misma puede producir sintomas, tales como
debilidad, fatiga, baja tolerancia al ejercicio y falta de concentracion que, si bien pueden
deteriorar profundamente la calidad de vida del individuo, a menudo solo llegan a
reconocerse cuando los depositos de hierro han sido restablecidos. Especial atencion
requieren aquellos pacientes diagnosticados de EC en quienes el déficit de hierro no se
resuelve tras el correcto seguimiento de la DSG (Efthymakis et al., 2017; Nardecchia et

al., 2019).
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- Enfermedades autoinmunes

El vinculo entre la EC y las EAI esta firmemente establecido, de hecho, como se
ha dicho anteriormente, existen genotipos que las asocian.
Entre el 15-20% de los pacientes con EC presentan o desarrollaran EAI (Cosnes et al.,
2008; Malamut & Cellier, 2015). A demas de la dermatitis herpetiforme, las EAI mas
frecuentes asociadas a la EC son la DMTI y la tiroiditis autoinmune, seguidas, en menos
proporcion de artritis reumatoide, hepatitis autoinmune, sindrome de Sjogren, lupus
sistémico, sindrome antifosfolipido o miastenia gravis (Collin et al., 1994; Cosnes et al.,

2008; Igbal et al., 2013; Malamut & Cellier, 2015; Nardecchia et al., 2019).

- Sintomas neurologicos y psiquiatricos

Determinadas enfermedades neuroldgicas aparecen con mayor frecuencia en
adultos con EC y, de hecho, forman parte del espectro clinico de su presentacion (Lewis
& Pallis, 1974; Bushara, 2005; Freeman, 2008; McKeon et al., 2014; Tarabzouni &
AlKhairallah, 2017). Entre ellas se citan la ataxia no hereditaria, conocida como gluten-
ataxia (Hadjivassiliou et al., 1998; Hadjivassiliou et al., 2015), que puede ser incluso la
unica manifestacion de la enfermedad y que se atribuye a un dafio inmunolégico del
cerebelo, cordones posteriores de la médula y nervios periféricos; diversas formas de
neuropatia periférica con parestesias, debilidad muscular y pérdida de sensibilidad,
asociada a fenomenos de desmielinizacion focal y parcheada de la médula espinal,
encefalopatia de Wernicke, y epilepsia con calcificaciones cerebrales parieto-occipitales

bilaterales (Gobbi et al., 1992; Gobbi, 2005), distonia orofacial idiopatica (Tarabzouni
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& AlKhairallah, 2017) y demencia vascular (Lebwohl et al., 2016). Aunque se ha
postulado que el déficit de absorcion del complejo vitaminico B (Bi2, tiamina,
riboflavina y piridoxina) puede jugar un papel en la patogénesis de estos trastornos,
ciertamente la neuropatia periférica y la ataxia a menudo no revierten con la DSG

(Hadjivassiliou et al., 2015; Nardecchia et al., 2019).

En cuanto a otras manisfestaciones psiquidtricas (autismo, trastornos del caracter
y psicosis, dolores de cabeza), no existe suficiente evidencia de su posible relacion con
la EC (Ergiin et al., 2017; Brietzke et al., 2018) ni tampoco hay evidencia sobre cuales
son los mecanismos patogénicos y la influencia de la DSG sobre la calidad de vida de
estos pacientes (Peters et al., 2014; Cossu et al., 2017; Nardecchia et al., 2019). En
cambio, son muchos autores los que han valorado cambios en el comportamiento de
pacientes con EC, trastornos depresivos o insonmio pero casi siempre se los ha
relacionado con las dificultades para el afrontamiento de la DSG al llegar a la

adoslescencia (Peters et al., 2014).

Existe un estudio (Konturek et al., 2011), que relaciona la exposicion al estrés
(especialmente al estrés cronico) como un factor de riesgo importante en la patogénesis
de diferentes enfermedades del tracto gastrointestinal, incluida la EC entre otras (Figura
13). Este estudio dice que el estrés aumenta la permeabilidad intestinal, la sensibilidad
visceral, la alteracion de la motilidad gastrointestinal y conduce a una activacion
profunda de los mastocitos que produce la liberacion de muchos mediadores

proinflamatorios (Figura 14), lo que deberia ser motivo de estudio para la relacion que
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pueda tener el estrés en la no mejoria o empeoramiento de los sintomas

gastrointestinales de la EC y en la recuperacion inflatarioria.

Figura 13. Consecuencias fisiopatologicas de la alteracion del eje cerebro-
intestino-microbiota por el estrés. La exposicion al estrés conduce a la alteracion del eje
cerebral (BGA), lo que resulta en el desarrollo de diferentes enfermedades del tracto
gastrointestinal, incluida la enfermedad por reflujo gastroesofagico, enfermedad de
ulcera péptica, enfermedad del intestino irritable, enfermedad inflamatoria del intestino
y alergia a los alimentos que pueden ser confundidas con la EC o puede afectar a en la
recuperacion de los sintomas gastrointestinales de la EC. Tomado de Konturek et al.,

(2011).
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Figura 14. El estrés conduce al cambio hacia una mayor expresion de las

citocinas proinflamatorias en la mucosa colonica. Tomado de Konturek et al., (2011).

- Riesgo de enfermedad cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares que se han asociado con la EC incluyen la
cardiopatia isquémica, los eventos cerebrovasculares y la miocardiopatia. Como en la
artritis reumatoide, el riesgo de cardiopatia isquémica puede estar relacionado con las
células inmunitarias proinflamatorias activadas, algunas de las cuales continiian
alteradas después del seguimiento de la DSG (Choy et al., 2014; Mulder et al., 2015), y
con el bajo estado de acido folico, que podria afectar al desarrollo de lesiones

arteriosclerédticas (Mulder et al., 2015).
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- Infertilidad

Entre las mujeres celiacas no tratadas son frecuentes la menarquia tardia, abortos
recurrentes, partos prematuros, menopausia precoz y dificultades para la fecundacion
(Molteni et al., 1990; Collin et al., 1996; Gasbarrini et al., 2000; Di Simone et al., 2010;

Ozgor & Selimoglu, 2010; Soni & Badawy, 2010; Tersigni et al., 2014).

Por otra parte, en hombres con EC no tratada, se ha descrito una mayor incidencia de
impotencia y anomalias en el recuento de esperma como causas de infertilidad. La
malabsorcion de folato, alteraciones en el control hipotalamo-hipofisiario de la funcion
gonadal y/o resistencia de las goénadas a los andréogenos se han postulado como
mecanismos plausibles de tales trastornos y, de hecho, éstos pueden revertir tras iniciar

una DSG a partir del diagnostico de la EC (Farthing et al., 1983).

- Enfermedad celiaca refractaria

Algunos pacientes con EC experimentan una recaida de los sintomas y del dafio
intestinal a pesar de la retirada del gluten. En la mayoria de estos casos, existe alguna
fuente de gluten que puede ser identificada en la dieta, sin embargo, algunos pacientes
albergan una poblacién atipica de células T intraepiteliales de la superficie celular que
carecen de expresion CD3 o CD8 y comparten un reordenamiento clonal del receptor de
células T. Este hallazgo se considera pre-maligno, ya que existe una alta progresion de

estos pacientes a desarrollar linfoma de células T asociado a enteropatia (Cellier et al.,

2000; Woodward, 2015).
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La ECR se define como la persistencia de la malabsorcion y atrofia de las
vellosidades después de un afio siguiendo una DSG estricta determinada por un dietista.
De hecho, el primer paso para su diagndstico es descartar la mala adherencia a una
DSG, a demas de otras causas que también deben excluirse (Vahedi et al., 2003;
Ludvigsson et al., 2013; Kelly et al., 2015; Malamut & Cellier, 2015). Cuando se
determina el diagnostico de la ECR, el siguiente paso es definir el tipo de ECR,
analizando el fenotipo y la clonalidad de los LIE del intestino delgado. La ECR I se
define por el aumento del nimero de LIE con un fenotipo normal con expresion de CD3
y CDS8 de superficie; mientras que la ECR II se caracteriza por la expresion clonal de
LIE anormal que carece de marcadores de superficie CD3, CDS8 y receptores de células
T y la expresion preservada de CD3 intracelular (Cellier et al., 1998; Cellier et al.,

2000; Malamut & Cellier; 2015; Mulder et al., 2015).

Los pronoésticos para los pacientes con ECR I y ECR II difieren
significativamente, teniendo ésta ultima una mayor tasa de mortalidad (Cellier et al.,
2000; Malamut et al., 2009; Rubio-Tapia et al., 2009a; Roshan et al., 2011; Arguelles-
Grande et al., 2013; Kelly et al., 2015; Malamut & Cellier, 2015). La ECR I se asocia
con sintomas severos y malabsorcion, pero la esperanza de vida no se reduce mucho; a
menudo responde al tratamiento con esteroides topicos y con administracion entérica de
budesonida (Brar et al., 2007; Kelly et al., 2015). Raramente se requiere tratamiento con
un esteroide sistémico, un inmunosupresor o un agente bioldgico (por ejemplo,
prednisona, azatioprina o inflixamab). Se debe mantener una DSG estricta y administrar

suplementos nutricionales cuando sea necesario (Hollon et al., 2013; Kelly et al., 2015).
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En cambio, la tasa de mortalidad de la ECR II después de los cinco afos del diagnostico
es de aproximadamente el 50% (Cellier et al., 2000; Malamut et al., 2009; Roshan et al.,
2011; Kelly et al., 2015). La ECR II suele complicarse por la transicion al linfoma de
células T asociado a la enteropatia, la jejunoileitis ulcerativa y la malabsorcion grave
con insuficiencia intestinal que requiere la nutricion parenteral total (Cellier et al., 2000;
Malamut et al., 2009; Rubio-Tapia et al., 2009a; Roshan et al., 2011; Argiielles-Grande
et al., 2013; Kelly et al., 2015). Los enfoques iniciales de tratamiento son los mismos
que para la ECR I, pero los pacientes con ECR II no responden igual (Kelly et al., 2015;
Malamut & Cellier, 2014). Debido a la mala respuesta al tratamiento y a la alta
mortalidad, se ha propuesto que la ECR II se trate con un agente quimioterapéutico
citotoxico tal como cladribina (2-clorodesoxiadenosina). Sin embargo, no se han
realizado ensayos controlados de tratamientos para la ECR II (Gujral et al., 2012;

Malamut & Cellier, 2014; Kelly et al., 2015).

La edad media de diagnéstico de la ECR son 50 afos. Cualquiera que sea su
tipo, la ECR se produce entre dos y tres veces mas en mujeres que en hombres (Al-
Toma et al., 2007; Malamut et al., 2009; Malamut & Cellier; 2015) y aparece en el 1-2%
de pacientes con EC. La ECR I es mas comunmente diagnosticada en los Estados

Unidos, mientras que la ECR II predomina en Europa (Kelly et al., 2015).

- Pacientes asintomaticos con atrofia vellosa persistente en una dieta libre de gluten

La atrofia de las vellosidades persistente a pesar de una DSG estricta no es una

situacion rara dentro de la ECR. La anemia por deficiencia de hierro se observa mas a
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menudo en los pacientes con atrofia de las vellosidades. Del mismo modo, la baja
ferritinemia es mas frecuente en pacientes con atrofia vellosa (Saadi et al., 2014;
Malamut & Cellier, 2015;). La atrofia de las vellosidades persistente no parece estar
asociada con el aumento de la mortalidad, pero si con un mayor riesgo de neoplasias

proliferativas (Lebwohl et al., 2013a; Malamut & Cellier, 2015).

- Malignidad

A pesar de que hoy en dia la EC sea algo comun, la malignizacion es rara
(Mulder et al.,2015). EI mayor riesgo de mortalidad en la EC se le atribuye en gran
medida a la malignidad (Corrao et al., 2001; Woodward, 2015). Desde hace mas de 50
afos, se sabe que los pacientes que padecen EC tienen una mayor probabilidad de sufrir
enfermedades malignas debido al EO al que han estado sometidos y al estado
inflamatorio del que no se llegan a recuperar completamente a pesar de la retirada del
gluten de la dieta. Aun asi el riesgo es mayor en pacientes que no cumplen la DSG

(Williams et al., 1963; Mulder et al., 2015).

Los linfomas intestinales de células B y T surgen con mayor frecuencia en la
EC. El linfoma de las células T asociado con la enteropatia (EATL) lo desarrollan entre
el 33 y el 52% de los pacientes con ECR II dentro de los 5 afios posteriores al
diagnostico (Al-Toma et al., 2007; Malamut et al., 2009; Malamut & Cellier, 2015). El
inicio de una EATL en un paciente con ECRI es mucho menor que en un paciente con
ECR II. El tratamiento de la EATL esta basado en la quimioterapia, como se ha dicho en

uno de los apartados anteriores (Malamut et al., 2009; Malamut & Cellier, 2015;).
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Suele aparecer en pacientes de edad avanzada, con diagnostico de EC muy tardio y

puede presentar sindrome hemofagocitico (Mulder et al., 2015; Woodward, 2015).

El linfoma de no Hodgkin es la neoplasia mas frecuente asociada a la EC.
Recientes estudios han estimado un aumento de 2 a 3 veces en el riesgo de padecer
linfoma de no Hodgkin en pacientes con EC (Elfstrom et al., 2011; Grainge et al., 2012;
Kelly et al., 2015). El riesgo de malignidad es mayor en los primeros cinco afios
después del diagnodstico y la mortalidad disminuye a niveles normales o casi normales

cinco afios después del diagndstico.

El cancer de esdfago, a pesar de estar relacionado con aspectos generales del
estilo de vida, tales como el alcohol, el tabaco, la dieta y el sobrepeso, también es mayor
en las personas con EC (Landgren et al., 2011; Mulder et al., 2015). Es un factor de
riesgo pero a un nivel mucho menor, por lo que no se suele controlar, a excepcion de los
pacientes con eso6fago de Barret, ya que en este tipo de pacientes, el riesgo de padecer

cancer de esofago es de por si ya diez veces mayor (Mulder et al., 2015).

El riesgo de adenocarcinoma de intestino delgado (SBA) también aumenta en
estos casos. En un estudio realizado por Ciao et al. (2019) se ha demostrado que la SBA
en EC tiene una prevalencia del 0,65%, lo que indica una frecuencia mucho mayor de
SBA en comparacion con la estimada en la poblacion general (5,7 casos / 1.000.000 de

personas) (Howdle et al., 2003; Jeremy, 2015).
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El SBA puede ocurrir de forma esporadica o puede estar asociada con una serie
de afecciones predisponentes, como sindromes hereditarios y trastornos intestinales
inmunomediados, como la EC. Los casos de SBA relacionados con EC se caracterizan
por una edad mas temprana de inicio, una mayor prevalencia en el sexo femenino y una
mejor supervivencia general en comparacion con la SBA relacionada con el sindrome
esporadico, de Crohn y hereditario. La SBA dentro de la EC esta relacionada con un

retraso en el diagnoéstico de la EC y un incumplimiendo de la DSG (Ciao et al., 2019).

Un hallazgo recuente sobre la localizacion de el SBA es que en contraste con la
literatura actual, que informa de una localizacion predominante de todos los subtipos de
SBA (esporadicos, asociados con sindromes hereditarios y trastornos inmunitarios
mediados) en el duodeno en hasta el 60% de los casos, la SBA relacionada con el CD se

localiza en la gran mayoria de los casos en el yeyuno (Ciao et al., 2019).
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2.2. EL ESTRES OXIDATIVO

2.2.1. INTRODUCCION

Los radicales libres (RL) son moléculas que contienen uno o mas electrones
desapareados o libres (Stojiljkovi¢ et al., 2012b). La presencia de este electron los hace
altamente reactivos, ya que tienden a captar un electron de moléculas estables con el fin
de alcanzar la estabilidad electroquimica, lo que significa que pueden reaccionar con la
mayoria de las moléculas circundantes, incluyendo proteinas, lipidos, hidratos de
carbono y acidos nucleicos, provocando un dafio en ellos (Odetti et al., 1998; Ozcetin et
al., 2011; Stojiljkovi¢ et al., 2012b). Cuando la molécula "atacada" pierde el electron, se
convierte en un RL, iniciando una reaccién en cadena que puede terminar con la
destruccion de una célula viva. La vida media bioldgica del RL es de microsegundos,
pero tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un
gran dafio a moléculas, membranas celulares y tejidos (Avello & Suwalsky, 2006).
Aunque los RL sean potencialmente perjudiciales, también tienen funciones
beneficiosas para nuestro organismo, es decir, su produccion de forma controlada sirve
como mecanismo de proteccion frente a virus y bacterias, asi como formar parte de la

seflalizacion celular (Avello & Suwalsky, 2006; Stojiljkovi¢ et al., 2012a).

Es muy importante que todos estos procesos estén controlados por una adecuada
proteccion antioxidante. En condiciones normales, los dafios causados por RL se
controlan por un conjunto de mecanismos de defensa antioxidante muy eficaz, que

neutralizan la accién oxidante de los RL mediante la liberacién de electrones a la
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sangre, que son captados por los RL, convirtiéndolos en metabolitos inofensivos (Katar
et al.,, 2014). El problema para la salud aparece cuando este equilibrio oxidante-
antioxidante se rompe, y nuestro organismo tiene que soportar un exceso de RL

provenientes de diversas fuentes; esta situacion es la que conocemos como EO.

El EO es, por tanto, una situacion de desequilibrio entre la produccion de
especies reactivas de oxigeno (EROs) y la defensa antioxidante del organismo, que tiene
como consecuencia la posible induccion de una serie de dafios a las moléculas
bioldgicas al deteriorar su organizacidon estructural. Este equilibrio puede alterarse en

diversas condiciones patoldgicas (Katar et al., 2014).

2.2.2. TIPOS DE RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DEL

OXIGENO

Los organismos aerdbicos requieren, de manera indispensable oxigeno para
vivir, pero a su vez, el uso de oxigeno durante el metabolismo normal es una fuente de
RL, que, si no se neutralizan, pueden perjudicar a la funcion celular. Muchos autores
utilizan el término genérico EROs, ya que ciertas moléculas, como el peroxido de
hidrogeno (H202) y el oxigeno singlete no son radicales. De manera que, de forma
general, se denominan EROs a las moléculas, radicales y no radicales, que contienen
oxigeno y que son agentes oxidantes o son facilmente convertidos en radicales, lo que
hace que tengan una alta reactividad hacia moléculas inorganicas, asi como

biomoléculas (Mayor- Oxilia, 2010).
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Tabla 3. Compuestos reactivos derivados del oxigeno. (Modificado de

Cheeseman & Slater, 1993; Lindsay et al., 2002).

RADICAL NOMBRE SUSTRATO VIDA MEDIA
OH - Hidroxilo Cualquier 10-9 s
molécula
RO- R-oxilo LH (linoleato) 10-6 s
ROO R-peroxilo LH 7s
ROOH Hidroperoxido LH -
L- Linoleil LH 10-6 s
0 - Superdxido Enzimas Dismutacién
espontanea y
enzimatica
H»0: Peréxido de LH Estable;
hidrogeno Reduccion
enzimatica

2.2.2.1. ANION SUPEROXIDO

El anion superoxido (O2-) se produce en la reduccion de oxigeno (O por la
transferencia de un electron o por autooxidacion de metales de transicion (Fridovich,

1983; Cheeseman & Slater, 1993; Lindsay et al., 2002):

O +e- Oy -
Fe?*+ O, Fe3* + Oy -
Cut+ O Cu?t + Oy -
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El Oz, a pesar de no ser particularmente dafiino, tiene importancia por ser
fuente de H2O2 y como reductor de metales de transicion. La principal fuente de esta
especie reactiva se produce en la mitocondria de forma accidental a nivel de los
complejos [ y III de la cadena de transporte electronico, describiéndose que del 2-5%
del oxigeno se reduce de forma incompleta hasta este radical. Debido a que la
formacion de esta especie depende del flujo de la cadena de transporte de electrones,

cualquier situacion que aumente el consumo de oxigeno, aumentara proporcionalmente
la generacion del Oz~ (Finkel & Holbrook, 2000; Camougrand & Rigoulet, 2001; Barbi

de Moura et al., 2010).

Entre otras acciones, esta especie reactiva reacciona con el 6xido nitrico (NO)
(factor de relajacion derivado del endotelio), mostrando un efecto vasoconstrictor. Este
podria ser un mecanismo de regulacion del tono vascular, aunque puede tener efectos

adversos en algunas situaciones clinicas (Muggli, 1993; Saran et al., 1993).

2.2.2.2. PEROXIDO DE HIDROGENO

La génesis de H20O2 proviene de la reduccion espontanea con dos electrones del

oxigeno, pudiendo ser también generado en los sistemas biologicos por la reaccion de

dos moléculas de O, catalizada por la superdxido dismutasa (SOD):

O +2e- H>0,

SOD
20, -+ 2H* HxO2 + 0O
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El H202 no es un RL pero esta dentro de las EROs y envuelto en la produccion

de otros RL. En presencia de iones metalicos, produce el radical mas reactivo y dafiino,

el radical hidroxilo (OH-) (Cheeseman & Slater, 1993; Lindsay et al., 2002).

