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1. 1 Introducción a la Enfermedad Celiaca 
 

 Los cereales constituyen la fuente de nutrientes más importante de la 

humanidad. Históricamente están asociados al origen de la cultura y civilización de 

todos los pueblos. Cada zona geográfica del planeta consume un tipo de cereales 

específicos creando toda una cultura gastronómica en torno a ellos. Entre los europeos 

domina el consumo de trigo; entre los americanos el de maíz, el arroz es la comida 

esencial de los pueblos asiáticos y el sorgo y el mijo son propios de las comunidades 

africanas. Debido a sus características nutritivas, su moderado coste y su capacidad para 

provocar saciedad inmediata, representan un modo básico de alimentación. Los cereales 

(del latín Ceres, diosa de la agricultura) son gramíneas, herbáceas cuyos granos o 

semillas están en la base de la alimentación tanto humana como del ganado. Sus 

nutrientes se encuentran distribuidos de forma heterogénea en los distintos componentes 

del grano (germen, endospermo, revestimiento de la semilla y distintas capas que lo 

recubren). El valor nutricional de los cereales puede verse alterado durante su 

procesamiento en la elaboración de sus diferentes formas de presentación, como la 

harina.  

 El trigo es con diferencia el cereal más consumido por el hombre en la 

civilización occidental, y no solamente en alimentos como el pan, pasta y galletas, sino 

que otros productos como sopas, salsas, caramelos, helados, patatas fritas e incluso 

medicamentos y suplementos vitamínicos contienen trigo.  

 La harina de trigo está compuesta principalmente por almidón (70-75%), agua 

(14%), lípidos (2%) y proteínas (10-15%). Las proteínas presentes en la harina de trigo 

pueden clasificarse en función de su solubilidad y de su funcionalidad. La primera 

clasificación fue desarrollada por Osborne [1] en 1924 (Tabla 1) y consiste en una serie 

de extracciones consecutivas en agua, solución de sal diluida, solución de alcohol y 

solución de ácidos o álcalis diluidos. Mediante esta secuencia de separación las 

proteínas se clasifican en albúminas, globulinas y prolaminas. 
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Fracción de 

Osborne 

Comportamiento 

en solubilidad 
Composición Papel biológico 

Papel 

funcional 

Albúminas Extraíbles en agua 
Proteínas monoméricas, no 

pertenecientes al gluten 

Proteínas estructurales y 

metabólicas 
Variable 

Globulinas 
Extraíbles en sales 

diluidas 

Proteínas monoméricas, no 

pertenecientes al gluten 

Proteínas estructurales y 

metabólicas 
Variable 

Prolaminas 

Extraíbles en 

soluciones de 

alcohol o en ácido 

acético. 

Gliadinas monoméricas  y 

polímeros de glutenina de bajo 

peso molecular, pertenecientes 

al gluten. 

Proteínas de 

almacenamiento de la 

semilla 

Viscosidad y 

elasticidad de la 

masa. 

  

Tabla 1: Clasificación de las proteínas de trigo en función de su solubilidad y funcionalidad, desarrollada por  

Osborne en 1924 [1].  

 

 

 

1.1.1 Proteínas de gluten 
 

 Se denomina gluten a la proteína elástica y cohesiva que se obtiene después de 

haber retirado el almidón del amasado de harina y agua [2]. Es una proteína de bajo 

valor nutritivo, cuyo uso se masificó debido a su capacidad de retener aire en la matriz 

proteica facilitando que la masa se adhiera mejor, fenómeno que favorece la elaboración 

del pan. El gluten se encuentra, junto con el almidón, en la semilla de los cereales más 

consumidos a nivel mundial como son el trigo, cebada, centeno y algunas variedades de 

avena. Existe un amplio número de cereales libres de gluten como maíz, mijo, sorgo, 

amaranto y los cereales andinos quínoa y arroz. 

  

 El gluten contiene una gran cantidad de proteínas, tanto libres en forma de 

monómeros como unidas por puentes disulfuro formando polímeros. En su estado 

nativo estas proteínas tienen pesos moleculares de entre 30.000 y más de 10 millones. 

Las proteínas de gluten constituyen más del 50% de las proteínas de almacenamiento de 

los cereales y pueden separarse, según su solubilidad en etanol 40-70%, en prolaminas 

(solubles) y gluteninas (insolubles). Mientras que la función principal de las prolaminas 

es ofrecer viscosidad y extensibilidad a la masa de harina, las gluteninas son las 

responsables de la elasticidad y cohesividad de la misma, de forma que ambas 

determinan la calidad del producto final.  
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 Las prolaminas se caracterizan por tener una composición rica en residuos de 

prolina (P) y glutamina (Q), y reciben diferentes nombres según el cereal que las 

contenga (Tabla 2). 

 

Cereal Prolamina Contenido (%) 

Trigo Gliadina 69% 

Centeno Secalina 30-50% 

Cebada Hordeína 46-52% 

Avena Avenina 16% 

           

Tabla 2: Nomenclatura de las prolaminas en función del cereal que las contenga y porcentaje de las mismas 

sobre las proteínas totales. 

 

 

 Dado que el trigo es el cereal más empleado en el consumo humano y que 

presenta un elevado contenido en prolaminas, la gliadina ha sido y es la prolamina más 

estudiada. En muchas ocasiones se habla de gliadina haciendo referencia al conjunto de 

proteínas solubles en alcohol presentes en los cereales que contienen gluten y, sin 

embargo, la gliadina se encuentra únicamente en el trigo. 

 

  La mayoría de las gliadinas se presentan como monómeros y se clasifican en 4 

clases diferentes [2-3] en función de las siguientes características: movilidad 

electroforética a pH bajo, composición aminoacídica, secuencia aminoacídica y peso 

molecular (Tabla 3). 

 

 

Tipo 

Peso 

molecular 

x 10
-3

 

Proporción de gliadina de 

acuerdo al contenido 

proteico total del gluten (%) 

Composición parcial de 

aminoácidos (%) 

Gln Pro Phe Tyr Gly 

ω5-Gliadinas 49-55 3-6 56 20 9 1 1 

ω1,2-Gliadinas 39-44 4-7 44 26 8 1 1 

α/β-Gliadinas 28-35 28-33 37 16 4 3 2 

ɣ-Gliadinas 31-35 23-31 35 17 5 1 3 

 

Tabla 3: Clasificación de las gliadinas. Gln: glutamina; Pro: prolina; Phe: fenilalanina; Tyr: tirosina y Gly: glicina. 
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 Las α/β-gliadinas y ɣ-gliadinas son las más abundantes en el trigo. Las ω-

gliadinas se caracterizan por su alto contenido en glutamina, prolina y fenilalanina que 

juntas suman casi el 80% de las proteínas totales. Las α/β-gliadinas y ɣ-gliadinas [2] son 

muy parecidas tanto en peso molecular como en el contenido en prolina y glutamina, la 

principal diferencia entre ellas reside en los dominios N-terminal y C-terminal. 

 Las α/β-gliadinas presentan el dodecapéptido QPQPFPQQPYP como unidad 

repetitiva en el extremo N-terminal [2], mientras que en las ɣ-gliadinas es QPQQPFP. 

En cuanto a los dominios en el extremo C-terminal, que son homólogos en ambos tipos 

de gliadinas, no presentan unidades repetitivas y tienen menos cantidad de residuos de 

glutamina y prolina que el extremo N-terminal. 

 

 Las gluteninas [2] son un conjunto de proteínas unidas por puentes disulfuro y su 

tamaño varía de 500.000 a más de 10 millones de Dalton (Da), algunas de ellas son las 

proteínas más grandes presentes en la naturaleza. Las gluteninas se dividen en función 

de su peso molecular [4] en LMW (Low Molecular Weight) y HMW (High Molecular 

Weight) (Tabla 4). Las LMW constituyen aproximadamente el 20% de las proteínas de 

gluten. Son similares a las α/β-gliadinas y las ɣ-gliadinas en su peso molecular, 

composición aminoacídica y en el extremo C-terminal. En el extremo N-terminal 

presentan unidades repetitivas de QQQPPFS. Las HMW son las proteínas minoritarias 

del gluten y se subdividen en dos tipos en función del peso molecular. 

 

Tipo 

Peso 

molecular 

x 10
-3

 

Proporción de gliadina de 

acuerdo al contenido proteico 

total del gluten (%) 

Composición parcial de 

aminoácidos (%) 

Gln Pro Phe Tyr Gly 

x-HMW-GS 83-88 4-9 37 13 0 6 19 

y-HMW-GS 67-74 3-4 36 11 0 5 18 

LMW-GS 32-39 19-25 38 13 4 1 3 

 

Tabla 4: Clasificación de las gluteninas. Gln: glutamina; Pro: prolina; Phe: fenilalanina; Tyr: tirosina y Gly: glicina. 

HMW(High molecular weight): alto peso molecular; LMW (Low molecular weight): bajo peso molecular. 

 

  

 Durante la digestión, las proteínas contenidas en los alimentos son hidrolizadas 

por enzimas proteolíticas en el tracto gastrointestinal en pequeños péptidos y 

aminoácidos que son transportados a través del epitelio [2]. El gran contenido en prolina 

y glutamina de las proteínas del gluten de trigo, cebada, centeno y avena las hace 
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resistentes a la completa digestión proteolítica en el intestino humano. Como 

consecuencia se produce un acumulo de péptidos de diferente tamaño en el intestino 

delgado que pueden generar un efecto tóxico en pacientes genéticamente predispuestos 

y dar lugar a una intolerancia permanente a las proteínas del gluten presentes en trigo, 

cebada y centeno, denominada  Enfermedad Celiaca (EC) [5]. 

 

  La avena, sin embargo, es un cereal cuya toxicidad para estos pacientes no está 

del todo definida, y su inclusión en la dieta sin gluten (DSG) que deben seguir los 

pacientes celiacos ha sido ampliamente debatida. A nivel nutricional, las avenas son una 

importante fuente de proteínas, grasas, vitaminas, minerales y fibras y por lo tanto 

podrían ser muy beneficiosas para los pacientes celiacos, mejorando considerablemente 

su dieta gracias  a su agradable sabor y su disponibilidad en el mercado [6]. La avena es 

un cereal rico en hidratos de carbono de absorción lenta en el organismo que provoca 

sensación de saciedad, siendo muy útil en el tratamiento de la obesidad. Esta absorción 

lenta permite también un mayor control de los niveles de azúcar y, por tanto, puede ser 

consumido sin problema por las personas diabéticas. Además, la avena posee un 

elevado contenido en fibras insolubles, que favorecen el tránsito intestinal, y fibras 

solubles que junto con el contenido en ácidos grasos omega-6, ayudan a reducir el 

colesterol al dificultar su absorción intestinal. Es un cereal rico en vitaminas del grupo 

B y minerales como hierro, calcio (contiene mayor cantidad que el trigo), zinc, sílice, 

yodo y fósforo, además de contener aminoácidos como la leucina, isoleucina y treonina, 

muy importantes en el crecimiento infantil.  

 En las avenas, aproximadamente el 10-15% de sus proteínas son prolaminas, 

frente al 40-60% presente en trigo, cebada y centeno. Además, el porcentaje de prolina 

y glutamina (aminoácidos muy abundantes en las regiones tóxicas) en la avenina es 

inferior que en otros cereales tóxicos [7].   

 

 Algunos investigadores clínicos consideran que los pacientes con EC toleran las 

avenas sin presentar ningún tipo de inflamación intestinal [8-9], siempre que se trate de 

avenas purificadas y no haya riesgo de contaminación cruzada con otros cereales 

tóxicos [10]. Por el contrario, existen estudios que confirman la toxicidad de las avenas 

en ciertos tipos de pacientes celiacos [11-12], como el trabajo realizado por Arentz-

Hansen y sus colaboradores quienes detectaron atrofia vellositaria e inflamación de la  
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mucosa intestinal en pacientes celiacos en DSG tras el consumo de avenas [13]. En un 

estudio publicado recientemente, Isabel Comino et al [6] estudiaron la inmunogenicidad 

de diferentes cultivares de avena en los pacientes celiacos. Concluyeron que la 

inmunogenicidad de las avenas en los pacientes celiacos varía en función del cultivar de 

avena, de manera que solamente algunos cultivares desencadenan una respuesta 

inmunológica en estos pacientes. Estos resultados han sido debatidos recientemente en 

un trabajo publicado por Londono et al [14], quienes mediante estudios genéticos de las 

aveninas presentes en 13 especies de avena, y el empleo de los anticuerpos R5 y G12, 

no detectaron en dichas avenas ninguno de los epítopos de gluten presentes en el trigo, 

cebada y centeno.    

 

 Debido a la existencia de más de 10 especies diferentes de avena, su reconocido 

valor nutricional, sus efectos beneficiosos para la salud y su cada vez más frecuente 

consumo, el interés en el estudio de las avenas ha aumentado considerablemente en los 

últimos años. Hasta la fecha, se sigue recomendando prudencia a la hora de introducir 

las avenas en la dieta de los pacientes  celiacos, aunque se considera necesario realizar 

estudios clínicos de introducción de alguna de las variedades de avena identificadas 

como no tóxicas en pacientes que sigan una DSG bien establecida. Es fundamental 

confirmar la existencia de una posible respuesta inmune de estos pacientes frente a las 

diferentes especies de avena, haciendo un seguimiento exhaustivo de pacientes en DSG 

a los que se les introduce una cantidad controlada de avena. 

 

 

1.1.2 Definición y epidemiología de la Enfermedad Celiaca  
 

 La Enfermedad Celiaca es una intolerancia permanente a las proteínas de gluten 

de trigo, cebada y centeno en individuos genéticamente predispuestos [15]. La ingesta 

de gluten provoca una reacción de inflamación en la parte superior del intestino delgado 

que lleva a un daño tisular y atrofia vellositaria [5]. La lesión e inflamación desaparecen 

tras varias semanas o meses en dieta sin gluten.   

 Las primeras descripciones sobre la EC fueron realizadas en la segunda mitad 

del siglo I dC por Areteo de Capadocia el cual hacía referencia a sujetos desnutridos, 
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con deposiciones abundantes y malolientes, que empeoraban cuando ingerían trigo. La 

palabra griega que empleó Areteo para identificar a los pacientes fue koiliakós (de la 

cual deriva la palabra celiaco), que originariamente significa “los que sufren del 

intestino”. En 1888 Samuel Gee, del Hospital St. Bartholomew de Londres, afirmó que 

la regulación de la alimentación es la parte más importante del tratamiento y aconsejó la 

reducción en la ingesta de harinas para controlar los efectos [16]. La causa de la EC 

permaneció desconocida durante más de 50 años hasta que alrededor de 1940 el pediatra 

holandés WK Dicke definió el agente etiológico de la patología [17-20].  

 Se postula que existe una relación entre la historia de migración poblacional y el 

tiempo de exposición al gluten, ya que la migración europea se caracterizó por una 

importante sustitución de las poblaciones locales mesolíticas por poblaciones neolíticas 

provenientes del sudoeste de Asia (donde seguramente se inició el cultivo de una gran 

variedad de cereales silvestres). Los marcadores genéticos confirman los patrones de 

migración de los ancestros, que revelan que la migración de los agricultores fue 

acompañada del haplotipo HLA-B8. La prevalencia de este marcador es inversamente 

proporcional a la duración que tiene el cultivo de trigo, existiendo menor frecuencia de 

HLA-B8 en las poblaciones que han convivido con el trigo por más tiempo [21].  

 Hasta hace unos 20 años, la EC era considerada una enfermedad poco frecuente 

que afectaba, fundamentalmente, a niños de origen caucasiano, y que se manifestaba 

con un cuadro de malabsorción intestinal. En la actualidad la EC es un proceso 

frecuente (1-3% en la población Europea), de distribución mundial, que afecta tanto a 

niños como a adultos y que puede manifestarse con formas clínicas sintomáticas (clásica 

y atípica) o asintomáticas (silente, latente y potencial) [22]. En 1996, Catassi publicó el 

primer artículo que demostró la verdadera dimensión de la EC en la población general 

[23]. La EC es frecuente no sólo en los países desarrollados sino que su presencia está 

aumentando en zonas del mundo en desarrollo, como el norte de África e India. Hasta 

hace relativamente poco tiempo se pensaba que la enfermedad celíaca no existía en 

China ni en Centroamérica. El cultivo de arroz y del maíz respectivamente, ha sido el 

fundamento de la alimentación en estas sociedades. Los cambios ambientales, sociales y 

culturales en estas regiones permiten prever un aumento de casos de la EC [24]. A pesar 

de la falta de datos, es posible que la prevalencia de la EC en China y Japón sea baja 

debido a que ambas naciones tienen, mayoritariamente, una dieta basada en el consumo 

de arroz. Sin embargo, poco a poco esta dieta está siendo reemplazada por una dieta de 
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tipo occidental con alimentos con alto contenido de trigo [25] y por lo tanto la EC 

podría llegar a convertirse en un problema de salud en China. La EC puede contribuir 

sustancialmente a la morbilidad y mortalidad infantil en muchos países en desarrollo. La 

población Saharaui, de los campamentos situados en Argelia, tiene la prevalencia más 

alta de EC conocida hasta el momento (5.6%), lo cual puede explicarse por los altos 

niveles de consanguinidad, la elevada frecuencia de los alelos HLA-DQ2 y a la fuerte 

ingesta de gluten de dicha población [26]. 

 Los métodos para cuantificar el número de casos de EC han cambiado a través 

de los años a medida que se han ido mejorando los métodos de diagnóstico. El 

conocimiento de la distribución geográfica de la EC puede ayudar a entender los 

factores genéticos y ambientales fundamentales de la enfermedad. La epidemiología de 

la EC está muy bien  representada por el modelo de iceberg (Figura 1), que conserva la 

validez en diferentes poblaciones del mundo [27]. El iceberg representa las distintas 

formas de presentación de la sensibilidad al gluten.  

 

 

 

 

Figura 1: Epidemiología de la Enfermedad Celiaca: modelo de Iceberg. 
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 La prevalencia de la EC (tamaño del iceberg) depende fundamentalmente de la 

frecuencia del HLA-DQ2/DQ8 en la población mientras que la proporción de pacientes 

diagnosticados (parte emergida del iceberg) depende del conocimiento de la enfermedad 

por parte de los profesionales sanitarios, así como de la accesibilidad a las pruebas 

diagnósticas (serología y biopsia duodenal) y de la intensidad de las manifestaciones 

clínicas (relacionado principalmente con la edad de introducción del gluten y la cantidad 

de cereales ingeridos). Siguiendo este modelo, la mayor parte de la población con 

susceptibilidad genética se encuentra en la parte sumergida del iceberg, y presentan lo 

que se ha clasificado como enfermedad celiaca silente (asintomática pero con atrofia 

vellositaria), latente y potencial (asintomática y sin atrofia vellositaria). De esta manera 

se calcula que por cada paciente diagnosticado de EC, hay entre 5 y 7 casos sin 

diagnosticar. Hace años, en los primeros estudios epidemiológicos se establecía una 

prevalencia de la enfermedad muy baja, en torno a un 0,022% de la población [28], que 

incluía a niños con una forma de presentación clásica. La prevalencia real de la 

enfermedad celiaca, que es de 1 de cada 100-400 personas (0,25-1%), ha sido 

establecida mediante la búsqueda activa de casos utilizando test serológicos.  

 En un estudio promovido por la Unión Europea se demostró que existen 

variaciones importantes en la frecuencia de la EC entre varios países, de manera que en 

Finlandia e Irlanda la prevalencia aproximada es de 1:70, mientras que en Alemania es 

de 1:500 [29]. La explicación a estas diferencias es la existencia de factores ambientales 

condicionantes de la EC como por ejemplo infecciones gastrointestinales, el momento 

de inicio del consumo de gluten o la cantidad ingerida del mismo, que varían en el lugar 

y en el tiempo.   

 El elevado índice de enfermedades autoinmunes y de alergias en los países 

industrializados ha sido registrado recientemente, y teniendo en cuenta la hipótesis de 

higiene, aquellos lugares con un entorno ambiental limpio son los que presentan las 

frecuencias más bajas de infecciones infantiles y menores diferencias en la composición 

de la flora bacteriana [30]. La cantidad y calidad del gluten ingerido, la duración de la 

fermentación de la masa de trigo, el espectro de microorganismos intestinales y su 

variación a lo largo del tiempo, las infecciones intestinales y las condiciones de estrés 

podrían funcionar como interruptores en los cambios en el balance entre la respuesta 

inmune y la tolerancia oral (ausencia de respuesta inmune). 
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 En España, la EC es la enfermedad crónica intestinal más frecuente. Se han 

publicado cuatro estudios epidemiológicos poblacionales que han mostrado una 

prevalencia de la EC de 1:220 en niños de entre 10 y 12 años de edad de Madrid [31], 

de 1:389 en la población en general de Asturias [32], de 1:118 en niños de 3 años del 

País Vasco [33] y de 1:370 entre los donantes de sangre de Madrid [34]. Se calcula que  

la prevalencia aproximada de la EC en España está en torno al 0,45-0,85% en la 

población pediátrica y 0,26% en la población adulta. Es más frecuente en mujeres que 

en hombres, con una relación 2:1. En la edad pediátrica, el pico con mayor número de 

casos diagnosticados se da entre niños de 1 y 3 años, mientras que en adultos ocurre en 

individuos de entre 30 y 50 años. Existe una gran variedad de formas de presentación de 

la enfermedad. Concretamente en la edad adulta, cada vez son más frecuentes las 

manifestaciones con un cuadro clínico atípico y, en muchas ocasiones, muy similar a 

otras patologías, asociadas o no, a la enfermedad celiaca.  

 

1.2 Etiopatogenia de la Enfermedad Celiaca 
 

 Después de décadas de investigación, aun no se ha conseguido esclarecer 

completamente los mecanismos responsables de la enfermedad celiaca. Sabemos que 

para que se desencadene la EC es necesario la presencia del gluten procedente de la 

dieta y de las moléculas HLA (Human Leukocyte Antigen) clase II expuestas en las 

células presentadoras de antígeno capaces de presentar los péptidos inmunogénicos 

derivados del gluten a las células T. En condiciones normales, la respuesta frente a las 

proteínas de la dieta es de tolerancia oral [35], que se define como la falta de respuesta 

inmune sistémica frente a determinados antígenos ingeridos, tras su administración 

posterior por vía sistémica [36]. En la EC hay una pérdida de tolerancia oral frente al 

gluten [37].  

 

 La teoría predominante sobre la patogenia de la EC sostiene la presencia de una 

respuesta inmunitaria anormal frente al gluten, explicada mediante un modelo de doble 

señal [38] (Figura 2). La primera señal consiste en una respuesta innata crucial 

desencadenada cuando los péptidos tóxicos derivados de la gliadina entran en contacto 

directo con el epitelio intestinal. Este efecto tóxico inmediato provoca un estrés sobre 

las células epiteliales, que liberan grandes cantidades de interleuquina 15 (IL-15), que a 
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su vez induce la expresión del receptor NKG2D [39] por parte de los linfocitos T y 

células NK (Natural Killer).  La IL-15, una glicoproteína producida principalmente por 

macrófagos, pero también células no linfoides como los enterocitos,  tiene una función 

clave en el mantenimiento de la homeostasis entre la inmunidad innata y la adaptativa 

[40]. Su expresión esta estrictamente regulada a nivel transcripcional, translacional y de 

trafico intracelular y cualquier alteración en alguno de estos niveles puede provocar una 

sobre-expresión de la IL-15, la cual está asociada a una gran cantidad de desordenes 

intestinales como la Enfermedad Inflamatoria Intestinal y la Enfermedad Celiaca.  

 Otra consecuencia de este estrés es la expresión en las células epiteliales de uno 

de los ligandos del receptor NKG2D [41], la proteína MICA (MHC class I polypeptide-

related sequence A), estructuralmente similar al Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad tipo I (MHCI) y que es expresada también en células endoteliales y 

fibroblastos bajo una condición de estrés como puede ser un choque térmico o una 

infección viral [42].  

 La unión de MICA y NKG2D activa fenómenos de citotoxicidad en el epitelio, 

induciendo la apoptosis de los enterocitos, que junto con el debilitamiento de las 

uniones estrechas lleva al aumento de la permeabilidad intestinal que facilita la entrada, 

a través del transporte transcelular, de péptidos inmunodominantes derivados de la 

gliadina [43], como el 33-mer, a la lámina propia (fina capa de tejido conectivo situada 

debajo del epitelio intestinal, formando en conjunto la mucosa intestinal). De esta forma 

se desencadena la segunda señal, una respuesta inmune adaptativa mediada por los 

linfocitos T que requieren una presentación antigénica. En la lamina propia los péptidos 

son desaminados por la transglutaminasa tisular (TGt), aumentando así su afinidad por 

la molécula HLA-DQ2/DQ8 [44-48] expresada por las células presentadoras de 

antígeno (CPA). En la lámina propia, las CPA principales son las células dendríticas 

(CDs) las cuales son activadas por la IL-15 derivada de la respuesta innata. Las CDs 

presentan el antígeno a los linfocitos T CD4
+
 de la lámina propia, responsables de una 

respuesta dominada por citocinas con un perfil Th1, con predominio de interferón 

gamma (IFNɣ) y otras citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral 

(TNFα) y varias interleuquinas como IL-1β, IL-12, IL-15, IL18 y IL-27 [49-50], 

descendiendo la secreción de citocinas reguladoras como el factor de crecimiento 

tumoral (TGF-β) y anti-inflamatorias. El TGF-β es una citocina multifactorial que juega 

un papel importante en la regulación de las condiciones autoinmunes y de las respuestas 
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inflamatorias intestinales [51], además establecer la tolerancia oral [52]. 

 Las células T específicas de gluten, en el contexto de un perfil Th2 de citocinas 

(IL-4, IL-6 e IL-10 entre otras) activan la clonación de las células B que se diferencian a 

células plasmáticas y producen anticuerpos frente a los péptidos desaminados derivados 

del gluten y frente a la enzima TGt. 