2.2.2.3. RADICAL HIDROXILO

El OH- es extremadamente oxidante ya que reacciona con cualquier tipo de
biomolécula (Halliwell & Gutteridge, 1989; Barbi de Moura et al., 2010). No tiene gran
poder de difusion y su vida media es corta, pero produce gran dafio a moléculas de

alrededor de su lugar de produccion. Los mecanismos de generacion de este radical son:

(a) Por la descomposicion del H2O2 en presencia de metales de transicion,
principalmente hierro (Fe?") (Aust et al., 1985; Minotti & Aust, 1987; Soule et al., 2007,
Wilcox & Pearlman, 2008) y cobre (Cu?") (Auroma et al., 1991). En el caso del hierro

se trata de la denominada reaccion de Fenton:

OH - + OH + Fe**

H,0, + Fe**

(b) Cuando se exponen los tejidos a radiaciones vy, la mayor parte de la energia
captada es absorbida por el agua (H2O) de las células. Se produce entonces la
separacion de una de las uniones covalentes entre el oxigeno y el hidrogeno del agua,
dejando un unico electrén en el hidrogeno, formando el radical H', y uno en el oxigeno,

OH- :
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H-O-H H + OH:

(¢) En la reaccion llamada de Haber-Weiss, no catalizada por metales de
transicion, o también en la denominada reaccion de Fenton conducida por el Oz -, el Oy
- reacciona con el H>O; (Halliwell et al., 1992; Soule et al., 2007; Wilcox & Pearlman,

2008):

02~ + HxO2 OH - + OH-
La reaccion de Haber-Weiss, se podria entender como el resultado de la unién o
colaboracion de Fenton con la capacidad del O2 - para reducir metales ionicos de

transicion:

0y + Fe3t » Fe2* + Oy

02" + Cu** > Cu™ + O

Los OH: son los mas reactivos que se conocen en quimica, teniendo capacidad
para reaccionar con las bases puricas y pirimidinicas del 4cido desoxirribonucleico
(ADN) (Cadenas et al., 2000; Halliwell, 2001; Remmen & Richardson, 2001; Barbi de

Moura et al., 2010).

Otros RL importantes son los radicales que se centran en el atomo de carbono

(R") formados a partir del ataque sobre moléculas (RH) como los lipidos, que producen
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la peroxidacion lipidica (PL) y atacan las cadenas de AG, acidos nucleicos, hidratos de
carbono o proteinas. Estas EROs reaccionan rapidamente con el oxigeno para formar el
radical peroxilo (ROO’). Y, a su vez, estos pueden reaccionar y generar radicales
alcoxilo (RO"). Los atomos con sulfuro también son atacados por RL para producir el
radical thiilo (RS’), formado a partir de la oxidacion del glutation (GSH) (Asmus,

1990):

R-SH + 'OH > RS+ HO

Durante la respiracion mitocondrial, una pequefia cantidad del oxigeno
molecular consumido por las células es convertido en el O2 - mediante los complejos I
y III. Las enzimas SOD (MnSOD y Cu/Zn SOD) convierten el Oz - en H2O>, que seré
secuencialmente transformado en agua mediante la glutation peroxidasa (GPx). Por otra
parte el H>O: puede reaccionar con hierro para generar OH-. Este radical ataca
facilmente las moléculas, incluyendo el ADN mitocondrial (ADNmt) y
consecuentemente altera la expresion de proteinas mitocondriales necesarias para la

sintesis de ATP (Barbi de Moura et al., 2010).
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Figura 15. Modelo esquematico de la produccion de EROs a nivel mitocondrial.

(Modificado de Barbi de Moura et al., 2010).

2.2.3. DANOS CELULARES PROVOCADOS POR LOS RADICALES LIBRES

2.2.3.1. EFECTOS SOBRE LOS LIPIDOS: PEROXIDACION LIPIDICA

Uno de los efectos mas importantes de las EROs es el dafio oxidativo a los AG
de la membrana celular. Las células estan rodeadas por una membrana que las separa
del medio extracelular, cuya estructura basica es una bicapa lipidica rica en AG
poliintaturados (PUFAs) que son vulnerables al ataque de RL, lo que da lugar a la PL

(Halliwell, 1996; Stojiljkovic et al., 2007).

La peroxidacién lipidica (PL) es la destruccion de los PUFAs en una reaccion

autocatalitica e incontrolada donde se forman hidroperéxidos y productos secundarios
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(Halliwell y Chirico, 1993). Las membranas bioldgicas y las lipoproteinas plasmaticas
son susceptibles de peroxidacion porque contienen los sustratos necesarios para ello,

como el acido linoleico, araquidénico y docosahexaenoico (Cheeseman & Slater, 1993;

Lindsay et al., 2002).

En la PL se produce la oxigenacion de PUFAs (con 18 6 mas atomos de carbono
y con dos o mas dobles enlaces conjugados en cis tanto en la forma libre como
esterificada) generandose peroxidos de AG (Niki, 1987). La peroxidacion de los AG
modifica la estructura molecular de los lipidos que los contienen y provoca un cambio
conformacional que serd mas importante cuando los lipidos sean integrantes de
membranas y, sobre todo, en la membrana mitocondrial ya que el mal funcionamiento
de la fosforilacion oxidativa se asocia a destruccion de la membrana por alteraciones en

la fluidez y la pérdida de AG (Muggli, 1993; Lenaz, 1998).

Existe un mecanismo reparador del dafio oxidativo de los lipidos que parece
estar relacionado con la fosfolipasa A2, ya que su actividad en la membrana interna
mitocondrial parece incrementarse en situaciones asociadas a un aumento de la
produccion de EROs como tratamientos con endotoxinas bacterianas (Hatch et al.,
1993). También se han observado aumentos de la fosfolipasa A2 en mitocondrias
aisladas de ratas alimentadas con aceite de pescado (Malus et al., 1999), asociado a un
incremento en la PL. Por tanto, la fosfolipasa A2 parece ser una enzima reparadora que
lleva a cabo la supresion de los lipidos oxidados de membrana (Van den Berg et al.,

1993). Sin este mecanismo reparador, los lipidos peroxidados se acumularian y las
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consecuencias de esto podrian ser, entre otras, un aumento de la permeabilidad de la

membrana y una pérdida del control de la respiracion mitocondrial.

Clasicamente el proceso de PL consta de tres etapas:

1. Iniciacion:

El mecanismo mas frecuente tiene lugar a partir de los radicales OH-, generados
a través de la via de Fenton (Soule et al., 2007; Wilcox & Pearlman, 2008). La PL
comienza con la sustraccion de un 4tomo de hidrogeno (H) de un AG (LH) para formar
un radical lipidico (L). El radical iniciador debe ser una especie lo suficientemente
oxidante como para reaccionar con los PUFAs, por ejemplo el OH-, la mayoria de los
radicales peroxilo (LOO), y la mayoria de los alcoxilo (RO"). El radical O2~ no es lo
suficientemente oxidante, pero su forma protonada (HO?') si es capaz de promover la
iniciacién, si bien, a pH fisiolégico se encuentra a bajas concentraciones. Algunos

complejos metalicos también son capaces de iniciar la PL (Halliwell & Chirico, 1993).

Existe otro mecanismo de iniciacion de las reacciones de peroxidacion, como es
la ruptura de enlaces quimicos por accion fotolitica (Elgendy & Abou-Seif, 1998). No se
debe olvidar el papel de las radicaciones ionizantes como mecanismo iniciador del dafio
tisular. Es un hecho suficientemente conocido no soélo en la patologia clinica, sino
también en la industria de sintesis de polimeros, el papel de las radicaciones ionizantes

y las especies intermediarias reactivas en dichos procesos (Bertsche, 1984).
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Finalmente, hay que mencionar el papel de las reacciones toxicas
desencadenadas por diversos xenobidticos como el tetracloruro de carbono, o farmacos
antitumorales como la adriamicina, en cuyo mecanismo de accion farmacoldgica esta

implicada la formacién de especies moleculares activadas.

El producto de la reaccion da rapidamente un dieno conjugado que reacciona
rapidamente para formar un radical peroxilo (LOO"). Este radical puede reaccionar con
otros e iniciar una nueva cadena, que formara un hidroperéxido lipidico (LOOH) sobre

el acido graso poliinsaturado original, considerado el primer producto de peroxidacion.

La PL en membranas bioldgicas provoca desajustes en el funcionamiento de las
mismas, cambios de la fluidez, inactivacion de enzimas y receptores ligados a la
membrana, asi como un aumento no especifico de la permeabilidad a iones tipo calcio

(Halliwell & Chirico, 1993; Littarru & Battino, 1994).

2. Propagacion:

La propagacion implica inicialmente la reaccion del radical lipidico centrado en

el 4&tomo de carbono con oxigeno molecular para generar un ROO", altamente reactivo

(Girotti, 1985):

R +02 ROO

El ROO" formado va a atacar a cualquier compuesto peroxidable que esté a su

alcance. Puede actuar sobre una molécula lipidica, generando un nuevo radical centrado
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en el carbono, que iniciaria a su vez la cadena de propagacion; también puede actuar

adicionandose a un doble enlace:

ROO +RH » ROOH + R

ROO +RH » ROOR + H

Los hidroperoxidos poliinsaturados se oxidan generando gran numero de
productos de reaccion monoméricos y poliméricos (Cheeseman & Slater, 1993; Lindsay
et al., 2002). La magnitud de la cadena de propagacion depende de muchos factores,
entre ellos el indice de lipidos/proteinas de la membrana (a mayor cantidad de proteina
mayor nivel de reaccion con ella), la composicion en AG, la concentracion de oxigeno,
asi como la presencia de antioxidantes que rompen la cadena de reacciones de la

peroxidacion lipidica (Halliwell & Chirico, 1993).

Esta etapa tiene la capacidad aparente para consumir todos los AG disponibles
en un sistema, aunque esto no suele ocurrir, gracias a las reacciones de terminacion. Es
obvio por tanto el dafio potencial de la PL (Cheeseman & Slater, 1993; Lindsay et al.,

2002).

3. Terminacion:

Las células tienen defensas contra los RL como la eficiencia de la cadena de

transporte de electrones, para evitar la escapada de éstos y la formacion de Oz, el cual

es eliminado por la SOD, la catalasa (CAT) y la GPx.
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Las defensas antioxidantes juegan un papel preventivo en la PL (Vifia et al.,
1993). Las células vivas poseen una significativa defensa que es la GPx selenio
dependiente (Cheeseman & Slater, 1993) la cual reduce los hidroperdxidos lipidicos a
AG hidroxilados. Es activa frente a hidroperéxidos de AG libres pero no de los unidos a
fosfolipidos, con lo cual, necesita la accion de la fosfolipasa A2. También se ha descrito
una GPx que no necesita previa accion de esta enzima, se trata de una enzima
dependiente de fosfolipido la cual actua sobre hidroperoxidos de fosfolipidos y es

exclusiva de membrana mitocondrial (Ursini & Bindoli, 1987).

La transferrina y la ferritina secuestran metales, lo que hace inviable la rotura de
hidroperéxidos (Halliwell & Gutteridge, 1986; Auroma et al., 1991). La ceruloplasmina
también juega un papel importante al unir cobre y oxida al hierro a su forma férrica que

es menos reactiva (Halliwell & Gutteridge, 1984).

Una forma de apagar la cadena es utilizando antioxidantes por ejemplo, a-
tocoferol, B-tocoferol y ubiquinona. La vitamina E intercepta un ROO" y se convierte en
un RL fenoxilo. Este radical puede interceptar otro igual y terminar la reaccion y
también puede regenerarse con ascorbato o GSH (Kelso et al., 2002; Lenaz et al., 2002,

Miyadera et al., 2002).

El a-tocoferol esta presente en las membranas en proporcion 1/100 e los PUFAs,
siendo muy efectivo por varias razones, por su cola liposoluble que hace que se
intercale en la membrana, por la estabilidad del radical que previene la iniciacion y su

capacidad para regenerar la membrana (Vifia et al., 1993).
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La finalizacion de la serie de reacciones en cadena, puede producirse por el
emparejamiento de dos radicales o por transferencia de un grupo entre ambos y también
cabe la posibilidad de que la reaccion de dos peroxidos lipidicos de lugar a la formacion
del singlete de oxigeno (Cheeseman & Slater, 1993; Halliwell&y Chirico, 1993;

Lindsay et al., 2002).

2.2.3.2. EFECTOS SOBRE LAS PROTEINAS

Las proteinas también son objeto de dafio oxidativo alterdndose su
funcionamiento normal y por tanto su actividad bioldgica (Cheeseman & Slater, 1993;
Melov, 2002). Alteraciones como fragmentacion, agregacion y susceptibilidad a la
degradacion proteolitica (Griffiths et al., 1989). Asi es conocida la fragmentacién de la
albumina (Marx & Chevion, 1986) colageno y y-globulina (Wolf & Dean, 1986) como
consecuencia del dafio oxidativo. Los dafios oxidativos en las proteinas originan
agregacion de las mismas por desnaturalizacion, tal y como ocurre en la ceruloplasmina
(Cheeseman & Slater, 1993; Lindsay et al., 2002). Otro ejemplo de la importancia de la
oxidacién de proteinas lo representan las lipoproteinas de baja densidad (LDL), donde
las histidinas y lisinas son modificadas por oxidacion, lo que causa una alteracion en el

reconocimiento del receptor (Griffiths et al., 2002).

Entre las proteinas existe una gran diferencia en la susceptibilidad frente al dafio
oxidativo. Por ejemplo, en una minuciosa comparacion se demostré que la albumina

bovina (BSA) se oxidaba dos veces mas rapido que la glutamina sintasa, y que,

98



proteinas intactas son menos sensibles a la oxidacidon que proteinas parcialmente

desnaturalizadas (Beckman & Ames, 1998).

La oxidacion proteica causa un aumento de la degradacion proteolitica,
incrementando la actividad de atrapadores de EROs. Ademas, los procesos de oxidacion
proteica introducen frecuentemente nuevos grupos funcionales como grupos hidroxilos
y grupos carbonilos, que contribuyen a alterar la movilidad y la funcién proteica. Una
mejora en la caracterizacion de los efectos ha permitido identificar varios procesos
secundarios que incluyen la fragmentacion, el entrecruzamiento y el desdoblamiento,
que puede acelerar o impedir la proteolisis mediada por proteosomas, de acuerdo con la

gravedad del dafio oxidativo (Griffiths et al., 2002).

2.2.3.3. EFECTOS SOBRE EL MATERIAL GENETICO

El ADN es un polinucleétido que forma parte de todas las células. Contiene la
informacion genética usada en el desarrollo y el funcionamiento de los organismos

vivos y es el responsable de la transmision hereditaria.

Otro de los efectos de los RL es la reaccion de algunos oxidantes fuertes con los
componentes de la molécula de ADN. El dafio en el ADN puede conducir a la detencion
de ciclo celular, producir una mutaciéon o la muerte de la célula. La mayoria de
mutaciones no causan la muerte celular, pero cuando se acumulan en niimero suficiente

pueden conducir a la desregulacion de patrones de transcripcion, baja actividad
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metabolica y en Ultima instancia, generar un fenotipo envejecido y poco funcional

(Diaz-Castro et al., 2008).

La acumulacion de lesiones del ADN nuclear (fragmentaciones y deleciones)
producidas por los agentes enddgenos, producen alteraciones somaticas que contribuyen
al envejecimiento. Segln la teoria de los RL, la acumulaciéon de EROs y el dafio que
producen sobre el ADN puede ser la causa fundamental de los cambios fisiologicos
asociados al envejecimiento. El ADN nuclear aislado de varios tejidos de ratas, muestra
un aumento del dafio oxidativo con la edad, medido con el biomarcador 8-hidroxi-
guanosina (8-OH-dG) (Lenaz, 1998). En una célula humana cualquiera, alrededor de
500 bases sufren dafio oxidativo cada dia. De estas lesiones oxidativas, las mas
peligrosas son las roturas de doble hélice, ya que son dificiles de reparar y pueden
producir mutaciones puntuales, inserciones y deleciones de la secuencia de ADN, asi
como translocaciones cromosomicas (Valerie & Povirk, 2003; Stojiljkovi¢ et al.,

2012b).

El dafio en el ADN inicia una respuesta que activa diferentes mecanismos de
reparacion que reconocen lesiones especificas en el ADN, que son reparadas en el
momento para recuperar la secuencia original del ADN. Asimismo, el dafio en el ADN
provoca una parada en el ciclo celular, que conlleva la alteracion de numerosos procesos
fisioloégicos que, a su vez, implica sintesis, transporte y degradaciéon de proteinas.
Alternativamente, si el dafio gendmico es demasiado grande para que pueda ser
reparado, los mecanismos de control induciran la activaciéon de una serie de rutas

celulares que culminaran en la muerte celular.
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Las modificaciones permanentes del material genético representan el primer

paso hacia la mutagénesis, la carcinogénesis y el envejecimiento.

Como consecuencia final de los efectos deletéreos de las EROs y los cambios en

el estado redox celular, pueden iniciarse procesos asociados con la apoptosis celular

(Kroemer et al., 1998; Mignotte y Vayssiere, 1998; Stojiljkovi¢ et al., 2012b).

Mecanismos de reparacion del material genético

El dafio en el ADN puede conducir a la detencion de ciclo celular, producir una
mutaciéon o la muerte de la célula. La mayoria de mutaciones no causan la muerte
celular, pero cuando se acumulan en numero suficiente pueden conducir a la
desregulacion de patrones de transcripcion, baja actividad metabolica y en ultima

instancia, generar un fenotipo envejecido y poco funcional (Diaz-Castro et al., 2008).

Dada la importancia del ADN, molécula que codifica la informacion vital acerca
del contenido celular y su funcidn, existen varias rutas a través de las cuales la célula
puede reparar dafios intrinsecos en el material genético a lo largo de su vida. Estas rutas
principalmente son: la ruta de reparacion de errores de apareamiento o Mismatch Repair
Pathway (MMR), la ruta de reparacion de la escision de bases o Base Excision Repair
(BER), la ruta de reparacion de la escision de nucleotidos o Nucleotide Excision Repair
(NER) y la ruta de reparacion de fracturas de la doble hélice o Doble Strand Break

Repair (DSBR) (Diaz-Castro et al., 2008).
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- Ruta de reparacion de errores de apareamiento o Mismatch Repair Pathway (MMR)

La ruta MMR elimina bases desapareadas que son el resultado de errores de
replicacion, recombinacion entre secuencias imperfectamente emparcjadas y
desaminacion de la S-metil-citosina. La replicacion del ADN tras un par de bases
desapareadas causaria una mutacion puntual. El sistema MMR también desempefia un
papel en la reparacion de dafio oxidativo por mecanismos que todavia no estan bien
dilucidados (Diaz-Castro et al., 2008). Varias lineas de evidencia indican la importancia
del sistema MMR en el proceso de envejecimiento celular. La MMR es esencial para el
mantenimiento de secuencias repetidas, puesto que las mutaciones en genes MMR se
asocian a una desestabilizacion sustancial de microsatélites, y la inestabilidad de los

microsatélites se incrementa con el envejecimiento (Neri et al., 2005).

- Ruta de reparacion de la escision de bases o Base Excision Repair (BER)

Esta ruta suprime las lesiones que afectan s6lo a una de las hebras de ADN, lo
que permite la supresion de la lesion y el empleo subsecuente de la hebra
complementaria para rellenar el hueco. La BER corrige las pequefias alteraciones de
ADN que no deforman completamente la estructura de la doble hélice de ADN, como
son las bases oxidadas, o la incorporacion de uracilo. La BER es crucial para reparar el
dafio inducido por especies reactivas del oxigeno en las bases que componen el ADN.
La BER posee dos sub rutas: rama corta de la BER (mecanismo por el cual s6lo un
nucledtido es sustituido) o rama larga de la BER (mecanismo por el cual de dos a trece

nucleotidos son sustituidos). La BER es iniciada por ciertas ADN-glicosilasas, que
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separan el resto N-glicosilico de bases dafiadas dejando el lugar apurinico/apirimidinico.
Este sitio entonces es procesado por una endonucleasa, dejando un hueco en la cadena

de ADN.

Este hueco es rellenado por la ADN-polimerasa b y ligado por la ADN-ligasa

(Almeida & Sobol, 2007).

- Ruta de reparacion de la escision de nucleotidos o Nucleotide Excision Repair (NER)

La NER elimina pequefios oligonucledtidos de ADN que contienen una base
dafiada (Hanawalt, 2002). La NER reconoce lesiones considerables causadas por
compuestos cancerigenos y enlaces covalentes entre pirimidinas adyacentes resultantes
de la exposicion a la radiacion UV. Esta ruta se clasifica en reparaciéon genémica global
(GG-NER) que ocurre a lo largo de todo el genoma y reparacion de emparejamiento
transcripcional (TCR-NER) que elimina lesiones en las cadenas transcritas de genes
activos. La ruta NER es un proceso multisecuencial que involucra a multiples proteinas
(Hanawalt, 2002). En la ruta GG-NER, el ADN es desenrollado por unas helicasas,
eliminando la cadena dafiada y la reparacion se completa por una ADN- polimerasa y
una ADN-ligasa. En la ruta TCR-NER la ARN-polimerasa II inicia la reparacion en la

cadena dafada (Diaz-Castro et al., 2008).
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- Ruta de reparacion de fracturas de la doble hélice o Doble Strand Break Repair

(DSBR)

Una rotura en la doble hélice del ADN es la mas letal de todas las posibles
lesiones del material genético. Si no se reparase, una rotura en la doble hélice conduce a
la pérdida de segmentos del cromosoma y pone en peligro la supervivencia celular.
Igualmente dafiinos para los organismos son los errores de reparacion de las
fragmentaciones en la doble hélice, puesto que desestabilizan el genoma y causan
reestructuracion del mismo. La reestructuracion gendmica es bastante comun en
organismos envejecidos, lo que conduce a desregulacion en la transcripcion y
malignidad. Las rupturas de la doble hélice son reparadas por dos mecanismos:
recombinacion homologa y asociacion final no homdloga. Durante la recombinacion
homologa, la cromatida hermana se usa como molde para copiar la informacion perdida
en el lugar danado. Puesto que las cromatidas hermanas son idénticas, el dafio en el
ADN puede ser reparado fielmente sin consecuencias genéticas. Por el contrario, en la
asociacion final no homologa, simplemente une dos extremos rotos, sin tener en cuenta

la secuencia homdloga. Normalmente, esta ruta suele introducir errores en la secuencia

del ADN (Diaz-Castro et al., 2008).

Determinacion de la estabilidad del material genético mediante el ensayo “Comet

alcalino”

El ensayo de electroforesis en gel de células individuales (single cell gel

electrophoresis assay) o “Ensayo Comet” es un método simple, rapido y sencillo para
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medir dafio en el ADN de células eucariotas (animales y vegetales) individuales, asi
como en pequefias muestras de tejido (Duthie, 2003). Ha sido un método estandar para
evaluar el dafio a nivel de ADN en las pasadas décadas, con aplicaciones en
epidemiologia molecular y biomonitorizaciéon humana, comprobacion de genotoxicidad,
ecogenotoxicologia, estudios de apoptosis, asi como en la investigacion basica de dafio
y reparacion del ADN. Es una herramienta ampliamente difundida en la comunidad
cientifica usada para la deteccion de fracturas en la doble hélice del ADN, resultantes de

dafios producidos por factores genotoxicos (Collins, 2004; Moller, 2006).

Se trata de un método adaptado de la técnica de electroforesis en microgel de
Ostling y Johanson (1984) quienes observaron que, el ADN de células de linfoma de
ratones previamente irradiadas con radiacion gamma, suspendidas en gel de agarosa en
un portaobjetos, lisadas con un detergente neutro y expuesto a un campo eléctrico débil,
migré mas hacia el anodo que el ADN de aquellas células no irradiadas. Propusieron
que la radiaciéon produce roturas en la doble hélice de ADN, permitiendo la relajacion
del ADN superenrollado y dando lugar a una migraciéon mas pronunciada de éste en el

gel, dando como resultado una imagen muy particular, semejante a un cometa.

Las variantes més comunes de ensayo comet son: comet alcalino, comet neutro,
y uso de enzimas lesion-especificas. El ensayo comet alcalino fue descrito por primera
vez como método para evaluar el dafio en el ADN (Singh et al., 1988; Olive, 1989),
quienes optimizaron la desnaturalizacion alcalina del ADN y las condiciones de
electroforesis, permitiendo la evaluacion del dafio de una de las cadenas de ADN y de

los lugares sensibles a un medio alcalino. Actualmente el protocolo empleado tiene
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ligeras variaciones técnicas del ensayo original, encaminadas a reducir el tiempo de
exposicion del ADN vy agilizar la técnica, evitando el dafio inducido por la manipulacion
del material genético (Duthie, 2003; Collins, 2004; Moller, 2006). Otras variantes
menos comunes son: marcaje con Bromodeoxiuridina para detectar ADN replicante,

deteccion de intermediarios en la reparacion de ADN, comets FISH (Fluoresce In Situ

Hibridation) (Collins, 2004).

La técnica usada en nuestro estudio es el Ensayo Comet Alcalino (Alkaline
single-cell gel electrophoresis), ya que permite cuantificar la estabilidad del ADN con
mayor precision. De forma general, el ensayo comet alcalino cursa con varias fases
comenzando con el aislamiento de las células, incorporacion de éstas en agarosa, lisis
con detergente y un alto contenido en sales, tratamiento alcalino para desenmarafar las

hebras de ADN, electroforesis, neutralizacidn, tincion y cuantificacion.

Cuando se deposita una célula aislada en el gel de agarosa, se crea una cavidad.
Tras la lisis, todas las proteinas se liberan y se diluyen en el gel, permaneciendo
unicamente las proteinas de andamiaje nucleares o nuclear scaffold proteins,
expandiéndose todo el ADN superenrollado o “nucleoide” por la cavidad (Ostling &
Johanson, 1984). El ADN queda negativamente cargado tras el desenmarafiamiento
alcalino, y en la electroforesis se dirige hacia el anodo, excepto aquellos lazos del ADN
que contienen fracturas, que son liberados de la estructura superenrollada y van
quedando atrapados en la estructura reticular del gel. Estos lazos quedan extendidos

desde la cabeza del nucleoide formando la cola del cometa (Duthie, 2003).
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Estas estructuras se marcan posteriormente con colorantes fluorescentes que se
unen al ADN para poder ser visualizadas mediante microscopia de fluorescencia. El
bromuro de etidio (BE) es probablemente el colorante mas usado, seguido del 4,6-
diamino-2-fenil indol (DAPI) (Collins, 2004). También hay otros colorantes como el
ioduro de propidio, naranja de acridina, Hoechst 33258 (Duthie, 2003), SYBR Green 1 y

YOYO-I (Hartmann et al., 2003).

La medida de los comets se puede llevar a cabo mediante un recuento manual o
bien haciendo un analisis de imagen. Es posible calcular el dafio del ADN de manera
visual. Con un entrenamiento adecuado, visualmente se puede discriminar diferentes
grados de dafio en funcion del aspecto que presente el comet que se encuentra en ese
momento en el campo de vision. De forma general, tenemos cinco clases de comets,
numerados del 0 al 4 (Duthie, 2003; Collins, 2004), en funcion de la ausencia de cola
(0) y de la forma, tamafio, ¢ intensidad de la cabeza y la cola (1 al 4), como se muestra

en la Figura 16.

Sin embargo, el recuento mediante andlisis de imagen es bastante mas fiable, ya
que se evita cualquier tipo de subjetividad del investigador y se hace a través de una
serie de paquetes de software disponibles en el mercado. En nuestro estudio el andlisis
se realiz6 con una cadmara Hitachi (Satandard Video with Meteor II) empleando el
paquete informatico para imagenes Kinetic Imaging Komet 5.5 (Kinetic Imaging Ltd,
Liverpool, UK). Estos programas nos dan una gran variedad de parametros relativos a
los comets. Los mas usados son la longitud de la cola, intensidad relativa de

fluorescencia (normalmente expresado como porcentaje de ADN en la cola), Olive Tail
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Moment (definido como el producto de la longitud de la cola del comet y la fraccion de
ADN en la misma, OTM = [Media de la cola- Media de la cabeza] x % ADN en cola/
100) y porcentaje de ADN en la cabeza. De ellos, el porcentaje de ADN en la cola
representa el parametro mas util, ya que guarda una relacion lineal con la frecuencia de
rotura, se afecta relativamente poco por los ajustes del umbral, y permite la
discriminacién del dafio por encima del rango mas amplio posible (en teoria, desde 0 a

100 % de ADN en la cola). Se recomienda contar al menos 50 comets por muestra

(Collins, 2004).

Figura 16. Clasificacion de los tipos de comets en funcion del dafio en el ADN.
Clase 0: Todo el ADN se encuentra en la cabeza del comet indicando que el dafio en el
material genético es practicamente nulo. Clase 1: Podemos observar pequeiios y escasos
fragmentos de ADN en la cola del comet. Presentan una cola tan pequefia que se
asemeja a una aureola y una alta intensidad en la cabeza, el dafio sigue siendo
practicamente nulo. Clase 2: Podemos observar mayor cantidad de fragmentos de ADN
en la cola, por tanto la fluorescencia de la misma es mayor. Este tipo de comet
corresponde a un nivel de dafio moderado. Clase 3: La cola del comet es altamente
fluorescente y redondeada, revelando que existe un alto porcentaje de ADN en la
misma. La cabeza es mucho mas pequefia que en los anteriores y con una intensidad
mucho menor. Este tipo de comet corresponde a un nivel de dafio alto. Clase 4:
Practicamente todo el ADN se encuentra en la cola y tienen una cabeza pequefia, con
intensidad de fluorescencia muy baja, se considera que el dafio en el ADN es maximo.

Tomado de Hijano, (2010).
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Clase O

Clase 1

Clase 2

Clase 3

Clase 4

2.2.4. FUENTES DE RADICALES LIBRES Y SU RELACION CON LAS

PATOLOGIAS

Los radicales libres relacionados con las enfermedades humanas derivan de

cuatro fuentes:

a) Generados en los procesos bioldgicos intracelulares normales, pero de forma

exagerada e inadecuada

b) Liberados por células inflamatorias en su entorno

¢) Secundarios a xenobidticos

d) Otros mecanismos fisiopatoldgicos que participan en el envejecimiento, asi

como con otras enfermedades relacionadas con la edad (Halliwell & Gutteridge, 1999),
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tales como arteriosclerosis, cataratas, Diabetes mellitus tipo II (DMTII), inflamaciones
cronicas de tracto digestivo y trastornos degenerativos del sistema nervioso como el

Parkinson o el Alzheimer (Multhaup & Rupper, 1997; Kester & Scheltens, 2009)

Las EROs se originan mediante la accion de diversos factores, tanto endogenos
como exoégenos. Las fuentes enddgenas de EROs son la autooxidacion de diferentes
moléculas organicas e inorgénicas, la oxidacion enzimaticamente catalizada y la
explosion respiratoria (Stojiljkovi¢ et al., 2012a). En las células que utilizan el oxigeno
para su metabolismo, éste es el principal responsable de la produccion de EROs. En
condiciones normales, las células metabolizan la mayor parte del oxigeno con la
formacion de agua, sin formacion de intermediarios toxicos, pero un pequefio
porcentaje, en torno al 5%, forman tres intermediarios altamente toxicos, dos de los
cuales son el Oz, y el OH-. En situaciones en las que exista una mayor actividad
metabdlica, como en procesos inflamatorios, ocurre una mayor demanda tisular de

oxigeno, y parte de ¢l se metaboliza, generandose un alto niimero de sustancias

oxidantes (Avello & Suwalsky, 2006).

La segunda gran fuente de EROs endogena es el metabolismo de células
defensivas como los macréfagos o eosinofilos, cuyas vias metabolicas para cumplir su
misién en el organismo generan especies quimicamente agresivas, ya mencionadas

anteriormente, como H202, el Oz y el OH- (Avello & Suwalsky, 2006).
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Algunas fuentes exogenas de EROs son la radiacion solar, pesticidas o
xenobidticos (ciertos medicamentos), toxinas fungicas, metales pesados o el humo del

tabaco (Avello & Suwalsky, 2006; Stojiljkovi¢ et al., 2012a).

2.2.4.1. PAPEL DE LA ALIMENTACION

El EO esta asociado al proceso normal de envejecimiento asi como a numerosas
enfermedades que afectan a diferentes 6rganos y sistemas, como es el caso de la EC
(Halliwell & Whiteman, 2004; Stojiljkovic et al., 2007; Ozcetin et al., 2011). Se ha
demostrado que la concentracion de EROs estd elevada en pacientes con diversas
enfermedades y que, la terapia antioxidante tiene efectos protectores (Dryden et al.,

2005; Stojiljkovic et al., 2012a).

Existen nutrientes que ejercen efectos antioxidantes e influyen en la expresion
genética, por lo tanto, representan un enfoque util para la intervencién nutricional de
sujetos con EC. Componentes de la dieta como polifenoles vegetales, carotenoides y
AG, tienen el potencial de modular la predisposicion a las enfermedades inflamatorias
crénicas intestinales y podrian tener un papel en la terapia nutricional de la EC,
protegiendo contra el efecto toxico de la gliadina y ejerciendo también un efecto
protector (Calder et al., 2009; Calder, 2011; Ferreti et al., 2012; Piatek-Guziewicz et al.,
2017). Estos componentes actiian a través de una variedad de mecanismos, incluyendo
la disminucion de la produccion de mediadores inflamatorios, a través de efectos en la

sefializacion celular y en la expresion de genes, la reduccion de la produccion de
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oxidantes nocivos y la promocion de la funcién de barrera del intestino y las respuestas

antiinflamatorias.

Vitaminas antioxidantes

Las vitaminas C y E son capaces de modular la respuesta inmune de varias
formas, una de ellas mediante la modulacién de la funcion de los leucocitos y de su
proliferacion (Goetzl et al., 1974; Ferreti et al., 2012). Las vitaminas C y E también
ejercen una actividad antioxidante, y por lo tanto, modulan el proceso inflamatorio.
También se ha demostrado en presencia de vitamina E (particularmente de y-tocoferol)
una disminucion de la activacion de NF-«kB (factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas) con la consiguiente disminucion de la
liberacion de citoquinas proinflamatorias (IL-8 y PAI-1) (Cook-Mills & McCary, 2010;
Ferreti et al., 2012). Bernardo et al. (2012) observaron que la administracion de
vitamina C en un medio de cultivo de biopsia de mucosa de intestino delgado impide la
secrecion aumentada de IFN-y, TNF-a , e IL-6 y aumenta la expresion de IL-15
desencadenada por la gliadina (Ferreti et al., 2012). Del mismo modo, la vitamina A
tiene un fuerte efecto antioxidante sobre el ADN dafiado por oxidacion (Foksinski et al.,
2007; Szaflarska-Poplawska et al., 2010), lo que sugiere que la suplementaciéon con
vitamina A, C y E podria ser beneficiosa para los pacientes celiacos (Bernardo et al.,

2012; Ferreti et al., 2012).

112



Los fitoquimicos: polifenoles y carotenoides

Las frutas y las verduras contienen varios polifenoles y carotenoides que
producen distintos efectos biologicos en las células epiteliales intestinales. Los
polifenoles y los carotenoides tienen propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Un
objetivo probable de estos compuestos parece ser la cascada de transduccion de sefales
que conduce a la activacion de factores de transcripcion tales como NF-«B (Hecket et
al., 1996; Di Carlo et al., 1999; Heber y Lu., 2002; Ferreti et al., 2012). Los flavonoides
tienen actividad antiinflamatoria a través de varios mecanismos de accion que implican
la reduccion de la concentracion de prostanoides y leucotrienos mediante la inhibicion
de enzimas generadoras de eicosanoides tales como la fosfolipasa A2, la ciclooxigenasa
(COX) y la lipooxigenasa (LOX), y la inhibicion de la induccion de la sintasa de 6xido
nitrico inducible (iNOS) (Di Carlo et al., 1999; Calder et al., 2009; Ferreti et al., 2012).
También los carotenoides son capaces de inhibir la expresion de enzimas y proteinas
relacionadas con la inflamacidn, en parte, por la supresion de la activacion de NF-kB,
un efecto potencialmente mediado por la inhibicién de diferentes proteinas quinasas
implicadas en la transduccion de sefales (Heber & Lu, 2002; Karell et al., 2003; Ferreti

etal., 2012).

Otros autores han comprobado que el licopeno, la quercetina, y el tirosol
disminuyen la expresion génica de iNOS y ciclooxigenasa-2 (COX-2) inducida por la
gliadina en los macréfagos RAW 264.7 estimulados con IFN-y. La inhibicion de la
expresion génica de iNOS y COX-2 se produce a nivel transcripcional mediante la

prevencion de la activacion de NF-xB, IRF-1 y STAT-1a, y se correlaciond con la
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inhibicion de la generacion de EROs inducidas por la gliadina y por IFN-y (De Stefano

et al., 2007; Ferreti et al., 2012).

Los flavonoides como el galato de epigalocatequina, la genisteina, la miricetina
y la quercetina también tienen un efecto protector sobre la funcion barrera de las
uniones intestinales (Suzuki & Hara 2011; Ferreti et al., 2012). Como se menciond
anteriormente, las uniones estrechas tienen funciones cruciales en el transporte
paracelular de gluten, asi como en la funcidon de barrera en el intestino. Suzuki et al.
(2011), también han comprobado que los flavonoides mejoran la disfuncion de la
barrera de las uniones intestinales inducida por el EO y por las citoquinas inflamatorias
(Ferreti et al., 2012). Se ha observado que la quercetina mejora la funcidn barrera de las
uniones intestinales, mediante el ensamblaje y la expresion de las proteinas de union. El
cambio en el estado de fosforilacion es responsable del ensamblaje de proteinas de

uniones estrechas mediado por quercitina (Suzuki et al., 2011; Ferreti et al., 2012).

Acidos grasos

Los AG pueden influir en la inflamacién a través de una variedad de
mecanismos, incluyendo la actuacidén a través de la superficie celular y receptores
intracelulares que controlan las sefiales inflamatorias de las células y los patrones de
expresion de los genes (Calder, 2011; Ferreti et al., 2012). Los eicosanoides producidos
a partir de AG n-6, como el acido araquidénico (AA), tienen un papel proinflamatorio.
De manera inversa, los AG n-3, como el acido eicosapentaenoico (EPA), dan lugar a

eicosanoides con propiedades antiinflamatorias (Calder, 2011; Ferreti et al., 2012). Un

114



excelente ejemplo de la nutrigendémica es la influencia de los AG n-3 sobre la expresion
génica. En particular, los AG n-3 han sido reportados como inhibidores de la activacion
del factor de transcripcion NF-kB con la consiguiente inhibicion de la produccion de
citoquinas proinflamatorias.; en cambio, los AG saturados, especialmente el acido

laurico (12:0), mejora la activacion de NF-kB en los macrofagos y en las células

dendriticas (Lee et al., 2001b; Ferreti et al., 2012).

El efecto de los AG sobre la expresion génica podria ser mediado también a
través de los sensores o receptores de AG como PPARY (receptor gamma activado por
proliferador de peroxisoma). De hecho, los PUFAs y sus derivados son ligandos
endogenos para PPAR-y, y se ha demostrado que el PPAR-y inducido por los PUFA
esta asociado a una reduccion en la produccion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a y

IL-6) ( Zapata-Gonzalez et al., 2008; Ferreti et al., 2012).

En lo que a la EC se refiere, se ha demostrado que la fosfolipasa citosélica A2
(cPLA2)-dependiente, la liberacion de AA de los linfocitos intraepiteliales después de la
incubacion con gliadina, contribuye a la citolisis de linfocitos. Por otra parte, el uso de
una linea de células intestinales epiteliales (Caco-2) expuestas a los péptidos de la
gliadina, ha demostrado que el 4cido docosahexaenoico (DHA), PUFA n-3 de cadena
larga, es capaz de contrarrestar muchos de los efectos proinflamatorios del AA. De
hecho el DHA impidié la liberacion de AA, la expresion de ciclooxigenasa-2, la
actividad de cPLA2 y la liberacion de prostaglandina (PG) E2 e IL-8 en medio de
cultivo, lo que sugiere que el DHA inhibe la liberacion de AA por estas células

(Vincentitni et al., 2011; Ferreti et al., 2012).
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Figura 17. Efecto protector de fitonutrientes en la citotoxicidad de los péptidos del
gluten. Las vitaminas antioxidantes (vitamina C y E), polifenoles y carotenoides de los
alimentos vegetales de la dieta y el aceite, fueron absorbidos por las células intestinales
y pueden ejercer efectos protectores frente a los efectos toxicos ejercidos por péptidos

de gluten en las células intestinales. Tomado de Ferreti et al., (2012).

DET

(vegetable foods, ;
clrve odl) '_\ _
& J e
T - -

-~ -

Vitaoin C
1 Pod phends
e - -
Ghten
- il
g LY - d A~
@rex [‘) ,.. P :
W o . Viarn C
AReod pameatdt,
P oammaton
Cixdato e
NFEAB acwaton

Ganeeipreswn

Alteraciones dietéticas

Existen estudios, (Grehn et al., 2001), en los que se ha encontrado una baja
ingesta diaria de fibra dietética y vitaminas del grupo B en pacientes con EC bajo
tratamiento con una DSG a largo plazo (Hallert et al., 2009). Como consecuencia, la
mitad de estos adultos muestran niveles sanguineos reducidos de folato y vitamina Be,

lo que representa un nivel elevado de homocisteina plasmatica total (tHcy) (Hallert et
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al., 2002; Hallert et al., 2009). Este aspecto es importante ya que un nivel elevado de
tHey plasmatico, ademas de ser indicativo de un estado vitaminico deficiente, puede
implicar un mayor riesgo independiente de enfermedad cardiovascular en el mismo
rango que la hipercolesterolemia y la hipertension (Nygard et al., 1999; Hallert el at.,
2002; Wals et al., 2006; Hallert et al., 2009). El nivel de vitamina B2 estd un poco al
margen de esto ya que el estado de vitamina B1> depende mas de la absorcion intestinal

que de la ingesta.

Esta alteracion es de facil tratamiento, ya que existen estudios que han
demostrado que la suplementacion diaria con 0.5-5 mg de acido folico o 0.5 mg de

vitamina Bi2 pueden normalizar la concentracion de tHey (Hallert el at., 2002).

En conclusion, se debe considerar un suplemento multivitaminico completo
estandar (100% -300% de la cantidad diaria recomendada (CDR)) para cada paciente
con EC en el momento del diagndstico, en algunos aspectos de forma general para
seguir una dieta rica y equilibrada dentro las posibilidades, y seglin sus carencias. El
tiempo de continuacion de una suplementacion concreta aiin no se ha determinado, ya
que los pacientes podrian estar en riesgo de carencias de vitaminas, incluso después de
10 afios de seguir una DSG (Hallert et al., 2002; Wierdsma et al., 2013), aunque debe
hacerse un seguimiento para evitar la hipervitaminosis, en particular con respecto a la
vitamina Be 0 piridoxina y el hierro (Snodgrass, 1992; Gdynia et al., 2008; Wierdsma,

2013).
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2.2.5. SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Los RL se producen continuamente en el cuerpo humano (Ozcetin et al., 2011).
La desintoxicacion de las EROs es una condicion sin la cual no existiria vida aerdbica,
por lo tanto, debido a las presiones evolutivas se ha desarrollado un complejo sistema
antioxidante para prevenir la formacion de EROs y el deterioro debido a su efecto. Las
EROs son eliminadas completamente por este sistema de defensa antioxidante o
convertidos en metabolitos inocuos (Stojiljkovi¢ et al., 2012a; Piatek-Guziewicz et al.,

2017).