 El ambiente de estrés alcanzado en la lámina propia, aumenta los niveles de 

expresión de moléculas de adhesión en el endotelio vascular y de síntesis de 

quimioquinas que, en conjunto, atraen más células inflamatorias al tejido. El aumento 

en la secreción de las citocinas proinflamatorias Th1 promueven la secreción de 

metaloproteasas de la matriz (MMPs) por parte de los fibroblastos. Las MMPs [53] son 

una familia de proteínas dependientes de zinc capaces de degradar los componentes de 

la matriz extracelular como proteoglicanos y glicoproteínas, participando en el 

remodelado del tejido. La actividad proteolítica de las MMPs está controlada por unos 

inhibidores específicos [54] denominados TIMPs (Tissue Inhibitors of 

Metalloproteinases), los cuales se unen al dominio catalítico de las enzimas, 

bloqueando su actividad. En la EC, los niveles de expresión de MMP-1, MMP-3, MMP-

9 y TIMP-1 están incrementados de una manera directamente proporcional al grado del 

daño tisular del paciente [55], por lo que se baraja la posibilidad de que durante la fase 

activa de la EC exista un patrón de MMPs característico. 
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Figura 2: Efecto doble del gluten en la mucosa intestinal de los pacientes celiacos. En el tracto duodenal de los 

pacientes celiacos, las proteínas son hidrolizadas por las enzimas digestivas en pequeños péptidos de gluten (PG) los 

cuales tiene un efecto doble sobre la mucosa intestinal. Los PG tienen un efecto tóxico tras el contacto directo con el 

epitelio desencadenando una respuesta inmune innata debido al estrés que provocan en los enterocitos, los cuales 

liberan una gran cantidad de IL-15 que induce la expresión del receptor NKG2D en los linfocitos intraepiteliales 

(LIEs) y la de su ligando MICA en los enterocitos. La formación de este complejo activa mecanismos de apoptosis en 

los enterocitos, aumentando la permeabilidad intestinal y el paso de péptidos a la lámina propia. Una vez allí, los PG 

son desaminados (PDG) por la enzima transglutaminasa tisular (TGt). La desaminación aumenta la afinidad de los 

péptidos con las moléculas HLA de las células dendríticas (CDs), que presentan el antígeno (PDG o complejos TGt-

PG) a las células T. Éstas, mediante la secreción de citocinas proinflamatorias con un perfil Th-1 dominado por el 

IFNɣ promueven la secreción de metaloproteasas de la matriz celular (MMPs) por parte de los fibroblastos, 

degradando la matriz extracelular e incrementando la toxicidad de los enterocitos y LIEs. Además, en el contexto de 

un perfil de citocinas Th-2, las células T conducen a la activación y clonación de células B que se diferencian en 

células plasmáticas y producen anticuerpos frente a los PDG y la TGt.  
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1.2.1 Factores genéticos  
 

 En el desarrollo de la EC intervienen diversos factores. El hecho de que el gluten 

no resulte nocivo para la gran parte de la población significa que debe haber una 

susceptibilidad individual al desarrollo de la enfermedad, la cual está sustentada en 

factores genéticos. Los familiares de primer grado de un paciente celiaco presentan un 

riesgo de desarrollar la enfermedad 20 veces mayor que el resto de la población. La 

susceptibilidad genética puede ser resultado de una predisposición colectiva de varios 

genes polimórficos en varias regiones del genoma humano. 

 

 La asociación de la EC con la región HLA es una de las más fuertes descritas en 

cualquier patología [56]. La implicación de la región HLA de clase II es incuestionable 

[57]. En la mayoría de las poblaciones estudiadas más del 90% de los pacientes celiacos 

expresan el heterodímero HLA-DQ2 codificado por los alelos DQA1*05 y DQB1*02 

[58], mientras que algunos pacientes DQ2-/DQ8- portan alelos que codifican para 

solamente una cadena del heterodímero DQ2 (DQA1*05 o DQB1*02) [59]. Este 

heterodímero tiene un papel dominante en la susceptibilidad de la EC por su 

implicación patogénica: los péptidos de gliadina, tras ser desaminados por la enzima 

TGt, presentan una mayor afinidad por la hendidura específica de los heterodímeros 

DQ2 expresados en la membrana de las CPA. De esta manera son reconocidos de una 

forma eficaz por los linfocitos T reactivos frente al gluten en el intestino de los 

pacientes celiacos [39-40]. El heterodímero HLA-DQ8 juega un papel muy similar al 

del DQ2 pero en este caso no está clara la necesidad de desaminación previa de los 

péptidos por parte de la TGt. Aproximadamente el 25% de la población general y el 95 

% de los pacientes celiacos, es HLA-DQ2 positiva [56]. El papel de las moléculas 

HLA-DQ2/DQ8 como factores genéticos responsables de orquestar la respuesta inmune 

frente a los péptidos de gluten en la EC ha sido demostrado [5, 60], y por lo tanto son 

una condición necesaria para desarrollar la enfermedad celiaca, pero no suficiente. 

 En la EC, la unión entre el factor ambiental protagonista, el gluten, y el principal 

factor de susceptibilidad, la molécula HLA-DQ2 fue revelada en 1993 [61] gracias al 

hallazgo de células T CD4
+
 específicas del gluten unido al complejo HLA-DQ2. Las 

bases moleculares de la interacción entre los péptidos derivados del gluten y las 

moléculas HLA-DQ2/DQ8 es bien conocido y depende las propiedades fisicoquímicas 
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de ambas partes, que son capaces de reconocer una gran cantidad de epítopos de gluten 

[62].  

 La presencia de las moléculas HLA-DQ2/DQ8 (6p21) supone únicamente 

alrededor de un 53% del riesgo de sufrir la enfermedad celiaca [63]. La tasa de 

concordancia de EC entre gemelos monozigóticos es mayor del 80% y del 20% entre 

dizigóticos [64], por lo tanto regiones diferentes a la HLA deben estar implicadas en la 

EC. Un gran avance en la búsqueda de posibles genes no-HLA implicados en la 

enfermedad han sido los estudios de asociación del genoma completo o GWAS 

(Genome-Wide Association Studies) [65], los cuales han identificado 26 loci que no 

pertenecen a la región HLA y han sugerido otros 13 loci como genes de susceptibilidad 

de la EC [66]. Los 39 loci no-HLA incluyen 115 genes diferentes [67]. Al menos 28 de 

las 39 regiones contienen genes que intervienen en vías de señalización implicadas en la 

EC como la inmunidad adaptativa, inmunidad innata, señalización celular, maduración 

y diferenciación de los linfocitos T o la vía de señalización del NF-ƘB entre otros [66].  

 

 Aunque estos genes no-HLA solo representen el 5% del riesgo genético de 

desarrollar la enfermedad, además de estar implicados en muchas otras enfermedades 

relacionadas con el sistema inmune, refuerzan la evidencia de que existen diversos 

factores exógenos que determinan en qué situaciones un individuo desarrolla la EC y no 

otra patología relacionada (Figura 3). La susceptibilidad genética es necesaria para el 

desarrollo de la EC, pero no suficiente. 

 

 

 

 

Figura 3: Factores determinantes de la 

Enfermedad Celiaca: proteínas de gluten 

(factor desencadenante), factores genéticos 

(moléculas HLA-DQ2/DQ8 y otros genes no-

HLA) y factores ambientales (infecciones 

virales, tratamientos, alteraciones de la flora 

bacteriana, momento de inserción del gluten 

en la dieta y cantidad de gluten ingerida). 
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1.2.2 Factores ambientales 

2.2.1 El gluten 

 

 El proceso central que define la EC es una intolerancia permanente a los 

péptidos de gluten, lo que convierte a este conjunto de proteínas en el factor ambiental 

clave en el desarrollo de la enfermedad. Prueba de ello es que en la mayoría de los 

casos, el cumplimiento estricto de la dieta sin gluten conduce, en pocos meses, a la 

recuperación rápida y completa de la arquitectura y función de la mucosa del intestino 

delgado, así como a la remisión de los síntomas y la normalización de las pruebas 

serológicas [68]. 

 

 La absorción normal de proteínas de la dieta en el intestino humano puede 

explicarse en tres etapas principales: en primer lugar las proteínas son degradadas  

mediante la proteólisis que se inicia en el estómago mediante enzimas como la pepsina 

y continúa más adelante en el duodeno con las proteasas pancreáticas y 

carboxipeptidasas. El resultado son oligopéptidos que se procesan más adelante por 

peptidasas ancladas al borde en cepillo del epitelio intestinal y finalmente los 

aminoácidos y péptidos resultantes son transportados a través del epitelio hasta la 

lámina propia de donde viajan a todo el cuerpo por el torrente sanguíneo.  

 

 Como ya se ha mencionado anteriormente, el alto contenido en prolina y 

glutamina de las proteínas del gluten, las hace resistentes a una completa digestión 

proteolítica en el intestino humano [69]. Ya en el año 1955, poco después de que el 

gluten fuera identificado como desencadenante de la EC, Frazer et al [70] demostraron 

que la digestión de la gliadina por la pepsina gástrica y la tripsina pancreática generaba 

péptidos de pesos moleculares inferiores a 15000 Da que resultaban tóxicos para los 

pacientes celiacos.  

 Existen unas enzimas llamadas proliloligopeptidasas o prolilendopeptidasas  

(POPs o PEPs), capaces de hidrolizar los enlaces peptídicos internos en los que 

participan residuos de prolina. Estas enzimas han sido identificadas y aisladas en 

arqueas, bacterias y eucariotas [71], sin embargo, no forman parte del elenco de enzimas 

gástricas, pancreáticas y del cepillo intestinal que intervienen en la digestión de los 
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alimentos. Como consecuencia, se generan una serie de péptidos de diferentes tamaños 

que se acumulan en el duodeno y que, en individuos genéticamente predispuestos, 

pueden tener un efecto tóxico contribuyendo al desarrollo de la EC. De todas las 

prolaminas que se conocen, la gliadina ha sido la más estudiada hasta el momento.  

 Los péptidos derivados de la degradación de la gliadina están involucrados en el 

desarrollo de la enfermedad, bien por su efecto tóxico directo o inmunogénico [72]. Se 

considera que un fragmento tiene efecto tóxico (Tabla 5) cuando es capaz de producir 

un daño en la mucosa intestinal o bien en condiciones in vitro, al agregarlo en el medio 

de cultivo de una biopsia intestinal, o in vivo al ser administrado en la región proximal o 

distal del intestino [73].  

 

 

Secuencia aminoacídica Posición Toxicidad 

VPVPQLQPQNPSQQQPQEQ α 3-21 - 

PGQQQPFPPQQPY α 31-43 + 

PGQQQPFPPQQPYPQPQPF α 31-49 + 

PGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQPY α 31-55 + 

PQPQPFPSQQPY α 44-55 + 

SQQPYLQLQPFPQPQLPY α 51-70 + 

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPY α 56-75 + 

QQPYLGPGSFRPSQQNPQA α 202-220 - 

LGQGSFRPSQQN α 206-217 + 

 

 

Tabla 5: Listado de péptidos derivados de la gliadina y su toxicidad [73]. De cada uno de los péptidos se muestra 

la secuencia, la posición en la α-gliadina y su toxicidad (+ péptido tóxico y – péptido no tóxico). 

 

 

 En cambio, un péptido se considera inmunogénico (Tabla 6) cuando es capaz de 

estimular de forma específica a los linfocitos T CD4
+
 específicos del complejo HLA-

DQ2/DQ8, derivados tanto de la mucosa intestinal como de sangre periférica.  

 Algunos de los péptidos inmunogénicos son además epítopos 

inmunodominantes, ya que son capaces de inducir in vitro una respuesta de las células T 

en casi todos los pacientes, mientras que aquellos epítopos inmunogénicos tienen este 

mismo efecto solamente en algunos casos. Además, si un paciente celiaco en una dieta 

sin gluten comete una transgresión, se detectan en sangre de una forma mucho más 

rápida las células T específicas de epítopos inmunodominantes que aquellas que 

reconocen epítopos inmunogénicos [74]. 
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Secuencia aminoacídica Posición Inmunogenicidad 

VRVPVPQLQPQNPSQQQPQ α-gliadina: 1-19 + 

QNPSQQQPQEQVPLVQQQ α-gliadina: 11-28 + 

QVPLVQQQQFPGQQQPFPPQ α-gliadina: 21-40 + 

PGQQQPFPPQQPYPQPQPF α-gliadina: 31-49 + 

FPGQQQPFPPQQPYPQPQPF α-gliadina: 30-49 + 

QPYPQPQPFPSQQPYLQL α-gliadina: 41-58 + 

PQPFPSQQPYLQLQPFPQ α-gliadina: 46-63 + 

PQPQLPYPQPQLPY α-gliadina: 62-75/(a)  +/+++ 

QLQPFPQPQLPY α-gliadina: 57-68/(a) +/+++ 

QLQPFPQ α-gliadina: 57-63(a) +++ 

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF α-gliadina: 57-89/(a) +/+++ 

QLQPFPQPQLPY α-gliadina: 58-69(a) +/+++ 

PQPQLPYPQPQLPY α-gliadina: 63-76/(a) +/+++ 

PFRPQQPYPQPQPQ α-gliadina: 93-106/(a) + 

LIFCMDVVLQ α-gliadina: 123-132 + 

QQPLQQYPLGQGSFRPSQQNPQAQG α-gliadina: 198-222 + 

QYPLGQGSFRPSQQNPQA α-gliadina: 203/220/(a) +/+ 

PSGQGSFQPS α-gliadina: 205-214 - 

PSGQGSFQPSQQ α-gliadina: 205-216/(a) +/+++ 

SGQGSFQPSQQN α-gliadina: 206-217/(a) +/+++ 

QGSFQPSQQN α-gliadina: 208-217/(a) -/+++ 

LQPQQPFPQQPQQPYPQQPQ ɣ-gliadina: 60-79 + 

FPQQPQQPYPQQPQ ɣ-gliadina: 66-78 + 

FSQPQQQFPQPQ ɣ-gliadina: 102-113/(a) -/+ 

OQPQQSFPEQQ ɣ-gliadina: 134-153/(a) +/+++ 

VQGQGIIQPQQPAQL ɣ-gliadina: 222-236/(a) +/+ 

QQQQPPFSQQQQSPFSQQQQ glutenina: 40-59/(a) -/+ 

QQPPFSQQQQPLPQ glutenina: 46-60/(a) -/+ 

SGQGQRPGQWLQPGQGQQGYYPTSPQQSGQGQQLGQ glutenina: 707-742/(a) +/+ 

PGQGQQGYYPTSPQQSGQ glutenina: 719-736 + 

GYYPTSPQQSGQGQQLGQ glutenina: 725-742 + 

GYYPTSPQQSG glutenina: 725-735 + 

QGYYPTSPQQS glutenina: 724-734/(a) +/- 

QQGYYPTSPQQSG glutenina: 723-735 + 

GQQGYYPTSPQQSG glutenina: 722-735 + 

GQQGYYPTSPQQS glutenina: 722-734 + 

 

 

Tabla 6: Listado de péptidos derivados de la digestión de la gliadina y su inmunogenicidad [73]. 

Algunos de los péptidos identificados como inmunogénicos, además son inmunodominantes (marcados 

con +++), los cuales son capaces de inducir una fuerte respuesta en las células T. Los péptidos 

desaminados están señalados con la letra (a). 

  

 Existen péptidos que en su estado nativo no ejercen ningún efecto pero que tras 

ser desaminados por la enzima transglutaminasa tisular se convierten en unos potentes 

estimuladores de las células T. 

 La transglutaminasa tisular (TGt) o transglutaminasa 2 es una enzima  de 686 

aminoácidos con diversas funciones, todas ellas dependientes de calcio. Su distribución 
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celular no se restringe a un compartimento especifico y puede ser detectada en la matriz 

extracelular o intracelularmente. La principal actividad de la TGt, en situaciones de  pH 

> 7 es catalizar la unión covalente e irreversible de una proteína con un residuo de 

glutamina a un residuo de lisina de otra proteína. Además, cataliza reacciones de 

transaminación mediante la incorporación de grupos amino (poliaminas o histamina) en 

las proteínas. En ausencia de grupos amino disponibles o en condiciones de pH < 7, la 

TGt cataliza reacciones de deamidación, transformando la glutamina unida a proteínas 

en ácido glutámico [75]. La gliadina es uno de los sustratos preferidos de esta enzima ya 

que alrededor del 36% de sus residuos de glutamina son susceptibles de modificación 

tanto por la incorporación de poliaminas como por la liberación de NH3 mediante la 

desaminación. 

 El péptido 33-mer (LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF), 

procedente de la α-gliadina y compuesto por 33 aminoácidos (residuos 57-89), es el 

péptido inmunogénico e inmunodominante de mayor tamaño identificado hasta el 

momento. Este péptido, resistente a las proteasas, ha sido descrito como el péptido de 

gluten reconocido por las células T específicas de gluten con más actividad [76-77].  

  

 Cada vez se conoce más acerca de los péptidos generados durante la degradación 

del gluten, sin embargo, el origen de la actividad enzimática responsable de esa 

degradación sigue siendo a día de hoy un gran desconocido. Tradicionalmente, se 

consideraba que la EC era consecuencia de una deficiencia enzimática en el borde en 

cepillo intestinal, lo que provocaba una degradación incompleta del gluten y su 

consecuente efecto tóxico. Se confirmaron deficiencias en algunas enzimas como 

dipeptidasas [78], pero tras la DSG se recuperaban los niveles normales. Actualmente se 

sabe que la digestión del gluten es incompleta tanto en pacientes celiacos como en 

individuos sanos, y que la EC es debida a una respuesta incorrecta frente al péptido 

tóxico y no únicamente a la presencia del mismo. Sin embargo, una de las dianas 

terapéuticas propuestas para la EC es precisamente la degradación del gluten, utilizando 

las PEPs mediante administración oral [79], las cuales podrían complementar la acción 

de las proteasas pancreáticas debido a su capacidad de acelerar la digestión del gluten en 

el tracto intestinal.   
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 1.2.2.2 Otros factores ambientales 

 

 Además de la susceptibilidad genética y de la ingesta de gluten, existen factores 

ambientales que pueden favorecer el desarrollo de la enfermedad celiaca (Figura 3).   

 Hace años, cuando la provocación con gluten era una prueba utilizada para el 

diagnóstico de la EC, surgió la duda de un efecto-dosis en el desarrollo de la 

enfermedad. El momento de introducción del gluten en los niños es un factor que se 

considera determinante en individuos genéticamente predispuestos y tanto su 

introducción temprana (antes de los 3 meses de edad), como tardía (después de los 7 

meses de edad), se asocia con un riesgo incrementado de EC y con el desarrollo de 

autoinmunidad relacionada con esta enfermedad [80]. La cantidad de gluten ingerida, 

principalmente en el primer año de vida podría también tener un valor determinante en 

individuos con susceptibilidad genética [81-82]. Otros factores contribuyentes incluyen 

las infecciones asociadas a variaciones estacionales [83] y la duración de la lactancia 

materna. Por otro lado, el consumo de medicamentos puede incrementar la 

susceptibilidad al gluten en individuos genéticamente predispuestos [84].  

 Las infecciones intestinales pueden causar un incremento temporal de la 

permeabilidad intestinal lo que podría provocar un aumento en la liberación de la 

enzima transglutaminasa tisular que, a su vez, incrementa la inmunogenicidad de los 

péptidos de gluten [85]. Las infecciones virales, en particular las de enterovirus como 

los rotavirus [86], han sido consideradas como factores de incremento de la incidencia 

de la enfermedad celiaca y otras enfermedades autoinmunes como la diabetes tipo 1 

[87].  Stene et al [88] encontraron mayor riesgo de sufrir la EC en niños con infecciones 

repetidas de rotavirus, lo cual podría tener su explicación en la homología entre la 

proteína VP-7 de los rotavirus y la enzima TGt [89]. Además, estudios realizados en 

ratones tratados con ácido poliinosinico-policitidilico (poly I:C) como modelo de 

infección con virus de ARN de doble cadena indicaron que las infecciones virales 

pueden promover la activación de la enzima TGt [90]. Por otro lado, las infecciones 

virales inducen la producción de IFN tipo I [91] el cual tiene propiedades inmuno-

estimuladoras.   

 Las células epiteliales secretan péptidos antimicrobianos, como las defensinas 

[92], con el objeto principal de evitar la entrada de bacterias comensales y patógenas a 
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la lámina propia. La microbiota comensal que está en contacto con el epitelio intestinal 

tiene una importante función en el mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune 

en el intestino. Una alteración en el balance entre tolerancia e inmunidad probablemente 

contribuya a la patogénesis de la mayoría de condiciones inflamatorias incluyendo las 

intolerancias alimentarias. 

 Las bacterias comensales son adquiridas inmediatamente después del nacimiento 

y llegan a alcanzar una densidad de 10
12

 células/ml en el lumen del intestino delgado de 

un humano adulto. Los beneficios que ofrece la flora comensal en la fisiología del 

hospedador requieren una baja respuesta del mismo frente a las comunidades 

bacterianas. Para un desarrollo y funcionamiento normal de la mucosa intestinal es 

necesario un nivel de reconocimiento inmune innato de las bacterias comensales [93]. 

Se han realizado estudios con ratones gnotobióticos (con una flora bacteriana conocida, 

libres de gérmenes patógenos) en los que se ha observado un defecto en la formación de 

las placas de Peyer, y una alteración en la formación de linfocitos en comparación con 

ratones en condiciones normales [94]. Existe un modelo que sostiene que los 

componentes del sistema inmune innato están comprobando continuamente la dinámica 

composición de la flora comensal. Tanto los enterocitos como las células dendríticas 

expresan gran cantidad de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) [95] que 

reconocen estructuras únicas presentes en la superficie de los microorganismos que 

están en contacto directo con las bacterias del lumen intestinal. Estudios recientes 

sugieren que alteraciones en la adquisición o composición de la flora bacteriana [96] 

puede influir el curso de varias enfermedades metabólicas e inflamatorias. 

 En la EC, la presencia prolongada de poblaciones elevadas de linfocitos TCRɣδ 

en el epitelio intestinal de pacientes que siguen una DSG [97] indica un estrés en el que 

podría estar implicada la interacción continua del epitelio con bacterias intestinales. La 

exposición del epitelio intestinal a la gliadina o prolaminas similares junto con un 

haplotipo HLA-DQ apropiado, son dos factores necesarios, pero no suficientes, para 

desencadenar la EC. 

 Reacciones aberrantes del sistema inmunitario pueden contribuir al desarrollo de 

la enfermedad. Investigadores del Departamento de Microbiología Clínica e 

Inmunología de la Universidad de Umea en Suecia, publicaron en el año 2003 un 

trabajo en el que estudiaron la carga bacteriana de biopsias intestinales de pacientes 



Capítulo I: Introducción 

 

 

23 

 

  

celiacos tanto en actividad (aEC) como en DSG, y de individuos sanos [98], analizando 

la composición del glicocálix y la producción de mucinas y péptidos antimicrobianos 

mediante diversas técnicas. Concluyeron que existen diferencias significativas en la 

composición del glicocálix en la mucosa de los pacientes celiacos en comparación con 

los individuos sanos que podrían facilitar la adhesión bacteriana al epitelio intestinal. 

 Un año más tarde, se publicó otro trabajo [99] llevado a cabo por investigadores 

suecos, en el cual estudiaban la función metabólica de la microflora en pacientes 

pediátricos con EC. El análisis se llevó a cabo mediante cromatografía de los ácidos 

grasos de cadena corta en muestras fecales. Observaron diferencias en el metabolismo 

de la flora bacteriana en pacientes celíacos en comparación con los controles sanos, 

tanto en aEC como en DSG, lo cual indicaba que se trataba de un fenómeno 

independiente de la dieta, la inflamación y el estado inmunológico del paciente. 

 

 Todo esto nos lleva a pensar en una posible implicación de la flora bacteriana en 

la patogenia de la EC, pudiéndose barajar múltiples posibilidades [100]. Los productos 

bacterianos podrían estar actuando como adyuvantes sobre los sensores bacterianos del 

duodeno como los TLRs (Toll-like Receptors), disminuyendo de esta forma el umbral 

de activación de las células T de la lámina propia por el gluten. Otra posibilidad es que 

la presencia de bacterias en el intestino desencadene cierto estrés en las células 

epiteliales, que expresarían elevadas cantidades de MICA, convirtiéndose así en células 

diana para los linfocitos T citotóxicos. Por otro lado las bacterias de la microbiota 

podrían ser capaces de expresar algún tipo de transglutaminasas que participasen en la 

desaminación de la gliadina. Por último, cabría pensar que la propia flora bacteriana 

pueda estar interviniendo de alguna forma en la degradación de la gliadina, de forma 

que en el duodeno de los pacientes EC se formen péptidos, como producto de una 

digestión diferencial y específica, capaces de desencadenar una respuesta inmunológica 

innata.  
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 1.2.3 La mucosa intestinal como órgano diana 
  

 La mucosa intestinal es la superficie mucosa más extensa del organismo. Se 

encuentra revistiendo el tubo digestivo y está formada por el epitelio intestinal, la 

lámina propia (tejido conectivo con numerosos vasos sanguíneos y linfáticos) y la 

submucosa (músculo liso). El epitelio intestinal representa la primera línea de defensa 

en el tracto digestivo ya que constituye una barrera física entre el lumen intestinal y el 

ambiente aséptico del intersticio. Gracias a su permeabilidad selectiva permite la 

absorción de nutrientes, electrolitos y agua a la vez que constituye una defensa eficaz 

frente a antígenos externos, microorganismos y toxinas [101].  

 El epitelio intestinal se compone de 5 tipos celulares principales: células 

columnares absortivas o enterocitos (las más abundantes), células globet, células 

endocrinas, células Paneth y células M [102]. La cohesión y polaridad de estas células 

es mantenida por una red de proteínas que forman 3 tipos de complejos de adhesión 

(Figura 4): desmosomas, uniones adherentes (AJs, Adherens junctions) y uniones 

estrechas (TJs, Tight junctions) [103], responsables de mantener la función selectiva de 

esta barrera.  