La capacidad antioxidante celular consiste en mecanismos a través de los cuales
se anula la reactividad y se inhibe por tanto la generacion de RL. Estos mecanismos
comprenden moléculas tanto enddégenas como exdgenas que, en resumen, eliminan las
EROs, inhiben su produccion y reparan el dafio que éstas puedan causar, aunque no
todos actuen de la misma manera (Thornalley & Vasak, 1985; Greenwald, 1990;
Palamanda & Kehrer, 1992; Avello & Suwalsky, 2006; Stojiljkovi¢ et al., 2012a; Piatek-

Guziewicz et al., 2017).

Los antioxidantes enzimdticos catalizan o aceleran reacciones quimicas que
utilizan sustratos que reaccionan con los RL (Mayor-Oxilia, 2010), mientras que otros
antioxidantes no enzimaticos como las vitaminas A y E actuan como rompedores de
cadena pudiendo prevenir el dafio causado por la PL, aunque la PL avanzada puede

agotar los antioxidantes celulares reduciendo de forma dramatica la capacidad
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antioxidante de la célula (Goode et al., 1995; Stojiljkovic et al., 2007; Stojiljkovi¢ et al.,

2009).

Los antioxidantes endogenos pueden distribuirse en dos grupos, antioxidantes
endogenos enzimaticos y no enzimaticos. Los antioxidantes endégenos enzimaticos son
la SOD, la CAT, la GPx, y los no enzimaticos mas destacados son el GSH, la Coenzima
Q, v la melatonina. Los antioxidantes exdgenos son la vitamina C, la vitamina E, la
vitamina A, el beta-caroteno, los flavonoides y los licopenos (Mayor-Oxilia, 2010;

Stojiljkovi¢ et al., 2012b).

Dentro de los antioxidantes, también hay que destacar a ciertos oligoelementos,
como el cobre, el zinc, el selenio, el magnesio y el hierro, cuya incorporacion al
organismo es necesaria ya que forman parte del nucleo activo de las enzimas

antioxidantes (Mayor-Oxilia, 2010).

- Superéxido dismutasa (SOD)

La enzima SOD fue descrita por McCord y Fridovich en 1968. La SOD se
considera como la principal enzima antioxidante intracelular, estd presente en la
mayoria de los organismos aerdbicos y contiene en su estructura metales esenciales para

su funcion catalitica, seglin los cuales hay varios tipos que catalizan la misma reaccion

(Gutteridge & Halliwel, 1994; Piatek-Guziewicz et al., 2017).
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Los metales de la SOD reaccionan con O2~y con H*, para formar H2O2 y Oz . La
rotura no enzimatica del Oz~ ocurre también lentamente a pH 7.4, pero la enzima la

acelera 10.000 veces (Fridovich, 1974).

SOD+0y"+2H" — H,0:+ 02

En humanos, la SOD-Mn en la mitocondria elimina el Oz~ producido por la
cadena de transporte de electrones y por las oxidasas mitocondriales. La SOD-Cu,Zn
remueve el O de oxidasas citosodlicas y de las enzimas del citocromo P450 presentes
en el reticulo endoplasmico de la célula. Algunas SOD-Cu,Zn pueden estar presentes en
peroxisomas. La SOD debe actuar en conjunto con otras enzimas que descompongan el
H20:, porque puede éste formar HO- cuando contacta con iones metalicos produciendo

dafio tisular. A su vez altos niveles de H2O; pueden inhibir a la enzima (Cheeseman &

Slater, 1993).

- Catalasa (CAT)

La CAT es una enzima presente en la mayoria de los tejidos de mamiferos que
se encuentra localizada en pequefias organulos llamados peroxisomas (80%) y en el
citosol (20%) (Nieto, 1993), aunque también se halla a baja concentracion en la
mitocondria en tejido cadiaco (Roberfroid & Buc-Calderon, 1995) donde ejerce un
importante papel antioxidante (Radi et al., 1993). La CAT elimina el H2O2 rompiéndolo

directamente hasta oxigeno. También tiene actividad peroxidante (Aeibi, 1984)
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produciendo la oxidacion de donadores de hidrogeno como el etanol, metanol, acido

formico y fenoles con el consumo de un mol de peroxido.

CAT+2H0, — 2H0 + O

CAT+ ROOH + AH, — ROH + H,O + A

La actividad predominante depende de la concentracion del donador de
hidrégeno y de la concentracion o produccion de H20:2 en el sistema. La CAT tiene
enorme capacidad para destruir el H202, es una de las enzimas conocidas mas activas.
De todas formas su afinidad por el H>O: es también baja y necesita elevadas
concentraciones de H>O; para actuar rapidamente (McCord, 1989; Cheeseman & Slater,

1993; Roberfroid & Buc-Calderon, 1995).

- Glutation Peroxidasa (GPx)

Se trata de una familia de enzimas que utilizan GSH como donador de hidrégeno
y que pueden aceptar otros peréxidos organicos ademas del H>O2 como sustratos (Flohé
& Wolgang, 1984; Sjodin et al., 1990; Cheeseman & Slater, 1993). El radical R puede
ser un grupo alifatico, un grupo organico aromatico o simplemente hidrogeno. Los
productos de reaccion son H2O y un alcohol (ROH) o una segunda molécula de agua,

cuando el sustrato es H>O».
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ROOH +2GSH —  ROH + H.O + GSSG

Los tejidos humanos contienen GPx, como la mayor enzima eliminadora de
peroxidos. La regeneracion del GSH oxidado es efectuada por la enzima glutation

reductasa.

GSSG + NADPH + H* 2 GSH + NADP+

Hay dos grandes grupos de GPx, un primer grupo contiene selenocisteina en su
centro activo, siendo una enzima activa frente a hidroperéxidos y a H20», y el segundo
grupo de enzimas no depende de selenio para su catalisis y no es activa frente a H2O»

(Lawrence & Burk, 1976; Flohé & Wolgang, 1984).

En humanos se ha hallado GPx a nivel subcelular en el citosol y en la matriz
mitocondrial para los dos tipos y aunque tiene mayor afinidad por el H2O2 que la CAT
(Roberfroid & Buc-Calderon, 1995), presenta menor actividad que ésta a elevadas
concentraciones (Chance et al., 1979). Esto podria implicar que la GPx estd mas
adaptada a eliminar el H2O> que se produce en la cadena de transporte electronico

mitocondrial.
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- Melatonina

La melatonina es una hormona que, ademas de regular los ritmos circadianos, el
suefio, el apetito e incluso la reproduccion, tiene un alto potencial antioxidante en el
organismo. La melatonina es un potente eliminador de radicales libres y un antioxidante

de amplio espectro (Caffarelli et al., 2014).

En relacion con la EC, se ha demostrado que la melatonina, es un importante
mediador del eje intestinal cerebral y muestra importantes efectos protectores contra las

lesiones inducidas por el estrés en el tracto gastrointestinal (Konturek et al., 2011).

La melatonina también reacciona con el sistema inmune al mejorar las

citoquinas antiinflamatorias y puede ser util en la lucha contra las enfermedades

infecciosas (Caffarelli et al., 2014).

2.2.6. MARCADORES DEL DANO OXIDATIVO A BIOMOLECULAS

Estas sustancias se definen como marcadores de EO para medir el dafio de los

RL a las biomoléculas. Entre las mas importantes encontramos el cortisol, la 8-

hidroxoguanosina, y los isoprostanos.
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- Cortisol

El cortisol es una hormona esteroidea o glucocorticoide que es producida por la
zona fasciculada de la corteza suprerrenal. Se libera en respuesta al estrés o a la
hipoglucemia. El cortisol estimula la gluconeogénesis y activa las vias antiestrés y
antiinflamatorias. También desempefa un papel importante en la glucogenolisis, la
descomposicion del glucogeno en glucosa-1-fosfato y glucosa. Ademas, el cortisol
inhibe la produccion de las citoquinas IL-12, IFNy, IFNa y TNFa pero aumenta la de
IL-4, IL-10 e IL-13 por las células Th2. Se cree que esto es un mecanismo de proteccion

contra la activacion excesiva de la respuesta inmune (Siddiqui et al., 2019).

- Isoprostanos

Los isoprostanos son compuestos de tipo prostaglandina formados in vivo a
partir de la peroxidacion catalizada por radicales libres de 4cidos grasos esenciales.
Debido a su alta estabilidad quimica y sensibilidad a los cambios en el EO, son
considerados como marcadores muy fiables del EO in vivo. Altas concentraciones de
isoprostanos se correlacionan con el dafio en el organismo. Los isoprostanos funcionan

a su vez como mediadores inflamatorios (Frijhoff et al., 2015).

= 8- hidroxiguanosina

La 8- hidroxiguanosina (8-OHdG) es un nucledsido oxidado del ADN, escindido

durante la reparacion del dafio oxidativo a los sitios de desoxiguanosina en el ADN y
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que se ha utilizado ampliamente como biomarcador del dafio oxidativo del ADN

(Szaflarska-Poptawska et al., 2010).

2.2.7. ESTRES OXIDATIVO Y ENFERMEDAD CELIACA

Hay un creciente nimero de pruebas que demuestran que el EO esta involucrado
en la patogénesis de la EC (Halliwell & Gutteridge, 1989; Al- Mashhadani et al., 2009;
Ozcetin et al., 2011; Stojiljkovi¢ et al., 2012a). Los resultados de varias investigaciones
informan de que el gluten induce un desequilibrio en la mucosa intestinal de las
personas con EC probablemente debido a la sobreproduccion de RL (Dugas et al., 1995;
Odetti et al., 1998; Boda et al., 1999; Dugas et al., 2003; Diosdado et al., 2005;
Stojiljkovic et al., 2007; Szaflarska-Poptawska et al., 2010; Stojiljkovi¢ et al., 2012a).
Algunos péptidos de la gliadina poseen la capacidad de penetrar en las células, son
internalizados por captacion endocitica, y su acumulacion en los lisosomas conduce a la
activacion de algunas vias de transduccion de sefales y a un aumento de los niveles de
RL (Maiuri et al., 1996; Schumann et al., 2008; Heyman & Menard, 2009; Zimmer et

al., 2010; Ferretti et al, 2012).

La exposicion al gluten y la consiguiente produccion de EROs dan lugar a un
desequilibrio oxidativo intracelular, caracterizado por un incremento de los niveles
hidroperoxidos lipidicos (LOOH) asi como perturbaciones estructurales importantes de
la membrana plasmatica celular, pudiendo llegar a dafiar la mucosa intestinal y
aumentar su permeabilidad (Rao et al., 1997; Riedle & Kerjaschki, 1997; Ferretti et al,

2012; Stojiljkovi¢ et al., 2012a). El hecho de que el EO esté presente en el intestino
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delgado antes del inicio de la cascada inflamatoria sugiere que las EROs no son
exclusivamente productos colaterales del proceso inflamatorio, pero lo que si esta claro

es que juegan un papel importante en la patogénesis de este tipo de enfermedades (Fries

et al., 2006; Stojiljkovic et al., 2012a).

Existen estudios que han demostrado que la capacidad antioxidante de los
pacientes con atrofia de las vellosidades se ve gravemente alterada, es decir, estd
notablemente reducida en comparacion con controles sanos (Disdado et al., 2005;

Stojiljkovic et al., 2009; Szaflarska-Poptawska et al., 2010).

La mucosa intestinal estd constantemente expuesta a oxidantes, mutagenos y
carcinogenos de la dieta, asi como a EROs endogenas (Ames, 1983; Stojiljkovié et al.,
2009). La integridad celular y la homeostasis de los tejidos se conservan gracias a estos
mecanismos de defensa: el intestino es capaz de regular a las enzimas antioxidantes y de
mantener las altas concentraciones de estos antioxidantes, mientras que en los
enterocitos gastados o dafiados se induce la apoptosis (Aw, 1999; Stojiljkovi¢ et al.,
2009; Stojiljkovi¢ et al., 2012b). El ciclo redox del GSH juega un papel fundamental en
la eliminacién de LOOH en el intestino. La deficiencia de GSH y la disminucioén de las
actividades de las enzimas dependientes de GSH reducen significativamente la
capacidad antioxidante de estos pacientes, lo que se refleja en niveles elevados de
LOOH. Hay estudios que muestran que el estado antioxidante de los pacientes con
lesiones mas leves de la mucosa (grupo Marsh 1 + 2) no se altera significativamente en
comparacion con los pacientes con mucosa normal. Sin embargo, en este grupo la

concentracion de LOOH si esta significativamente elevada, lo que sefiala la incapacidad
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del ciclo redox del GSH para eliminar eficientemente los perdxidos. Todo esto puede
desencadenar perturbaciones en la proliferacion normal de células intestinales, en la
diferenciacion y en las respuestas apoptdticas, lo que contribuye al aumento del riesgo

de malignidad en pacientes celiacos no tratados (Stojiljkovi¢ et al., 2012b).

También cabe destacar que el intestino difiere de otros 6rganos por tener una
tasa de renovacion celular muy alta. La vida util de los enterocitos es de s6lo 4-6 dias
(Iatropoulos, 1986). Debido a la alta tasa de division celular, la probabilidad de
propagar una mutacion en las siguientes generaciones de células es mucho mayor que
en células con una baja tasa de division, lo que hace que el intestino sea muy susceptible

a la mutagénesis y la cancerogénesis (Stojiljkovi¢ et al., 2012a).

2.2.7.1. ALTERACION DEL EQUILIBRIO REDOX EN LA ENFERMEDAD

CELIACA

- El glutation (GSH)

El GSH es un poderoso antioxidante que ademas de actuar como cofactor
enzimatico, puede reaccionar directamente con los RL. Existen datos de estudios
anteriores que indican que las células epiteliales del intestino delgado y del intestino
grueso son altamente dependientes del GSH (Mértensson et al., 1990). El ciclo redox
del GSH es un mecanismo clave para proteger las membranas celulares de los dafios
causados por la PL, una reaccion en cadena en la que los PUFA sen la membrana de los

lipidos son oxidados por las EROs, y para la eliminacion de LOOH en el intestino (Aw,
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2005; Stojiljkovi¢ et al., 2012b). Este ciclo implica a la enzima GPx, que utiliza GSH
para reducir los peroxidos organicos y el H2O2, y los LOOH, y a la GR que regenera al
GSH de su forma oxidada (GSSG) con la oxidacion concomitante de nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH). EI GSH también tiene un papel importante en
la regeneracion de formas activas de otros antioxidantes como las vitaminas E y C y los
carotenoides (Jones et al., 2000; Stojiljkovic et al., 2007; Stojiljkovi¢ et al., 2009;

Stojiljkovi¢ et al., 2012a; Stojiljkovic¢ et al., 2012b).

El GSH esta presente en las células en su mayoria en su forma reducida; en una
célula sana el glutation oxidado (GSSG) rara vez supera el 10% del conjunto total de
GSH. La disminucion de la relacion GSH/GSSG es una muy buena indicacién de EO

(Hwang et al., 1992; Stojiljkovi¢ et al., 2012b).

Se demostrd que en ratones tratados con L-butilionina SR-sulfoximina (BSO),
un inhibidor especifico de la sintesis de GSH, se induce una degeneracion significativa
de enterocitos, como consecuencia de la deficiencia de GSH (Martensson et al., 1990;

Stojiljkovi¢ et al., 2012-b).

Hay estudios que han encontrado una concentracion significativamente menor
de GSH (~ 40-50%) en la mucosa intestinal con atrofia vellosa en comparaciéon con la
mucosa normal y la mucosa con lesiones mas leves. La disminucion de la concentracion
de GSH es seguida por la disminucién de las actividades de GPx y GR y el aumento de
la concentracion de LOOH en la mucosa (Stahlberg et al., 1988; Dolfini et al., 2002;

Dolfini et al., 2005; Stojiljkovi¢ et al., 2009). Los experimentos de Rivabene et al. 1999
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y sus colaboradores han demostrado que los efectos antiproliferativos de la gliadina
estan asociados con cambios pro-oxidativos en la célula, tales como niveles elevados de
LOOH, disminucion de la concentracion de GSH y pérdida de grupos tiol (SH-) en

proteinas.

Existen estudios que demuestran que altas concentraciones de GSH podrian, al

menos en parte, modificar la susceptibilidad celular a los efectos toxicos de la gliadina

(Rivabene et al., 1999; Stojiljkovic¢ et al., 2009).

- Glutation Peroxidasa y Glutation Reductasa (GPx y GR)

Hay estudios que han determinado que la actividad de la GPx, que es una
enzima antioxidante, disminuye significativamente en la EC (Ozcetin et al., 2011). La
disminucién de la actividad de GPx y GR puede ser una consecuencia de la deficiencia
de GSH. Ademas, la GPx es una enzima dependiente de selenio, numerosos estudios
muestran la fuerte correlacion entre la actividad de GPx y el nivel de selenio en la
sangre, por lo que los bajos niveles de selenio (<80 pg/L) también pueden influir en su
actividad (McKenzie et al., 1978; Lloyd et al., 1989). La deficiencia de selenio ya ha
sido reportada en pacientes celiacos (Yiice et al, 2004; Stazi & Trinti, 2010;

Stojiljkovi¢ et al., 2012a).
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- Superodxido Dismutasa y Catalasa (SOD y CAT)

Hay estudios que han encontrado correlaciones positivas entre las actividades de
ambos tipos de SODs y el grado de lesion de la mucosa, lo que indica la asociacion
entre un dafio mas severo de la mucosa y las actividades enziméticas aumentadas. Esto
puede representar una respuesta fisioldgica a una mayor tasa de produccion de EROs
(Ozcetin et al., 2011). Sin embargo, se ha demostrado que la actividad de CAT se
correlaciona inversamente con la lesion en la mucosa, lo que puede ser una
consecuencia de las caracteristicas cinéticas de esta enzima. Es decir, debido a su alta
constante de Michaelis-Menten, la CAT es mas eficiente en altas concentraciones de
H202; cuando las concentraciones de H>O> son mas bajas, la GPx, también
desintoxicante del H2O», confiere una mayor proteccion (Eaton, 1991; Stojiljkovi¢ et al.,

2012a).

Dado que la actividad de GPx, el principal eliminador de H2O: en tejido
gastrointestinal, disminuye significativamente en pacientes con atrofia de vellosidades
(Marsh 3a y Marsh 3b), el desequilibrio entre la produccion de H2O: y la eliminacién
provoca un cambio pro-oxidante, que resulta en un aumento de la concentracion de PL y
de LOOH, casos en los que la concentracion de LOOH es ~ 80% mayor que en

pacientes con mucosa normal (Stojiljkovi¢ et al., 2009; Stojiljkovi¢ et al., 2012a).

A pesar de que los procesos oxidativos sean contrarrestados por el sistema de

defensa antioxidante, el incremento de las concentraciones plasmaticas de LOOH indica
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que la proteccion no es suficiente, como en el caso de la EC activa (Stojiljkovic et al.,

2007).

- Xantina Oxidasa (XO)

La activacion de la Xantina Oxidasa (XO) es uno de los mecanismos de
sobreproduccion de RL y de EROs en la mucosa del intestino delgado de pacientes
celiacos (Stojiljkovi¢ et al., 2012b). El sistema xantina oxidorreductasa se localiza
principalmente en la mucosa intestinal y en el higado (Sarnesto et al., 1996; Stojiljkovié¢
et al., 2012a). La distribucion de esta enzima en el intestino delgado no es uniforme.
Estudios histologicos demuestran que la mayor parte de XO estd localizada en las
células epiteliales en la parte superior de las vellosidades intestinales, mientras que no
se detecta actividad de XO en la base de criptas (Pickett et al., 1970; Stojiljkovi¢ et al.,
2012b). Los resultados de Boda y colaboradores (1999) indican que en pacientes con
EC, la ingesta de gluten, junto con la inflamacion resultante, provoca la activacion de
XO en los enterocitos, lo que resulta en la sobreproduccion de EROs y el dafio adicional
a la mucosa. Estos procesos pro-oxidantes son contrarrestados por las enzimas
antioxidantes MnSOD y CuZnSOD (Stojiljkovi¢ et al., 2012b) cuyas actividades se han

visto elevadas en pacientes con EC (Stojiljkovi¢ et al., 2009).

- Creatinina y albimina

Los niveles de creatinina y albumina total, que actian como antioxidantes, en

algunos estudios se han encontrado bajos frente a los controles, pero sin alcanzar niveles
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significativos, lo que en general indica una disminucién de la actividad antioxidante en

pacientes celiacos (Halliwell, 1988; Templar et al., 1999; Al- Mashhadani et al., 2009).

- Glutation S- transferasa (GST)

Wahab y colaboradores (2001) encontraron niveles y actividades disminuidas de
glutation S-transferasa (GST) en la mucosa del intestino delgado de pacientes celiacos
en comparacion con los individuos sanos, que eran proporcionales al grado de dafio de
la mucosa, al igual que otros estudios que han encontrado estos mismos resultados

(Stojiljkovi¢ et al., 2012a).

Los datos anteriores relativos a las correlaciones entre las actividades de las
enzimas antioxidantes y los cambios histologicos caracteristicos de la EC son limitados,
aun asi, muchos de estos resultados pueden concluir en que con el seguimiento de la
DSQG, al recuperarse el dafio en la mucosa intestinal, la actividad antioxidante y EO se

recuperen (Stojiljkovi¢ et al., 2012a).

Los pacientes celiacos estdn en un estado de alta producciéon de RL con baja

capacidad antioxidante, pero si el EO es una causa o un resultado de la EC es incierto y

de necesitan estudios (Stojiljkovi¢ et al., 2012a).
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2.3. LA INFLAMACION

2.3.1. EL PROCESO INFLAMATORIO

La inflamaciéon es un proceso fisioldgico complejo cuya funcidén es combatir
agentes patogenos externos y/o remodelar los tejidos dafiados mediante la secrecion de
diversos mediadores inflamatorios y el reclutamiento de células inmunes. El proceso
inflamatorio se caracteriza por la extravasacion de liquido al sitio donde se ubica el
dafio, que produce edema (tumor), aumento del flujo sanguineo (rubor), aumento en la
temperatura local (calor) y activacion de terminales aferentes (dolor), asi como,
ocasionalmente, la pérdida de la funcion local. Por su duracion, la inflamacion puede
clasificarse en aguda y cronica. La inflamacion aguda es crucial para la reparacion del
tejido, involucra el aumento en el calibre vascular, el incremento de la permeabilidad
para proteinas plasmaticas, asi como la activacion y migracion de leucocitos al sitio
lesionado. Cuando el estimulo dafino persiste o no hay resolucion satisfactoria de la
inflamacioén, se convierte en inflamacion croénica. Aunque la inflamacion es importante
para inducir la reparacion del tejido y erradicacion de patdgenos, la no resolucion de la
inflamacioén lleva a un proceso crénico y se convierte en un proceso deletéreo para el
huésped. El proceso inflamatorio requiere una regulacion muy precisa, de hecho, tanto
deficiencias como excesos en esta respuesta pueden causar morbilidad y mortalidad

(Tracey, 2002).

En respuesta al dafio tisular, se produce el reclutamiento y activacion de

leucocitos polimorfonucleares y de monocitos en el area afectada. Estas células inician
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la cascada inflamatoria mediante la produccion de una gama diversa de citoquinas
proinflamatorias y antiinflamatorias que estan implicadas en la comunicacion autocrina,
paracrina y endocrina. Las citoquinas estimulan la produccion de reactantes de fase
aguda y a través de la via endocrina, consiguen expandir la respuesta inflamatoria a

nivel sistémico (Koj, 1996).

En el curso natural de la respuesta inmune, las células circulantes
inmunocompetentes reconocen el antigeno generando una respuesta inflamatoria rapida
y eficaz que limita la agresion. Cuando cesa el estimulo antigénico se detiene la
produccion de sefiales proinflamatorias desencadenando una respuesta antiinflamatoria
en la que las células inmunocompetentes mueren por apoptosis. Si el estimulo
antigénico perdura en el tiempo o la red de control no actia de manera eficaz, las

células inflamatorias prolongan su supervivencia haciendo que la respuesta sea cronica

(Nathan, 2002).

2.3.1.1. MARCADORES BIOLOGICOS DE LA INFLAMACION

Un marcador bioldgico o biomarcador se define como "una caracteristica que es
objetivamente medible y evaluada como un indicador de los procesos normales
bioldgicos, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencion
terapéutica objetiva”. En definitiva, es una proteina medida en la sangre cuya
concentracion refleja la presencia y/o la gravedad de un estado de enfermedad. El

biomarcador ideal debe ser preciso, reproducible, medible a un coste razonable y debe
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afnadir informacion pronostica relevante por encima de la proporcionada por factores de

riesgo convencionales (Park et al., 2012).

Los conocimientos fisiopatologicos de la inflamacion proporcionan objetivos
potenciales de diferentes moléculas que pueden ser medidas. Asi, es posible determinar
citoquinas pro-inflamatorias como IL-1, TNF-a, moléculas de adhesion como la
molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y selectinas; citoquinas con efecto a
nivel hepatico como es la IL-6 y otros reactantes de fase aguda. Por ltimo, pueden ser
evaluados otros indicadores de la respuesta celular a la inflamacién, como es el recuento
elevado de leucocitos. La IL-6, citoquina proinflamatoria, es considerada clave en el
proceso de inflamacion. Es sintetizada localmente en el area de dafio o de infeccion por
los macrofagos, células T, células endoteliales y fibroblastos. Su liberacion esta
inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta al TNF-a. Interviene en la produccion
de inmunoglobulinas, en la diferenciacién de linfocitos B, activa a los linfocitos T
citotoxicos, células plasmdticas y modula la hematopoyesis. Sus niveles aumentan
rapidamente, tipicamente a las 1,5-3 horas después del estimulo. Constituye el mas
poderoso inductor de la sintesis de reactantes de fase aguda por parte del higado

(Panichi et al., 2004; Rao et al., 2005; Tripepi et al., 2005; Kaptoge et al., 2012).

2.3.1.2. LAS CITOQUINAS

Las citoquinas son un grupo de proteinas y glucoproteinas producidas por
diversos tipos celulares que actian fundamentalmente como reguladores de las

respuestas inmunitaria e inflamatoria (Filella et al., 2002).
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Constituyen una compleja red de interacciones que conecta distintos tipos
celulares y en la cual cada citoquina actua al inducir o suprimir su propia sintesis, la de
otras citoquinas o sus receptores. Las citoquinas a su vez pueden favorecer
sinérgicamente la accion de otras citoquinas o bien pueden actuar como verdaderos
antagonistas de sus efectos biologicos y se caracterizan por su efecto redundante, hecho
que subraya la importancia de su funcion reguladora. Por otro lado, las citoquinas se
caracterizan por su capacidad para actuar pleiotropicamente sobre diversos tejidos y
producir multiples efectos biologicos. Todo ello las define como una red dotada de gran
flexibilidad y capaz de compensar la falta de uno de sus componentes. Por otro lado,
debe considerarse que la solubilizacion de los receptores de las citoquinas tras su unién
con la correspondiente citoquina, interviene también en este entramado bioldgico y

pueden actuar como inhibidores de la correspondiente citoquina o como agonistas

(Filella et al., 2002).

Citoquinas de tipo Th1 y Th2

La citometria de flujo ha sido particularmente utilizada para diferenciar los
linfocitos T colaboradores en los subtipos Thl y Th2. La expresion diferencial de la
cadena B2 del receptor de la IL-12 permite caracterizar de forma diferencial las células
de tipo Thl y de tipo Th2. El IFN-y, la IL-2 y el TNF-B constituyen el patron de
expresion caracteristico de las células Thl, mientras que las células de tipo Th2
expresan IL-4, 5, 10 y 13. Las células dendriticas (CD) estan especializadas en la

presentacion del antigeno a las células Th decidiendo si seran activadas las células de
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tipo Thl o Th2. Asi las células CD1 secretan IL-12, que favorece la diferenciacion de
las células ThO en Thl, mientras que las CD2, probablemente a través de la produccion
de IL-4, facilitan la diferenciacion en el sentido Th2. Por otro lado, segun indica el
denominado paradigma Th1/Th2 las citoquinas, al interactuar entre si, constituyen un
mecanismo de regulacion indispensable en el balance entre inmunidad celular y
humoral. Asi, el IFN-y inhibe la proliferacion de células Th2 y las IL-4 y 10 inhiben la
proliferacion de células Thl. La respuesta de tipo Thl se caracteriza por la activacion de
las células NK y de los linfocitos T citotoxicos que expresan IFN-y y perforina. Las
células de tipo Thl intervienen en la respuesta frente a patogenos intracelulares,
incluyendo bacterias, parasitos y virus, asi como frente a tumores, y su hiperactivacion
esta implicada en el rechazo de injertos y en diversas EAI como la esclerosis multiple o
la DMTI. Por otro lado, la respuesta de tipo Th2 interviene en la erradicacion de
infecciones por parésitos intracelulares, como los helmintos. Su activacion
descontrolada esta implicada en la esclerosis sistémica o en la progresion a SIDA en la

infeccion por VIH (Filella et al., 2002).

Figura 18. Citoquinas de tipo Th1l y Th2. CPA: célula presentadora de antigenos;

LTC: linfocitos T citotoxicos. Tomado de Filella et al., (2002).
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Citoquinas en la inflamacion

Las citoquinas desempefian un papel clave en el proceso inflamatorio que es
definido por el balance entre citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias (Filella et

al., 2002).

Entre las citoquinas proinflamatorias destacan las quimocinas, que son un grupo
de péptidos de bajo peso molecular, que estan implicados en la quimiotaxis y en la
activacion de los distintos tipos celulares que participan en la inflamacion. Las
quimiocinas proinflamatorias son producidas por las células principalmente para
reclutar leucocitos a los sitios de infeccion o lesion (Constantin et al., 2000). Aunque la
quimiotaxis es la caracteristica cardinal de las quimiocinas, su rol fisiolégico es mas
complejo, y muchas tienen homeostatico adicional o funciones intrinsecas en la
hematopoyesis, inicio de respuestas inmunitarias adaptativas y vigilancia inmunitaria

(Filella et al., 2002; Moser et al., 2004).

Por otro lado, la IL-1 y el TNF-a tienen un efecto sinérgico sobre la inflamacion,
que también es promovido por el IFN-y a través del aumento del TNF-a. Existen
numerosas citoquinas antiinflamatorias, entre las que destacan la IL-10, el IL-Ira
(receptor del antagonista de la IL-1) y los receptores solubles de la IL-1 (p68) y del TNF
(p55 y p75). Por su lado, la IL-6 tiene a la vez propiedades proinflamatorias (es uno de
los principales inductores de las proteinas de fase aguda) y antiinflamatorias, y en este

sentido es capaz de promover la sintesis de IL-1Ra y de los receptores solubles del TNF

(Filella et al., 2002).
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Principales marcadores bioldgicos de la inflamacion

Tabla 4. Principales marcadores inflamatorios determinados; nombre, y

principales funciones (Carpenter & Cohen, 1990; Shweiki et al., 1992; Cook et al.,

1996; Waldman & Tagaya, 1999; Baggiolini, 2001; Dufour, 2002; Filella et al., 2002;

Deshmane, 2009; Ren et al., 2010; Pagliari et al., 2013; Adar et al., 2014; Escudero-

Hernéndez et al., 2017).

MARCADOR

Interleuquina 1 (IL-1)

Antagonista del
receptor de IL-1
(IL-1Ra)

Factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa)

Interleuquina 6 (IL-6)

Interleuquina 8 (IL-8)

Interleuquina 15
(IL-15)

Interleuquina 2 (IL-2)

FUNCION BIOLOGICA

La familia de la IL-1 incluye a IL-l1a, IL-1B, IL-1Ra, IL-18, IL-33, IL-360,
1L-36pB, IL-36y, IL-36, IL-37 ¢ IL-1Hy2 . Estas citoquinas son expresadas por
numerosos tipos de células, incluidos macréfagos y monocitos. La IL-1f es una
potente citoquina proinflamatoria que tiene un efecto estimulante en células T
CD4+ y promueve la diferenciacion en los linajes de células T auxiliares.
Mientras que la expresion de IL-1a es constitutiva en muchos tipos de células, la
expresion de IL-1B es inducida principalmente en respuesta a moléculas
microbianas, aunque también puede estimular su propia expresion.

Miembro de la familia de las citoquinas IL-1, secretado por células inmunes,
epiteliales y adipocitos e inhibidor de la actividad de la IL-1, modulando por tanto
respuestas inmunes e inflamatorias.

Factor de necrosis tumoral derivado de monocitos. Es un potente mediador
inflamatorio que es fundamental para la accién inflamatoria del sistema inmune
innato, incluida la induccioén de citoquinas, activacion o expresion de moléculas
de adhesion, y estimulacion del crecimiento. Estimula la proliferacion normal de
células, ejerce actividad citolitica o citostatica contra las células tumorales, y
causa efectos inflamatorios, antivirales e inmunorreguladores.

Tiene su origen en diversos tipos celulares, entre los que destacan macrofagos,
monocitos, fibroblastos y células endoteliales. Interviene regulando la respuesta
inmunolégica, en la hematopoyesis y en las reacciones de fase aguda. Tiene
efectos proinflamatorios y antiinflamatorios.

Quimiocina que actia como factor quimiostatico para los leucocitos,
fundamentalmente neutréfilos. Igualmente actta al favorecer su degranulacion y
estimular la fagocitosis.

La IL-15 activa las vias de sefalizacion que conducen a la activacion,
proliferacion y supervivencia celular. Esta familia, conocida también como la
familia IL-2, incluye IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 e IL-21. La IL-15. Como
miembro de la familia IL-2, las propiedades de la IL-15 pueden evaluarse en
comparacion con la IL-2. La IL-2 y la IL-15 comparten funciones que incluyen la
estimulacion de la proliferacion de células T, la generacion de linfocitos T
citotoxicos, la estimulacion de la sintesis de inmunoglobulina por parte de las
células B y la generacion y persistencia de las células NK.

La IL-2 actda al promover la proliferacion de células T. Es producida
principalmente por los linfocitos T activados, formando parte de la respuesta de
tipo Th1.
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Eotaxina

Interleuquina 10
(IL-10)

Proteinas inflamatorias
de macroéfagos MIP-1a
y MIP-1p

Interleuquina 3 (IL-3)

Interleuquina 5 (IL-5)

Interleuquina 13
(IL-13)

Interleuquina 17A
(IL-17A)

Interleuquina 12P40 y
12P70 (IL-12P40 y
IL-12P70)

Factor estimulante de

colonias de granulocitos

(G-CSF)

Factor estimulante de

colonias de granulocitos

y monocitos (GM-CSF)

Proteina inducible por
interferon humano 10
(IP-10)

Proteina 1
quimioatrayente de
monocitos (MCP-1)

Factor de crecimiento
epidérmico (EGF)

Quimiocina con actividad preferencial sobre los eosinofilos. Pertenecen a la
familia de las quimiocinas (citoquinas quimiotacticas), regulan la quimioatraccion
de los leucocitos y son importantes moduladores inmunitarios.

Esta producida por los linfocitos T de tipo Th2 y con capacidad de inhibir la
sintesis de IFN-y y de IL-2 por parte de los linfocitos T. Es la principal citoquina
antiinflamatoria, actia a través de la inhibicion de la sintesis de IL-1, IL-6 y TNF-
o por parte de los macr6fagos.

Son quimioquinas cruciales para las respuestas inmunes hacia la infeccion y la
inflamacion. Exhiben una variedad de actividades proinflamatorias in vitro que
incluyen la quimiotaxis de leucocitos. La MIP-1a, ademas de sus actividades
proinflamatorias, inhibe la proliferacion de células madre hematopoyéticas in
vitro e in vivo.

Producida fundamentalmente por los linfocitos T e interviene en los estadios
iniciales de la hematopoyesis, estimulando el crecimiento y la diferenciacion de
las células precursoras hematopoyéticas.

Producida por los linfocitos T activados, acttia como factor estimulador de la
activacion, crecimiento y diferenciacion de los linfocitos B, siendo el principal
factor regulador de la eosinofilia. Puede ser producida por algunos tumores.

Producida por las células T y regula la funcién de monocitos y células B.
Disminuye la produccion de interleuquinas proinflamatorias y de quimocinas, a la
vez que aumenta la produccion de IL-1-Ra.

Glucoproteina producida por células T CD4+ estimuladas. La IL-17 aumenta la
expresion de ICAM-1 en los fibroblastos y es capaz de estimular la secrecion de
IL-6, IL-8 y G-CSF por parte de células epiteliales, células endoteliales y
fibroblastos.

Glucoproteina es producida por linfocitos B y, en menor cantidad, por linfocitos
T. Actta sobre linfocitos T de tipo Th1 induciendo la sintesis de [FN-y y de IL-2,
y también es capaz de reducir la produccion de IL-4, IL-5 e IL-10 por parte de las
células Th2.

Glucoproteina producida por monocitos, células endoteliales y células epiteliales.
Interviene tardiamente en la hematopoyesis induciendo de forma especifica la
formacion de colonias de granulocitos.

Glucoproteina producida por linfocitos T, monocitos, células endoteliales y
fibroblastos. Estimula de forma preferencial la formacion de colonias de
granulocitos y macréfagos, y en menor medida la formacion de colonias de
eosinofilos. Igualmente, en combinacion con la eritropoyetina, interviene en el
desarrollo de los eritrocitos.

La IP-10 inducible por IFN-y, una quimiocina secretada a partir de células
estimuladas con IFN y LPS de tipo I y I, es un quimioatrayente para las células T
activadas. Se observa en muchas enfermedades inflamatorias de tipo Th1, donde
se cree que desempefa un papel importante en el reclutamiento de células T
activadas en sitios de inflamacion tisular.

Quimiocina clave que regulan la migracion e infiltracion de monocitos/
macrofagos. Se ha demostrado que tanto ella como su receptor estan inducidos e
implicados en diversas enfermedades. La migracion de los monocitos del torrente
sanguineo a través del endotelio vascular es necesaria para la vigilancia
inmunolégica de rutina de los tejidos, asi como en respuesta a la inflamacion.

Molécula de naturaleza proteica que juega un importante papel en la regulacion
del crecimiento celular, proliferacion, diferenciacion y supervivencia. Su
actividad mitogénica es importante en la cicatrizacion de heridas, situacion en la
que macrofagos, queratinocitos y otras cé¢lulas dafiadas migran a la zona danada y
segregan EGF.
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Factor de crecimiento
endotelial vascular
(VEGF)

Interferén alfa-2 (IFN-
02) Interferén gamma)
(IFN-y)

Interleuquina 4 (IL-4)

Interleuquina 7 (IL-7)

Factor de necrosis
tumoral beta (TNF-f)

Forma secretada del factor de crecimiento y estimula la proliferacion, de células
endoteliales. Es una proteina ampliamente implicada en la vasculogénesis y en la
angiogénesis.

Los interferones son un amplio grupo de proteinas caracterizadas por tener una
potente accion antiviral y antineopldsica, asi como por su efecto regulador de las
células del sistema inmunitario. La familia del IFN-a. estd constituida por unas 14
proteinas que mantienen una elevada homologia entre si, siendo producidas por
una amplio grupo de células que incluye macréfagos y linfocitos B. El IFN-y es
producido por los linfocitos T activados y por las células NK, e inhibe la
proliferacion de células de tipo Th2, induce la expresion de los antigenos HLA de
clase I y II y aumenta la actividad citolitica de células LAK y células T
citotoxicas.

Tiene su origen en los linfocitos T activados y actua preferentemente
promoviendo la activacion, proliferacion y diferenciacion de los linfocitos B.
Interviene de forma decisiva en la induccion de las células Th2 que regulan la
inmunidad humoral.

Citoquina que actiia estimulando el desarrollo de las células precursoras de los
linfocitos B y T. Asimismo, tiene actividad antitumoral, al aumentar la
produccion de linfocitos T citotoxicos y de células NK.

Citoquina, también llamada linfotoxina, secretada por los linfocitos T activados,
destacando por su actividad citotéxica sobre algunos tipos tumorales, en los que
produce una necrosis hemorragica.

2.3.2. ENFERMEDAD CELIACA E INFLAMACION

En la EC la mucosa del intestino delgado no es el unico objetivo del dafio, sino

que la incidencia de trastornos autoinmunes extraintestinales también aumenta en las

personas con esta patologia (Hernandez & Green, 2006). En general, se acepta que la

EC estd mediada por células T en la que los péptidos derivados de la gliadina se

desaminan por la TG2 y se presentan por las células presentadoras de antigenos a los

linfocitos auxiliares de la lamina propia. Tras la activacion, tanto estos tltimos como los

macro6fagos liberan citoquinas proinflamatorias que conducen a la activacion de los LIE

y dan lugar a las alteraciones histologicas caracteristicas de la EC (MacDonald y

Spencer, 1988; Al-Dawoud et al., 1992; Gianfrani et al., 2005). También se ha
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demostrado que los niveles de elevacion de citoquinas se correlacionan con la actividad
de la EC (Cataldo et al., 2003; Sollid, 2000). En la EC, las células T activadas en la
mucosa del intestino delgado producen el interferon de citoquinas Th1 IFN-y y expresan
T-bet, un factor de transcripcion Th1l (Nilsen et al., 1998; Monteleone et al; 2004).
También hay un aumento en la produccion de IL-15 por las células epiteliales
intestinales, lo que influye en los LIE para la produccion de IFN-y (Hiie et al., 2004;
Meresse et al., 2004; Escudero-Hernandez et al., 2017). También se ha descubierto una
funcion de la IL-1 y el TNF-a en la mediacion del dafio de la mucosa, ya que se ha
demostrado que estas citoquinas aumentan la expresion de ciertas metaloproteinasas
(MMP-1 y MMP- 3) con la consiguiente degradacion de los componentes de la matriz
extracelular (Mauviel, 1993; Graham et al., 1996; Daum et al., 1999). La activacion y
sintesis de enzimas que degradan la matriz extracelular inmediatamente debajo del
epitelio estd asociada con la remodelacion tisular y podria contribuir a las anomalias
arquitectonicas, es decir, la atrofia vellosa y la hiperplasia de criptas en la EC

(Manavalan et al., 2010).

Existen estudios que han medido la elevacion de las citoquinas inflamatorias en
la EC, tanto a nivel local, en la mucosa del intestino delgado (Kontakou et al., 1994;
Przemioslo et al., 1994; Kerttula et al., 1995; Kontakou et al., 1995; Becket et al., 1996;
Chowers et al., 1997) como a nivel sistémico. Tales estudios han demostrado niveles
aumentados de IL-2, de sIL-2R, la forma soluble de su receptor de superficie, de 1L-18,
IFN-y y TNF-a en individuos con EC (Oenedo-Pita & Peteiro Cartelle, 1991; Blanco et
al., 1992; Cataldo & Marino, 2003). Lahat et al. (1999), también informaron una alta

expresion de IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 en pacientes con EC. También se ha demostrado
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in vitro que la gliadina estimula la produccion de IL-8 y TNF-a por monocitos de sangre

periférica de pacientes con EC (Cinova et al., 2007; Manavalan et al., 2010).