 

 

 

 

Figura 4: Complejos de adhesión de las células epiteliales. En la membrana lateral: uniones adherentes o AJs 

(adherens junctions) y en la membrana apical: uniones estrechas o TJs (tight junctions), ambas ancladas al 

citoesqueleto o a través de los filamentos de actina. En la membrana basolateral: desmosomas. 
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 Gracias a los desmosomas y las AJs las células adyacentes se mantienen unidas 

de forma mecánica [104], mientras que las TJs son las responsables de sellar el espacio 

intercelular regulando el transporte  paracelular de solutos iónicos y evitando la entrada 

de macromoléculas hacia la lámina propia [105]. Además, tanto las AJs como las TJs 

juegan un papel importante en la regulación de la proliferación, polarización y 

diferenciación celular del epitelio [106]. Las AJs se sitúan en los puntos de unión entre 

células en las membranas laterales, y se componen de proteínas transmembrana que se 

unen al citoesqueleto a través de proteínas adaptadoras intracelulares. Las TJs, sin 

embargo, forman un anillo a modo de cinturón alrededor de las células epiteliales, en los 

puntos de confluencia de las membranas apical y lateral. Consisten en proteínas 

transmembrana (ocludina, claudina y moléculas de adhesión) [107-108] que interactúan 

en el espacio paracelular con proteínas de células adyacentes. Los dominios 

intracelulares de las proteínas transmembrana se unen al citoesqueleto a través de los 

dominios de unión de proteínas adaptadoras (zonula occludens ZO-1, ZO-2 y ZO-3) 

[109]. Las proteínas de las TJs son reguladas mediante mecanismos de fosforilación 

llevados a cabo fundamentalmente por kinasas y fosfatasas. Las TJs funcionan como 

una barrera selectiva y semipermeable.  

 En un individuo sano, sin alteraciones en la mucosa intestinal, el transporte de 

pequeñas moléculas, principalmente proteínas, hacia la lámina propia se realiza a través 

de dos vías principales [110-111] (Figura 5): 

 La vía paracelular está controlada por las TJ las cuales forman poros de pequeño 

tamaño (4-9 x10
-8

 cm) en las vellosidades intestinales y otros algo más grandes (50-60 

x10
-8

 cm) en las criptas [112]. Esta vía controla el flujo pasivo de iones y moléculas 

con un peso molecular inferior a 600 Da [113]. La difusión de estas moléculas está 

dirigida por los movimientos de agua que se generan como consecuencia del gradiente 

electroquímico transepitelial y los gradientes osmóticos [102]. 

 La vía transcelular permite el paso de pequeñas cantidades de moléculas 

antigénicas más grandes mediante un proceso activo a través de los propios 

enterocitos. La captación del antígeno puede ocurrir a través de las células M de las 

placas de Peyer [102]. Además, las células dendríticas tiene la capacidad de reconocer 

bacterias directamente en el lumen intestinal extendiendo sus dendritas entre las 

células epiteliales [114]. La vía transcelular es muy importante en la captación de 

partículas antigénicas como microorganismos [115] pero no parece esencial en el 
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transporte de las proteínas de la dieta.  

 Diversos estudios indican que en condiciones normales, las macromoléculas del 

lumen pueden: i) ser endocitadas por los enterocitos, ii) degradadas en el compartimento 

lisosomal y iii) alcanzar la lamina propia por la membrana basolateral, haciéndolo el 

90% como péptidos libres o complejos de péptidos-MHCII liberados en exosomas y el 

10% restante como proteínas intactas [102, 116]. Una vez en la lámina propia, los 

péptidos o los complejos en exosomas pueden ser reconocidos por células dendríticas y 

viajar por la vía linfática hasta los nódulos linfáticos donde podrán desencadenar una 

respuesta tanto reguladora como inflamatoria [117].  

 

  

 

 

 

Figura 5: Vías de transporte a través del epitelio intestinal en condiciones normales. Las moléculas pequeñas (< 

600 Da) atraviesan el epitelio intestinal mediante el transporte paracelular, controlado principalmente por las uniones 

estrechas o tight junctions (TJs), las cuales forman poros de diferentes tamaños que restringen el paso de las 

moléculas. Las moléculas de < 600 Da alcanzan la lámina propia a través de la vía transcelular en tres posibles 

estados: tras ser endocitadas en la membrana apical de los enterocitos donde se degradan parcialmente. De ahí, (a) el 

90% pasan a los lisosomas donde son degradadas casi totalmente, (b) una pequeña fracción de moléculas (10%) 

prácticamente intactas, desde los endosomas, atraviesan la membrana basolateral de los enterocitos alcanzando la 

lámina propia. Además, los endosomas pueden unirse a compartimentos ricos en complejos mayor de 

Histocompatibilidad (C-MHC), provocando la formación de exosomas ricos en complejos péptido-MHC, que son 

liberados a la lámina propia pudiendo ser reconocidos por células dendríticas, que a su vez estimulan a las células T 

desencadenando una respuesta inmune. 
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 En la última década se ha observado que existe una correlación entre la ruptura de 

esa primera barrera intestinal y el desarrollo de enfermedades autoinmunes e 

inflamatorias. En la mayoría de las enfermedades digestivas se produce una alteración 

de la permeabilidad intestinal, y la EC no es una excepción [111].  

 Los estudios de permeabilidad intestinal en la EC se remontan a los años 60 [118], 

y la mayoría de ellos utilizan como modelo experimental de epitelio intestinal la línea 

celular Caco-2, procedentes de adenocarcinoma colorectal humano, desarrolladas por el 

Dr. Jorgen Fogh, del Instituto de investigación del cáncer Sloan-Kettering en Nueva 

York. Estas células, cultivadas bajo las condiciones apropiadas, se diferencian y 

polarizan de manera que su fenotipo, morfología y funcionalidad son muy similares a 

los enterocitos del intestino delgado [119]. Debido a que crecen de forma exponencial y 

formando monocapas, con uniones estrechas entre las células, las células Caco-2 han 

sido ampliamente utilizadas en estudios de permeabilidad celular [120-122]. 

 

 La permeabilidad intestinal está regulada por múltiples factores, como la 

apoptosis de las células epiteliales, la secreción de citocinas, las células del sistema 

inmune y factores exógenos. Se cree que una disfunción en la barrera intestinal puede 

ser crítica a la hora de hablar de la predisposición de un individuo a sufrir algún tipo de 

enfermedad autoinmune como puede ser la enfermedad inflamatoria intestinal (EII), 

alergia alimentaria, diabetes y la enfermedad celiaca (EC). Existen mediadores 

principales en los procesos de inflamación intestinal como el IFNɣ [123-124] y TNFα 

[125] que promueven la reorganización de las proteínas que componen las uniones 

estrechas, a través de reacciones de fosforilación, afectando de forma negativa a la 

función de la barrera intestinal. Además, datos experimentales y clínicos demuestran 

que citocinas como la IL-4 e IL-13 [126] inducen un aumento en la permeabilidad 

intestinal. 

 Los pacientes con EC presentan una elevada permeabilidad intestinal junto con 

una alteración morfológica de las uniones estrechas si se les compara con individuos 

control no-EC. Además, estas alteraciones persisten en pacientes asintomáticos que 

siguen una DSG. Los pacientes con EC desarrollan una respuesta inmune anormal 

frente a los péptidos derivados de gluten. Esta respuesta, se inicia cuando los péptidos 

alcanzan prácticamente intactos la lámina propia, debido a un mecanismo de transporte 

poco conocido hasta ahora. Existen datos que demuestran que el incremento de la 
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permeabilidad intestinal es anterior a la enfermedad en sí misma [127], de hecho, 

familiares directos de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal o enfermedad 

celiaca presentan una mayor permeabilidad intestinal. La gliadina ha demostrado tener 

un efecto directo sobre la zonulina, estimulando su producción e induciendo un 

incremento de la permeabilidad del intestino [128]. En este caso, la mayor parte de la 

gliadina consigue alcanzar la lámina propia a través de la vía paracelular. Además, se ha 

visto que la gliadina se une al receptor CXCR3 [129] presente en las células epiteliales, 

regulando la producción de zonulina mediante un mecanismo dependiente de MyD88. 

La distribución de CXCR3 en el tejido intestinal de pacientes con EC e individuos 

control no EC es cualitativamente similar, pero su nivel de expresión es más elevado en 

los pacientes con EC. 

 La vía paracelular no es el único mecanismo propuesto para la entrada de los 

péptidos derivados del gluten de forma intacta hasta la lamina propia. Un grupo de 

investigación francés liderado por Martine Heyman, ha publicado recientemente varios 

trabajos en los cuales proponen un mecanismo protector a través de la vía transcelular 

que permite el paso de los péptidos sin que éstos sean degradados por los lisosomas y 

exosomas [130]. La EC está asociada con una elevada concentración de anticuerpos IgA 

anti-gliadina en el lumen intestinal [131]. La inmunoglobulina A secretora (SIgA) es el 

componente efector mejor definido del sistema inmune de la mucosa intestinal. En un 

individuo sano, el transporte de los anticuerpos IgA consiste principalmente en un 

mecanismo de transcitosis desde la membrana basal hacia la membrana apical, lo que 

permite la liberación de la IgA secretora (SIgA) al lumen intestinal [132], donde 

confiere protección frente a patógenos y antígenos procedentes de la dieta. Sin embargo, 

Heyman et al han conseguido evidencias que apuntan a la existencia de una 

retrotranscitosis de la IgA en la EC, de manera que el transporte se realizaría desde la 

membrana apical hacia la membrana basal de los enterocitos. En un trabajo publicado 

en el año 2001, Moura et al [133] identificaron al receptor de las transferrina CD71 

como un receptor de la IgA. En individuos sanos, este receptor se expresa en las 

membranas baso-laterales de las células del epitelio intestinal que forman las criptas, sin 

embargo, en los pacientes con enfermedad celiaca, este receptor se expresa en la  

membrana apical de los enterocitos, principalmente en las vellosidades intestinales 

[102]. Por lo tanto, cabría la posibilidad de que en la EC se produzca el paso de los 

péptidos derivados del gluten hacia la lámina propia mediante un mecanismo de 
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retrotranscitosis del complejo IgA-péptidos de gliadina a través del receptor CD71 

(Figura 6), lo que provocaría una sobre estimulación del sistema inmune de la mucosa 

intestinal. 

 

 

 

 

Figura 6: Transporte de los péptidos de gluten a través del epitelio intestinal en la Enfermedad Celiaca 

mediante retrotranscitosis mediada por IgA. La IgA es una inmunoglobulina que en condiciones normales es 

secretada en el lumen intestinal con el principal objetivo de proteger al organismo de los microbios y antígenos de la 

dieta presentes en el tracto intestinal. En condiciones patológicas como la Enfermedad Celiaca, puede producirse un 

retrotransporte anormal de la IgA secretora (SIgA) permitiendo el paso de bacterias o antígenos de la dieta hacia la 

lámina propia. En el lumen intestinal, la IgA por un lado se une a los péptidos derivados de la digestión del gluten, y 

por otro, es reconocida por su receptor CD71 expresado en la membrana apical de los enterocitos. El complejo IgA-

péptidos es endocitado y liberado por la membrana basal de los enterocitos, alcanzando la lámina propia sin sufrir 

ningún tipo de degradación. De esta manera los péptidos de gluten atraviesan el epitelio intestinal de forman intacta, 

desencadenando la respuesta inmune característica de la EC. 

 

 

 El incremento de la permeabilidad intestinal en la EC es un hecho indiscutible, 

aunque a día de hoy no se conozca con certeza si es la causa o una consecuencia de la 

propia enfermedad [102]. Existe una gran controversia entre cual es el mecanismo de 

transporte a través del cual los péptidos de gluten alcanzan la lámina propia. Lo más 

probable es que se trate de una combinación de varios factores.  
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1.3 Clínica y diagnóstico de la Enfermedad Celiaca 

 

 Hace años, la EC solía presentarse como un desorden alimenticio en individuos 

de cualquier edad, afectando especialmente a los niños de entre 1 y 5 años. Sin 

embargo, en la actualidad cada vez es más frecuente el diagnóstico de la EC en adultos, 

donde además suele manifestarse con un cuadro clínico atípico, con manifestaciones 

extra- intestinales asociadas a otras patologías, lo que dificulta aún más su diagnóstico.  

 

 En la forma clásica de la EC predomina la sintomatología gastrointestinal: 

diarrea malabsortiva, dolor abdominal, flatulencia, pérdida de peso, vómitos, atrofia 

vellositaria, diarrea, distensión abdominal e irritabilidad. Suele presentarse entre los 6 y 

24 meses de edad en niños y entre los 30 y 50 años en adultos. Sin embargo, existen 

situaciones en la que las manifestaciones digestivas están ausentes u ocupan un segundo 

lugar. Estas formas atípicas incluyen manifestaciones extra-intestinales que pueden ser 

orales [134], cutáneas, hematológicas [135-136], neurológicas [137], articulares, 

hepáticas, endocrinológicas, ginecológicas [138] y psiquiátricas [139], entre las que 

predomina la anemia ferropénica [140] tanto en niños como en adultos. 

 

 En los últimos años se ha demostrado la existencia de formas ocultas de la 

enfermedad celiaca. Al igual que ocurre con la epidemiología, las formas de 

presentación de la EC se representan con el modelo de iceberg [27], descrito en los años 

90 por Logan (Figura 1). Solamente una pequeña porción del iceberg es visible, y 

representa las formas sintomáticas de la enfermedad, tanto típicas como atípicas. Sin 

embargo la gran parte del iceberg que permanece oculta bajo el agua, representa las 

formas no sintomáticas de la enfermedad celiaca: Silente, latente y potencial [141].   

 

 En la EC silente, no existen manifestaciones clínicas pero sí lesiones típicas de 

la enfermedad en la mucosa del intestino delgado. Por esta razón, su diagnóstico suele 

ser fruto de la casualidad o de estrategias de despistaje realizadas en estudios familiares 

o poblacionales ya que suelen presentar los marcadores serológicos característicos de la 

EC. Un estudio realizado en 2002 por Cilleruelo [31] concluyó que en España la 

incidencia de la EC Silente es de 1/281 individuos. Es más frecuente en familiares de 

primer grado de pacientes celiacos y puede cursar de manera asintomática durante 
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varios años. Esta forma corresponde a gran parte de los adultos con diagnóstico de EC 

en la infancia que no siguen la DSG [142]. Debido a la ausencia de manifestaciones 

físicas, es fundamental hacer un seguimiento clínico continuo de estos pacientes 

mediante marcadores serológicos, incluso con una biopsia intestinal en algunos casos 

[143]. 

 

 A diferencia de la EC silente, los pacientes con EC latente no presentan 

manifestaciones clínicas pero tampoco las lesiones típicas de la enfermedad, ni niveles 

positivos en alguno de los marcadores serológicos. En algunos casos se observa un 

aumento de linfocitos intraepiteliales (LIEs), y aunque con el paso del tiempo deberían 

presentar atrofia vellositaria, la biopsia tiene morfología normal  al momento del 

diagnóstico. Suele darse en familiares de primer grado de pacientes celiacos que, de la 

misma manera que en la EC silente, deben ser sometidos a controles periódicos. Esta 

tipología es la más difícil de diagnosticar. 

 

 La EC potencial es la forma de presentación con más controversia. En este caso, 

los pacientes no presentan alteraciones histológicas en la biopsia intestinal, pero 

presentan algún marcador positivo propio de la EC (generalmente los marcadores 

genéticos) o un aumento de LIEs. Se especula que pueden desarrollar potencialmente la 

enfermedad, que podría estar inducida por factores ambientales no identificados hasta el 

momento [144]. Este sería el grupo más numeroso de todos. 

 

 Existen casos en los que la atrofia vellositaria e hiperplasia de criptas persiste 

después de 12 meses en DSG o hay un cuadro clínico grave que requiere reevaluación 

del paciente. Es lo que se conoce como EC refractaria, la cual es más frecuente en 

mujeres, muy rara vez en menores de 30 años y con mayor frecuencia en mayores de 50 

años. En estos casos es importante confirmar el diagnóstico de la enfermedad y evaluar 

las posibles explicaciones a la falta de respuesta a la dieta (ingesta de gluten, 

diagnóstico erróneo, intolerancia a la lactosa, sobrecrecimiento bacteriano o síndrome 

de intestino irritable entre otras). 

 

 Existen numerosas enfermedades asociadas a la EC, como son las enfermedades 

autoinmunes (Diabetes tipo I, Tiroiditis autoinmune, Hepatitis autoinmune, Miastenia, 
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Cirrosis biliar, Psoriasis y Síndrome de Sjögren) y otras como Síndrome de Down, 

Síndrome de Turner y Síndrome de Williams, que complican aún más el diagnóstico de 

la EC, convirtiéndolo en un auténtico reto para los profesionales.  

 

 

1.3.1 Criterios diagnósticos 

 

 Hace años, cuando la EC era considerada una enfermedad rara, su diagnóstico se 

basaba en la detección de los síntomas típicos gastrointestinales, en la confirmación 

mediante una biopsia del intestino delgado y en esquemas de retirada-reintroducción del 

gluten [145], que requerían la realización de un mínimo de tres biopsias intestinales.  

Actualmente los criterios diagnósticos de la EC se basan en la sintomatología 

clínica, los marcadores genéticos, las determinaciones serológicas y los hallazgos 

histopatológicos de las biopsias duodenales, que junto con una buena respuesta a la 

dieta libre de gluten, constituyen la base fundamental para su confirmación en la 

mayoría de los casos. El amplio abanico de formas de presentación clínica hace que en 

ocasiones las determinaciones genéticas, serológicas e histológicas no sean 

concluyentes. En estos casos se permite la retirada del gluten para observar si se 

produce una buena respuesta antes de determinar un diagnóstico definitivo. 

 

En términos generales, se puede decir que la enteropatía inducida por el gluten 

cursa con daño de los enterocitos por productos de degradación del gluten, que se 

manifiesta en última instancia por una atrofia vellositaria con aplanamiento de la 

superficie mucosa. Dado que el desarrollo de la EC es un proceso dinámico, el cuadro 

histológico varía ampliamente dependiendo del estadio clínico de la enfermedad y su 

severidad. 

 Hasta el momento, la biopsia duodenal sigue siendo la clave en el diagnóstico de 

la enfermedad. El informe final anatomo-patológico debe incluir los cambios en la 

arquitectura de las vellosidades y las criptas, así como el número de linfocitos 

intraepiteliales (LIEs). Para la confirmación del diagnóstico es necesaria la existencia de 

un consenso entre 4 y 6 biopsias tomadas antes del inicio de la DSG [146]. El 

incremento de LIEs es el primer y más sensible hallazgo producido por el gluten en la 

mucosa del intestino y constituye, por sí solo, la característica histopatológica más 
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relevante, incluso la única en las formas latentes de la enfermedad. Los LIEs son 

reconocidos fácilmente mediante una tinción con hematoxilina-eosina, y la presencia de 

más de 25 linfocitos por 100 enterocitos superficiales [147-148] o situados en la parte 

superior de la cripta es considerada como un incremento significativo. 

 En cuanto a los enterocitos, en las fases iniciales o latentes, no presentan 

cambios llamativos pero cuando existe un daño severo se produce una alteración del 

borde en cepillo, basofilia, vacuolación citoplasmática y pérdida de la polaridad lo que 

hace que adopte un aspecto de epitelio pseudo-estratificado [149]. 

 La atrofia vellositaria es la característica más llamativa de la EC debido a que es 

fácilmente reconocible tanto por endoscopia como en cortes histológicos. Se valora la 

relación vellosidad/cripta si se identifican 4 o más criptas paralelas, no tangenciales y 

adyacentes [150]. El cociente normal vellosidad/cripta es mayor de 2,5 de manera que 

cocientes inferiores se consideran atrofia. Existen tres clasificaciones histológicas para 

la EC: Marsh [151], Marsh-Oberhuber [152] y Corazza [148]. Actualmente la 

clasificación modificada de Marsh (Tabla 7 y Figura 7) es la más aceptada  para la 

clasificación de la lesión intestinal, y permite la comparación de distintas fases de la 

enfermedad en el mismo paciente así como entre datos obtenidos por distintos centros.  

 

 

 

 

Tabla 7: Clasificación modificada de Marsh de los diferentes grados de lesión intestinal en la Enfermedad 

Celiaca. LIE: número de linfocitos intraepiteliales por cada 100 células epiteliales.  
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Figura 7: Cortes histológicos de la mucosa duodenal en función de la clasificación modificada de Marsh de los 

diferentes grados de lesión intestinal en la Enfermedad Celiaca. 

 

 

1.3.2 Pruebas serológicas 

 

 Los marcadores serológicos específicos de la EC constituyen uno de los 3 pilares 

del diagnóstico de esta enfermedad, además de ofrecer varias ventajas con respecto a la 

toma de la biopsia duodenal. A nivel metodológico, las técnicas empleadas para los 

estudios serológicos son menos invasivas para el paciente, menos costosas y más 

rápidas en la obtención de resultados. Además, son muy útiles en los estudios de 

cribado  poblacional, de seguimiento de la correcta adherencia a la dieta sin gluten y del 

seguimiento propio de la evolución del paciente celiaco. 

 

 Ya en la década de los 60 [153] se observó la existencia, en enfermos celiacos,  

de anticuerpos séricos circulantes que disminuían tras instaurar una dieta exenta de 

gluten. Los anticuerpos antigliadina (AAG) fueron la primera herramienta serológica 

útil para el diagnóstico de la EC. Los AAG reconocen determinantes antigénicos de la 

α-gliadina muy conservados y compartidos con las otras fracciones (gliadinas β, ɣ y ω). 
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 Aunque con menor frecuencia, también aparecen en otras patologías 

(enfermedad de Crohn e intolerancias alimentarias) e incluso en controles normales, por 

lo que no pueden considerarse específicos de la EC [154]. Su detección indica un 

aumento de la permeabilidad intestinal y una sensibilización al gluten, pero no 

necesariamente la presencia de enteropatía. La concentración de AAG no está 

homogéneamente distribuida, cambia con la edad y está influida por factores genéticos.  

 

 Posteriormente al descubrimiento de los AAG, se pusieron en evidencia, en los 

pacientes celiacos no tratados, otras respuestas humorales cuya detección requiere la 

utilización de un sustrato tisular. Son los anticuerpos antireticulina (AAR), los 

anticuerpos antiyeyuno (AAY) y los anticuerpos antiendomisio (EmA). Para la 

determinación de todos ellos se emplean sustratos antigénicos distintos: riñón, estómago 

e hígado de roedor en el caso de los AAR, yeyuno humano para los AAY y contra la 

sustancia intermiofibrilar del músculo liso (endomisio) procedente en un principio del 

esófago del mono verde africano y posteriormente del cordón umbilical para los EmA 

[155]. La aparición de los anticuerpos antiendomisio supuso una revolución en el 

desarrollo de pruebas serológicas para la EC. Los anticuerpos EmA, aunque su 

determinación a nivel metodológico era más elaborada, superaban la eficiencia de todos 

los anticuerpos utilizados anteriormente. 

 

 El posterior aislamiento e identificación del principal antígeno del endomisio (la 

transglutaminasa tisular TGt) [156] permitió el desarrollo de técnicas fácilmente 

automatizables y con ello la generalización de su uso y la posibilidad de completar los 

estudios epidemiológicos que se habían iniciado con los EmA. Diversos trabajos han 

corroborado que los anticuerpos anti-TGt-IgA y los EmA-IgA son el mismo anticuerpo 

determinado frente a sustratos distintos. 

 

La principal utilidad de los marcadores serológicos es ayudar en la selección 

previa de aquellos pacientes con una alta posibilidad de padecer la EC que deberá ser 

confirmada mediante una biopsia intestinal. En la detección de anticuerpos en sangre 

frente a los antígenos previamente citados, se estudian dos de las inmunoglobulinas más 

abundantes en sangre: IgG e IgA. ´ 
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1.3.2.1 Marcadores serológicos actuales 

 

 En la actualidad, los marcadores serológicos más utilizados en el diagnóstico de 

la EC son los anticuerpos IgA anti-TGt, con una sensibilidad cercana al 100% y una 

especificidad de entre el 89% y 96% y los anticuerpos IgA anti-endomisio con una 

sensibilidad y especificidad superiores al 95% [146]. Uno de los ensayos inmunológicos 

más empleados en la determinación de los anticuerpos anti-TGt, es el ensayo por  

inmunoabsorción ligado a enzima o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

[157], cuyo origen se remonta a los años 60. Mediante la fijación del antígeno conocido 

a una fase sólida, el ELISA permite detectar en una muestra de suero o plasma 

sanguíneo, anticuerpos que reconozcan de forma específica ese antígeno que a su vez, 

son reconocidos por un segundo anticuerpo marcado con una enzima la cual produce 

una reacción colorimétrica cuando entra en contacto con su sustrato. Aunque el 

procedimiento es rutinario y sencillo, involucra a un gran número de variables que 

deben ser ajustadas correctamente. Existen diferentes tipos de ELISA que permiten 

detectar cualquiera de los dos elementos que forman el complejo antígeno-anticuerpo, lo 

que hace del ELISA una técnica con diversas aplicaciones en el diagnóstico clínico, 

detección viral y  búsqueda de anticuerpos monoclonales entre otras.  

Desde el desarrollo de la biotecnología en los años 90 y con el objetivo de 

aumentar la especificidad de los marcadores serológicos, los antígenos recombinantes 

han sido ampliamente utilizados en el diagnóstico de diversas enfermedades mediante la 

detección de anticuerpos específicos. Sin embargo, los antígenos recombinantes no son 

tan inmunoreactivos como los correspondientes antígenos humanos y han supuesto 

algunos problemas en su aplicación diagnóstica [158]. Durante la expresión de las 

proteínas en las bacterias, se pierden tanto las modificaciones post-translacionales como 

las estructuras adoptadas por las proteínas antigénicas [159]. Además,  la producción de 

antígenos recombinantes en grandes cantidades y de buena calidad es un proceso 

laborioso, costoso y suele dar problemas en la  reproducibilidad de los resultados, 

principalmente inter ensayo [160]. 

 

 Por esta razón el uso de péptidos sintéticos en el desarrollo de nuevas técnicas de 

diagnóstico es cada vez más común. Estos péptidos simulan los epítopos específicos de 
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diferentes proteínas antigénicas y al ser productos químicamente bien definidos,  

permiten una disminución de las reacciones inespecíficas y una mejora de la 

reproducibilidad. Además, a diferencia de los antígenos recombinantes, evitan el 

trabajar con material infeccioso. 