Las citoquinas estan implicadas tanto en la mejora como en la supresion de las
respuestas inmunitarias a través de su influencia en las células T y otros efectores
inmunitarios. IL-2, IL-12, INF-y y TNF-a activan los linfocitos Th1, mientras que 1L-4,
IL-5 e IL-10 conducen a la activacion de las células Th2 (Cherwinski et al., 1987). En la
EC, se ha observado que, tanto las citoquinas Th1 como Th2, estan elevadas (Karban et
al., 1997). La gliadina del gluten induce la produccion sostenida de citoquinas
proinflamatorias Th1 (Kontakou et al., 1995; Nilsen et al., 1996;Fornari et al., 1998; Lio
et al., 1998; Lahat et al., 1999; Sollid, 2000). La respuesta Th1 al gluten en la dieta en la
mucosa del intestino delgado es la causa mas probable de la infiltracion linfocitica y
monocitica de la lamina propia (Manavalan et al., 2010). Aunque se superponen en su
funcion, las citoquinas derivadas de Thl y Th2 median funciones diferentes. La
respuesta Thl es un aumento de la inmunidad mediada por células y respuestas
proinflamatorias, mientras que las citoquinas Th2 afectan predominantemente a la
respuesta inmune humoral y desempefian un papel en la regulacion a la baja de los

procesos inflamatorios (Manavalan et al., 2010).

Figura 19. Posibles interacciones entre la ldmina propia y el epitelio. Las células
presentadoras de antigeno producen IL12 e IL15, que promueven la diferenciacion Thl,
la supervivencia y la proliferacion de células T CD4 + especificas para el gluten. Estas
células T proporcionan ayuda a las células B, lo que resulta en la produccion de

anticuerpos IgA especificos para TG2 o gliadina desamidada. Tras el reconocimiento de
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los péptidos derivados de glutentina unidos a HLA-DQ2 y / o HLA-DQS8 en células
presentadoras de antigeno o B, las células T CD4 + producen IFN-y, IL-2 ¢ IL-21. Estas
citoquinas no solo actian localmente, sino que también pueden atravesar la membrana
basal y unirse a los receptores en las células epiteliales intestinales y en los LIE. El IFN-
v induce la produccion de MMP, que descomponen la matriz extracelular, mediante
fibroblastos locales de la lamina propia. En el epitelio, promueve la muerte de las
células epiteliales intestinales y posiblemente la produccion de IL-15 por parte de las
células epiteliales intestinales. La IL-2 actiia como un factor de crecimiento autocrino,
pero también puede alcanzar el epitelio y activar los LIE. La IL-21 tiene muchas
funciones. En el epitelio, induce la produccion de CCL20, un quimioatrayente de
células T, por las células epiteliales intestinales y aumenta la citotoxicidad de los LIE.
En la lamina propia, induce la producciéon de MMP por fibroblastos y ayuda al
crecimiento y diferenciacion de las células B. Finalmente, IL-7 e IL-15 producidos por
las células epiteliales intestinales promueven la activacion y supervivencia de los LIE.
Los LIE activados a su vez tienen la capacidad de matar a las células epiteliales
intestinales. Estos procesos contribuyen potencialmente a las multiples caracteristicas de
la patologia de la EC: mayor numero de LIE, atrofia vellosa y produccion de

anticuerpos especificos de la enfermedad. (Tomado de Van Bergen et al., 2015).
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2.3.3. ALTERACION DE LA RED DE CITOQUINAS Y MEDIADORES DE LA

INFLAMACION

La tolerancia a los antigenos de la dieta se relaciona con la activacion de células
T reguladoras y la produccion de citoquinas de efecto inmunosupresor (IL-10 o TGF-f3)

que previenen las respuestas inadecuadas de los linfocitos Th efectores (Mowat, 2003).
En la EC, los linfocitos T CD4+ de la lamina propia y los LIE CD8+ contribuyen a

desencadenar una respuesta Th1 dominada por el IFN-y, el factor de transcripcion T-bet
y otras citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-18, IL-21), junto a un descenso de IL-10
e TGF-B (Nilsen et al., 1995; Forsberg et al., 2002; Leon et al., 2006), y la produccion

de IL-15 por los enterocitos (Maiuri et al., 2003; Escudero-Hernandez et al., 2017). Este

145



perfil de tipo proinflamatorio, activa mecanismos efectores del dafio tisular, en los que
interviene el factor de crecimiento de queratinocitos (Salvati et al., 2001), y
metaloproteinasas de matriz (Bajaj-Elliot et al., 1998; Daum et al., 1999), implicados en
la degradacion de la matriz extracelular y la transformacion mucosa (Arranz & Garrote,

2009).

Al contrario de otras enfermedades inflamatorias cronicas del intestino, en la EC
no se describe un aumento de I1L-12, principal citoquina inductora de la respuesta Thl,
por lo que otras citoquinas deberian inducir la diferenciacion Thl, como el IFN-a,
producido por células dendriticas plasmacitoides (Monteleone et al., 2001; Di Sabatino
et al., 2007), o la IL-21 (Fina et al., 2008; Garrote et al., 2008), cuyo gen se localizé en
una region ligada a la susceptibilidad de la EC (Van Heel et al., 2007). Estas citoquinas
producidas por células de la inmunidad adaptativa (IFN-y, IL-21), o innata (IFN-a,
IL-15), podrian determinar el desarrollo de la inflamacién y la enteropatia en la EC
(Garrote et al., 2008), ademés de contribuir a la pérdida de tolerancia al gluten, debido
al bloqueo de la via de senalizacion del TGF-p, por la IL-15 (Benahmed et al., 2007), o
por inhibicién de la supresion de los linfocitos T efectores por linfocitos T reguladores a
través de la IL-21 (Arranz & Garrote, 2009; Meresse et al., 2009; Escudero-Hernandez

etal., 2017).

2.3.4. RELACION ENTRE EL ESTRES OXIDATIVO Y LA INFLAMACION

La condicion inflamatoria puede estar directamente relacionada, entre otros

factores, con el aumento de la produccion de citoquinas proinflamatorias como el factor
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de IFN-y y el TNF-a en pacientes con EC (Nilsen et al., 1995). Curiosamente, algunas
de las citoquinas pueden producir grandes cantidades de EROs (Ohba et al., 1993;
Kayanoki et al., 1994). Los niveles elevados de TNF-a en plasma son responsables de
un aumento de EO y de dafio al ADN por oxidacion de las células CD34+ (Peddie et al.,
1997) y, algunas evidencias experimentales, indican que el EO es uno de los principales
mecanismos que pueden estar implicados en la patogénesis de la EC (Diosdado et al.,

2005; Szaflarska-Poptawska et al., 2010).

La asociacion entre la inflamacion y el EO esta bien documentada (Halliwell &
Gutteridge, 1999; Wiseman & Halliwell, 1996; Szaflarska-Poptawska et al., 2010). La
respuesta inflamatoria puede conducir al reclutamiento de leucocitos activados, lo cual
puede, a su vez, dar lugar a un "estallido respiratorio", que es un aumento del consumo
de oxigeno que provoca la liberacion de grandes cantidades de EROs, tales como Oz~ y
H20:, con la posible produccion posterior de daiios en el ADN (Cooke et al., 2006;
Szaflarska-Poplawska et al., 2010). Las células inflamatorias activadas producen EROs
por la via de explosién respiratoria, asi como el metabolismo de leucotrienos y
prostaglandinas (Cadenas et al., 1989; Schulze-Osthoff et al., 1992; Al- Mashhadani et

al., 2009).

Se ha estimado que la inflamacion cronica puede estar implicada en el desarrollo
de alrededor de un tercio de todos los casos de cancer en todo el mundo (Ames et al.,
1993; Coussens y Werb, 2002). Aunque la EC se desencadena por el gluten de la dieta,
es un trastorno genético autoinmune multisistémico que parece estar relacionado con un

estado de EO e inflamacion cronica que a su vez puede estar asociado con un mayor
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riesgo de neoplasias malignas. Hay evidencias de que el dafio oxidativo del ADN puede
utilizarse como un marcador predictivo del desarrollo de cancer (Olinski et al., 2003;

Szaflarska-Poptawska et al., 2010).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL

El estudio se llevo a cabo de acuerdo con los principios de la Declaracion de
Helsinki y aprobados por el Comité de Etica del Hospital Universitario Materno Infantil
Virgen de las Nieves de Granada (HUVN) (Ref. 201202400000697). El consentimiento

informado por escrito se obtuvo de todos los padres.

Se realizé un estudio transversal descriptivo en 80 nifios con edad de 7 a 18
afos, que se dividieron, no aleatoriamente, en dos grupos:
a) Grupo celiaco: incluy6é a 40 nifios diagnosticados de EC, de ellos 18 eran nifias
(45%) y 22 nifos (55%).
b) Grupo control sano: incluy6 40 controles sanos de los que 19 eran nifias (48%) y 21

nifios (52%), que habian acudido al HUVN por problemas menores.

Los niflos con EC habian sido diagnosticados de acuerdo con la Sociedad
Europea de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia y Nutricion (ESPGHAN, 2012),
con los siguientes criterios: 1) presencia de sintomas clinicos, 2) presencia de
autoanticuerpos, 3) dependencia del gluten del titulo de autoanticuerpos, 4) observacién
de la mejoria de los sintomas y la reduccion en el titulo de anticuerpos anti-TG2 en una
DSG, y 5) en nifios, crecimiento de recuperacion cuando corresponda. Estos nifios

llevaban siguiendo una DSG estricta durante al menos dos afios (y, por tanto, durante el
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estudio) como lo demuestra la ausencia de anticuerpos IgA en suero ¢ IgG anti-TG2 en

al menos el ultimo afio.

El grupo control de niflos sanos, presentaron serologia negativa para EC y no
tenian antecedentes de ninguna enfermedad crénica. Estos nifios asistieron a este
servicio debido a sintomas menores relacionados con gastroenteritis o diarrea y, al
verificar que su evolucion se debid a sintomas gastrointestinales transitorios
(relacionados con el rotavirus), se incluyeron en el grupo de control. Una vez que se
super? la infeccion, se evaluo la ausencia de anticuerpos séricos IgA e IgG anti-TG2.
Los criterios de inclusion para el grupo de control fueron: edad entre 7 y 18 afios,
ausencia de anticuerpos séricos IgA e IgG anti-TG2, peso normal para la edad, ausencia

de trastornos gastrointestinales en el afio anterior y apetito normal.

Los criterios de exclusion para ambos grupos fueron: enfermedades hepaticas o
renales, inflamacion aguda y crénica, enfermedad inflamatoria intestinal, diabetes, asma
crénica, consumo de suplementos dietéticos que contuviesen sustancias con actividad
antioxidante. También excluimos a los pacientes obesos (segun los criterios del Grupo
de trabajo internacional) (Cole et al., 2000), y aquellos que no firmaron el

consentimiento informado.

Tras la aceptacion por parte de los padres o tutores a participar en el estudio, los
nifios fueron citados dos veces; la primera en el servicio de Gastroenterologia Pediatrica
del HUVN en ayunas para obtencion de muestra de sangre y orina y estudio clinico. La

segunda vez se les cit6 en el Instituto Mixto Universitario de Deporte y Salud (IMUDS)
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de la Universidad de Granada, para estudio antropométrico, realizacion de las encuestas

y obtencion de una muestra de sangre periférica.

3.2. OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Para las determinaciones de los parametros oxidativos e inflamatorios, se
tomaron 5 mL de sangre venosa de los pacientes, a primera hora de la mafiana, en
ayunas, en el Servicio de Extracciones del HUVN. La sangre fue recogida en tubos con
EDTA como anticoagulante. Seguidamente se prosiguio a la obtencion del plasma de las
mismas, para lo que se centrifugd la sangre a 2500 x g a 4°C durante 10 minutos
(Eppendorf 5804R, Hamburgo, Alemania), y se tomo el sobrenadante. El plasma se
congeld en tubos eppendorf a -80°C hasta futuras mediciones adicionales una vez

recolectadas las muestras de todos los pacientes.

Las muestras de orina también fueron tomadas de primera hora de la mafiana, en

ayunas, en el Servicio de Extracciones del HUVN y congeladas y almacenadas a -80°C

hasta su posterior uso.

3.3. TECNICAS ANALITICAS

3.3.1. SOD1 Y SOD2 SOLUBLES

Las proteinas enzimaticas SOD1 y SOD 2 contrarrestan la generacion de

especies reactivas de oxigeno (EROs), metabolizan los radicales superdxido a oxigeno
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molecular y peroxido de hidrogeno o eliminan los radicales de oxigeno producidos por
las amplias reacciones de oxidacion-reduccion y transporte de electrones que se

producen en las mitocondrias (Nojima et al., 2015).

La SODI1 citoplasmica soluble es una enzima que contiene cobre y zinc mientras
que la SOD2 es una enzima de la matriz mitocondrial que elimina los radicales de
oxigeno producidos por las extensas reacciones de oxido-reduccién y transporte de
electrones que ocurren en las mitocondrias. Estas proteinas SOD pertenecen a la familia
de las metaloenzimas y se distribuyen ampliamente en procariotas y eucariotas,
clasificandose como SOD de cobre / zinc (SOD Cu / Zn; SOD1) y SOD de manganeso

(MOD SOD; SOD2) (Miller, 2012; Nojima et al., 2015).

Las isoformas solubles de SOD1 y SOD2 se determinaron en plasma utilizando
el panel HND3MAG-39K Milliplex MAP Human Neurological Disorders Magnetic
Bead Panel 3 (Millipore Corporation, Missouri, EE.UU.), basada en inmunoensayos en
la superficie de perlas codificadas con fluorescencia (microesferas) siguiendo las
especificaciones del fabricante. La tecnologia MILLIPLEX® MAP presenta ventajas de
rendimiento evaluadas durante el proceso de validaciéon que incluyen: reactividad
cruzada, linealidad de dilucion, estabilidad del kit y comportamiento de la muestra
(detectabilidad, reproducibilidad y estabilidad). Durante la ejecucion de la técnica se

emplean numerosos controles de calidad que aseguran la viabilidad de los resultados:

- Controles de calidad proporcionados para calificar el rendimiento del ensayo.
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- Comparacion de lotes estandar (calibrador) y control de calidad con un lote de
referencia para asegurar la consistencia lote a lote.

- Matriz sérica optimizada para imitar el ambiente nativo del analito.

Las curvas de calibracion fueron las siguientes (Figura 20):

SOD 1 SOD 2

$00 1. Logntc % Wesgted 00 7. Lognac % Wesgroed

Figura 20. Curvas de calibraciéon de SOD1 y SOD 2.

Esta tecnologia estd construida sobre tecnologias existentes y probadas, la
citometria de flujo, uso de microesferas, tecnologia laser, procesamiento de las sefales
digitales y la quimica tradicional del inmunoensayo. El sistema Luminex es la
combinacion de tres tecnologias xXMAP basicas. La primera es la de microesferas
xMAP, una familia de 100 microesferas de poliestireno de 5.6 micrometros, coloreadas
mediante fluorescencia, que actian como identificador, y superficie sdlida para
desarrollar el ensayo. La segunda, es un instrumento basado en citometria de flujo, que

integra componentes como laseres, Optica, fluidos avanzados y procesadores de seial
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digital de alta velocidad. El tercer componente es el software, disefiado para la
adquisicion de datos, con un sélido analisis de regresion de datos. Esta tecnologia
presenta ciertas ventajas como reduccion de coste y trabajo, reduccion de tiempo y
resultados mas reproducibles. La mezcla de reaccion se incuba con el conjugado de
estreptavidina-ficoeritrina, para completar la reaccion en la superficie de cada
microesfera. Una vez incubados los paneles, la placa se leyd en el analizador LABScan
100 (Luminex Corporation, Texas, EE. UU.), utilizando el software XPONENT para la
adquisicion de datos. Los valores promedio para cada conjunto de muestras o estandares
duplicados estaban dentro del 15% de la media. Los valores se expresaron en pg/mL. El
intervalo de la curva estandar fue de 0.04 - 30 ng/mL para SOD 1y de 0,03 - 25 ng/mL
para SOD 2. Las concentraciones de enzimas solubles en muestras de plasma se
determinaron comparando la media de muestras duplicadas con la curva estandar para

cada ensayo.

3.3.2. 15- F2t-isoprostanos

Los isoprostanos son compuestos de tipo prostaglandina formados in vivo a
partir de la peroxidacion catalizada por RL de AG esenciales. Estos compuestos poseen
una potente actividad biolégica como mediadores inflamatorios y son marcadores

precisos del estrés oxidativo en humanos.

Los isoprostanos en orina se midieron utilizando el kit comercial “Enzyme
Immunoassay for Urinary Isoprostane (Oxford Biomedical Research, Oxford, England),

que es un ensayo ELISA, (“enzyme-linked immunoassay”, en espafiol, “ensayo por
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inmunoabsorcion ligado a enzimas™) para determinar los niveles de 15-IsoP F2t (el
isoprostano mejor caracterizado) en muestras de orina. La técnica ELISA es una técnica
de inmunoensayo en la cual un antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo
enlazado a una enzima capaz de generar un producto detectable, como en este caso, un

cambio de color.

Las muestras de orina se mezclaron con un tampoén de dilucion mejorado que
esencialmente elimina las interferencias debidas a las uniones no especificas. El 15-F2t-
isoprostano en las muestras o estandares compite con el 15-F2t-isoprostano conjugado a
la peroxidasa HRP para unirse a un anticuerpo policlonal especifico para el 15-F2t-
isoprostano recubierto en la microplaca. La actividad de HRP produce un desarrollo de
color cuando se agrega el sustrato, con la intensidad del color proporcional a la cantidad
de 15-F2t-Isoprostano-HRP unida, e inversamente proporcional a la cantidad de 15-F2t-

Isoprostano no conjugado en las muestras o estandares.
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La curva de cuatro parametros de nuestra curva estandar fue la siguiente (Figura

21):

Figura 21. Curva estandar de isoprostanos

La placa se leyo espectrofotométricamente (Bio-tek, Vermont, EE. UU.) a 450
nm, y los valores se expresaron en pg/mL. El intervalo de la curva estandar fue de 0,05

a 100 ng/mL .

Todas las mediciones fueron hechas por duplicado y el promedio fue el resultado

final. Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron menores del 10%.

3.3.3. ESTADO ANTIOXIDANTE TOTAL (TAS)

Para determinar la capacidad antioxidante total de las muestras (niveles

plasmaticos de TAS), se utilizaron muestras de plasma de cada paciente previamente

obtenidas y almacenadas a -80°C. Las muestras de plasma recién descongeladas se

156



analizaron usando el TAS Randox kit (Randox laboratories, Ltd, Crumlin, Reino

Unido).

Esta técnica estd basada en el principio de la formacion del radical cation
2,2'azino-di- (3- etilbenzotiazohin sulfonato) (ABTS+), a raiz de la incubacion del
ABTS con una peroxidasa (metamioglobina) y H2O.. Este radical presenta un color
verde-azulado relativamente estable, que se mide a 600 nm. La presencia de
antioxidantes en la muestra agregada causa la supresion de la formacion del radical, y
por tanto, de esta coloracion, siendo, por tanto la intensidad del color proporcional a su
concentracion, es decir, proporcional a la actividad antioxidante. Este método utiliza el

Trolox (derivado sintético de la vitamina E) como patron.

Los resultados se expresaron en mM de equivalentes de Trolox. El rango de
referencia para plasma sanguineo humano lo proporciona el fabricante como 1.30-1.77
mmol/L. La linealidad de calibracion se extiende a 2.5 mmol/L de Trolox. Las

mediciones por duplicado se utilizaron para determinar la variabilidad intraensayo.

3.3.4. MELATONINA'Y CORTISOL

El cortisol y la melatonina se determinaron en plasma utilizando el Panel
HNCSMAG-35K Milliplex MAP Human Circadian/Stress Magnetic Bead Panel
(Millipore Corporation, Missouri, EE.UU.), siguiendo las especificaciones del
fabricante. La placa se leyo en el analizador LABScan 100 (Luminex Corporation,

Texas, EE. UU.) con el software XPONENT para la adquisicion de datos.
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El intervalo de la curva estandar para el cortisol fue de 686-500000 pg/mL; y
para la melatonina de 3.4- 2500 pg/mL. Las concentraciones de analitos en muestras de
plasma se determinaron comparando la media de las muestras duplicadas con la curva

estandar para cada ensayo (Figura 22). Los valores de ambas se expresaron en pg/mL.

Vtatorn - Lograse % Weted Cotson - Logmw: 5 Weess

Melatonina Cortisol

Figura 22. Curvas estandar de melatonina y cortisol

3.3.5. 8-hidroxi-2 -desoxiguanosina (8-OHdG)

La 8-OHdG es un nucleodsido oxidado del ADN, escindido durante la reparacion
del dafio oxidativo a los sitios de desoxiguanosina en el ADN y que se ha utilizado

ampliamente como biomarcador del dafio oxidativo del ADN.

La 8-OHdAG en plasma se midi6 utilizando un kit comercial (§OHdG Check,

Japan Institute for the Control of Aging, Shizuoka, Japon). E1 8OHdG Check es un
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ensayo ELISA (“enzyme-linked immunoassay”, en espafiol, “ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas”) competitivo para la deteccion cuantitativa del
aducto de ADN oxidativo 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (80OHdG). Para separar las
sustancias interferentes, se realizoé una filtracion del suero con un ultrafiltro (corte de

peso molecular 10000).

La técnica ELISA es una técnica de inmunoensayo en la cual un antigeno
inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar

un producto detectable, como en este caso, un cambio de color.

El anticuerpo monoclonal 8OHdG y la muestra se agregan a la placa de
microtitulacion cubierta previamente con 8OHdG. El anticuerpo monoclonal SOHdG
reacciona competitivamente con la 8OHdG unida a la placa y la 8SOHdG de las
muestras. Por lo tanto, concentraciones mas altas de 8OHdG en la solucidén de las
muestras, conducen a una union reducida del anticuerpo a la 8OHdG de la placa. Los
anticuerpos que se unen a la SOHdG de la muestra se eliminan de los anticuerpos que se
han unido a la 80OHdG unida a la placa. Un anticuerpo secundario marcado con
enzimas, que se agrega a la placa, se une al anticuerpo monoclonal que estaba unido a la
8OHAdG de la placa. El anticuerpo secundario marcado con enzimas que no se ha unido,

se elimina mediante una etapa de lavado.
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Figura 23. Representacion esquematica de la reaccion competitiva de el
anticuerpo monoclonal 8OHdG con la 80OHdG unida a la placa y la 8OHdG de las

muestras.

-

...

La adicion de un sustrato cromatico, da como resultado el desarrollo de color en

05 (39220

proporcion a la cantidad de anticuerpo unido a la placa. Una vez terminada la reaccion

colorimétrica, se mide la absorbancia.

Los resultados se leyeron a 450 nm en un lector de microplacas (Bio-tek,

Vermont, EE. UU.). Los valores se expresaron en pg/mL. El intervalo de la curva

estandar fue de 0,125 a 10 ng/mL (Figura 24).

Todas las mediciones fueron hechas por duplicado y el promedio fue el resultado

final.
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<Plate Layout Settings>

Figura 24. Curva estandar de 8-OHdG

3.3.6. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DEL MATERIAL GENETICO
MEDIANTE ELECTROFORESIS EN GEL DE CELULAS AISLADAS (ENSAYO

COMET ALCALINO)

La técnica usada en nuestro estudio es el Ensayo Comet Alcalino (Alkaline
single-cell gel electrophoresis). De forma general, el ensayo Comet Alcalino cursa con
varias fases comenzando con el aislamiento de las células, incorporacion de éstas en
agarosa, lisis con detergente y un alto contenido en sales, tratamiento alcalino para
desenmaraiar las hebras de ADN, electroforesis, neutralizacion, tincion y cuantificacion

(Diaz-Castro et al., 2008).
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- Aislamiento de linfocitos de sangre periférica

Se utilizan portas de cristal donde se depositan 85 pL de agarosa HMP (High
Melting Point) al 1% en PBS que es desecada previamente en la estufa a 40° C. De esta
manera se consigue que las sucesivas capas de agarosa queden fijadas al portaobjetos.
Una vez desecada, se depositan 85 pl de agarosa HMP al 1% en PBS a 37°C y pH= 7.4.
Se coloca un cubreobjetos y se deja el porta en la nevera (5 minutos) para que

solidifique. Se retiran los cubres después de la solidificacion.

Para el aislamiento de los linfocitos se toman 50 pL de sangre de un pinchazo en
el dedo y se introducen en un eppendorf con EDTA como anticoagulante y completando
hasta un volumen final de 1 mL con medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma Diagnostics,
St. Louis, MO, EE.UU) suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal (Gibco,

Scotland, Reino Unido).

Posteriormente se depositan suavemente en el fondo del eppendorf 100ul de
Histopaque-1077-1 y se centrifuga a 200 g durante 3 minutos (4° C y oscuridad). A
continuacion se procede al lavado de las células (retirada del Histopaque que es toxico
para los linfocitos), para ello se recogen los 100 pl de la interfase rosa (corresponde a
linfocitos) y se llevan a un tubo eppendorf con 900 ul de PBS (370C y pH=7.4),

volviendo a centrifugar a 200 g durante 3 minutos (4° C y en oscuridad).
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- Inclusion de linfocitos en agarosa

Cuando se procede a la inclusion de linfocitos en agarosa se ha de recoger la
mayor cantidad de células que se encuentran en una de las paredes del tubo. Para ello se
pipetean 85 pul de agarosa LMP (Low Meeting Point) al 1% precalentada a 37° C, y se
mezclan con las células; esta mezcla se ha de depositar en la capa de agarosa HMP que

se elabord en el primer paso.

- Lisis de las membranas celulares con detergente

Para conseguir la ruptura de las membranas celular y nuclear, se colocan los

portas en solucion de lisis [2.5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM NayEDTA, NaOH to

pH=10 y 1% (v/v) Triton X-100 (Sigma Diagnostics, St. Louis, MI, EE.UU)] durante al
menos 1 hora, con lo cual se consigue que se desestructuren las membranas plasmaticas
y se eliminan las proteinas celulares, asi queda al descubierto el nucleoide con el

material genético, donde finalmente se evalua el dafo.

- Tratamiento alcalino

Posteriormente, los portas se colocan de forma ordenada (asegurando el contacto
entre ellos, para que la migracion de los fragmentos de ADN sea correcta) en una cubeta

de electroforesis que contiene tampon alcalino (0.3 M NaOH y 1 mM NayEDTA)
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durante 40 minutos a 4° C, con el fin de que se produzca la desnaturalizacion o

separacion de las cadenas de ADN.

- Electroforesis en gel de las células aisladas

Transcurridos los 40 minutos de tratamiento alcalino, se inicia el proceso de
electroforesis durante 30 minutos a un voltaje constante de 25 V y 300 mA, donde el
ADN migra hacia el 4nodo, en cantidad y velocidad dependiente del nimero de lesiones

existentes en la doble hélice.

- Neutralizacion

Una vez terminada la electroforesis, se necesita neutralizar el alcali de los geles lavando
los portaobjetos con una tampén adecuado (0.4M Tris base a pH 7.5). Se someten a tres
lavados consecutivos de 5 minutos cada uno manteniendo la temperatura de 4° C y

oscuridad.

- Tincién y cuantificacion del ensayo mediante microscopia y software

Finalizado el proceso de neutralizacion, se realiza la tincion de las muestras
colocando una alicuota de 20 puL de 4,6—diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro (DAPI)

en cada gel a una concentracion de 5 ug/mL.
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Los nucleoides teniidos con DAPI se examinan bajo un microscopio-UV Leica
DMLS (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) con filtro de excitacién de 435nm, y
amplificador de 400. El andlisis se realizdo con una camara Hitachi (Satandard Video
with Meteor II) empleando el software para imagenes Kinetic Imaging Komet 5.5
(Kinetic Imaging Ltd, Liverpool, UK). Se contabilizaron un total de 100 comets por
cada gel (seleccionados al azar en diversos campos). Los parametros usados para la
cuantificacion del dafio en el ADN han sido: el porcentaje de fluorescencia en la cola
del comet (representando la fraccion de ADN en la misma), porcentaje de ADN en la
cabeza (representando la fraccion del material genético en la misma) y el Olive Tail
Moment (definido como el producto de la longitud de la cola del comet y la fraccion de
ADN en la misma, OTM = [Media de la cola- Media de la cabeza] x % ADN en cola/
100). E1 OTM es un buen indice para cuantificar el dafio en el ADN, porque evaliia no
solo que cantidad de ADN ha migrado desde la region de la cabeza, sino que ademas

indica la distancia que ha recorrido ese fragmento de ADN.

Figura 25. Representacion de los indices empleados para la determinacion del

OTM (Hijano, 2010).
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Figura 26. Esquema simplificado de las diferentes fases del Ensayo Comet

Alcalino (Hijano, 2010).
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3.3.7. PARAMETROS INFLAMATORIOS

Se determinaron en muestras de plasma de los pacientes Factor de crecimiento

epidérmico (EGF), Eotaxina, Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF),

166



Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), Interferon
(IFN)-02, IFN-y, Interleuquina (IL)-10, IL-12P40, IL-12P70, IL-13, IL-15, IL-17A,
IL-1RA, IL-10, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL- 6, IL-7, IL-8, Proteina inducible por
interferon (IP)-10, Proteina quimioatrayente de monocitos (MCP)-1, Proteina
inflamatoria de macrofagos (MIP)-1a, MIP-1pB, Factor de necrosis tumoral (TNF)-a El
TNF-B y el Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) utilizando el panel de
perlas magnéticas de citoquinas/quimiocinas HCYTMAG-60K-PX29 Milliplex MAP
Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (Millipore Corporation, Missouri,

EE.UU.), siguiendo las especificaciones del fabricante.

Este panel permite centrarse en el potencial terapéutico de las citoquinas, asi
como en la modulacion de la expresion de las mismas, y la cuantificacion simultanea de

las quimicocinas.

La placa se leyo6 en el analizador LABScan 100 (Luminex Corporation, Texas,
EE. UU.) con el software xXPONENT para la adquisicion de datos. Los valores se
expresaron en pg/ml. El intervalo de la curva estandar fue de 3.2 a10.000 pg/mL. Las
concentraciones de citoquinas en muestras de plasma se determinaron comparando la

media de las muestras duplicadas con la curva estandar para cada ensayo (Figura 27).
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Figura 27. Curva estdndar de cada uno de los parametros inflamatorios

determinados.
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3.3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresaron como medias + error estandar de la media (EEM). Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa informatico “Statistical
Package for Social Sciences” (version 24.0, 2016, SPSS Inc., Chicago, EE.UU.). Para
evaluar las diferencias entre los nifios con EC y los controles se utilizaron los analisis
estadisticos apropiados, como la prueba ¢ de Student no pareada para variables con
distribucion normal y homogeneidad de varianza y la prueba U de Mann-Whitney para
variables con distribucion no normal. Las diferencias son consideradas significativas

para todos los tratamientos estadisticos a un nivel de P < 0.05.
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Resultados y Discusion






4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

Las caracteristicas antropométricas de los sujetos participantes en el estudio se
resumen en la Tabla 5. No hay diferencias estadisticamente significativas en la edad, el
sexo, el peso y la altura entre los pacientes de los grupos control y celiacos de manera
que ambos grupos experimentales se pueden considerar homogéneos desde el punto de

vista antropométrico.

Tabla 5. Caracteristicas antropométricas de los sujetos controles y celiacos.

11,42 3,55 10,06 + 3,12
52 55
48 45
41,86 £ 13,77 34,75 + 10,53
147,25 + 19,16 138,88 + 15,58

Con respecto a los antioxidantes plasmaticos determinados (SOD1, SOD2,
melatonina y TAS) y los biomarcadores relacionados con el dafio oxidativo a las

prostaglandinas (15-F2t-isoprostanos), no se han observado diferencias significativas
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entre los grupos control y con EC ni tampoco se muestran diferencias estadisticamente

significativas en los niveles de cortisol. La Tabla 6 muestra estos resultados.

Tabla 6. Marcadores oxidativos y antioxidantes en sujetos controles y celiacos.

52,52 + 1,62 52,77 £ 1,37
61,03 + 5,04 57,25 + 3,05
8,99 + 0,25 9,03 £ 0,26
1,69 £ 0,06 1,57 £ 0,05
639,88 + 110,44 477,02 £97,71

49,55 £ 6,14 53,33 £ 40,25

No se encontraron diferencias en el dafio al ADN (medido a través de la
cuantificacion de los sitios de desoxiguanosina (8-OHdG) (Tabla 7) ni tampoco en la

estabilidad del ADN en linfocitos de sangre periférica (Tabla 8 y Figura 28).
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Tabla 7. Dafio al ADN medido a través de la 8-hidroxiguanosina en sujetos

controles y celiacos.

Tabla 8. Estabilidad del ADN en linfocitos de sangre periférica medida a través del

ensayo comet alcalino en sujetos controles y celiacos.

81,39+ 1,23 81,62 + 1,26
18,61 + 1,23 18,38 £ 1,26
0,383 +£ 0,045 0,353 £ 0,034
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Figura 28. Imagen representativa de comet de paciente celiaco (A y B) y

paciente control en C y D.

(AyB)

(CyD)

Las sefializacion pro- y antiinflamatoria evaluadas a través de las citoquinas se

muestran en la Tabla 9. IL-1 a, TNF-a, TNF-, IFN-y, IL-12, IL-18 y G-CSF, GM-CSF
e IP-10 son mediadores celulares bien caracterizadas como citoquinas proinflamatorias,
mientras que IL4, IL-10, IL-13 e IFN-a 2 son reconocidas como citoquinas
antiinflamatorias, aunque esta clasificacion es algo difusa, ya que una citoquina puede
comportarse como pro y como antiinflamatoria. De hecho, el nivel de citoquinas, la
naturaleza de la sefial de activacion y el tiempo de liberacion plasmatica son parametros
que influyen notablemente en las propiedades de las citoquinas. No se encontraron

diferencias en la mayoria de los biomarcadores estudiados; sin embargo, la eotaxina (P

<0.01), IFN-y (P <0.001), IL-1a (P <0.001), IP-10 (P <0.01), TNF-B (P <0.01) y VEGF
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(P <0.05) ) fueron mayores en el grupo celiaco en comparacion con el grupo control

(Figura 29).

Tabla 9. Sefializacion inflamatoria en sujetos controles y celiacos.

18,67 + 1,52
79,83 + 3,91
50,35 + 5,98
12,95 + 1,54
134,19 + 9,77
34,18 + 2,38
12,02 + 1,43
38,34 + 4,45
8,77 + 0,94

45,19 + 15,65
5,71 % 0,63
9,75 + 3,45
47,86 + 4,08
31,05 + 2,76
4,82 + 0,46
3,29+ 0,37
9,66 + 0,95
25,49 +3,72
3,17 0,52
15,20 + 4,64
21,00 + 1,66
7,65+ 1,22

505,17 + 21,19
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20,77 + 1,82
96,63 + 4,66 **
57,47 +5,98
1522 + 1,94
130,94 + 7,98
51,01 + 3,51 %%+
14,90 + 1,72
38,91 +3,83
9,67 +0,82
50,49 + 12,05
6,17+0,78
9,49 + 1,55
51,71 +£ 3,69
42,03 + 2 35%**
4,95+ 0,50
3,67+0,38
9,10 + 0,84
23,76 4,32
3,98 + 0,60
17,05 + 3,67
19,90 + 1,38
8,06 + 0,90
599,33 + 20,99%*



312,57 £ 17,02 357,03 £23,18

6,40 + 0,62 7,53+ 0,95
28,58 + 1,59 31,94 + 1,51
23,79 £ 1,10 26,27+ 1,71
18,29 + 2,94 28,42 +2,78%*

81,32 + 6,70 98,95 + 8,37*

Figura 29. Biomarcadores inflamatorios con diferencias significativas entre el

grupo control y el grupo celiaco.

Eotaxina (pg/mL) IFN-y (pg/mL)
110 60
82,5 45
55 30
27,5 15
0 t 0
Grupo control  Grupo celiaco Grupo control  Grupo celiaco
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IL-1a (pg/mL) IP-10 (pg/mL)

46 700
34,5 525
23 350
11,5 175
0 - ' 0 T 1
Grupo control  Grupo celiaco Grupo control  Grupo celiaco
TNF-B (pg/mL) VEGF (pg/mL)
32 110
24 82,5
16 55
8 - 27,5
0 - 1 1 0 1
Grupo control  Grupo celiaco Grupo control Grupo celiaco

4.2. DISCUSION

El EO es una situacion de desequilibrio entre la produccion de EROs y la
defensa antioxidante del organismo, que tiene como consecuencia induccion de una
serie de dafios a las moléculas biologicas al deteriorar su organizacion estructural (Katar
et al., 2014). Hay estudios han demostrado que el EO es uno de los principales

mecanismos implicados en la patogenia de muchas enfermedades, incluidas algunas
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patologias gastrointestinales, entre las que se encuentra la EC (Dugas et al., 2003;
Piatek-Guziewicz et al., 2017). El gluten es considerado un factor ambiental necesario
en el desarrollo de la EC. Particularmente, algunos péptidos de la gliadina captados por
las células epiteliales mediante endocitosis son capaces de llegar hasta las vesiculas
paranucleares de estas células (endosomas tardios y lisosomas); sin embargo, en vez de
ser degradados en los lisosomas, el péptido p31-43, se acumula alli, provocando un
microambiente prooxidativo y que conduce a la activacion de las vias de transduccion
con un aumento de los niveles de RL (Arranz y Garrote, 2009; Luciani et al., 2009;
Luciani et al., 2010). Por lo tanto, parece que las EROs tienen un papel clave en la

patogénesis de la EC.

El deterioro del equilibrio redox induce dafios severos los principales
constituyentes celulares incluyendo en proteinas, lipidos y ADN. Uno de los efectos
mas importantes de los EROs es el dafio a los AG de la membrana celular. Las células
estan rodeadas por una membrana que las separa del medio extracelular, cuya estructura
basica es una bicapa lipidica rica en PUFAs, que son vulnerables al ataque de RL, lo que
da lugar a la PL (Stojiljkovic et al., 2007). La PL es la destruccion de los PUFAs en una
reaccion autocatalitica incontrolada donde se forman hidroperoxidos y otros productos
secundarios altamente reactivos. La peroxidacion de los AG modifica la estructura
molecular de los lipidos que los contienen y provoca un cambio conformacional muy
importante en los lipidos integrantes de todas las membranas y, sobre todo, en la
membrana mitocondrial, ya que el mal funcionamiento de la fosforilacion oxidativa se

asocia a la destruccion de la membrana por alteraciones en la fluidez y la pérdida de AG
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(Lenaz, 1998). La exposicion al gluten produce un desequilibrio oxidativo intracelular,

caracterizado por el aumento de los niveles de productos de la PL (Katar et al., 2014).

Otro de los efectos de los RL es la reaccion de algunos oxidantes potentes con
los componentes de la molécula de ADN. El dafio al ADN puede conducir a la
detencion del ciclo celular, mutaciones puntuales o la muerte de la célula. La mayoria
de las mutaciones no causan la muerte celular pero cuando se acumulan en numero
suficiente, pueden conducir a la desregulacion de patrones de transcripcion, baja
actividad metabolica y en ultima instancia, generar un fenotipo envejecido y poco

funcional (Diaz-Castro et al., 2008).

La desintoxicacion de las EROs es una condicion sin la cual no existiria vida
aerdbica, por lo tanto, los individuos han ido desarrollando un complejo sistema de
defensa antioxidante para prevenir la formacion de EROs y el deterioro debido a su
efecto. La capacidad antioxidante celular consiste en mecanismos a través de los cuales
se anula la reactividad y, por tanto, se inhibe la generacion de RL. Estos mecanismos
comprenden moléculas tanto enddgenas como exodgenas. Los antioxidantes exogenos
mas importantes son la vitamina C, la vitamina E, la vitamina A, el beta-caroteno, los
flavonoides y los licopenos. Los antioxidantes enddgenos se dividen en dos grupos,
enzimaticos y no enzimaticos; los antioxidantes enddgenos enzimaticos mas destacados
son la SOD, la CAT, la GPx, y los no enzimaticos, el GSH y la Coenzima Q. Sin
embargo, se ha comprobado que los pacientes con EC presentan una reduccion severa
de la capacidad antioxidante (incluidas las vitaminas antioxidantes) (Diosdado et al.,

2005).
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Teniendo en cuenta la estrecha relacion entre sefializacion inflamatoria y dafio
oxidativo, en el presente estudio, se ha evaluado la sefializacion pro- y antiinflamatoria

y dos tipos de parametros en relacion al EO:

- Marcadores del estado antioxidante, que dan una vision general de cémo el
organismo se enfrenta al EO al que esta sometido; que son la SODI1, la SOD2, el TAS
y la melatonina.

- Marcadores de EO, que miden el dafio de los RL a biomoléculas; que son el cortisol,

los isoprostanos, la 8-OHdG y el ensayo comet alcalino.

Marcadores del estado antioxidante

En primer lugar se evaluaron la SOD1 y la SOD2. La enzima SOD es
considerada como la primera linea de defensa antioxidante intracelular, seguida de otras
enzimas como la CAT y la GPx. La SOD esta presente en la mayoria de los organismos
aerdbicos. La SOD1 y la SOD2 contrarrestan la generaciéon de EROs, metabolizan los
radicales superoxido a oxigeno molecular y peréxido de hidrogeno y eliminan los
radicales de oxigeno producidos por las amplias reacciones de oxidacion-reduccion y
transporte de electrones que se producen en las mitocondrias (Piatek-Guziewicz et al.,

2017).

La SODI1 citoplasmica soluble es una enzima que contiene cobre y zinc mientras

que la SOD2 es una enzima de la matriz mitocondrial que elimina los RL del oxigeno
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producidos por las extensas reacciones de oxido-reduccidon y transporte electronico
mitocondrial (Miller, 2012; Nojima et al., 2015). En este estudio no se encontraron
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo con EC en los niveles de
SOD1 y SOD2. Nuestro grupo de individuos con EC, como se ha descrito
anteriormente, llevaban siguiendo una DSG durante al menos dos afios antes del
estudio, de forma que se puede pensar que la DSG tiene un importante papel protector
con respecto al EO y hace que los pacientes se recuperen alcanzando unos niveles muy
similares al grupo control. Resultados de varias investigaciones disponibles en la
literatura cientifica avalan que el gluten induce un desequilibrio en la mucosa intestinal
de las personas con EC probablemente debido a la sobreproduccion de RL (Dugas et al.,
1995; Odetti et al., 1998; Boda et al., 1999; Dugas et al., 2003; Diosdado et al., 2005;
Stojiljkovic et al., 2007; Szaflarska-Poptawska et al., 2010; Stojiljkovi¢ et al., 2012a).
Algunos péptidos de la gliadina penetran en las células y se acumulan en los lisosomas,
lo que conduce a la activacion de vias de transduccion de sefiales y al aumento de los
niveles de RL (Maiuri et al., 1996; Schumann et al., 2008; Heyman & Menard, 2009;
Zimmer et al., 2010; Ferretti et al, 2012). En nuestro estudio, con la DSG se evita este
proceso de formacién de RL, lo que da lugar a que los pacientes con EC se recuperen y
no haya diferencias estadisticamente significativas en el EO en ambos grupos de

estudio.