 Estos péptidos ofrecen la posibilidad de modificar su estructura química 

mediante diferentes métodos [161] como a) la unión covalente de biotina, ácidos grasos, 

proteínas portadoras o residuos de cisteína, b) la incorporación de modificaciones post-

translacionales como fosforilaciones o citrulinaciones, c) ciclación y d) la 

multimerización de la secuencia del epítopo. 

En los últimos 20 años se han utilizado una gran cantidad de péptidos sintéticos 

con el objetivo de aumentar la sensibilidad y especificidad de los ensayos 

inmunológicos destinados al diagnóstico, utilizando como sustratos tanto proteínas 

recombinantes como nativas [162-164]. En la actualidad existen numerosos sistemas de 

diagnóstico de enfermedades tanto de carácter viral   como parasitario y autoinmune, 

basados en péptidos sintéticos. Algunos ejemplos son: Epstein-Barr virus [165], 

Hepatitis C [166], Chlamydia trachomatis [167] y artritis reumatoide [168]. 

 

Los métodos disponibles en la actualidad para la síntesis de péptidos sintéticos 

pueden agruparse en [161]: métodos experimentales y métodos computacionales. Los 

métodos computacionales se basan, generalmente, en las propiedades fisicoquímicas de 

la estructura de las proteínas, es decir, en la capacidad hidrofílica, accesibilidad a la 

superficie y la movilidad de los segmentos. Estos métodos son los más económicos pero 

a su vez los que menos éxito han tenido hasta el momento. En cambio, los métodos 

experimentales son los más utilizados, aunque eso no quiere decir que estén exentos de 

problemas.  

A la hora de desarrollar un péptido sintético las dos características 

fundamentales a tener en cuenta son: su capacidad de adsorción a la fase sólida y la 

especificidad y sensibilidad en la interacción con el anticuerpo. La adsorción puede ser 

potenciada de varias formas: 

1) Unión covalente a proteínas portadoras [169-170]: BSA, KLH y OVA son las más 

utilizadas. Aunque en ocasiones la proteína portadora enmascara el epítopo y dificulta 

su unión al anticuerpo. 

2) Unión no covalente, utilizando por ejemplo la unión Biotina-Avidina [171]. El 
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problema en este caso está en la pérdida de control de la orientación del péptido en la 

superficie de la placa. 

3) Unión a un motivo CGG (Cisteína-Glicina-Glicina) [172]. Esta es la forma en la que 

el péptido se mantiene más fiel a su conformación nativa y además permite la 

polimerización de los mismos. 

4) Unión a ácidos grasos [161, 173] que orientan y fomentan la adsorción. Los más 

utilizados son el ácido palmítico y el mirístico que favorecen las condiciones de 

hidrofobicidad y además separan el péptido de la superficie de la placa, concediéndole 

un aspecto tridimensional que facilita la unión al anticuerpo. 

5) Unión covalente del péptido a la fase sólida [174-175], que requiere una pre-

activación del péptido o de la fase sólida. El péptido puede pegarse o por su grupo 

amino o por el grupo carbonilo. Este método permite una mejor orientación del péptido 

en la placa. Se usa principalmente cuando no hay otra manera de que el péptido se 

adsorba a la fase sólida. 

 

 Para aumentar la sensibilidad y especificidad de la interacción antígeno-

anticuerpo se emplean péptidos sintéticos multiméricos [176-178] en lugar de 

monoméricos, de forma que se exponen diferentes epítopos en cada proteína sintética. 

Pese a que en ocasiones los diferentes epítopos pueden competir por la adherencia a la 

fase sólida e incluso modificar su distribución espacial, este tipo de estructuras son cada 

vez más empleadas en el desarrollo de sistemas de diagnóstico debido a que permite 

detectar diferentes anticuerpos contra más de un epítopo de forma simultánea. El orden 

de la localización de los diferentes epítopos en la molécula determina la correcta 

exposición a los anticuerpos y por lo tanto define la antigenicidad del péptido, la cual 

aumenta cuando los epítopos se unen de forma covalente a una estructura protéica con 

composición química bien conocida, que puede ser lineal, ramificada o cíclica. Los 

péptidos cíclicos [179] simulan mejor la estructura nativa del péptido, de manera que 

suelen ser mas eficaces en el desarrollo de antígenos sintéticos. 
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1.3.2.2 Principales problemas de las pruebas serológicas 

 

Los anticuerpos IgA reconocen de una forma más específica el antígeno 

correspondiente y por ello son los anticuerpos más estudiados. Sin embargo son la 

principal causa de resultados falsos negativos en pacientes con déficit selectivo de IgA 

(DSIgA) o deficiencia severa o ausencia total de la clase IgA de inmunoglobulinas en 

plasma sanguíneo y secreciones. Es la más común de las inmunodeficiencias primarias. 

La sintomatología puede ser de lo más variado, en función de si se presenta como una 

enfermedad asociada a otra. Los individuos con esta deficiencia, producen sin problema 

todas las otras clases de inmunoglobulinas, y la función de los linfocitos T son normales 

o casi normales. Actualmente la DSIgA tiene una incidencia de 1:500 en caucásicos, 

siendo más común, a diferencia de la EC, en hombres que en mujeres [180]. Se 

considera deficiencia selectiva de IgA cuando los niveles en sangre de dicha 

inmunoglobulina están por debajo de 0,07 g/l, mientras que los niveles de IgG e IgM 

son normales. Durante los primeros años de vida puede suele ser una deficiencia 

transitoria que no se diagnostica de forma definitiva hasta los 4 años de edad. 

 Los pacientes con DSIgA presentan un riesgo entre 10 y 20 veces mayor de 

desarrollar la Enfermedad Celiaca. Está demostrado que la presencia de los alelos HLA-

DQ2 es más frecuente en individuos con deficiencia selectiva de IgA que en el resto de 

la población [181]. La deficiencia selectiva de IgA está fuertemente asociada al 

Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), en particular con la región HLA-

DR7, DQ2 y DR1, DQ5 [182]. En estos pacientes el diagnóstico de la enfermedad 

puede resultar difícil, dado que los ensayos basados en IgA específica suelen salir 

negativos y las determinaciones de anticuerpos específicos IgG no son suficientemente 

fiables. La combinación de la enfermedad celiaca y la deficiencia selectiva de IgA en un 

mismo paciente suele ser rara en individuos asintomáticos, pero es muy frecuente en 

niños sintomáticos (aproximadamente el 2%). Por lo tanto, frente a un niño con 

síntomas de enfermedad celiaca, es muy importante evaluar los niveles totales de IgA 

para que los resultados de los anticuerpos IgA anti transglutaminasa y anti endomisio 

sean fiables. En estos casos se recomienda el estudio de IgG anti-TG [183]. 

 

 Existe una fuerte asociación entre la EC, generalmente en su forma silente, y 

diferentes desordenes autoinmunes [184]. Diferentes estudios han demostrado que la 
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enfermedad inflamatoria intestinal (EII) es más frecuente en pacientes celiacos que en la 

población en general [185-186]. Los anticuerpos anti-TGt, a pesar de tener una elevada 

sensibilidad en el diagnóstico de la EC, han sido identificados en EII, sugiriendo una 

baja especificidad de los mismos en el diagnóstico de la EC. Una posible explicación es 

la presencia de lesiones tisulares y actividad inflamatoria en este tipo de pacientes [187-

188]. Es probable que para que se produzca un incremento de los niveles de anticuerpos 

anti-TG y anti-endomisio en pacientes con EII como Enfermedad de Crohn y Colitis 

Ulcerosa, sea necesario un elevado grado de atrofia intestinal. 

 

 La diabetes mellitus tipo 1 es otra condición autoinmune asociada a la EC [189]. 

La prevalencia de la EC es mayor en pacientes con diabetes tipo 1 y alrededor del 4-7% 

de los pacientes con diabetes presentan también EC. Esta coexistencia se debe, en parte, 

al hecho de que ambas enfermedades comparte la misma predisposición genética HLA-

DQ2 y DQ8. En el 90% de los casos el diagnóstico de la diabetes es anterior al de la EC 

aunque debería ser al contrario.  

 

 Por otro lado, los niveles de anticuerpo IgA en plasma aumenta con la edad en 

ambos géneros, y además se ven influidos por la época estacional, siendo mayores en 

invierno que en el resto del año [190]. 

 

1.3.3 Marcadores genéticos 

 

 Las nuevas guías para el diagnóstico de la EC ESPGHAN 2012 [191] recomiendan 

que el tipaje HLA DQ2 y DQ8 debe realizarse mediante el estudio de los 4 alelos de 

riesgo (HLA-DQB1*02 y *0302, y DQA1*05 y *03) por técnicas de biología molecular 

(PCR) y no por técnicas serológicas. La determinación de los haplotipos extendidos, 

incluyendo los genes del DRB1[192-193], podrían definir una gradación de la 

susceptibilidad, aunque está por definir su trascendencia clínica. Se recomienda [191] 

realizar el tipaje HLA-DQ2 y DQ8 en: i) casos con diagnóstico incierto de la EC 

(marcadores serológicos negativos o mínimo grado de lesión), ii) casos con índice de 

sospecha de EC elevado (clínica compatible, IgA anti-endomisio positivos o IgA anti-

TGt 10 veces superiores al valor alto de referencia) para poder realizar el diagnóstico 

sin necesidad de biopsia intestinal y  iii) despistaje de grupos de riesgo.  
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 En cualquier caso, los individuos pertenecientes a grupos de riesgo con marcadores 

genéticos de EC positivos deben someterse a seguimiento clínico y analítico periódico, 

ya que un resultado negativo de la serología no implica una disminución del riesgo.  

 La mayor ventaja de la determinación de los alelos de riesgo de la EC es su alto valor 

predictivo negativo. 

 

1.4 Tratamiento de la Enfermedad Celiaca y monitorización 

de la dieta sin gluten 

 

 Hasta el momento, el único tratamiento seguro y eficaz para la EC es el 

seguimiento de por vida de una dieta sin gluten (DSG) estricta que consiste en eliminar 

de la dieta las proteínas del endospermo de trigo (especialmente gliadinas y gluteninas) 

y de sus homólogos en la cebada (hordeínas), el centeno (secalinas), en algunas 

variedades de avena (aveninas), los híbridos de estos cereales (como kamut y triticale) y 

sus derivados (almidón y harina entre otros). Existen algunos estudios que sugieren una 

elevada tasa de mortalidad en pacientes que no son tratados con una DSG [194].  

 En la mayoría de los casos, principalmente aquellos con EC clásica y EC silente,  

la correcta adherencia a la DSG conlleva a una remisión total de la enfermedad. En 

pocos meses se observa una recuperación rápida y completa de la arquitectura normal y 

la función de la mucosa del intestino delgado, junto con la remisión de los síntomas y la 

normalización de los marcadores serológicos. Sin embargo cuando se trata de pacientes 

con EC latente y EC potencial, la evaluación de la efectividad de la DSG resulta mucho 

más complicada [195]. 

 

 Evitar la ingesta de gluten es una tarea difícil debido a que una gran variedad de 

productos, como por ejemplo los derivados cárnicos, salsas, dulces y medicamentos 

pueden contener cantidades significativas de las proteínas de gluten de forma más o 

menos inadvertida. Además, la DSG puede tener también consecuencias negativas en 

forma de deficiencias nutricionales como hierro, calcio, magnesio, cinc, vitamina D, 

vitamina B o ácido fólico, que se resuelven mediante la administración de suplementos 

[196]. El paciente celiaco debe adherirse a la DSG de manera estricta, sin embargo entre 
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el 32,6% y el 55,4% de los pacientes celiacos comenten transgresiones en la dieta [197] 

y alrededor del 5-10% de los pacientes celiacos no responden bien a la DSG [198], 

desarrollando en el 1-2% de los casos, la EC refractaria, caracterizada por una 

malabsorción y atrofia vellositaria permanente a pesar de eliminar el gluten de la dieta 

[199-200].  

 A nivel internacional, existe una Comisión dependiente de la Organización 

Mundial de la Salud encargada de las normativas para la identificación y control de los 

alimentos (Codex Alimentarius Commission, FAO-WHO Food Standard Programme). 

En 1981 se propuso el uso de dos límites para la identificación de productos para 

consumo por parte de los celiacos: 20 ppm de gluten en productos naturalmente libres 

de gluten, y 200 ppm de gluten en productos manufacturados como libres de gluten, 

siendo ppm las siglas de “partes por millón”, unidad que hace referencia a 1mg de 

gluten por 1kg de producto. Estos límites están en continua revisión, pero actualmente 

se considera que un alimento es libre de gluten cuando contiene menos de 20ppm de 

gluten.  

 Es muy difícil establecer la dosis máxima de gluten tolerada por los pacientes 

celiacos. En un trabajo realizado por Catassi et al [201], se determinó que la ingesta de 

50mg de gluten por día durante 3 meses era suficiente para generar los cambios 

histológicos característicos de la EC en estos pacientes, teniendo en cuenta siempre que 

el contenido de prolaminas varía en función de cada cereal. 

 

 La monitorización de la adherencia del paciente celiaco a la DSG y de su correcta 

evolución es muy importante y se realiza mediante técnicas que permiten la 

cuantificación del contenido de gluten en los alimentos y el cumplimiento de la 

normativa vigente, mediante el seguimiento periódico del paciente y la determinación 

de anticuerpos séricos (anti-endomisio y anti-transglutaminasa) que constituyen un buen 

indicador de las transgresiones dietéticas [183]. Se ha observado que los pacientes 

celiacos con manifestaciones clínicas se adhieren mejor a la DSG ya que pueden 

reconocer la mejoría secundaria al tratamiento, sin embargo en las formas asintomáticas 

de la enfermedad, EC silente y EC latente, es más difícil evaluar la eficacia de la dieta 

[202-203]. 

 Los anticuerpos anti-transglutaminasa son, hasta el momento, los marcadores 

serológicos estándar tanto en el diagnóstico de la enfermedad  como en el seguimiento 
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de la DSG debido a la relación directa entre los niveles de anticuerpos anti-TG en 

sangre con el grado de atrofia intestinal  en la escala de Marsh [204]. Tanto los 

anticuerpos IgA anti-TGt como IgA anti-endomisio, son los más empleados en la 

monitorización de la DSG. En un estudio publicado en el año 2002 [205], Di Domenico 

MR et al, estudiaron la normalización de los niveles de ambos anticuerpos en pacientes 

celiacos tras 1 año en DSG. Observaron que los resultados en ambos anticuerpos a 

tiempo cero era casi absoluta (98,7%) y de 85,7% tras los 12 meses en DSG. Sin 

embargo, el 28,6% de los pacientes presentaban niveles positivos de ambos anticuerpos.  

 Otro método de seguimiento de la DSG descrito recientemente y por primera vez 

por Comino y colaboradores [206] es la detección del péptido inmunogénico derivado 

del gluten 33-mer en muestras de heces mediante un ELISA competitivo basado en el 

anticuerpo monoclonal G12 [207]. Este método no invasivo, permite correlacionar la 

cantidad de gluten excretado con la cantidad de gluten ingerido con una elevada 

sensibilidad.  
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2.1 Justificación 

 

 La enfermedad celiaca se caracteriza por una etiología multifactorial, con un 

agente desencadenante que son las prolaminas de trigo, cebada, centeno y 

probablemente  avena, y una predisposición genética asociada a genes localizados en la 

región HLA-DQ del cromosoma 6. Afecta a un 1% de la población mundial aunque se 

estima que sólo 1 de cada 8 casos esta correctamente diagnosticado. Debido a la elevada 

cantidad de residuos de prolina y glutamina que contienen, las proteínas de gluten 

ofrecen cierta dificultad de hidrólisis durante la digestión en el tracto gastrointestinal en 

la población en general. ¿Pero porqué no tienen un efecto nocivo en todos los 

individuos? Solamente un 5% de los individuos genéticamente predispuestos desarrolla 

la enfermedad, lo que sugiere una fuerte implicación no solo de factores genéticos no 

HLA, sino de otros factores ambientales y posibles cambios en la barrera intestinal que 

contribuyan al desarrollo de una respuesta inflamatoria. 

 

 En estudios previos realizados en nuestro laboratorio se describió, en muestras 

de biopsias duodenales, un patrón de degradación de la gliadina compuesto por 7 

proteasas duodenales específicas del intestino de los pacientes celiacos [208]. Estas 

proteasas duodenales, fueron incapaces de degradar las prolaminas de cereales no 

tóxicos para los pacientes celiacos, como arroz y maíz. Parece existir una relación 

directa entre la actividad degradadora de prolaminas de estas proteasas y la toxicidad 

del cereal que se utiliza como sustrato, por lo que consideramos muy interesante realizar 

estos mismos experimentos con la prolamina de avena (avenina), debido a la 

controversia que existe en cuanto a su toxicidad en los pacientes celiacos [209]. 

 

 El análisis de una de las bandas de degradación del patrón descrito con la 

gliadina, se identificó un péptido (péptido 8-mer) cuyos puntos de corte eran de origen 

biológico, pero no humano [210]. El origen de la actividad degradadora de prolaminas 

característica de la EC es aún desconocido. Una de las teorías predominantes es la 

posible implicación bacteriana [100], debido a la existencia de diversos estudios que 

describen diferencias tanto cualitativas como cuantitativas en la composición de la flora 

bacteriana entre individuos control y pacientes celiacos. Dado que en las muestras de 
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tejido duodenal de los pacientes celiacos existen enzimas capaces de degradar la 

gliadina de una forma específica, creemos que el estudio de esta actividad en otros 

puntos de la mucosa duodenal de estos pacientes podría aportar información en cuanto a 

la localización física de estas enzimas en el duodeno de los pacientes celiacos. Por esta 

razón, decidimos estudiar la capacidad de degradación de la gliadina por proteasas 

presentes en muestras de jugo duodenal (secreción) y de cepillado duodenal (raspado de 

la capa de mucus) y compararlo con el patrón descrito en biopsias duodenales (tejido) 

con el objetivo de identificar la fuente de la actividad enzimática. 

 

 El péptido 8-mer se identificó como producto de la degradación de la ω-gliadina, 

y consideramos muy importante realizar estudios in silico para confirmar: i) si el 

péptido 8-mer se encuentra en otras proteínas de gluten de los cereales tóxicos para los 

pacientes celiacos, y ii) si el péptido 8-mer comparte parte de su secuencia con otros 

péptidos inmunogénicos o con alguno de los epítopos de gluten que se conocen hasta el 

momento. 

 

 Por otro lado, se han publicado numerosos estudios que demuestran como las 

células Caco-2, en presencia de gliadina, secretan al medio extracelular zonulina, la cual 

se une a su receptor en la superficie celular desencadenando una reorganización del 

citoesqueleto y una pérdida de la interacción ZO-1-ocludina, cuya consecuencia final es 

el aumento de la permeabilidad del epitelio. Nos preguntamos si el péptido 8-mer tiene 

un efecto sobre el epitelio comparable al descrito con la gliadina y sus péptidos 

derivados. Además, existe la posibilidad de que el jugo duodenal o la capa de mucus 

que recubre el epitelio intestinal tengan una composición diferente en los pacientes 

celiacos de manera que predispongan a las células del epitelio intestinal al daño 

provocado por los péptidos tóxicos derivados del gluten. 

 Un mejor conocimiento de las bases celulares y moleculares de la interacción 

entre las prolaminas de los cereales y el epitelio intestinal permitiría identificar nuevas 

posibles dianas terapéuticas y el diseño de estrategias complementarias a la dieta sin 

gluten. 

 

 El péptido 8-mer fue identificado como resultado de la degradación de la 

gliadina incluida en un gel de acrilamida, por parte de proteasas duodenales específicas 



Capítulo II: Justificación 

 
 

49 

 

  

de los pacientes celiacos. Quisimos comprobar la formación in vivo del péptido, 

mediante la búsqueda de anticuerpos IgA anti-8mer en el plasma de pacientes celiacos.   

 Además, si este péptido formara parte de las prolaminas de los cereales tóxicos 

para los celiacos, compartiendo un fragmento de su secuencia con los epítopos 

conocidos de gluten, y si además fuera capaz de alterar las uniones intercelulares y la 

expresión molecular de las células epiteliales del intestino de los pacientes celiacos, es 

probable que  este péptido tenga propiedades inmunogénicas.  

 La detección en sangre de los pacientes celiacos de anticuerpos IgA específicos 

frente al péptido 8mer, confirmaría la capacidad del péptido de generar una respuesta 

inmune humoral o, lo que es lo mismo, su capacidad inmunogénica. Por otro lado, el 

diseño y desarrollo de un test ELISA que permitiera la detección de anticuerpos IgA 

específicos frente al péptido 8mer en muestras de sangre de pacientes celiacos, podría 

ser útil tanto en el diagnóstico como en el seguimiento de la enfermedad, y en el control 

de la correcta adherencia de los pacientes a la dieta sin gluten.  
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3.1 Objetivos 

 

Objetivo 1: Estudiar la actividad degradadora de prolaminas en el duodeno de pacientes 

celiacos y de individuos control no celiacos.  

 

1.1 Estudiar mediante zimografía la capacidad de degradación de prolaminas de dos 

variedades de avena (aveninas) por proteasas presentes en explantes duodenales de 

pacientes celiacos e individuos control no celiacos.  

 

1.2 Estudiar mediante zimografía la capacidad de degradación de gliadina por 

proteasas presentes en muestras de jugo duodenal y cepillado duodenal de pacientes 

celiacos e individuos control no celiacos. Comparar el patrón de degradación obtenido 

con el descrito anteriormente en explantes duodenales. 

 

1.3 Analizar uno de los péptidos generados tras la degradación de la gliadina por dos 

de las proteasas que componen el patrón específico de la enfermedad celiaca (péptido 

8-mer) descrito anteriormente. 

 

 

Objetivo 2: Estudiar en un modelo in vitro de células epiteliales de intestino el efecto 

del péptido 8-mer y de las muestras de jugo y cepillado duodenal de pacientes celiacos.  

 

2.1 Estudiar mediante inmunofluorescencia cambios estructurales en las proteínas de 

las uniones estrechas tras estimular las células Caco-2 con muestras de jugo duodenal 

de pacientes celiacos e individuos control. 

 
2.2 Analizar los niveles de expresión de IL-15, TGF-β, MICA, Ocludina y ZO-1 en 

células Caco-2 estimuladas con muestras de jugo y cepillado duodenal de pacientes 

celiacos e individuos control. 

 

2.3 Analizar los niveles de expresión de IL-15, TGF-β, MICA, Ocludina y ZO-1 en un 

modelo de células Caco-2 estimuladas con el péptido 8-mer antes y después de incubar 

las células con  las muestras de jugo y cepillado duodenal. 
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Objetivo 3: Búsqueda mediante un ensayo ELISA de anticuerpos IgA frente al péptido 

8-mer derivado de la α-gliadina. 

 
3.1 Diseñar y estandarizar un ensayo ELISA que permita estudiar en muestras de 

plasma la presencia de anticuerpos IgA que reconozcan de forma específica el péptido 

8-mer en estado nativo y desaminado. 

 

3.2 Estudiar la presencia de anticuerpos IgA anti-8mer en muestras de plasma de 

pacientes celiacos (tanto en actividad como en dieta sin gluten), de pacientes no 

celiacos y de individuos sanos. 

 

3.3 Estudiar la presencia de anticuerpos IgA anti-8mer en muestras de plasma de 

pacientes con otras enfermedades crónicas del intestino (Colitis Ulcerosa y 

Enfermedad de Crohn).  

 

3.4  Ajustar el protocolo optimizado del ensayo ELISA IgA anti-8mer para estudiar la 

presencia de estos anticuerpos en muestras de jugo duodenal de pacientes celiacos 

(tanto en actividad como en dieta sin gluten) y de pacientes no celiacos. 
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 Los ensayos que se presentan en esta tesis doctoral se realizaron utilizando 

diferentes tipos de muestras biológicas  cuyas características se detallan a continuación, 

junto con la procedencia de las mismas, las características de los pacientes y los 

criterios de inclusión (Tabla 8) de los mismos en los diferentes grupos de estudio.  

Tanto la clasificación como las abreviaturas que se presentan se respetarán a lo largo de 

todo el trabajo. 

4.1 Pacientes 

A)  Pacientes celiacos en actividad (aEC): pacientes celiacos al diagnóstico, con 

síntomas compatibles con la enfermedad, serología positiva (anticuerpos IgA anti-

endomisio y/o anti-transglutaminasa), genética positiva (HLA-DQ2/DQ8), alteraciones 

histológicas en la mucosa intestinal y con una dieta normal. 

 

B)  Pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG): pacientes celiacos que ya siguen una 

dieta libre de gluten y por lo tanto presentan una recuperación de la lesión histológica 

(Marsh 0-1), además de serología negativa desde al menos un año en DSG. 

 

C)  Pacientes control no celiacos (PGI): pacientes no celiacos pero que presentan otra 

patología gastrointestinal y síntomas compatibles con la EC aunque finalmente no 

cumplían con los criterios diagnósticos de la EC. Las características de estos pacientes 

son más variables que los anteriores. 

 

D)  Pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII): Este grupo incluye 

pacientes con Colitis Ulcerosa (C.U), con diarrea, rectorragia, afectación rectal 

constante y afectación colónica más o menos extensa; y pacientes con Enfermedad de 

Crohn (E.Crohn) caracterizada por diarrea, dolor abdominal, afectación en íleon, íleon 

y colon o únicamente colon. 

 

E)  Individuos sanos (SANOS): Adultos voluntarios sanos y niños sin patologías 

gastrointestinales. 
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Paciente 

N total 

(a lo largo de la 

Tesis) 

Genética Serología 
Grado de atrofia 

intestinal 
Dieta 

aEC 78 + + Marsh 2-3 DCG 

DSG 54 + +/- Marsh 0-2 DSG 

PGI 87 +/- - Marsh 0-3 DCG 

EII 77 +/- +/- Desconocido DCG 

SANO 37 +/- - No determinado DCG 

 

 

Tabla 8: Abreviaturas  y criterios de inclusión de los distintos grupos de pacientes utilizados a lo largo de esta 

tesis. A lo largo de esta tesis doctoral se han utilizado diferentes muestras humanas procedentes de un total de 333 

pacientes agrupados en: pacientes celiacos en actividad (aEC), pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG), pacientes 

no celiacos con otra patología gastrointestinal (PGI), pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (EII) e 

individuos control sanos (SANOS). N total: número total de pacientes incluidos a lo largo de toda la tesis, 

independientemente del tipo de muestra tomada.  

 

 

4.2 Muestras 

 

 Se emplearon cuatro tipos de muestras biológicas todas ellas con previo 

consentimiento informado del paciente y de los padres o tutores legales en el caso de 

pacientes en edad pediátrica. 

 

A)  Biopsia duodenal: muestras de tejido de duodeno y yeyuno, recogidas de acuerdo al 

procedimiento utilizado normalmente para intervenciones con fines diagnósticos o 

terapéuticos, y siguiendo protocolos aprobados por la Comisión de Ética e Investigación 

del centro correspondiente. Las muestras se obtuvieron en el Hospital Clínico 

Universitario de Valladolid: Servicio de Aparato Digestivo (Dr. Luis Fernández Salazar 

y Dr. Benito Velayos) y Servicio de Pediatría (Dra. Carmen Calvo y Dr. J. Manuel 

Marugán) y en el Complejo Hospitalario Reina Sofía de León: Servicio de Aparato 

Digestivo (Dr. Santiago Vivas). 

 Para la obtención del explante se utilizó la cápsula de Watson (Ferias Medical Lt, 

Reino Unido) en duodeno distal y yeyuno en niños de corta edad, y pinzas de biopsia en 

el transcurso de una gastroduodenoscopia (duodeno proximal y distal) en el caso de 

niños de mayor edad y en adultos. 
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 Para la realización de estudios celulares o enzimáticos, la muestra fue conservada 

en suero fisiológico durante un máximo de 2 horas, hasta su procesamiento. En el caso 

de ser utilizada para estudios moleculares, la muestra fue conservada en RNA later a -

20ºC hasta su procesamiento.  

 

B)  Aspirado duodenal: Muestra de jugo duodenal que se obtiene mediante aspiración 

directa durante una gastroscopia. Las muestras fueron recogidas en el Servicio de 

Aparato Digestivo (Dr. Santiago Vivas) del Complejo Hospitalario Reina Sofía de 

León. Las muestras se conservaron a -20ºC hasta su utilización. 

 

C)  Cepillado duodenal: Muestra de la mucosa que recubre la pared del intestino 

obtenida durante la gastroscopia mediante el raspado de la zona a biopsiar con un 

cepillo. Las muestras fueron recogidas en el Servicio de Aparato Digestivo (Dr. 

Santiago Vivas) del Complejo Hospitalario Reina Sofía de León. Inmediatamente 

después del raspado, el cepillo es introducido en un tubo eppendorf con RNA later y 

conservado a -20ºC hasta su utilización. 

 

D)  Muestra de plasma sanguíneo: Las muestras de plasma incluidas en este trabajo 

fueron obtenidas de los Servicios de Aparato Digestivo y de Pediatría del Hospital 

Clínico Universitario y del Hospital Río Hortega de Valladolid. Se obtuvieron a partir 

de sangre total tratada con EDTA, y fueron conservadas a -20C hasta su utilización. 

 

 Se realizó una recogida anónima y codificada de los datos de cada paciente. Los 

protocolos de estudio fueron aprobados por la Comisión de Ética del Complejo 

Hospitalario Reina Sofía de León, del Hospital Clínico Universitario de Valladolid y de 

la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid. El número y características de 

las muestras utilizadas en cada ensayo se detalla en la metodología correspondiente al 

abordaje de cada uno de los objetivos planteados. 
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5.1 Antecedentes 

 En unos estudios realizados por nuestro grupo en el año 2008 [211] se describió 

un patrón de 7 proteasas duodenales degradadoras de gliadina y específicas de los 

pacientes celiacos, que fue publicado posteriormente [208] en un trabajo en el que se 

describían estudios de zimografía con gliadina para estudiar extractos proteicos 

obtenidos de biopsias duodenales de pacientes celiacos en actividad, pacientes celiacos 

en dieta sin gluten y pacientes control no celiacos. Dicho patrón se componía de 7 

proteasas con pesos moleculares aproximados de 92, 82, 35, 33, 26, 24 y 20 kDa, que se 

encontraron en casi todas las muestras de pacientes EC, independientemente del estado 

de la mucosa y del tratamiento, pero que estaban ausentes en las muestras de pacientes 

control no celiacos. 

 Con el objetivo de identificar los péptidos de gliadina generados de forma 

específica durante la degradación de la gliadina por las proteasas descritas en el patrón, 

la banda de degradación más intensa (26 kDa) procedente de un paciente en DSG fue 

sometida a un análisis por espectrometría de masas de trampa iónica. Se identificaron 3 

péptidos: 8-, 15- y 18-mer [211].  

 

 

 

 

 

 

 

 
Tabla 9: Péptidos identificados mediante el análisis por espectrometría de masas de trampa iónica de la banda 

de degradación de gliadina de 26kDa: 8-mer, 15-mer y 18-mer y sus alineamientos de secuencia con las proteínas 

ω- y ɣ-gliadina y LMW-glutenina de las que proceden. En negrita se marcan los puntos de corte que no pueden haber 

sido generados por la tripsina durante el proceso de análisis y por lo tanto fueron generadas por la actividad de 

proteasas biológicas. 

 

 Para determinar la naturaleza de los puntos de corte de los tres péptidos se 

realizó una búsqueda en la base de datos de peptidasas MEROPS. Como se muestra en 

Péptido Prolamina Alineamiento de secuencias 

8-mer ω-gliadina 
     FPLQPQQP 

-S.FPLQPQQP.F- 

15-mer γ-gliadina 
     PFIQPSLQQQLNPCK 

-P.PFIQPSLQQQLNPCK.N- 

18-mer LMW-glutenina 
     VFLQQQCSPVAMPQSLAR 

-K.VFLQQQCSPVAMPQSLAR.S- 
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la Tabla 9, el extremo C-terminal del péptido 15-mer y ambos extremos del péptido 18-

mer se identificaron como dianas potenciales para la tripsina lo que significaba que 

podrían haber sido generados durante la digestión de la tripsina aplicada en el análisis 

por MALDI-TOF. Sin embargo, el extremo N-terminal del péptido 15-mer y ambos 

extremos del péptido 8-mer no mostraron coincidencia ninguna con los puntos de corte 

de la tripsina y por lo tanto fueron generados por la actividad de las proteasas 

duodenales.  

 Además, se realizó un segundo análisis de la banda de degradación de 82kDa 

obtenida de un paciente celiaco en actividad (Figura 9), lo que reveló de nuevo la 

generación del péptido 8-mer como resultado de la digestión de la gliadina. La 

identificación del péptido 8-mer en ambas bandas de degradación confirmó que 

provenía de la degradación de la gliadina por las proteasas duodenales específicas de la 

mucosa duodenal de los pacientes celiacos. 

 

 

 

Figura 9: Zimograma de gliadina con extractos proteicos de biopsias intestinales de pacientes celiacos en 

actividad (aEC, líneas 1 y 2), pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG, líneas 3 y 4) y pacientes control no celiacos 

(No-EC, líneas 5 y 6). El patrón de degradación de gliadina, caracterizado por 7 proteasas duodenales específicas de 

los pacientes celiacos (con pesos moleculares de entre 92 y 20 kDa), se encontró en los pacientes aEC y DSG, 

mientras que estaba ausente en los pacientes No-EC. El análisis por MALDI-TOFF de las banda de 26 kDa de un 

paciente DSG (línea 3) y de la banda de 82 kDa de un paciente aEC (línea 2) permitió la identificación de tres 

péptidos: 8-, 15- y 18-mer. 
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 En un trabajo publicado en Gut [6], Comino y colaboradores estudiaron la 

toxicidad de 9 variedades de avena. Mediante espectrometría de masas de trampa iónica 

analizaron las diferentes fracciones de prolaminas de cada una de estas variedades. El 

espectro de las fracciones de avenina obtenidas mediante MALDI-TOF y la distribución 

electroforética de las prolaminas en SDS-PAGE revelaron una gran variabilidad en la 

composición de prolaminas entre los diferentes cultivares. Para estudiar la posible 

toxicidad de las diferentes avenas, utilizaron el anticuerpo monoclonal G12 (moAb 

G12), que reconoce de forma específica el péptido inmunogénico 33-mer [207]. Las 

avenas estudiadas mediante ELISA, presentaban diferente grado de afinidad por el 

anticuerpo G12, lo que les permitió agruparlas en 3 categorías: avenas con alta afinidad 

por el anticuerpo G12, avenas con afinidad intermedia y avenas que no eran reconocidas 

por el moAb G12. 

 Con el objetivo de estudiar una posible relación entre el grado de toxicidad de 

las diferentes variedades de avena y la capacidad de las proteasas duodenales de los 

pacientes celiacos de degradar las prolaminas de estas avenas, se seleccionaron dos 

variedades representativas de los dos extremos en cuanto al grado de toxicidad: la avena 

OA729, clasificada como una variedad con alta afinidad por el anticuerpo G12, y la 

avena OR721 incluida en el grupo de variedades de avena que no son reconocidas por el 

moAbG12.  
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5.2 Objetivos concretos 

1. Estudiar mediante zimografía la capacidad de degradación de prolaminas de dos 

variedades de avena (aveninas) por proteasas presentes en explantes duodenales de 

pacientes celiacos e individuos control no celiacos. 

2. Estudiar mediante zimografía la capacidad de degradación de gliadina por proteasas 

presentes en muestras de jugo duodenal y cepillado duodenal de pacientes celiacos e 

individuos control no celiacos. Comparar el patrón de degradación obtenido con el 

descrito anteriormente en explantes duodenales. 

3. Analizar uno de los péptidos generados tras la degradación de la gliadina por dos de 

las proteasas que componen el patrón específico de la enfermedad celiaca (péptido 8-

mer) descrito anteriormente. 
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5.3 Material y métodos 

 

 Materiales 

 

1. Trizol®, Tri Reagent (Applied Biosystems, Life Tecnologies, USA) 

2. SDS (Sodium dodecyl sulfate, SDS solution 10% (w/v), Bio-Rad Laboratories, 

USA) 

3. Isopropanol (2-Propanol, Panreac Quimica Sau, España) 

4. Etanol (Ethanol 96% vol, VWR Prolabo Chemicals, Francia) 

5. DC
TM

 Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, USA) 

6. Albumin bovine serum fraction V (Sigma-Aldrich, Alemania) 

7. Tampón fosfato salino (PBS without Phenol red, without Ca2+ without Mg2+ 

(Lonza, Cambrex Iberia, España) 

8. RNALater® solution (Ambion Inc, USA) 

9. Agua estéril libre de nucleasas (ThermoFisher Scientific, España) 

10. NanoDrop® (ThermoFisher Scientific, España) 

11. Lector de placas Tecan Sunrise (Tecan, Austria) 

12. Azul de bromofenol  (Electrophoresis Purity Reagent Bromophenol Blue, Bio-Rad 

Laboratories, USA) 

13. Glicerol (Glycerol 99% PS, Panreac Quimica Sau, España) 

14. Glicina (Glycine, Bio-Rad Laboratories, USA) 

15. Tris (Tris (hydroxymethyl) aminomethan, ACS Reagenz, Sigma-Aldrich, 

Alemania) 

16. Coomasie blue (Brilliant Blue G, Sigma-Aldrich, Alemania) 

17. Ácido acético (Acetic acid 96%, Panreac Quimica Sau, España) 

18. Metanol (Triclorometano estabilizado con etanol, Panreac Quimica Sau, España) 

19. Tritón X-100 (Bio-Rad Laboratories, USA) 

20. GelAir Dryer (Bio-Rad Laboratories, USA) 

21. Acrilamida/Bis-acrilamida (40% Acrylamide/bis Solution, 37.5:1 (2.6% C), Bio-

Rad Laboratories, USA) 

22. APS (Ammonium Persulfate, Bio-Rad Laboratories, USA) 

23. Temed (Bio-Rad Laboratories, USA) 
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24. Gliadin from wheat (Sigma-Aldrich, Alemania) 

25. Embudo Büchner 

 

 

 Métodos 

 

1. Extracción de las proteínas y ARN 

  La extracción de ARN y proteínas tanto de muestras biológicas como de la línea 

celular se realizó mediante el método del Trizol [212] según las indicaciones del 

fabricante: la muestra a extraer se recogió en 400ml de Trizol, donde se homogeneizó.  

A continuación se enrasó con trizol hasta 1ml y se dejo reposar 5 minutos a temperatura 

ambiente. Tras añadir 200µl de cloroformo, se agitó fuerte durante 15 segundos, se dejó 

reposar durante 3 minutos y se centrifugó (12000g, T= 4ºC, t= 15 min) de manera que 

se obtuvieron dos fases: la inferior orgánica conteniendo el DNA y las proteínas, y la 

superior acuosa con el ARN.  

 La fase de ARN se transfirió a otro tubo libre de RNasas, se agregaron 500µl de 

isopropanol, se agitó, se dejó reposar a temperatura ambiente 10 min y se centrifugó 

(12000g, T= 4ºC, t= 5 min). El precipitado se lavó dos veces con 1ml de EtOH (etanol) 

75%, se vorteó durante 30 segundos y se centrifugó (7500g, T= 4C, t= 5 min). El 

precipitado (ARN) se secó durante 10 min en la campana de flujo y se disolvió en 15-

20µl de agua estéril libre de nucleasas (repipeteando varias veces e incubando a T= 

55ºC, t= 10 min). El ARN fue conservado a -20ºC hasta su uso. 

 Para la purificación de las proteínas, tras retirar la fase de ARN, se agregó 1ml de 

isopropanol, se agitó fuerte y se centrifugó (12000g, T= 4ºC, T= 10 min). El precipitado 

se lavó 3 veces con 1.5ml de Guanidina HCl 0.3M, se dejó reposar 15 min a 

temperatura ambiente y se centrifugó (7500g, T= 4ºC, t= 5 min). Tras agregar 1.5ml de 

EtOH 70%, se dejó reposar 20 min a temperatura ambiente y se centrifugó (7500g, T= 

4ºC,t= 5 min). El precipitado (proteínas) se secó a 37ºC durante 1h y se resuspendió en 

300µl de SDS 1% (en agitación y a 50ºC). Las proteínas se conservaron a -20ºC hasta 

su uso. 
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2. Cuantificación de ARN 

  La calidad y cantidad de ARN obtenido se midió con el NanoDrop® siguiendo 

las instrucciones del fabricante, empleando 1µl de ARN de cada muestra. 

 

3. Cuantificación de proteínas 

  Las proteínas extraídas se cuantificaron utilizando el DC Protein Assay, un kit 

basado en el  método colorimétrico de Bradford [213]. Este método requiere la 

preparación de una curva de calibrado empleando una proteína patrón como puede ser la 

seroalbúmina bovina (Albumin bovine serum fraction), diluida en SDS 1%. La lectura 

de la placa se realizó utilizando el lector Tecan Sunrise.  

 

4.  Zimografía 

 La zimografía es una técnica electroforética que permite la visualización del 

número y el tamaño aproximado de las proteasas presentes en una muestra en función 

de su capacidad de degradación de una proteína sustrato, agregada en el gel de 

poliacrilamida [214-215]. A diferencia de las electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE), en la zimografía se utilizan condiciones suaves, sin 

agentes reductores, para evitar la pérdida de actividad enzimática de las proteínas a 

estudiar. El gel de acrilamida se compone de dos soluciones: gel concentrador (parte 

superior) y gel separador (parte inferior) el cual lleva incluida la proteína (0.1% v/v), 

que queda inmovilizada de forma homogénea entre los polímeros de acrilamida/bis-

acrilamida, y por tanto no sujeta a la electroforesis. 

 Para preparar el gel (Tabla 9), se cargaron aproximadamente 4ml del gel 

separador y se rellenó el espacio con butanol. Una vez gelificado, se lavó con H2O 

destilada, se colocó el peine y se rellenó el espacio con el gel concentrador. Tras 30-40 

minutos de reposo el gel polimerizó y se retiró el peine. A continuación se cargaron las 

muestras de estudio junto con el buffer de carga (azul de bromofenol en glicerol y agua) 

en un volumen final de 20µl.  

 Se colocó el gel en la cubeta de electroforesis y se cubrió con el Running buffer  

1x (Stock 5x: 144g glicina, 30g Tris y 5g SDS en 1 litro de agua destilada). El gel 

concentrador se dejó correr durante 15 min a 50V y 400mA y después el gel separador 

durante 2h a 100V y 400mA. Tras la electroforesis, los geles se lavaron durante 30 min 
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con H2O destilada al 2% de Tritón X100 para retirar el SDS de las proteínas. Después se 

incubaron durante 18h a 37ºC en el siguiente buffer: 5mM CaCl2, 50mM Tris y pH 7.5, 

el cual ofrece las condiciones necesarias para que las proteasas presentes en la muestra 

degraden la gliadina. Finalmente, se tiñó el gel con azul de Coomasie (0,1% de Brilliant 

Blue G, diluido en una mezcla de acético: metanol: agua (1:3:6), y se lavó 

posteriormente con la mezcla decolorante (acético: metanol: agua (1:3:6), de manera 

que las bandas de degradación se revelaron como lugares con ausencia de tinción, frente 

al resto de la matriz que al llevar incluida la proteína sustrato se mantuvo de color azul. 

La mejor forma de conservar los geles es secarlos en un GelAir Dryer, de esta forma se 

mantiene la integridad del mismo y la intensidad del colorante que permite distinguir 

con claridad las bandas de degradación. 

 

 

 

 

 

 

 

   

Tabla 9: Componentes del gel de acrilamida de un zimograma. 

 

 

 

5. Obtención de prolaminas 

 Como sustrato de los zimogramas se utilizaron dos tipos de prolaminas: i) gliadina 

comercial de trigo (Gliadin from wheat), resuspendida en EtOH 70% a una 

concentración de 100mg/ml, y ii) aveninas extraídas a partir de harina procedente de 2 

variedades españolas y comerciales de avena (Avena sativa L.) acceso OR721 y OA729,  

proporcionadas por el grupo de investigación de la Dra Carolina Sousa, de la 

Universidad de Sevilla [6].  

  El protocolo utilizado para los estudios de degradación de gliadina fue el 

Componente Gel Separador Gel Concentrador 

Acrilamida/Bis-acrilamida  40%  2250 µl 250 µl 

Tris  1.5M pH 8.8 990 µl 0 µl 

Tris  1M pH 6.8 0 µl 250 µl 

SDS 10%  39,6 µl 20 µl 

Agua destilada 2495 µl 1460 µl 

Sustrato proteico 200 µl 0 µl 

APS 0.1%  26,4 µl 20 µl 

Temed 2,64 µl 4 µl 

   

Total 6 ml 2 ml 
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detallado en el apartado anterior, sin embargo para la inclusión en el gel de las 

prolaminas de avena fue necesario optimizar su extracción para lo que se probaron 3 

métodos diferentes:  

 

 Extracción en EtOH 70%: se diluyó la harina en EtOH 70% a una concentración 

de 200mg/ml y se agitó durante 24h a 28ºC. Con ayuda de un embudo Büchner se filtró 

la solución de harina en etanol y se eliminó el precipitado. El filtrado se neutralizó a pH 

7 con amonia 6M y se añadió EtOH absoluto hasta llegar a EtOH 93%. Se dejó en 

reposo y tapado a 4ºC durante 16h. Finalmente se centrifugó a 8000rpm durante 10 min 

y se secó el precipitado a 37ºC durante 1h. El sólido resultante (prolamina) se 

resuspendío en EtOH 70%. 

 Extracción con Trizol: Se homogeneizaron 20mg de harina en 500 µl de trizol, se 

agregaron 500 µl de EtOH absoluto a -20ºC y se agitó durante 30 minutos a 4ºC. Se 

centrifugó a 12000rpm, 4ºC y 15min. El precipitado se lavó con EtOH 70% a -20ºC 

(agitando durante 20min a 4ºC y centrifugando a 12000rpm, 4ºC y 5min). Se secó el 

precipitado a 37ºC y se resuspendió en 300µl de SDS 1%. Las proteínas fueron 

cuantificadas por el método Bradford.   

 Extracción en EtOH 55%: Se preparó una solución de EtOH 55% saturada de 

harina. Se dejó reposar unos minutos y se centrifugó a 10000rpm durante 10 minutos. El 

precipitado se secó a 37ºC y se resuspendió en SDS1%. Las proteínas fueron 

cuantificadas por el método Bradford. 

 

6. Análisis de secuencias 

 La identificación de las proteínas se llevó a cabo mediante la búsqueda en la base 

de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando el programa 

BLASTP algorithm v.2.2.20. El análisis de los puntos de corte de los péptidos 

identificados se realizó con la base de datos de peptidasas Merops (v.9.8) . 
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5.4 Resultados 

 

5.4.1 Las proteasas presentes en los explantes duodenales de los pacientes 

celiacos son capaces de degradar las prolaminas de una variedad de avena. 

 Para el estudio de la actividad degradadora de prolaminas de avena por proteasas 

presentes en muestras de biopsia duodenal, se emplearon un total de 6 biopsias 

duodenales procedentes de 3 pacientes aEC y de 3 pacientes control PGI.  

 En primer lugar se hicieron varios estudios de zimografía incluyendo en el gel de 

acrilamida 500µl del extracto de prolaminas de las 2 harinas de avena extraídas en 

EtOH 70%. En el gel se cargaron 8µg/pocillo de proteína total obtenidos de cada una de 

las muestras de biopsia duodenal. Como control positivo de la técnica, se cargaron 8µg 

de extracto proteico obtenido de una muestra de intestino delgado de obeso mórbido 

tratada con colagenasa [216]. En la Figura 10 se muestran dos geles representativos de 

varios ensayos. 

 

 

Figura 10: Zimograma de aveninas, extraídas en EtOH 70%, de las avenas OA729 (A) y OR721 (B) 

representativos de varios experimentos independientes utilizando el extracto proteico duodenal de 3 pacientes 

celiacos en actividad (aEC) y de 3 pacientes control no celiacos (PGI). A la izquierda se observa el marcador de peso 

molecular (kDa) utilizado en ese experimento. En el gel A (prolaminas de la harina OA729) se observaron dos bandas 

de degradación en las muestras de los pacientes aEC (encuadradas en rojo) de aproximadamente 100 y 40 kDa, 

mientras que en los pacientes PGI no parecía que hubiera habido degradación de la avenina. Sin embargo, en el gel B 

(prolaminas de la harina OR721), no se detectaron bandas de degradación en ninguno de los dos grupos de pacientes. 
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 Las proteasas extraídas de ambos grupos de pacientes (aEC y PGI) parecían no ser 

capaces de degradar las prolaminas de la variedad OR721 de avena, ya que no se 

detectó ninguna banda. Sin embargo, aunque de forma muy tenue, en el caso de la avena 

OA729, se detectaron 2 bandas de degradación en el extracto proteico duodenal de los 

pacientes aEC, mientras que no se observó ningún actividad en las muestras de los 

pacientes PGI. Las bandas de degradación observadas eran mucho más suaves que las 

descritas anteriormente en el patrón de degradación de gliadina [208]. Una posible 

explicación es la diferencia en el contenido de prolaminas con respecto a las proteínas 

totales en trigo y avena (69% y 16% respectivamente). Por esta razón, se aumentó a 

800µl el volumen de extracto de prolamina incluido en el gel, pero no polimerizaba. 

Con el objetivo de conseguir una mayor fracción de prolaminas de avena en el menor 

volumen de alcohol posible se procedió a realizar la extracción de las prolaminas de la 

avena OA729 en Trizol, cuyos resultados se muestran en la Figura 11. 

 

 

  

 

 Se consiguió una polimerización mucho más rápida del gel, así como una 

distribución homogénea de la prolamina en el gel. A pesar de observar 3 bandas de 

degradación de aproximadamente 100, 80 y 40 kDa solamente en las muestra de los 

pacientes celiacos, el hecho de que este protocolo conllevara tantos lavados con etanol 

nos hizo pensar que quizás estábamos perdiendo una importante cantidad de prolaminas 

Figura 11: Zimograma de avenina, extraída en Trizol, de la avena 

OA729 representativo de varios experimentos independientes utilizando 

el extracto proteico duodenal de 3 pacientes celiacos en actividad (aEC) 

y de 3 pacientes control no celiacos (PGI). A la izquierda se observa el 

marcador de pesos moleculares (kDa) utilizado en ese experimento. 

Se observaron tres bandas de degradación en las muestras de los 

pacientes aEC (encuadradas en rojo) de aproximadamente 100, 80 y 40 

kDa, mientras que en los pacientes PGI no parecía que hubiera habido 

degradación de la avenina. 
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durante el proceso de extracción. Por ello se cuantificó mediante Bradford la cantidad 

de proteínas presentes en el extracto de prolaminas, obteniendo una concentración de 

1,13 µg/µl. Finalmente se realizó una última extracción de prolaminas, esta vez en 

EtOH 55% con el objetivo de aumentar la concentración de proteínas obtenidas en el 

precipitado final.  

 Como se observa en la Figura 12, una vez más, solamente las enzimas presentes 

en las muestras de los pacientes celiacos eran capaces de degradar la avenina, y esta vez 

con mayor intensidad que en los ensayos anteriores. Además, la cuantificación mediante 

Bradford dio como resultado una concentración de 2,32 µg/µl de proteínas en el 

precipitado final, más del doble que la obtenida con el trizol. 

 Aunque la distribución de las prolaminas en el gel era menos homogénea que con 

los protocolos anteriores, seleccionamos el EtOH 55% como el mejor solvente para 

extraer las prolaminas de la harina de avena ya que las bandas de degradación eran más 

nítidas e intensas. 

 

  

  

 De las dos variedades de avena estudiadas, solamente se observó actividad 

degradadora cuando las prolaminas incluidas en el gel de acrilamida procedían de la 

avena  OA729, mientras que en el caso de la avena OR721, no se detectó ningún tipo de 

Figura 12: Zimograma de avenina, extraída en EtOH 

55%,  de la avena OA729 representativo de varios 

experimentos independientes utilizando el extracto proteico 

duodenal de 3 pacientes celiacos en actividad (aEC) y de 3 

pacientes control no celiacos (PGI). A la izquierda se observa 

el marcador de pesos moleculares (kDa) utilizado en ese 

experimento. Se observaron tres bandas de degradación en las 

muestras de los pacientes aEC (encuadradas en rojo) de 

aproximadamente 100, 80 y 40 kDa, mientras que en los 

pacientes PGI no parecía que hubiera habido degradación de 

la avenina. 
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degradación. Además, esta actividad detectada era específica de los pacientes celiacos, 

ya que los extractos proteicos procedentes de pacientes control no celiacos no mostraron 

ningún tipo de bandas de degradación.  