En un estudio realizado recientemente por Piatek-Guziewicz et al., (2017),
donde se midi6 la actividad de la SOD en varios grupos de pacientes, se encontraron
diferencias significativas entre pacientes celiacos recién diagnosticados y pacientes que

llevaban siguiendo durante afios la DSG, debido a que los pacientes recién
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diagnosticados si estan expuestos a un EO que desaparece al tiempo de estar bajo el
tratamiento de la DSG, como ocurre en el presente estudio; en cambio, en dicho estudio
también encontraron diferencias significativas en el nivel de actividad de la SOD entre
controles sanos y pacientes que llevaban siguiendo una DSG durante afios, al igual que
en otro estudio realizado por Kumar et al., (2017), lo que no estaria de acuerdo con
nuestros resultados, probablemente debido a factores psicoldgicos como el estrés por la

adherencia a la DSG.

Se determind también el TAS, para evaluar la caracterizacion general de la
capacidad antioxidante del organismo. En nuestro estudio tampoco se encontraron
diferencias significativas en la capacidad antioxidante total entre el grupo de controles
sanos y el grupo con EC, hecho que confirma los resultados obtenidos sobre la SOD1 y
la SOD2, y con lo que se decidi6 no medir por separado el resto de enzimas

antioxidantes.

Otro marcador del estado antioxidante que se midi6 fue la melatonina. La
melatonina es una hormona que, ademas de regular los ritmos circadianos, tiene un alto
potencial antioxidante en el organismo y es un potente eliminador de RL (Caffarelli et
al., 2014). En nuestro estudio no hemos obtenido diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a los niveles de melatonina entre el grupo control y el grupo con
EC, lo que podria explicar la ausencia de diferencias en el estado antioxidante entre
ambos grupos. No hemos encontrado estudios que midan la melatonina como marcador
del estado antioxidante en pacientes celiacos, sin embargo, un estudio realizado por

Konturek et al., (2011), revel6 que la melatonina es un importante mediador del eje
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intestino-cerebro y que muestra importantes efectos protectores contra las lesiones
inducidas por el estrés en el tracto intestinal. Este efecto tiene elevada importancia dado

el estrés emocional que causa la adherencia a la DSG.

Marcadores de estrés oxidativo

También se determin el cortisol, que es una hormona que se libera en respuesta
al estrés fisico o emocional. El cortisol es una hormona esteroidea o glucocorticoide
producida en la corteza suprarrenal, que estimula la gluconeogénesis y tiene importantes
efectos deletéreos en el organismo (Siddiqui et al., 2019). Se consideré un marcador
interesante, ya que se ha comprobado que los pacientes con EC pueden experimentar
estrés psicologico y emocional causado por las implicaciones diarias de la DSG debido
a razones sociales y econémicas (Makharia, 2014); sin embargo, en el estudio actual, no
se han encontrado diferencias estadisticamente significativas en los niveles de cortisol
entre el grupo control y el grupo con EC. Esta ausencia de diferencias en los niveles de
cortisol también podria explicar la ausencia de diferencias en el estado antioxidante
entre ambos grupos. Peters et al., (2014), estudiaron en pacientes con intolerancia al
gluten no celiaca y sintomas de depresion los niveles de cortisol, con respecto a un
grupo control, y tampoco encontraron diferencias significativas, coincidiendo con los

resultados de nuestro estudio.

También hemos determinado los 15-Ft-isoprostanos, que son compuestos de tipo
prostaglandina con una alta estabilidad quimica y son considerados marcadores muy

fiables del estrés oxidativo (Frijhoff et al., 2015). Los isoprostanos miden el dafio
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directo a las prostaglandinas que se producen en los vasos sanguineos. En nuestro
estudio no se han encontrado diferencias significativas entre el grupo control y el grupo
con EC, ni hemos encontrado estudios que hayan determinado este parametro en
pacientes celiacos con anterioridad, lo que reitera la recuperacion del EO bajo el

seguimiento de la DSG.

En relacién con el dafio al ADN hemos determinado la 8-OHdG y hemos

realizado en ensayo comet alcalino.

Las EROs pueden inducir la formacion de productos de lesion oxidativa del
ADN (8-OHdG), fracturas de cadenas simples o dobles, mutaciones y anomalias
cromosdmicas (Marnett, 2000). La acumulacion de este tipo de lesiones producen
alteraciones somaticas que contribuyen al envejecimiento, asi como a numerosas
enfermedades que afectan a numerosos 6rganos y sistemas, como es el caso de la EC.
De estas lesiones oxidativas, las més peligrosas son las roturas de doble hélice, ya que
son dificiles de reparar y pueden producir mutaciones puntuales, inserciones y

deleciones de la secuencia de ADN, asi como translocaciones cromosoémicas

(Stojiljkovic et al., 2012).

La 8- hidroxiguanosina (8-OHdG) es un nucledsido oxidado del ADN, escindido
durante la reparacion del dafio oxidativo a los sitios de desoxiguanosina en el ADN
(Szaflarska-Poptawska et al., 2010). La 8-OHdG es un biomarcador directo del dafio
oxidativo a las bases del ADN. En nuestro estudio no se han encontrado diferencias

significativas entre el grupo control y el grupo celiaco, ya que el dafio oxidativo que

187



pueda haber sufrido el ADN se ha recuperado bajo el tratamiento de la DSG. En
cambio, hemos encontrado algin estudio como el de Szaflarska-Poptawska et al.,
(2010) en el que si se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el
grupo celiaco bajo tratamiento de DSG durante afios; el mismo resultado que se obtuvo
un estudio in vitro recientemente (Monguzzi et al., 2019), aunque en este ultimo nos
resultados no son comparables ya que las condiciones de los ensayos son diferentes al

ser un estudio in vitro.

El ensayo comet alcalino es un marcador del dafio a la doble hélice del ADN que
mide el nimero de fracturas. En este ensayo tampoco se mostraron diferencias
significativas en cuanto al dafio entre el grupo control y el grupo celiaco por el mismo
motivo que en el caso anterior, existen una serie de mecanismos de reparacion del ADN
por los que este dafio desaparece y no vuelve a producirse mientras que el individuo con
EC siga de forma estricta y continuada la DSG. No hemos encontrado estudios que
valoren el dafio al ADN en pacientes celiacos mediante en ensayo comet a excepcion de
un estudio in vitro (Monguzzi et al., 2019), en el que si obtuvieron diferencias
significativas, aunque no comparable con nuestro estudio, ya que las condiciones se

ensayo son diferentes, nuestro estudio es un estudio in vivo en pacientes jovenes.

En resumen, los resultados del presente estudio han demostrado que la DSG en
los pacientes con EC podria ayudar, al menos parcialmente, a reducir los niveles de
gliadina y, por lo tanto, a reducir la cantidad de EROs producidos en el intestino. La
DSG es el tnico tratamiento actual para tratar la EC, y consiste en eliminar de la dieta

todos aquellos alimentos que puedan contener gluten en su composicion.
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Este fendmeno, junto con la capacidad antioxidante total (TAS) y los niveles de
SOD1 y SOD2, que son similares al grupo de control, explica la proteccion de la DSG,
que reduce los niveles de RL, lo que lleva a la integridad celular. Este mecanismo esta
vinculado a la reduccion de perdoxidos y RL que dafian diferentes componentes
celulares, incluidas las proteinas, los lipidos y el ADN, evitando la formacion de un gran

numero de lesiones de pirimidina y purina en el ADN (Olinski et al., 2003).

La expresion de 8-OHdG y 15-Ft isoprostanos en el grupo de pacientes con EC,
también similar a la de los controles, sugiere una vez més que el EO no esta presente

debido a la efectividad de la DSG.

Marcadores inflamatorios

Las citoquinas son un grupo diverso de proteinas y péptidos solubles que actiian
como reguladores en condiciones normales y patolégicas para modular las actividades
funcionales de células y tejidos individuales. Estas proteinas también median las
interacciones directas entre las células y regulan los procesos que tienen lugar en el
entorno extracelular. Las citoquinas difieren de las hormonas en que actian sobre un

espectro mas amplio de células diana y estan organizadas en glandulas especializadas.

Se sabe que la sefializacion de las EROs puede mejorar la sintesis de mediadores
inflamatorios como TNFoa e IL-1 (Haddad et al., 2000), que, en nuestro estudio,

aumentan en el grupo de individuos con EC. Sin embargo, en nuestro caso, la sintesis de

189



estos mediadores proinflamatorios no estd mediada por el EO, ya que, como hemos
mencionado anteriormente, no hay diferencias significativas en los niveles de los
marcadores del EO debido a la proteccion de la DSG. Los datos disponibles sobre la
apoptosis en pacientes con EC son contradictorios, pero existe un aumento de la muerte
celular apoptotica de las células epiteliales intestinales en la EC no tratada, segun lo
detectado por el dafio del ADN en biopsias de intestino delgado; sin embargo, la
apoptosis y el dafio en el ADN volvieron a la normalidad en los pacientes tratados con
DSG (Moss et al., 1996), como ocurre en el presente estudio, por lo que podemos
suponer que la fuente de las citoquinas proinflamatorias nocivas es la mucosa inflamada

remanente y la atrofia de las microvellosidades duodenales.

Los pacientes con EC muestran una reacciéon autoinmune a la gliadina. La
digestion incompleta del gluten conduce a la formacion de péptidos de gran tamafio,
alguno de los cuales de 33 aminoacidos, que pueden atravesar el epitelio intestinal por
las vias transcelular o paracelular y llegar a la lamina propia de la mucosa, donde
activan una respuesta inmunitaria adaptativa dependiente de la desamidacion de esos
péptidos por la enzima TG2, que es el principal autpantigeno de la EC (Schumann et al.,
2017). La TG2 liberada durante la inflamacion induce la conversion de glutamina de
carga positiva en 4acido glutdmico de carga negativa, accidbn que aumenta la
inmunogenicidad de estos péptidos y favorece su union a las moléculas HLA DQ2 y
DQ8 y su presentacion, a continuacion, por las células presentadoras de antigenos a las
células T CD4 + especificas del gluten en la lamina propia (Jabri y Sollid, 2017). Este
paso induce una fuerte respuesta inflamatoria que resulta en una enteropatia intestinal

pequefia (Green y Cellier, 2007), ya que estas células dirigen la inflamacion de la
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mucosa mediante la secrecion de un patron de citoquinas en el que predomina el INFy.
Curiosamente, aunque no hay células T intraepiteliales especificas para el gluten
(Meresse et al., 2012), la EC se asocia con cambios profundos en la funcidon de las
células T intraepiteliales, lo que resulta en un aumento de la funcién del efecto
citotoxico y un aumento del estado proinflamatorio (Abadie et al., 2012). Ademas, los
estudios histoloégicos han sugerido un cambio en la distribucion de células T
intraepiteliales en pacientes con EC. En la EC, se observd un aumento en el nimero de
células T intraepiteliales en las puntas de las vellosidades (Goldstein y Underhill, 2001;
Steenholtnet al., 2017) y esto ocurre incluso antes de que aparezcan los sintomas de la
EC. Teniendo en cuenta los resultados del estudio actual, parece que estos cambios en
las células T intraepiteliales se mantienen, al menos en parte incluso después de
adherirse a la DSG, porque IFN-y, IL-1a, IP-10 y TNF-B estan todavia elevados en los
pacientes con EC en comparacion con los controles. Esto se puede explicar porque,
incluso después de la recuperacion de la estructura de las vellosidades intestinales, la
linfocitosis duodenal puede persistir durante mas de 10 afios (Tuire et al., 2012), por lo
que se mantiene un estado proinflamatorio remanente. Después de la recuperacion de la
estructura vellosa normal, las células T intraepiteliales permanecen elevadas (Kutlu et
al., 1993), lo que podria contribuir al restablecimiento de la homeostasis epitelial (Chen
et al.,, 2002). Por lo tanto, aunque existe un claro papel patdégeno para este estado
proinflamatorio, el aumento de las células T intraepiteliales y las citoquinas liberadas
podrian tener un papel importante en la reparacion epitelial. Ademas, también se ha
demostrado que los pacientes con EC que siguen una DSG muestran un dafio duodenal
a pesar de la mejoria clinica y la disminucion evidente de los anticuerpos presentes en la

EC (Piatek-Guziewicz et al., 2017).
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Una de las citoquinas clave en el desarrollo y la patologia de la EC es el IFN-y,
que se ha encontrado elevado en el grupo de celiacos y también ha encontrado que se
correlaciona con el dafio tisular (Wapenaar et al., 2004). Un equilibrio entre los tipos de
células T puede ser importante para mantener un sistema inmune adaptativo saludable.
Hay informes sobre un desequilibrio entre las células T auxiliares Thl y Th2 en la EC
(Meresse et al., 2012). La respuesta Thl se caracteriza por una alta secrecion de IFN-y,
que produce la activacion de las células T y el dafio al tejido intestinal (Wapenaar et al.,
2004). Nilsen et al. (1995) también estudiaron las células T especificas del gluten,
comprobando que producen grandes cantidades de IFN-y. En el estudio actual (Kumar
et al., 2017), el IFN-y permanece elevado a pesar de que los pacientes con EC sigan una
DSG estricta, revelando una estrecha conexion con el deterioro del sistema inmunitario
(Nilsen et al., 1995) y el dafio tisular (Wapenaar et al., 2004), lo que indica una vez mas
que, a pesar del cumplimiento de una DSG estricta, la mucosa permanece dafiada y la
atrofia de las microvellosidades duodenales todavia estd presente. Lo mismo pasa con la
eotaxina, que también permanece elevada en el grupo celiaco respecto a los controles, lo

que nos lleva a la misma conclusion.

Curiosamente, no hay correspondencia clinica entre la recuperacion clinica y la
recuperacion de la mucosa, ya que cuando los pacientes con EC tratados remitieron,
solo la mitad de ellos tenia la mucosa normal, a pesar de la negatividad de los
anticuerpos celiacos (Lanzani et al., 2009; Lebwohl et al., 2013), por lo que también
podria explicar la persistencia de algunas citoquinas proinflamatorias en el grupo

celiaco en comparacion con el grupo control. Después del seguimiento de la DSG, los

192



sintomas clinicos y la arquitectura de la mucosa generalmente mejoran muy
rapidamente (McNicholl et al., 1996), sin embargo, hay individuos en los que la
recuperacion de la mucosa duodenal requiere mas tiempo para su recuperacion (Wahab
et al., 2002). Estas observaciones previas estan de acuerdo con los resultados de nuestro
estudio porque algunas citoquinas proinflamatorias persistieron a pesar de la
desaparicion de anticuerpos especificos debido al cumplimiento de la DSG durante dos

anos.

Finalmente, el VEGF es el regulador principal del crecimiento vascular en la EC
y al expresarse es capaz de iniciar la cascada de eventos que van desde la activacion
endotelial hasta la generacién de nuevas redes vasculares funcionales y estables que
inducen el crecimiento. Es un proceso que puede dirigirse para restaurar el suministro
de sangre a los tejidos isquémicos (Yla-Herttuala et al., 2007), por lo que el aumento de
este factor soluble en el grupo de pacientes con EC podria ser un mecanismo
compensatorio para restaurar la mucosa dafiada y la atrofia de las vellosidades

duodenales.
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Resumen y Conclusiones






5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

En el presente trabajo hemos estudiado el status oxidativo y la sefializacion
inflamatoria en nifios con EC, tras el consumo de DSG durante dos afios. El estudio se
llevé a cabo de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki y aprobados
por el Comité de Etica del Hospital Universitario Materno Infantil Virgen de las Nieves
de Granada. Se realizd un estudio transversal descriptivo en 80 nifios en un rango de
edad de 0 a 14 afios dividido en dos grupos, 40 nifios, (18 nifias (45%) y 22 nifios
(55%)) diagnosticados de EC y 40 controles sanos (19 nifias (48%) y 21 nifios (52%)).
Los nifios con EC habian sido diagnosticados de acuerdo con la Sociedad Europea de
Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia y Nutricion (ESPGHAN). Estos nifios
llevaban siguiendo una DSG estricta durante al menos dos afios (y, por tanto, durante el
estudio) como lo demuestra la ausencia de anticuerpos IgA en suero e¢ IgG anti-
transglutaminasa en, al menos, el ultimo afio. El grupo control de nifios sanos,
presentaron serologia negativa para EC y no tenian antecedentes de ninguna enfermedad
cronica. Estos nifios asistieron a este servicio debido a sintomas menores relacionados
con gastroenteritis o diarrea y, al verificar que su evolucion se debid a sintomas
gastrointestinales transitorios (relacionados con el rotavirus), se incluyeron en el grupo

de control.

Se tomaron 5 mL de sangre venosa de los pacientes, a primera hora de la
maifiana, en ayunas, recogida en tubos con EDTA como anticoagulante. Seguidamente se

prosiguid a la obtencion del plasma de las mismas. Ademas, se tomd una muestra de
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sangre por puncion digital (50 ul) determinacion de dafio al ADN en linfocitos de
sangre periférica mediante ensayo comet alcalino. Se realizo en el plasma un estudio
completo del estado oxidativo/antioxidante (Superoxido dismutasa isoformas 1y 2, 15-
F2t-isoprostanos, capacidad antioxidante total, melatonina, cortisol, 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina) y de la sefializacion inflamatoria mediante la tecnologia Luminex
(Factor de crecimiento epidérmico, Eotaxina, Factor estimulante de colonias de
granulocitos, Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos, Interferon-
02, Interferon-y, Interleuquinas (IL) -10, IL-12P40, IL-12P70, IL-13, IL-15, IL-17A,
IL-1RA, IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL- 6, IL-7, IL-8, Proteina inducible por
interferon (IP) -10, Proteina quimioatrayente de monocitos-1, Proteina inflamatoria de
macrofagos-1a, Proteina inflamatoria de macrofagos-1B, Factor de necrosis tumoral-a,

Factor de necrosis tumoral-f y el Factor de crecimiento endotelial vascular).

En este estudio no se han encontrado diferencias significativas entre el grupo
control y el grupo celiaco en los pardmetros medidos para la determinacion del estado
oxidativo/antioxidante, resultados que demuestran que la DSG en los pacientes celiacos
podria ayudar, a reducir los niveles de gliadina y, por lo tanto, a reducir la cantidad de
EROs producidos en el intestino. En cambio, se han encontrado parametros
inflamatorios con diferencias significativas entre ambos grupos, con la persistencia de
algunas citoquinas proinflamatorias en el grupo celiaco en comparacion con el grupo
control, lo que indica que, a pesar del cumplimiento de una DSG estricta, persiste el

estado inflamatorio, con posibles efectos adversos a nivel sistémico.
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Tras la discusion de los resultados obtenidos se ha llegado a las siguientes

conclusiones:

CONCLUSION PRIMERA

Los resultados del presente estudio han demostrado que la DSG seguida por los
pacientes con EC es suficiente para reducir los niveles de gliadina y, por lo tanto,
disminuir la produccion de radicales libres en el epitelio intestinal. Este fenémeno,
junto con la capacidad antioxidante total (TAS) y los niveles de SOD1 y SOD2 que son
similares al grupo de control explican la proteccion de la DSG, que induce una mejora

de la integridad celular, incluida la estabilidad del ADN.

CONCLUSION SEGUNDA

Los mediadores pro-inflamatorios se ven aumentados en el grupo celiaco. Sin
embargo, la fuente principal de estos mediadores pro-inflamatorios no es el estrés
oxidativo como hemos mencionado previamente, por lo tanto, el origen de estas
citoquinas pro-inflamatorias podria ser la reaccién inmune que aun permanece en la

mucosa duodenal.

CONCLUSION TERCERA

Los cambios infligidos por la reaccion autoinmune a la gliadina durante el

transcurso de la celiaquia en las células T intraepiteliales de la mucosa duodenal se
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mantienen tras el consumo de la dieta sin gluten, porque IL-1a, IP-10 y TNF-B todavia
estan elevados en estos pacientes en comparacion con los controles, revelando una

fuerte respuesta inflamatoria.

CONCLUSION CUARTA

Después del consumo de una dieta sin gluten, el IFN-y sigue estando elevado en
los pacientes celiacos, lo que revela una estrecha relacion con el deterioro del sistema
inmunitario y afectacion tisular en el intestino, indicando una vez més que a pesar del
cumplimiento estricto de la DSG, la reaccion inmune con posibles efectos sistémicos

aun esta presente.

CONCLUSION QUINTA

El aumento de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en el grupo
celiaco podria ser un mecanismo compensatorio para restaurar la mucosa dafiada y la
atrofia de las vellosidades duodenales, debido a su papel en la activacién endotelial,
crecimiento de nuevos vasos sanguineos y generacion de nuevas redes vasculares
funcionales y estables que restablezcan el suministro sanguineo a las vellosidades

intestinales isquémicas.
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CONCLUSION GENERAL

Los resultados del estudio actual han demostrado que el seguimiento de la DSG
en pacientes con EC es suficiente para reducir la produccion de RL, induciendo un
efecto beneficioso sobre las moléculas y los mediadores biologicos del estrés oxidativo,
protegiendo la integridad celular y el material genético. Sin embargo, en el caso de la
sefalizacion inflamatoria, la reacciéon autoinmune a gliadina induce una potente
respuesta inflamatoria que se mantiene, al menos en parte, incluso después de consumir
la DSG, ya que IFN-y, IL-1a, IP-10 y TNF-B se encuentran atn elevados en los
pacientes celiacos en comparacién con los controles. Por otro lado, el aumento del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en el grupo celiaco podria ser un
mecanismo compensador para restaurar la mucosa dafiada y la atrofia de las
vellosidades duodenales, debido a su papel en la activacion endotelial y la generacion de
nuevas redes vasculares funcionales que restablecen el suministro sanguineo a las

vellosidades isquémicas.
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