 

 La avena OA729, cuyas prolaminas son degradadas de forma específica por las 

proteasas duodenales de los pacientes celiacos, fue identificada por Comino et al [6] 

como una de las avenas que presentaba un elevado grado de afinidad por el anticuerpo 

G12. Por el contrario, la variedad OR721 identificada [6] como una avena no 

reconocida por el anticuerpo G12, no mostró ningún tipo de degradación por proteasas 

duodenales de pacientes celiacos ni de pacientes control no celiacos.  

 Hemos observado como en las muestras de tejido duodenal de los pacientes 

celiacos existen enzimas específicas que son capaces de degradar las prolaminas de una 

variedad de avena que, además, contiene fracciones o péptidos tóxicos que son 

reconocidos por el anticuerpo monoclonal G12. Estos resultados sugieren la existencia 

de una relación directa entre el grado de toxicidad de las prolaminas de avena incluidas 

en el gel de acrilamida, y su degradación por parte de las proteasas duodenales 

específicas de los pacientes celiacos. Esta relación toxicidad-degradación es comparable 

a la observada con la gliadina de trigo, la cual resulta tóxica para los pacientes celiacos 

y además es degradada por proteasas duodenales específicas de los pacientes celiacos, 

mientras que la zeína de maíz, que no resulta tóxica para estos pacientes, no es 

degradada por las proteasas duodenales, ni en los pacientes celiacos ni en los pacientes 

controles no celiacos [210] . 
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5.4.2 Detección de actividad degradadora de gliadina específica de los pacientes 

celiacos en muestras de jugo y cepillado duodenal. 

 Con el objetivo de conocer más acerca de la localización de la enzimas 

duodenales específicas de los pacientes celiacos capaces de degradar la gliadina, se 

estudió mediante zimografía la presencia de estos enzimas en muestras de jugo 

duodenal y cepillado duodenal de pacientes celiacos. La comparación de esta actividad 

enzimática en muestras de tejido duodenal (biopsia), jugo duodenal (aspirado) y capa de 

mucus (cepillado) podría permitirnos conocer si se trata de enzimas de la lámina propia, 

de enzimas expresadas en la capa de mucus o si son secretadas a la luz intestinal. Si 

estas enzimas fueran capaces de degradar la gliadina in vivo, podrían jugar un papel en 

la patogenia de la EC. 

 

 Se utilizó un total de 79 muestras duodenales (Tabla 10). 

 

GRUPOS DE ESTUDIO BIOPSIA DUODENAL JUGO DUODENAL CEPILLADO DUODENAL 

Pacientes control no 

celiacos 
PGI 10 6 2 

Pacientes celiacos en 

actividad 
aEC 11 + 1* 11 + 1* 8 

Pacientes celiacos en 

dieta sin gluten 
DSG 4** 11 6 + 4** 

Total 26 29 20 

 

 

Tabla 10: Clasificación de las muestras duodenales incluidas en el estudio mediante zimografía de la actividad 

degradadora de gliadina. Se utilizaron tres tipos de muestra duodenal (biopsia, jugo y cepillado) procedentes de tres 

tipos de pacientes: control no celiacos (PGI), celiacos en actividad (aEC) y celiacos en dieta sin gluten (DSG). En 

algunos casos, dos de los tres tipos de muestra fueron tomadas del mismo paciente: (*) muestra de jugo y biopsia 

duodenal tomadas al mismo tiempo de 1 paciente aEC, y (**) muestra de cepillado y biopsia duodenal tomadas al 

mismo tiempo de 4 pacientes DSG. 

 

 

 En los estudios de zimografía realizados con biopsias intestinales, las proteínas 

totales extraídas eran cuantificadas y de cada una de ellas se cargaban 8µg de proteínas 

totales. 
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 A la hora de realizar los ensayos de zimografía con las muestras de jugo duodenal 

y cepillado duodenal, el principal problema con el que nos encontramos fue cómo 

normalizar la cantidad de proteínas totales que se cargan en el gel. Las muestras de jugo 

duodenal se recogen mediante aspiración directa durante la endoscopia. Son muestras 

muy diluidas (recogidas en PBS) y aunque el procedimiento llevado a cabo por el 

gastroenterólogo sea exactamente el mismo para todos los pacientes, la localización 

exacta de estas secreciones en el tracto duodenal es difícil de determinar, además de 

presentar una composición que varía enormemente de unos individuos a otros.  Sin 

embargo, las muestras de mucus recogidas mediante el raspado con un cepillo de la 

zona a biopsiar, constituyen una muestra duodenal más concentrada, limpia y 

localizada. Las muestra de mucus se recibió adherida al cepillo con el que se había 

realizado el raspado de la capa de mucus previo a la toma de la biopsia intestinal.  

  

 Las muestras de jugo duodenal fueron las primeras con las que se comenzó a 

trabajar. Dado que el objetivo final era comprar los resultados de los zimogramas con 

los observados previamente en las biopsias intestinales, decidimos realizar la extracción 

de las proteínas totales de estas muestras utilizando el mismo protocolo empleado para 

su extracción en biopsias: método del trizol. Se realizó la extracción de 200µl del jugo 

duodenal, siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (página 67). Las 

proteínas fueron cuantificadas mediante un Bradford, con el objetivo inicial de cargar la 

misma cantidad de proteínas totales que se utilizó con las biopsias (8µg/muestra). La 

cantidad de proteínas obtenidas mediante la extracción con trizol fue muy pequeña, de 

manera que para conseguir una cantidad de proteínas comparable a la obtenida con las 

biopsias, era necesario cargar un volumen de muestra demasiado grande. El tamaño de 

los pocillos del gel de acrilamida  limita el volumen de muestra que se puede cargar a 

20 µl aproximadamente, por lo decidimos cargar el máximo volumen de extracto 

proteico en SDS al 1% (16µl) junto con el buffer de carga (4µl). Se realizaron varias 

pruebas con muestras de jugo duodenal de pacientes aEC, DSG y PGI (resultados no 

mostrados). Se observó actividad degradadora en las muestras de los pacientes celiacos, 

pero en lugar de bandas de degradación, la actividad enzimática se reveló como rastros 

muy difuminados. Consideramos que la falta de degradación podría ser debida a la poca 

cantidad de proteínas obtenidas mediante la extracción, por lo que decidimos probar a 

cargar las muestras de jugo duodenal sin ningún tipo de tratamiento previo ni extracción 
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de proteínas. Se agregó el mismo volumen de muestra que en los ensayos anteriores 

(16µl), observándose un incremento importante tanto en la intensidad de la degradación 

como en el número de bandas identificadas. 

 Posteriormente se comenzó a trabajar con las muestras de cepillado duodenal. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con los aspirados, se decidió que la mejor 

forma de recuperar la muestra adherida al cepilla, con al menor contaminación de RNA 

later posible, era homogeneizar el cepillo en  200µl de PBS. De esta manera procedimos 

a trabajar con ambos tipos de muestra (jugo y mucus duodenal) diluidas en PBS y sin 

ningún tipo de tratamiento previo ni posible contaminación con los reactivos empleados 

durante los procesos de extracción proteica.    

 Para realizar los ensayos se utilizó el mismo volumen de cada una de las muestras, 

sin embargo, la cantidad de proteínas presente en ellas se desconocía. Por tanto, estos 

ensayos se realizaron como una primera aproximación en la comparación de la 

intensidad y número de bandas de la actividad degradadora de gliadina presentes en los 

tres tipos de muestra duodenal, siendo conscientes de que las diferencias observadas 

entre ellas podrían deberse a una diferencia en el contenido enzimático total. 

 

 En primer lugar se estudió la degradación en los diferentes tipos de muestra, 

tomadas de un total de 30 pacientes celiacos en actividad: 11 muestras de biopsia 

duodenal procedentes de 11 pacientes aEC, 11 muestras de jugo duodenal procedentes 

de 11 pacientes aEC y 8 muestras de cepillado duodenal procedentes de 8 pacientes 

aEC. En la Figura 13 se muestran los resultados obtenidos en los tres tipos de muestra 

duodenal procedentes de 6 pacientes celiacos en actividad en representación del total de 

muestras estudiadas.  
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Figura 13: Zimograma de gliadina representativo de varios experimentos independientes utilizando tres tipos 

de muestra duodenal procedentes todas ellas de diferentes pacientes celiacos en actividad (aEC). Se estudió la 

capacidad degradadora de gliadina de extractos proteicos obtenidos de biopsias duodenales (líneas 1 y 2), de muestras 

de jugo duodenal (líneas 3 y 4) y de muestras de cepillado duodenal (líneas 5 y 6). Junto a cada tipo de muestra está 

el marcador de peso molecular utilizado en cada experimento. Las bandas de degradación se observan como ausencia 

de color. En todas las muestras se detectó degradación de la gliadina incluida en el gel. 

 

 Tanto en el jugo duodenal como en el cepillado duodenal procedente de estos 

pacientes se observaron bandas de degradación de la gliadina incluida en el gel de 

acrilamida. Las muestras de jugo presentaban 4 bandas bastante bien definidas, dos de 

ellas de entre 50 y 90 kDa, y las otras dos de entre 20 y 25 kDa aproximadamente. En 

las muestras de cepillado duodenal el número de bandas de degradación aumentaba, 

observándose un primer grupo de 3 bandas de entre 50 y 100 kDa y un segundo grupo 

de otras 3 bandas de entre 20 y 25 kDa aproximadamente. 

 

 En segundo lugar se estudió la degradación en los diferentes tipos de muestra, 

tomadas de un total de 18 pacientes control no celiacos: 10 muestras de biopsia 

duodenal procedentes de 10 pacientes PGI, 6 muestras de jugo duodenal procedentes de 

6 pacientes PGI y 2 muestras de cepillado duodenal procedentes de 2 pacientes PGI. La 

Figura 14 muestra los resultados obtenidos en los tres tipos de muestra duodenal 

procedentes de 6 pacientes control no celiacos, en representación del total de muestras 

de pacientes PGI analizadas. 
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Figura 14: Zimograma de gliadina representativo de varios experimentos independientes utilizando tres tipos 

de muestra duodenal procedentes todas ellas de diferentes pacientes control no celiacos (PGI). Se estudió la 

capacidad degradadora de gliadina de extractos proteicos obtenidos de biopsias duodenales (líneas 1 y 2), de muestras 

de jugo duodenal (líneas 3 y 4) y de muestras de cepillado duodenal (líneas 5 y 6). Junto a cada tipo de muestra está 

el marcador de peso molecular utilizado en cada experimento. Las bandas de degradación se observan como ausencia 

de color. Solamente se observó degradación en las muestras de cepillado duodenal. 

 

 En ninguna de las muestras de biopsia y jugo duodenal estudiadas se observó 

ningún tipo de degradación de la gliadina, sin embargo, en las muestras de cepillado 

duodenal se vio un rastro de degradación menos definido y con un elevado peso 

molecular. 

 

 Finalmente se estudió la degradación en los diferentes tipos de muestra, tomadas 

de un total de 21 pacientes celiacos en DSG: 4 muestras de biopsia duodenal 

procedentes de 4 pacientes DSG, 11 muestras de jugo duodenal procedentes de 11 

pacientes DSG y 6 muestras de cepillado duodenal procedentes de 6 pacientes DSG. En 

los tres tipos de muestra se observó degradación de la gliadina, siendo ésta más intensa 

cuando se trataba de las muestras de jugo duodenal y cepillado duodenal  (Figura 15). 
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Figura 15: Zimograma de gliadina representativo de varios experimentos independientes utilizando tres tipos 

de muestra duodenal procedentes todas ellas de diferentes pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). Se 

estudió la capacidad degradadora de gliadina de extractos proteicos obtenidos de biopsias duodenales (líneas 1 y 2), 

de muestras de jugo duodenal (líneas 3 y 4) y de muestras de cepillado duodenal (líneas 5 y 6). Junto a cada tipo de 

muestra está el marcador de peso molecular utilizado en cada experimento. Las bandas de degradación se observan 

como ausencia de color. Se observó degradación en todas las muestras estudiadas, siendo más intensa en las muestras 

de cepillado duodenal. 

 

 Para completar el estudio se analizó mediante zimografía el patrón de degradación 

de la gliadina presente en dos tipos de muestra duodenal procedentes de un mismo 

paciente. Se incluyeron 4 pacientes celiacos en dieta sin gluten (una muestra de biopsia 

y una de cepillado de cada uno de ellos) y un paciente celiaco en actividad (una muestra 

de biopsia y una de jugo duodenal). En  la Figura 16 se muestran los patrones de 

degradación obtenidos. 
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Figura 16: Zimograma de gliadina representativo de varios experimentos independientes utilizando parejas de 

dos tipos de muestra duodenal procedentes de un mismo paciente. Se estudió la capacidad degradadora de 

gliadina de extractos proteicos obtenidos de biopsia duodenal y cepillado duodenal de 4 pacientes celiacos en dieta 

sin gluten (DSG 1-4) y de biopsia duodenal y jugo duodenal de un paciente celiaco en actividad (aEC). Las bandas de 

degradación se observan como ausencia de color. Al comprar la actividad degradadora en dos tipos de muestra 

obtenidas de un mismo paciente se observó que en las muestras de cepillado el patrón de degradación es mucho más 

intenso y definido que en las biopsias intestinales, donde parece haber desaparecido. Sin embargo, en las muestras 

procedentes de un paciente aEC, el patrón de degradación es más intenso en el jugo duodenal, pero mejor definido en 

la biopsia. 

 

  

 En el caso de los pacientes DSG, se estudió la actividad degradadora de gliadina 

en dos tipos de muestra (biopsia duodenal y cepillado duodenal) obtenidos a la vez de 

un mismo paciente de manera que el gastroenterólogo primero hace un raspado con el 

cepillo de la zona que va a biopsiar y a continuación toma la muestra de tejido. Al 

comparar la degradación en ambos tipos de muestra se observó que, las proteasas 

obtenidas de las biopsias duodenales a penas fueron capaces de degradar la gliadina 

incluida en el gel, excepto en el paciente DSG 1 donde al menos se detectó una banda 

de degradación. En cambio, cuando las proteasas provenían de las muestras de cepillado 

duodenal, en todos los pacientes se detectó una clara actividad degradadora de la 

gliadina que además presentaba un patrón muy similar al descrito por Bernardo et al 

[208] en al menos 3 de los pacientes estudiados (DSG 1-3).  

 En el caso del paciente aEC, se realizó una aspiración directa del jugo duodenal 
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momento de la toma de la muestra de tejido y sin previo raspado de la zona a biopsiar. 

En este caso el resultado fue diferente, ya que en ambos tipos de muestra se observó una 

fuerte actividad degradadora de gliadina. En la biopsia se detectaron claramente al 

menos 5 proteasas, mientras que en la muestra de jugo duodenal, el degradado aparecía 

como una mancha. 

 Creemos que las diferencias observadas tanto en la intensidad como en el patrón 

de la actividad degradadora podría estar directamente relacionado tanto con la cantidad 

de proteínas de cada una de las muestras como con la localización de las proteasas en 

las diferentes zonas de la mucosa intestinal estudiadas. Es importante destacar las 

diferencias en la degradación observadas entre i) una biopsia duodenal tomada en una 

zona que previamente ha sido raspada con un cepillo, ii) una muestra de cepillado 

duodenal y iii) una biopsia duodenal tomada directamente sin previo cepillado de la 

zona. Aunque se desconozca la cantidad de proteínas presentes en las muestras de 

cepillado, lo lógico es que sea mucho menor que la presente en las muestra de tejido, 

por lo tanto consideramos que las diferencias en la actividad degradadora entre ambos 

tipos de muestra no se deben a diferencias en la cantidad total de proteínas, sino a la 

cantidad de enzimas capaces de degradar la gliadina.  

 La capa de mucus que recubre el epitelio intestinal (cepillado) parece tener más 

cantidad de enzimas capaces de degradar la gliadina que el propio tejido, y además, 

podrían estar siendo secretadas al lumen intestinal ya que en las muestras de jugo 

duodenal la actividad degradadora se mantiene de una forma intensa pero con unas 

bandas de degradación menos definidas. 
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5.4.3 El péptido 8-mer aparece únicamente en cereales tóxicos para los celiacos y 

tiene una secuencia que se solapa o está próxima a tres epítopos de gluten ya 

descritos.  

 

 El patrón de proteasas degradadoras de gliadina específicas de la mucosa 

duodenal de los pacientes celiacos descrito en trabajos anteriores permitió la 

identificación de un péptido nuevo (8-mer) derivado de la ω-gliadina durante dicha 

digestión (antecedentes capítulo V, página 62). Este péptido fue identificado en la 

gliadina, sin embargo se desconocía si estaba presente en otras prolaminas. Uno de los 

objetivos planteados en esta tesis doctoral fue el estudio de la presencia de este péptido 

en las proteínas de gluten tóxicas para los pacientes celiacos mediante un estudio in 

silico del péptido 8-mer. 

 En primer lugar se realizaron alineamientos de secuencia con el programa 

BLASTP del servidor NCBI que revelaron varias secuencias homólogas del péptido 8-

mer que se restringían a las prolaminas y gluteninas de los cereales que resultan tóxicos 

para los pacientes celiacos como trigo, cebada y centeno. No se encontró ninguna 

secuencia del péptido 8-mer en los cereales no tóxicos para los celiacos como arroz o 

maíz.  

 Se identificó al menos una copia entera del péptido en 10 especies diferentes de 

los siguientes géneros de gramíneas: Hordeum, Triticum, Lophopyrum, Aegilops y 

Secale (Tabla 11). Las prolaminas que presentaron mayor número de copias del péptido 

8-mer fueron la ω-gliadina de Triticum con 87 péptidos encontrados, y la ω-secalina de 

Secale con 160 péptidos encontrados. 
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Prolaminas Proteína Núm.acceso Puntuación 
Núm. 

péptidos  

Hordeína C-hordein storage protein, partial (Hordeum vulgare) gi|123461 152 1 

 B3-hordein (Hordeum vulgare) gi|123459 137 1 

 C-hordein (Hordeum vulgare) gi|442524 582 2 

 C-hordein (Hordeum vulgare subsp. Vulgare) gi|442524 659 3 

Glutenina D-type LMW* glutenin subunit (Triticum aestivum)  gi|208605344 724 3 

γ-gliadina γ-gliadin (Trtiticum aestivum) gi|379319141 223 1 

ω-gliadina ω-gliadin storage protein (Triticum aestivum) gi|10444084 489 3 

 ω-gliadin partial (Triticum aestivum) gi|224747073 647 3 

 ω-gliadin partial (Triticum aestivum) gi|224746065 621 5 

 ω-gliadin partial (Triticum aestivum) gi|224747071 716 5 

 Putative ω-gliadin (Triticum aestivum) gi|63252971 775 3 

 ω-gliadin partial (Triticum aestivum) gi|224747067 799 6 

 ω-gliadin partial (Triticum urartu) gi|294998471 483 4 

 ω-gliadin partial (Triticum urartu) gi|294998469 647 3 

 ω-gliadin partial (Triticum urartu) gi|294998467 685 5 

 ω-gliadin partial (Triticum urartu) gi|294998465 679 6 

 
ω-gliadin partial (Triticum monococcum subsp. 

aegilopoides) 
gi|294998463 540 1 

 
ω-gliadin partial (Triticum monococcum subsp. 

aegilopoides) 
gi|294998461 631 1 

 ω-gliadin partial (Triticum monococcum) gi|294998449 674 2 

 ω-gliadin partial (Triticum monococcum) gi|294998453 645 1 

 ω-gliadin partial (Triticum monococcum) gi|294998455 567 2 

 
ω-gliadin partial (Triticum monococcum subsp. 

aegilopoides) 
gi|294998461 631 1 

 ω-gliadin partial (Triticum monococcum) gi|294998449 674 2 

 ω-gliadin partial (Triticum monococcum) gi|294998453 645 1 

 ω-gliadin partial (Triticum monococcum) gi|294998455 567 2 

 ω-gliadin partial (Triticum monococcum) gi|294998457 713 1 

 ω-gliadin partial (Triticum monococcum) gi|294998451 647 1 

 
ω-gliadin partial (Triticum turgidum subsp. 

paleocolchicum) 
gi|281398157 678 2 

 ω-gliadin partial (Lophopyrum elongatum) gi|224747083 647 1 

 ω-gliadin partial (Lophopyrum elongatum) gi|224747089 666 1 

 ω-gliadin partial (Lophopyrum elongatum) gi|224747087 656 2 
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Prolaminas Proteína Núm.acceso Puntuación 
Núm. 

péptidos  

 
ω-gliadin partial (Triticum aestivum x 

Lophopyrum elongatum) 
gi|224747080 647 1 

 
ω-gliadin partial (Triticum aestivum x 

Lophopyrum elongatum) 
gi|224747075 652 4 

 
ω-gliadin partial (Triticum aestivum x 

Lophopyrum elongatum) 
gi|224747078 703 6 

 ω-gliadin (Aegilops markgrafii) gi|410025837 612 2 

 ω-gliadin (Aegilops markgrafii) gi|410025835 578 2 

 ω-gliadin (Aegilops markgrafii) gi|410025829 668 3 

 ω-gliadin (Aegilops markgrafii) gi|410025833 676 3 

 ω-gliadin (Aegilops markgrafii) gi|410025831 759 4 

 ω-gliadin partial (Aegilops tauschii) gi|373430784 592 1 

 ω-gliadin partial (Aegilops tauschii) gi|50313199 781 3 

ω-secalina Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247119 196 1 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247117 202 1 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247115 286 2 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247113 205 2 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247111 290 1 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247109 315 2 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247107 328 1 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247105 313 1 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247103 327 1 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247101 310 1 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247099 359 2 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247097 289 3 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247095 317 4 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247093 392 3 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|226247091 334 2 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|225625618 295 2 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|225625624 366 3 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|225625620 399 2 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|225625622 416 3 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|225625614 463 1 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|225625616 444 4 

 ω-secalin (Triticum aestivum) gi|229610236 516 2 

 ω-secalin (Triticum aestivum) gi|229610230 573 4 

 ω-secalin (Triticum aestivum) gi|229610226 700 5 

 ω-secalin (Triticum aestivum) gi|229610238 698 4 

 ω-secalin (Triticum aestivum) gi|229610234 699 5 

 ω-secalin (Triticum aestivum) gi|229610232 577 5 

 ω-secalin (Triticum aestivum) gi|229610228 703 6 

 Putative ω-secalin (Triticum aestivum) gi|225625626 708 6 

 ω-secalin (Secale cereale) gi|2145025 692 4 

 Sec1 precursor (Secale cereale) gi|21202 677 6 

 ω-secalin (Secale cereale) gi|229610198 661 4 

 ω-secalin (Secale cereale) gi|229610196 687 6 

 ω-secalin (Secale cereale) gi|229610194 654 5 

 ω-secalin (Secale cereale) gi|229610192 685 5 

 ω-secalin (Secale cereale) gi|229610190 664 5 

 Sec1 precursor (Secale cereale) gi|21204 669 6 
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Prolaminas Proteína Núm.acceso Puntuación 
Núm. 

péptidos  

 ω-secalin (Secale cereale) gi|229610196 687 6 

 ω-secalin (Secale cereale) gi|229610194 654 5 

 ω-secalin (Secale cereale) gi|229610192 685 5 

 ω-secalin (Secale cereale) gi|229610190 664 5 

 Sec1 precursor (Secale cereale) gi|21204 669 6 

 ω-secalin (Triticum aestivum x Secale cereale) gi|229610219 661 6 

 ω-secalin (Triticum aestivum x Secale cereale) gi|229610217 700 6 

 ω-secalin (Triticum aestivum x Secale cereale) gi|229610215 645 4 

 ω-secalin (Secale cereale x Triticum durum) gi|229610210 704 6 

 ω-secalin (Secale cereale x Triticum durum) gi|229610208 696 6 

 ω-secalin (Secale cereale x Triticum durum) gi|229610206 687 6 

 ω-secalin (Secale cereale x Triticum durum) gi|229610204 699 6 

 

 

Tabla 11: Alineamientos de secuencia del péptido 8-mer realizados utilizando el programa BLASTP v.2.2.20 

de la base de datos NCBI. Las secuencias de proteínas están agrupadas de acuerdo al tipo de prolamina (ɣ-gliadina, 

ω-gliadina, ω-secalina, hordeína y glutenina). En la tabla se indica el número de copias del péptido 8-mer encontradas 

en cada secuencia.  

LMW (Low Molecular Weight)= Gluteninas de bajo peso molecular. 

 

 

 Además, se realizó una búsqueda en las proteínas que contenían el péptido 8-mer 

de los epítopos de gluten de células T ya identificados como específicos de los pacientes 

celiacos y restringidos a las moléculas HLA-DQ [62]. Como se muestra en la Tabla 12, 

el péptido 8-mer aparece solapado con tres epítopos de gluten de células T. 

 El epítopo QQPFPQQPQ fue el más repetido, solapando con el péptido 8-mer en 

un 34.5% de las copias del péptido encontradas en la ω-gliadina, con un 13.1% de las 

encontradas en la ω-secalina, con un 14.3% en el caso de la hordeína y con un 33.45% 

de las copias encontradas en la glutenina. Dos epítopos más (QQPQQPFPQ y 

PFPQPQQPF), a pesar de no solapar con el péptido 8-mer, se encontraban muy cerca de 

su secuencia y además de una manera más abundante en la ω-secalina que en otras 

prolaminas. 
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Prolaminas Epítopos de células T Péptidos 

γ-gliadina QQPQQPFPQ QQP.FPLQPQQP.FPQPQQPQQPFPQ.X 

ω-gliadina 
QQPFPQQPQ 

QQPQQPFPQ 

QQX.FPLQPQQP.FPQQPQQP 

QQX.FPLQPQQP.FPQQPQQPFPQ.X 

QLQQPFPQQPQQP.FPLQPQQP.FP 

ω-secalina 
QQPFPQQPQ 

PFPQPQQPF 

QQX.FPLQPQQP.FPQQPQ 

QQX.FPLQPQQP.SPQQPQLPFPQPQQPFVVVV 

Hordeína 
QQPFPQQPQ 

PFPQPQQPF 

QQP.FPLQPQQP.FPQQPQQPFPQPQQPFR 

QQPFPQPQQP.FPLQPQQP.FP 

Glutenina 
QQPFPQQPQ 

QQPQQPFPQ 

 

S.FPLQPQQP.FPQQPQQPFPQP 

QQPQQPFPQQPQQP.FPLQPQQP.FP 

 

Tabla 12: Identificación y análisis de los alineamientos de secuencia entre el péptido 8-mer y tres conocidos 

epítopos de gluten de células T. En negrita se marca la secuencia del péptido 8-mer, y las secuencias de los epítopos 

de gluten de células T están subrayados.  

 

  

 Los estudios in silico realizados en esta tesis han permitido identificar más de 

250 secuencias homólogas del péptido 8-mer en prolaminas de cereales tóxicos para los 

pacientes celíacos, que además, aparecen solapan con un epítopo de gluten con cierta 

frecuencia.  Estos hallazgos sugirieron la posibilidad de que el péptido 8-mer pudiera 

tener un efecto tóxico directo sobre el epitelio de los pacientes celiacos y que además, 

pudiera ser reconocido por las células T a través de las moléculas HLA, y desencadenar 

una respuesta inmune en los pacientes celiacos. 
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Capítulo VI 

Alteraciones en el epitelio 

intestinal tras el estímulo con 

péptidos de gluten y/o muestras de 

jugo y cepillado duodenal de 

pacientes celiacos 
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6.1 Antecedentes 

 

 La detección de actividad degradadora de gliadina, específica de los pacientes 

celiacos, en muestras de jugo y cepillado duodenal nos llevó a pensar que quizás la 

propia composición de esas muestras en esos pacientes pudiera tener algún efecto 

perjudicial sobre el epitelio intestinal, haciéndolo más susceptible a la toxicidad de los 

péptidos. En primer lugar, quisimos saber si las uniones estrechas entre las células 

epiteliales se veían alteradas tras su estímulo con las muestras de jugo duodenal, 

barajando la hipótesis de que el contenido duodenal de los pacientes celiacos , de alguna 

manera, podría alterar la permeabilidad intestinal y permitiendo el paso de un mayor 

número de péptidos a la lámina propia.   

 Como se ha explicado en el capítulo I de este trabajo, las alteraciones provocadas 

en el epitelio intestinal de los pacientes celiacos tras el contacto directo con los péptidos 

derivados de la digestión del gluten han sido descritas en varios trabajos. Los cambios 

estructurales de las uniones estrechas de los enterocitos se han observado tanto a nivel 

morfológico como de expresión de las proteínas responsables de mantener en equilibrio 

la permeabilidad celular. Además, según la teoría patogénica de la EC basada en una 

doble señal, los péptidos de gluten desencadenan una primera respuesta inmune innata, 

caracterizada por  la entrada de las células epiteliales en una situación de estrés, que se 

manifiesta como un incremento en la secreción de citocinas pro-inflamatorias, expresión 

de receptores de estrés, apoptosis celular y debilitamiento de las uniones estrechas entre 

otras.   

 Es evidente que el factor desencadenante de la enfermedad celiaca son las 

proteínas de gluten, los cuales provocan importantes cambios en la permeabilidad 

intestinal. Desde hace tiempo se baraja la posibilidad de que los pacientes celiacos 

presenten ciertas alteraciones en la permeabilidad intestinal, anteriores al daño 

provocado por los péptidos de gluten. 
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6.2 Objetivos concretos 

 

1. Estudiar mediante inmunofluorescencia cambios estructurales en las proteínas de las 

uniones estrechas tras estimular las células Caco-2 con muestras de jugo duodenal de 

pacientes celiacos e individuos control. 

 

2. Analizar los niveles de expresión de IL-15, TGF-β, MICA, Ocludina y ZO-1 en 

células Caco-2 estimuladas con muestras de jugo y cepillado duodenal de pacientes 

celiacos e individuos control. 

 

3. Analizar los niveles de expresión de IL-15, TGF-β, MICA, Ocludina y ZO-1 en un 

modelo de células Caco-2 estimuladas con dos péptidos derivados de gluten antes y 

después de incubar las células con  las muestras de jugo y cepillado duodenal. 
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6.3  Material y métodos. 

 Materiales 

 

26. Línea celular Caco-2 (Epithelial and adherent Caco-2 cells, p44, Health 

Protection Agency, Reino Unido). 

27. DMEM/High glucose (ThermoFisher Scientific, España) 

28. FBS, Fetal Bovine Serum (Cultek, España) 

29. Aminoácidos no esenciales NEAA (MEM Non-Essential Amino Acids Solution 

(100x), ThermoFisher Scientific, España) 

30. HEPES Buffer Solution (1M) (Gibco, Life Tecnologies, España) 

31. Penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, Alemania). 

32. Placa de 24 pocillos: Falcon, Tissue Culture Treated by Vacuum Gas Plasma,  

Polystyrene, (Becton Dikinson, Francia). 

33. Flask de 25cm
3
 (ThermoFisher Scientific, España) 

34. Transwell (24 pocillos, tamaño de poro 0.4µm, ThermoFisher Scientific, 

España) 

35. Rabbit polyclonal to ZO1 tight junction protein (ab59720, Abcam, Reino Unido) 

36. Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit IgG (H+L) (A11012, Life Technologies S.A, 

España) 

37. DAPI (Sigma-Aldrich, Alemania) 

38. Medio de montaje (Vectashield mounting médium for fluorescence H-1000, 

Vector Laboratories, USA). 

39. Microscopio de fluoresencencia (Microsopio "UpRigth", Motorizado en Z, con 

Cámara DigitalDXM1200C Nikon Eclipse 80i, USA). 

40. Medio de congelación Bambanker (Serum-Free Cell Freezing Medium, Nippon 

Genetics Europe, Alemania) 

41. Crioviales (Cultek Molecular Bioline, España) 

42. Tryple (ThermoFisher Scientific, España) 

43. Tampón fosfato salino (PBS without Phenol red, without Ca2+ without Mg2+ 

(Lonza, Cambrex Iberia, España) 

44. RNALater® solution (Ambion Inc, USA). 
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45. Trizol®, Tri Reagent (Applied Biosystems, Life Tecnologies, USA). 

46. Agua estéril libre de nucleasas (ThermoFisher Scientific, España). 

47. High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems Life 

Tecnologies, España). 

48. iTaq 
TM

 Universal SYBR 
®
 Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, USA). 

49. NanoDrop® (ThermoFisher Scientific, España) 

50. LightCycler 480 Multiwell Plate 96, White (Roche, España). 

51. DC
TM

 Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, USA). 

52. Péptidos sintéticos (Biomedal, España) 

 

 

 Métodos 

 

1. Línea celular Caco-2 

 

 Las células Caco-2 son células derivadas de adenocarcinoma de colon humano y 

se diferencian de forma espontánea para formar monocapas confluentes de células 

polarizadas estructural y funcionalmente simulando el epitelio del intestino delgado. Las 

monocapas de células Caco-2 son utilizadas como modelo in vitro para predecir la 

absorción de drogas en humanos y estudiar dichos mecanismos. Las células caco-2 

tienen un inusual elevado grado de diferenciación, que junto con el hecho de que estas 

células se diferencian de forma espontánea en un medio normal que contenga suero, las 

convierte en una de las líneas celulares principales en estudios de transporte epitelial 

[119]. Tras 20-30 días de cultivo, una vez que han llegado a confluencia, estas células 

muestran de forma gradual polaridad morfológica y niveles de hidrolasas de borde en 

cepillo que pueden compararse con lo que ocurre en las células maduras del intestino. El 

borde en cepillo se desarrolla de forma progresiva. Entre los 5 y 20 días posteriores a la 

confluencia el espacio ocupado por cada una de las células comienza a reducirse y 

comienzan a formarse uniones intercelulares. En este momento incluso la longitud y 

densidad de las microvellosidades incrementa. A los 30 días de haber alcanzado la 

confluencia, la superficie ocupada por cada célula alcanza su mínimo y es ahí cuando se 

considera que las células Caco-2 presentan una morfología típica de enterocitos.  
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 Las características morfológicas y ultraestructurales de éstas células son muy 

heterogéneas a través de la monocapa. Se diferencian 3 estados celulares durante el 

cultivo de las caco: 

 Células homogéneamente indiferenciadas (desde su siembra hasta que alcanzan el 

80% de confluencia) 

 Células heterogéneamente diferenciadas (hasta los 20 días siguientes a la 

confluencia) 

 Células homogéneamente polarizadas y diferenciadas (30 días o más después de la 

confluencia) 

 Tras 21 días de cultivo, las células caco forman uniones estrechas intercelulares 

bien desarrolladas dando lugar a una barrera de permeabilidad selectiva que constituyen 

el paso limitante en la vía de transporte paracelular. Estudios realizados en el año 2004 

por Daniel R Clayburgh et al [217] demostraron que estas uniones son estructuras 

capaces de alterar la permeabilidad celular en respuesta a diferentes estímulos. 

 

2. Cultivo, mantenimiento y estímulo de las células Caco-2 

 

2.1 Congelación 

 Las células adheridas en cultivo en un Flask se lavaron con PBS y a continuación 

fueron tratadas con 5ml de tripsina durante 3 min a temperatura ambiente. A 

continuación, se agregaron 10ml de medio de cultivo DMEM sin suplementar para 

inactivar la tripsina y se centrifugaron durante 5 min a 1200 rpm. Tras retirar la tripsina, 

se procedió al contaje de las células para su resuspensión en el medio de congelación 

Bambanker a razón de 1 millón/ml/criovial. Tras su congelación a -80ºC durante 24h, se 

almacenaron  en nitrógeno líquido hasta su uso. 

 

2.2  Descongelación 

 Para la descongelación de las células, se sumergió el vial en el baño a 37ºC 

durante 5 minutos y se resuspendió en 5ml de medio DMEM sin suplementar. Tras una 

centrifugación de 5 min a 1200 rpm, el precipitado se resuspendió en 15ml medio de 

cultivo completo: DMEM (4mM de L-glutamina, 4500mg/l de Glucosa y piruvato de 

sodio) suplementado con: 15% de FCS, 0,01 M de HEPES, 1% de NEAA y 1% de 



Capítulo VI: Epitelio intestinal 

 

 
 

98 

 

  

Penicilina-estreptomicina. A continuación se procedió a sembrar las células con el 

medio de cultivo completo en botellas  Flasc de 25cm
2
 y fueron incubadas a 37ºC y 5% 

de CO2. Antes de sembrar las células necesarias para realizar los experimentos, se 

realizaron al menos 3 pases. 

 

2.3 Pases 

 Las células se  incubaron a 37ºC y 5% de CO2 cambiando el medio cada 2 días 

hasta que llegaron al 80% de confluencia. En ese momento se retiró el medio de cultivo, 

se lavó con PBS y se trataron con 5ml de tripsina durante 5 min a temperatura ambiente. 

Una vez que las células se habían despegado, se agregaron 15ml de medio de cultivo 

para inactivar la tripsina y de ahí, se pasaron a dos botellas nuevas haciendo una 

dilución 1:2. Una vez que se realizaron los 3 pases, se  sembraron las células en placas 

de 24 pocillos, a razón de 50.000/pocillo/1ml de medio DMEM completo y se dejaron 

crecer durante 7 días cambiado el medio cada dos días. 

 

3.  Estímulos para estudios de expresión molecular por QPCR 

 A los 7 días, tras hacer un lavado, se agregaron los estímulos correspondientes.  

 

Jugo duodenal  

- Grupos de estudio: aEC (n=2), DSG (n=2)  y PGI (n=2). Todos por duplicado. 

- Condiciones de estímulo: Se agregó el jugo duodenal en medio DMEM completo (al 

2% de FCS) en un volumen final de 1ml y 0.05% (v/v) de la muestra. Se incubó durante 

24 horas  a 37ºC y 5% de CO2. 

 

Cepillado duodenal 

- Grupos de estudio: aEC (n=2), DSG (n=2) y PGI (n=2). Todos por duplicado. 

- Condiciones de estímulo: Se agregó el cepillado duodenal en medio DMEM completo 

(al 2% de FCS) en un volumen final de 1ml y 0.05% (v/v) de la muestra. Se incubó 

durante 24 horas a 37ºC y 5% de CO2. 
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Péptidos 

- Péptido 33-mer desaminado: LQLQPFPQPELPYPQPELPYPQPELPYPQPQPF 

- Péptido 8-mer desaminado: FPLQPEQP 

- Péptido 8-mer control: FPLQPHQP 

- Condiciones de estímulo: Se agregó el péptido correspondiente a una concentración de 

25,5µM en 1ml de medio de cultivo completo al 2% de FCS/pocillo. Se incubó durante 

16 horas a 37ºC y 5% de CO2. 

 

4. Inmunofluorescencia 

  El estudio de las uniones estrechas (Tight Junctions) en la línea celular Caco-2 

tras los diversos estímulos se realizó mediante inmunofluorescencia en transwell (TW) 

de acuerdo al siguiente protocolo que fue estandarizado para este trabajo: 

 Las células se sembraron en los TW a razón de 20.000 células/TW en 200µl de 

medio de cultivo completo al 15% de FCS en la parte superior del TW, y 1ml de medio 

de cultivo completo al 20% de FCS en la parte inferior. El medio de cultivo se cambió 

entre las 6-16h posteriores a la siembra.  

 Al sexto día de crecimiento se agregó el estímulo correspondiente en la parte 

superior del TW: Se utilizaron 9 muestras de jugo duodenal procedentes de 3 pacientes 

control no celiacos (PGI), 3 pacientes celiacos en actividad (aEC) y 3 pacientes celiacos 

en dieta sin gluten (DSG). De cada uno se agregaron 50µl por TW, y se estudiaron por 

duplicado. Además, se incluyeron dos estímulos con gliadina y gluten (50µg/ml). Todos 

los estímulos fueron de 24 horas a 37ºC y 5% de CO2 y a continuación se retiró el medio 

de cultivo y se hizo un lavado con PBS a 4ºC.  

 Las células fueron fijadas en metanol absoluto, a -20ºC durante toda la noche. Una 

vez fijadas, se permeabilizaron con acetona que se dejó actuar durante 1 minuto, y se 

retiró, permitiendo que se secara el TW. A continuación se realizó un lavado con PBS 

durante 10 min a temperatura ambiente. Para bloquear las uniones inespecíficas se 

agregó PBS al 5% de FCS que se incubó durante 30 minutos a 37ºC y 5% de CO2.  

 Para la incubación con el anticuerpo primario, se agregó 1µg/ml en un volumen de 

200µl arriba y 1ml debajo de solución de bloqueo del anticuerpo anti-Zo-1 y se incubó 

toda la noche a 4ºC. Tras realizar dos lavados con PBS a 4ºC, se  



Capítulo VI: Epitelio intestinal 

 

 
 

100 

 

  

- Lavado: lavar dos veces con PBS a 4ºC arriba y abajo, se agregó el anticuerpo 

secundario (Alexa Fluor 594) diluido 1:500 en la solución de bloqueo: 200µl en la parte 

superior y 1ml en la parte inferior del TW y se incubó 2 horas a temperatura ambiente y 

oscuridad. Una vez más se realizaron dos lavados con PBS a 4ºC arriba y abajo y se 

agregó el marcador del núcleo celular (DAPI) diluido 1:2000 en la solución de bloqueo: 

200µl en la parte superior y 1ml en la parte inferior del TW. Tras una última incubación 

de 2 minutos a temperatura ambiente y oscuridad, se hicieron dos lavados con PBS a 

4ºC y un lavado con agua destilada. Las membranas de los TW se recortaron y se 

colocaron boca abajo sobre el portaobjetos donde previamente se había añadido una 

gota del medio de montaje. 

 

 

5. Retrotranscripción del ARN a ADN complementario (RT-PCR) 

 

  Mediante la transcriptasa reversa, el ARN se transcribió a ADN complementario 

(ADNc) usando el kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” y utilizando 

primers al azar.  

 

 

6. Análisis de expresión molecular por PCR cuantitativa (QPCR) 

 

 Esta técnica permite determinar los niveles de expresión de ARNm de diferentes 

moléculas (Tabla 13). Para ello se utilizó el LightCycler ® 480. Las reacciones se 

realizaron con iTaq 
TM

 Universal SYBR 
®

 Green Supermix, siguiendo el protocolo 

recomendado por el fabricante. Todos los primer fueron diseñados utilizando el Primer 

Blast, de NCBI y sintetizados en MWG biotech.  

 Se realizó una cuantificación relativa de la expresión de genes utilizando el 

método 2 delta-delta Ct [218]. Los resultados fueron analizados utilizando el programa 

estadístico GraphPad Prism (GraphPad Software, USA), aplicando el test no 

paramétrico two tailed Mann-Whitney U, considerando el nivel de  p<0.05 como 

estadísticamente significativo. Los datos se representan como la media ± error estándar 

de la media.  
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Molécula Secuencia de los primer ºC 

GADPH 
Fw: 5’ GAA GGT GAA GGT CGA GTC 3’ 

 Rv:5’  GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC 3’ 
60ºC 

TGF-β 
Fw: 5’ GGA CAC CAA CTA TTG CTT CAG 3’ 

Rv: 5’ TCC AGG CTC CAA ATG TAG G 3’ 
60ºC 

Ocludina 
Fw: 5’ CGA AGA AAG ATG GAC AGG TAT GAC 3’ 

Rv: 5’ AAG TCA TCC AGA GGT GAA GT 3’ 
60ºC 

ZO-1 
Fw: 5’ AGA GAT GAA CGG GCT ACG CTA 3’ 

Rv: 5’ TTT ACA GGA GTT GAG ACA GCC C 3’ 
60ºC 

MICA 
Fw: 5’ TTG ACA GGG AAC GGA AAG GA 3’ 

Rv: 5’ CCA GGT TTT GGG AGA GGA AGA 3’ 
60ºC 

IL-15 
Fw: 5’ CCA ACT GGG TGA ATG TAA TAA GTG 3’ 

Rv: 5’ CAG ATT CTG TTA CAT TCC CAT TAG AAG A 3’ 
60ºC 

 

Tabla 13: Moléculas estudiadas por PCR cuantitativa  y primer empleados para cada una de ellas. 

 

 Los resultados obtenidos del análisis mediante PCR cuantitativa de los niveles 

de expresión de las diferentes moléculas se representan como el Fold Change  o número 

de veces que la expresión de dicha molécula tras el estímulo correspondiente intrementa 

o disminuye con respecto al estado basal (marcado en las gráficas con una línea 

discontinua). 
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 6.4 Resultados 

6.4.1 El jugo duodenal de los pacientes celiacos altera la estructura de las uniones 

estrechas en las células Caco-2, de forma similar a la gliadina y el gluten. 

 Mediante un modelo in vitro de células Caco-2 cultivadas en transwell, se estudió 

el efecto en la estructura de las uniones estrechas tras el estímulo de las células con  

muestras de jugo duodenal de los diferentes grupos de pacientes (3 pacientes aEC, 3 

pacientes PGI y 3 pacientes DSG). Para ello, se realizó un ensayo de 

inmunofluorescencia en el que se marcó la proteína Zo-1 de las TJs en las células Caco-

2 estimuladas.  

 

 En la Figura 17 se muestran las imágenes de fluorescencia representativas de los 

ensayos realizados. Como puede observarse en la primera imagen, las uniones estrechas 

en estado basal confieren a las membranas un aspecto estriado. Cuando las células 

Caco-2 fueron estimuladas con el jugo duodenal de un paciente PGI, las membranas 

celulares tenían un aspecto similar al que presentaban en estado basal, sin embargo, 

cuando el jugo duodenal procedía de un paciente aEC, las células epiteliales se 

alargaban y sus membranas aparecían mucho más estiradas. Si el paciente celiaco ya 

seguía una dieta libre de gluten, la presencia del jugo duodenal no alteraba la estructura 

de las membranas celulares. En cuanto a los estímulos con gliadina y gluten, en ambos 

casos se observó el mismo efecto que ocurría con la muestra de jugo duodenal de los 

pacientes aEC: las membranas celulares se estiraban. 

 

 Las TJs son un elemento central en la regulación de la permeabilidad intestinal ya 

que mantienen la contingencia de las células epiteliales [219]. El incremento en la 

permeabilidad intestinal se considera uno de los cambios biológicos que precede a la 

enfermedad celiaca [220]. Existen numerosos estudios que demuestran el efecto de la 

gliadina en la función de la barrera intestinal [221-222]. 
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Figura 17: Inmunofluorescencia de la proteína Zo-1 de las uniones estrechas en células Caco-2. Imágenes de 

microscopía de fluorescencia (40x) representativas de dos ensayos utilizando un total de 9 muestras por duplicado de 

jugo duodenal (3 muestras de pacientes PGI, 3 muestras de pacientes aEC y 3 muestras de pacientes DSG). 

Condiciones experimentales: células caco-2 en estado basal (Basal), células Caco-2 estimuladas durante 24 horas con 

50µl de jugo duodenal de un paciente PGI (PGI), células Caco-2 estimuladas durante 24 horas con 50µl de jugo 

duodenal de un paciente aEC (aEC), células Caco-2 estimuladas durante 24 horas con 50µl de jugo duodenal de un 

paciente DSG (DSG), células Caco-2 estimuladas durante 24 horas con 50µg/ml de gliadina (Gliadina) y células 

Caco-2 estimuladas durante 24 horas con 50µg/ml de gluten (Gluten). Las flechas discontinuas marcan las 

membranas de las células cuando la estructura de las uniones estrechas no parece alterada (membranas estriadas) y las 

flechas continuas marcan las membranas cuando la estructura de las uniones estrechas ha sido alterada por el estímulo 

(membranas lisas). 

 

 

 Los análisis funcionales, estructurales y moleculares demuestran que las uniones 

estrechas o TJs entre las células del epitelio intestinal están alteradas en los pacientes 

con enfermedad celiaca [128]. Se ha descrito como la gliadina induce cambios en la 

morfología de las membranas de los enterocitos. Las uniones estrechas o TJs se vuelven 

más débiles, lo que hace que las membranas se estiren, produciendo el alargamiento 

celular [223]. Hemos observado como el contenido del jugo duodenal de los pacientes 

aEC, provoca una alteración en las TJs muy similar al observado con los estímulos de 

gliadina y gluten. Sin embargo, parece que tras la retirada del gluten de la dieta, se 

recupera la estructura normal de las uniones intercelulares.  
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Nuestros resultados son comparables a los observados tras el estímulo de las células 

Caco-2 con gliadina digerida con pepsina y tripsina (PT-gliadina) [224].  

 

 

6.4.2 Las muestras de jugo duodenal de los pacientes celiacos disminuyen la 

expresión de TGF-β y aumentan la de MICA en las células Caco-2. 

 Para los estudios de expresión molecular se utilizaron cultivos en placa de 

células Caco-2 (material y métodos página 93).  

 En primer lugar quisimos estudiar el efecto de las muestras de jugo duodenal y 

cepillado duodenal en la expresión por parte de  las células epiteliales de una de las 

citocinas pro-inflamatorias claves en la EC, la  IL-15, y del factor de crecimiento 

transformante o TGF-β, por su papel como citocina anti-inflamatoria en dicha 

enfermedad.  Para realizar estos ensayos, se utilizó un total de 12 muestras duodenales 

procedentes de 12 pacientes diferentes: 6 muestras de jugo duodenal (de 2 pacientes 

aEC, 2 pacientes DSG y 2 pacientes PGI) y 6 muestras de cepillado duodenal (de 2 

pacientes aEC, 2 pacientes DSG y 2 pacientes PGI). 

 Los valores representan el fold change con respecto al estado basal, y el análisis 

estadístico se realizó entre los valores de expresión obtenidos tras el estímulo con las 

muestras de los pacientes aEC o DSG y  los obtenidos con las muestras de los pacientes 

PGI. El análisis estadístico se realizó de forma independiente en las muestras de jugo 

duodenal y de cepillado duodenal. 

 

 En la Figura 18 se muestran los niveles de expresión de IL-15 en las células 

Caco-2 estimuladas. En todos los casos se produjo un incremento de la expresión de la 

IL-15. Los niveles eran ligeramente superiores tras el estímulo con las muestras de 

cepillado, sin embargo, no se observaron diferencias estadísticamente significativas 

entre ninguno de los grupos de pacientes.  

 



Capítulo VI: Epitelio intestinal 

 

 
 

105 

 

  

Niveles de expresión de IL-15 en  células  Caco-2
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Figura 18: Niveles de expresión de IL-15 en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 50µl 

de jugo duodenal y 20µl de cepillado duodenal de pacientes control no celiacos (PGI), pacientes celiacos en actividad 

(aEC) y pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). Se representa el Fold Change o número de veces que se 

incrementa la expresión de la molécula con respecto al estado basal (línea discontinua) como la media ± error 

estándar de la media. El valor de p<0.05 se consideró estadísticamente significativo. 

 

 En cuanto al TGF-β, todos los estímulos, independientemente del tipo de 

muestra y del paciente, disminuyeron sus niveles de expresión (Figura 19), y además, 

se detectaron diferencias estadísticamente significativas (p=0.0023) entre los niveles de 

expresión del TGF-β en las células epiteliales estimuladas con jugo duodenal de  

pacientes aEC y PGI. 
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Figura 19: Niveles de expresión de TGF-β en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 50µl 

de jugo duodenal y 20µl de cepillado duodenal de pacientes control no celiacos (PGI), pacientes celiacos en actividad 

(aEC) y pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). Se representa el Fold Change o número de veces que se 

incrementa la expresión de la molécula con respecto al estado basal (línea discontinua) como la media ± error 

estándar de la media. El valor de p<0.05 se consideró estadísticamente significativo (** p<0.01). 
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 El siguiente paso fue estudiar si el contacto directo de las células epiteliales con 

el contenido de las muestras duodenales de pacientes control y pacientes celiacos, 

provocaba la expresión de alguna molécula de estrés como MICA. Como se observa en 

la Figura 20, en este caso las diferencias entre los pacientes control no celiacos y los 

pacientes celiacos se acentuaban cuando las células se estimulaban con las muestras de 

jugo duodenal. 
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Figura 20: Niveles de expresión de MICA en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 50µl 

de jugo duodenal y 20µl de cepillado duodenal de pacientes control no celiacos (PGI), pacientes celiacos en actividad 

(aEC) y pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). Se representa el Fold Change o número de veces que se 

incrementa la expresión de la molécula con respecto al estado basal (línea discontinua) como la media ± error 

estándar de la media. El valor de p<0.05 se consideró estadísticamente significativo (*** p<0.001). 

 

 Las muestras de jugo duodenal de los pacientes celiacos, independientemente de 

la dieta, aumentaban los niveles de expresión de la molécula MICA, de una manera 

estadísticamente significativa en comparación con las muestras de jugo duodenal de los 

pacientes control PGI. Sin embargo, aunque todas las muestras de cepillado duodenal 

inducían la expresión de MICA, no se observaron diferencias entre los 3 tipos de 

pacientes. 
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6.4.3 Las muestras de cepillado duodenal de los pacientes celiacos disminuyen la 

expresión de Ocludina y Zo-1 en las células Caco-2. 

 Las alteraciones morfológicas observadas de las membranas de las células Caco-

2  tras su estímulo con las muestras de jugo duodenal de pacientes aEC, nos llevaron a 

plantearnos la posibilidad de que estas muestras duodenales también produjeran 

cambios en los niveles de expresión de las principales proteínas que componen las TJs: 

Ocludina y Zo-1. En la Figura 21 se representan los niveles de expresión de Ocludina 

por las células Caco-2 tras ser estimuladas con los dos tipos de muestra duodenal de los 

distintos grupos de estudio. Todos los estímulos estudiados incrementaban la expresión 

de la Ocludina con respecto al estado basal. Las muestras de cepillado duodenal de los 

pacientes aEC disminuían de forma significativa los niveles de expresión de la Ocludina 

con respecto a los conseguidos tras el estímulo con los cepillados duodenales de los 

pacientes PGI y de los pacientes DSG. 
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Figura 21: Niveles de expresión de Ocludina en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 

muestras de jugo y cepillado duodenal de pacientes control no celiacos (PGI), pacientes celiacos en actividad (aEC) y 

pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). La línea discontinua marca el nivel basal de expresión. Las diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.05) se indican como *. 

 

 El estímulo de las células caco-2 con las muestras de jugo duodenal incrementó 

la expresión de la proteína Zo-1 (Figura 22) con respecto al estado basal, 

independientemente del tipo de paciente. Las muestras de cepillado duodenal de los 

pacientes aEC, disminuyeron de forma significativa la expresión de Zo-1 con respecto 

al cepillado de los pacientes PGI. 
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Niveles de expresión de Zo-1 en  células  Caco-2
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Figura 22: Niveles de expresión de Zo-1 en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 

muestras de jugo y cepillado duodenal de pacientes control no celiacos (PGI), pacientes celiacos en actividad (aEC) y 

pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). La línea discontinua marca el nivel basal de expresión. Las diferencias 

estadísticamente significativas (p<0.05) se indican como *. 

 

6.4.4 Las muestras de cepillado duodenal de los pacientes celiacos favorecen el 

incremento en la expresión de la IL-15 provocada por los péptidos 8-mer y 33-mer 

en las células caco-2. 

 Una vez estudiado el efecto de las muestras de jugo duodenal y cepillado 

duodenal sobre el modelo in vitro de células epiteliales, nos preguntamos si de alguna 

manera podrían condicionar el daño producido por los péptidos tóxicos sobre el mismo 

en los pacientes celiacos. En caso de que la composición del jugo y/o del cepillado 

duodenal fuera diferente en los pacientes celiacos y en los controles no celiacos, ¿sería 

capaz de favorecer o proteger respectivamente al epitelio intestinal frente a la toxicidad 

de los péptidos derivados del gluten? Para ello, se realizaron varios experimentos en los 

cuales, las células caco-2 eran incubadas durante 24 horas con las muestras de jugo 

duodenal y cepillado duodenal utilizadas en el ensayo anterior y posteriormente, 

estimuladas durante 16 horas con el péptido 8-mer, el péptido 33-mer o un péptido 

control del 8-mer, cuya secuencia era idéntica al 8-mer salvo en un aminoácido.  

También se estudió el efecto sobre las células epiteliales de los péptidos solos, sin 

previa incubación con las muestras duodenales. En todos los casos se analizó la 

expresión de las moléculas estudiadas en el ensayo anterior: IL-15, TGF-β, MICA, 

Ocludina y Zo-1. 
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 Se observó que cuando las células Caco-2 son estimuladas con las muestras de 

jugo y cepillado duodenal de los tres grupos de pacientes,  no se producen cambios 

significativos en los niveles de expresión de la IL-15 (Figura 18). Tampoco se 

observaron cambios tras estimular las células con los tres péptidos (8-mer, 8-mer 

control y 33-mer) (Figura 23). Sin embargo,  el efecto de estos péptidos en la expresión 

de la IL-15 cambia cuando las células son previamente incubadas con las muestras de 

cepillado duodenal (Figura 23). El péptido 8-mer, previa incubación de las células con 

muestras de cepillado duodenal de pacientes PGI y aEC, incrementa significativamente 

la expresión de IL-15. El péptido 8-mer control tiene un efecto similar, sin embargo, la 

estadística confirma que su incremento de la expresión de la IL-15 tras la incubación 

con el cepillado duodenal de pacientes aEC es menos significativo que el producido por 

el péptido 8-mer. Finalmente, las muestras de cepillado duodenal de pacientes aEC 

también incrementan el efecto del péptido 33-mer, aumentando de forma significativa 

los niveles de expresión de la IL-15. 

 Nuestros resultados muestran como los péptidos por si solos no modifican los 

niveles de expresión de esta citocina, sin embargo, en presencia de las muestras de 

cepillado duodenal, los péptidos inducen un incremento en la expresión de la IL-15 por 

las células Caco-2. 

 Se ha demostrado que la IL-15 induce cambios en el epitelio intestinal en la EC 

[225], y que los enterocitos de los pacientes celiacos en actividad producen mayor 

cantidad de esta citocina en comparación con los pacientes tratados con una DSG y los 

pacientes control no celiacos [226] y además los niveles de expresión de la IL-15 están 

directamente relacionados con el grado de atrofia intestinal. Por otro lado, los péptidos 

tóxicos como el 19-mer y el 33-mer, inducen una respuesta inmune innata inespecífica 

caracterizada por la presencia de IL-15 producida por los enterocitos. En un modelo de 

cultivo ex vivo de biopsia duodenal de pacientes aEC se ha observado que la respuesta 

inmediata inducida por el péptido 33-mer se asocia a la expresión de IL-15 por células 

mononucleares de la lámina propia [227], sin embargo el principal mecanismo depende 

de la liberación de IL-15 por los enterocitos [226]. La IL-15 actúa como mediador de la 

respuesta innata y la lesión epitelial, además de promover la supervivencia de los 

linfocitos T específicos y el mantenimiento de la respuesta inflamatoria [228].   
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Niveles de expresión de IL-15 en  células  Caco-2
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Figura 23: Niveles de expresión de IL-15 en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 

muestras de jugo duodenal (arriba) y cepillado duodenal (abajo) de pacientes control no celiacos (PGI), pacientes 

celiacos en actividad (aEC) y pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). Posteriormente, se estimularon durante 16 

horas con el péptido 8-mer (8-mer), péptido 8-mer control (8-mer C) y péptido 33-mer (33-mer), todos ellos a una 

concentración de 25.5µM. La línea discontinua marca el nivel basal de expresión. Las diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.05) se indican como * y (p<0.01) como **. 
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6.4.5 Las muestras de jugo duodenal de los pacientes celiacos favorecen la 

disminución en la expresión del TGF-β provocada por el péptido 33-mer en las 

células caco-2. 

  

 En relación al TGF-β, el estímulo de las células Caco-2 con muestras de jugo 

duodenal de pacientes aEC disminuyó de forma significativa sus niveles de expresión 

(Figura 19). Tras el estímulo de las células epiteliales con los tres péptidos (Figura 24),  

no se observaron diferencias en los niveles de expresión del TGF-β, sin embargo, 

cuando las células fueron pre-incubadas con las muestras de jugo duodenal de los 

pacientes aEC, se observó como el péptido 33-mer disminuía de forma significativa los 

niveles de expresión del TGF-β en comparación al efecto del péptido en solitario 

(Figura 24).  

 En estudios iniciales llevados a cabo por Lahat et al [229], observaron como en 

la EC activa existía un incremento en la expresión de transcritos de TGF-β comparado 

con los individuos control. Por el contrario, Lionetti et al [230] observaron que los 

niveles de  expresión del ARN total del TGF-β no diferían entre los pacientes aEC y los 

individuos control, aunque si que destacaron que la producción del TGF-β en los 

pacientes aEC provenía de las células T de la lámina propia y macrófagos mientras que 

en los individuos control la producción mayoritaria la realizaban las células epiteliales.  

Se cree que durante procesos crónicos de inflamación, la vía de señalización del TGF-β 

es inhibida por citocinas inflamatorias, alterando la homeostasis del sistema inmune 

[231]. En el año 2007 se publicó un trabajo [232] en el que se demostraba como la IL-

15 inhibía la vía de señalización del  TGF-β en la enfermedad celiaca. 

 

 



Capítulo VI: Epitelio intestinal 

 

 
 

112 

 

  

Niveles de expresión de TGF-  en  células  Caco-2
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Figura 24: Niveles de expresión de TGF-β en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 

muestras de jugo duodenal (arriba) y cepillado duodenal (abajo) de pacientes control no celiacos (PGI), pacientes 

celiacos en actividad (aEC) y pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). Posteriormente, se estimularon durante 16 

horas con el péptido 8-mer (8-mer), péptido 8-mer control (8-mer C) y péptido 33-mer (33-mer), todos ellos a una 

concentración de 25.5µM. La línea discontinua marca el nivel basal de expresión. Las diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.05) se indican como * y (p<0.01) como **. 
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6.4.6 Las muestras de cepillado duodenal de los pacientes control no celiacos 

contrarrestan el incremento en la expresión de MICA provocado por los péptidos 

8-mer y 33-mer en las células caco-2. 

 

 Como se observa en la Figura 20, la expresión de MICA aumentó de forma 

significativa tras el estímulo de las células Caco-2 con las muestras de jugo duodenal de 

pacientes aEC y DSG. Los péptidos 8-mer y 33-mer tuvieron el mismo efecto, sin 

embargo en este caso el péptido control del 8-mer disminuyó la expresión de MICA 

(Figura 25). La incubación previa de las muestras con el jugo duodenal de los pacientes 

aEC y DSG, contrarrestó de forma significativa el efecto de los péptidos 8-mer y 33-

mer, disminuyendo la expresión de MICA. Este mismo efecto se observó con las 

muestras de cepillado duodenal de los pacientes PGI.  

 El incremento de la expresión de MICA tras el estímulo de las células Caco-2 

con el jugo duodenal de los pacientes celiacos (aEC y DSG) y con dos péptidos 

derivados de gluten (8-mer y 33-mer) es similar al observado tras estimular biopsias 

intestinales de pacientes celiacos con gliadina [233]. MICA es considerada como una 

molécula inducida por estrés capaz de activar la respuesta inmune en los primeras 

etapas de la enfermedad. 
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Niveles de expresión de MICA en  células  Caco-2
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Figura 25: Niveles de expresión de MICA en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 

muestras de jugo duodenal (arriba) y cepillado duodenal (abajo) de pacientes control no celiacos (PGI), pacientes 

celiacos en actividad (aEC) y pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). Posteriormente, se estimularon durante 16 

horas con el péptido 8-mer (8-mer), péptido 8-mer control (8-mer C) y péptido 33-mer (33-mer), todos ellos a una 

concentración de 25.5µM. La línea discontinua marca el nivel basal de expresión. Las diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.05) se indican como * y (p<0.01) como **. 
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6.4.7 Las muestras de cepillado duodenal de los pacientes control no celiacos y de 

los pacientes celiacos en dieta sin gluten contrarrestan el incremento en la 

expresión de Zo-1 provocada por los péptidos 8-mer y 33-mer respectivamente en 

las células caco-2. 

 

 Se analizaron los niveles de expresión de las dos proteínas principales que 

componen las uniones estrechas o TJs. En la Figura 21 se observa como las muestras de 

cepillado duodenal de los pacientes aEC disminuyeron de forma significativa los niveles 

de expresión de la ocludina. Los péptidos 8-mer, 8-mer control y 33-mer también 

incrementaron la expresión de ocludina (Figura 26), sin embargo, no se observaron 

diferencias estadísticamente significativas en ninguno de los casos. 

   

 Finalmente se analizaron los niveles de expresión de la proteína Zo-1. Se observó 

cómo sus niveles de expresión disminuían cuando las células eran estimuladas con las 

muestras de cepillado de los pacientes aEC (Figura 22). Los tres péptidos inducían la 

expresión de la proteína Zo-1 en las células Caco-2 (Figura 27) con respecto al basal.  

Solamente la incubación previa de las células con las muestras de jugo duodenal de 

pacientes PGI y de cepillado duodenal de pacientes DSG disminuyó significativamente 

el incremento de la expresión de Zo-1 provocad por el péptido 33-mer.  

 

  En condiciones normales, la ocludina, situada en la membrana apical de los 

enterocitos, se une a la Zo-1 fosforilada, localizada en la membrana lateral que su vez se 

une a los filamentos de actina del citoesqueleto, formando así las uniones estrechas 

[234], sin embargo en la EC, la falta de fosforilación de la Zo-1 disminuye su unión a la 

ocludina.   
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Niveles de expresión de Ocludina en  células  Caco-2
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Figura 26: Niveles de expresión de Ocludina en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 

muestras de jugo duodenal (arriba) y cepillado duodenal (abajo) de pacientes control no celiacos (PGI), pacientes 

celiacos en actividad (aEC) y pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). Posteriormente, se estimularon durante 16 

horas con el péptido 8-mer (8-mer), péptido 8-mer control (8-mer C) y péptido 33-mer (33-mer), todos ellos a una 

concentración de 25.5µM. La línea discontinua marca el nivel basal de expresión. Las diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.05) se indican como * y (p<0.01) como **. 
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Figura 27: Niveles de expresión de Zo-1 en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 

muestras de jugo duodenal (arriba) y cepillado duodenal (abajo) de pacientes control no celiacos (PGI), pacientes 

celiacos en actividad (aEC) y pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG). Posteriormente, se estimularon durante 16 

horas con el péptido 8-mer (8-mer), péptido 8-mer control (8-mer C) y péptido 33-mer (33-mer), todos ellos a una 

concentración de 25.5µM. La línea discontinua marca el nivel basal de expresión. Las diferencias estadísticamente 

significativas (p<0.05) se indican como * y (p<0.01) como **. 
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 Los análisis de expresión molecular de dos de las proteínas que componen las 

uniones estrechas de las células del epitelio intestinal revelaron como  las muestras de 

cepillado duodenal de los pacientes aEC disminuyeron la expresión tanto de la ocludina 

como de la Zo-1 comaprado con los niveles detectados tras el estímulo con el cepilado 

duodenal de los pacientes PGI. Los niveles de expresión de ambas proteínas aumentaron 

de igual manera tras el estímulo de las células con cualquiera de los tres péptidos 

sintéticos.  

 En el caso del 8-mer, su efecto en la expresión de la ocludina y de Zo-1 parecía 

ligeramente mayor cuando las células se incubaron previamente con los cepillados 

duodenales de los pacientes aEC. Las muestrs de cepillados duodenales de los pacientes 

DSG, contrarrestaron el efecto inductor de la expresión de la Zo-1 producido por el 

péptido 33-mer, mientras que en el caso del péptido 8-mer, fueron los cepillados de los 

pacientes PGI lo que tendieron a disminuir el incremento de la expresión de esta 

proteína.  

 Estos resultados parecen indicar que las muestras de jugo duodenal no parecen 

interferir en el efecto tóxico de los péptidos sobre el epitelio, sin embargo, las muestras 

de cepillado duodenal de los pacientes celiacos incrementan la expresión de las 

proteínas de las TJs, efecto que ha sido descrito tras el estímulo con gliadina. Por el 

contrario, las muestras de cepillado duodenal e los pacientes PGI podrían tener un 

efecto protector sobre las uniones estrechas del epitelio intestinal. 
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7.1 Antecedentes 

 A lo largo de su Tesis Doctoral [211], David  Bernardo identificó, mediante el 

análisis por espectrometría de masas de trampa iónica de una banda de degradación 

recuperada de un zimograma de gliadina [208], el péptido 8-mer (FPLQPQQP), un 

péptido corto derivado de la degradación de la ɣ-gliadina por proteasas duodenales 

específicas de los pacientes celiacos.  

 Uno de los principales objetivos de esta Tesis, tratado en el primer capítulo, fue 

estudiar si este péptido se encontraba formando parte de las prolaminas de los cereales 

tóxicos para los pacientes celiacos. Mediante alineamientos de secuencia utilizando el 

BLASTP  del servidor NCBI comprobamos que las secuencias homólogas del péptido 

8-mer se restringían a las prolaminas y gluteninas de trigo, cebada y centeno, siendo 

especialmente abundante en la ω-gliadina y ω-secalina.  

 Ya que el péptido 8-mer derivaba de una degradación de gliadina específica de los 

pacientes celiacos, y además formaba parte de las proteínas tóxicas para estos pacientes, 

quisimos estudiar si el péptido 8-mer compartía parte de su secuencia con la de alguno 

de los epítopos de gluten de células T que se conocen hasta el momento [62]. Como 

resultado, identificamos un epítopo de gluten (QQPFPQQPQ) que se solapaba en el 

23% de las secuencias encontradas del péptido 8-mer. Además, existían dos epítopos 

más de gluten que a pesar de no solapar con el péptido 8-mer se encontraban muy cerca 

de su secuencia.  

 Si el péptido 8-mer, derivado de la digestión de la gliadina por proteasas 

duodenales específicas de los pacientes celiacos, se encuentra solo en las proteínas 

tóxicas para estos pacientes y cuya secuencia se solapa con epítopos de gluten de células 

T, cabe la posibilidad de que el péptido 8-mer sea reconocido por las células T y por lo 

tanto tenga la capacidad de desencadenar una respuesta inmune humoral.  

 Para averiguarlo, decidimos diseñar un ensayo ELISA que nos permitiera estudiar 

la presencia de anticuerpos IgA que reconocieran el péptido 8-mer como antígeno 

específico en el plasma de pacientes celiacos. 
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7.2 Objetivos concretos 

1. Diseñar y estandarizar un ensayo ELISA que permita estudiar en muestras de plasma 

la presencia de anticuerpos IgA que reconozcan de forma específica el péptido 8-mer en 

estado nativo o desaminado. 

2. Estudiar la presencia de anticuerpos IgA anti-péptido 8-mer en muestras de plasma 

de pacientes celiacos (tanto en actividad como en dieta sin gluten), pacientes no celiacos 

e individuos sanos. 

3. Estudiar la presencia de anticuerpos IgA anti-péptido 8-mer en muestras de plasma 

de pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Colitis Ulcerosa y Enfermedad de 

Crohn).  

4. Ajustar el protocolo optimizado del ensayo ELISA IgA anti-péptido 8-mer para 

estudiar la presencia de estos anticuerpos en muestras de jugo duodenal de pacientes 

celiacos. 
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7.3 Material y métodos 

1. Reactivos 

53. Péptidos sintéticos (Biomedal S.L, España). 

54. Leche descremada en polvo (Sveltesse)  

55. Tampón fosfato salino PBS (PBS , Lonza, España). 

56. Tween-20 (Sigma-Aldrich, Alemania) 

57. Anticuerpo secundario anti-IgA humana conjugado con peroxidasa de rábano 

(Polyclonal Rabbit Anti-Human IgA/HRP, P0216, DakoCytomation, Dinamarca). 

58. Sustrato de la peroxidasa TMB (TMB One Component HRP Microwell Substrate, 

BioFX, USA). 

59. Placa de 96 pocillos recubierta con estreptavidina (Fisher Scientific, España) 

60. Placa de 96 pocillos (Maxisorp Nunc-Immuno plate, Nunc, USA) 

61. Lector de placas UVM340 Asys Hitech GmbH, Eugendorf, Austria). 

62.  UltraClean® Blood DNA Isolation Kit 

63.  Reactivos para la determinación de la molécula HLA-DQ2: kit Kapa Taq. 

64.  Primers para la determinación de las moléculas HLA-DQ2 (MWG Biotech) 

DQA Fw (5’AGTTGGAGCGTTTAATCAGAC3’)  

DQA Rv (5’ACGGTCCCTCTGGCCAGTA3’) 

DQB Fw (5’GTGCGTCTTGTGAGCAGAAG3’) 

DQB Rv (5’GCAAGGTCGTGCGGAGCT3’) 

65.  Reactivos para la determinación de la molécula HLA-DQ8: kit DQB1 Only 

SSP2LQB1(One Lambda, INC, Alemania). 

66.  Determinación de anticuerpos IgA anti-TGt: kit Elia CeliKey IgA y el UniCAP 

100
Є 

(Phadia, España). 

67.  Determinación de anticuerpos IgA anti-endomisio: Anti-endomysium antibodies 

(AEA), Indirect Immunolfuorescence, Monkey Esophagus (Ensomysium) 

(BioSystems S.A, España). 
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2. Muestras de estudio 

 

 De acuerdo a las características descritas en el apartado “Sujetos de estudio y tipos 

de muestras empleadas”, en los ensayos que se muestran en este capítulo se emplearon 

un total de 259 muestras de plasma (Tabla 14) y 17 muestras de jugo duodenal  (Tabla 

15). 

 

Sujetos de estudio n Niños Adultos 
HLA 

DQ2/DQ8 

IgA-

tTG/EMA 

Grado de atrofia 

vellositaria 

(Marsh) 

Pacientes 

celiacos 

aEC 47 31 16 + + II-III 

DSG 29 17 12 + + II-III 

Pacientes 

no celiacos 

SANO 37 10 27 +/- - (*) N.D 

PGI 69 23 46 +/- - (*) N.D 

C.U 34 0 34 +/- +/- N.D 

E. Crohn 43 0 43 +/- +/- N.D 

 

 

Tabla 14: Grupos de pacientes incluidos en la determinación de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en muestras 

de plasma. Se incluyeron pacientes celiacos en actividad (aEC), pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG), 

individuos sanos (SANO), pacientes no celiacos con otra patología gastrointestinal (PGI), pacientes no celiacos con 

Colitis Ulcerosa (C.U) y pacientes no celiacos con Enfermedad de Crohn (E. Crohn). (*) la determinación de 

anticuerpos IgA anti-tTG/EMA se realizó en aquellos pacientes con genética HLA-DQ positiva. N.D = Biopsia no 

determinada. 

 

 

 

 

 

Sujetos de estudio n Niños Adultos 
HLA 

DQ2/DQ8 

IgA-

tTG/EMA 

Grado de atrofia 

vellositaria 

(Marsh) 

Pacientes 

celiacos 

aEC 10 0 10 + + II-III 

DSG 3 0 3 + + II-III 

Pacientes 

no celiacos 
PGI 4 0 4 +/- -  Normal 

 

 

 

Tabla 15: Grupos de pacientes incluidos en la determinación de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en muestras 

de jugo duodenal. Se incluyeron pacientes celiacos en actividad (aEC), pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG) 

y pacientes no celiacos con otra patología gastrointestinal (PGI).  
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3. Genotipado HLA-DQ2/DQ8 

 Se analizó la susceptibilidad genética de desarrollar la enfermedad celiaca de 

todas las muestras utilizadas en el ensayo ELISA IgA anti-8mer. Para ello se purificó el 

ADN genómico de la muestra de sangre total, utilizando el kit comercial UltraClean® 

Blood DNA Isolation Kit, y el genotipado fue realizado mediante PCR utilizando 

primers specificos de MWG Biotech y el kit comercial Kapa Taq. El análisis del 

haplotipo HLA-DQ8 se realizó unicamente en las muestras de los pacientes con 

resultados negativos para HLA-DQ2 utilizando el kit DQB1 Only SSP2LQB1.  

 

4. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) para la detección de 

anticuerpos IgA anti-8mer. 

 El ELISA o Ensayo por inmunoabsorción ligado a un enzima [157], como se ha 

comentado anteriormente, es una técnica de inmunoensayo utilizado en la detección de 

un antígeno o un anticuerpo en una muestra biológica.  En este trabajo se presenta un 

ensayo ELISA diseñado y estandarizado para la detección de anticuerpos IgA que 

reconozcan como antígeno específico el péptido 8-mer derivado de la gliadina. 

 En este capitulo de la Tesis se detalla la optimización de cada una de las etapas 

hasta llegar al protocolo definitivo del ensayo ELISA IgA anti-péptido desaminado de 

gliadina 8-mer (IgA anti-PDG 8-mer), el cual se muestra a continuación: 

 

 

 

Figura 28: Etapas de las que se compone un Ensayo por Inmunoabsorción ligado a un enzima (ELISA) 
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FIJACIÓN 

    Agregar 5µg/ml de la combinación de péptidos PEP 2 Y PEP 7  (proporción 1:1) en 

100µl de tampón fosfato en cada pocillo. 

    Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente 

    Realizar 5 lavados con 200µl/pocillo de la solución de lavado, después de cada 

lavado decantar la placa con un golpe seco. 

BLOQUEO 

    Agregar 100µl/pocillo de la solución de bloqueo. 

    Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. 

    Sin lavar, decantar la placa con un golpe seco. 

 

INCUBACIÓN CON LOS SUEROS 

    Agregar las muestras de suero diluidas 1:50 en la solución de bloqueo, a razón de 

100µl/pocillo. 

    Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. 

    Realizar 8 lavados con 200µl/pocillo de la solución de lavado, después de cada 

lavado decantar la placa con un golpe seco. 

 

INCUBACIÓN CON EL ANTICUERPO SECUNDARIO 

    Agregar el anticuerpo secundario (IgA-HRP) diluido 1:500 en la solución de 

bloqueo, a razón de 100µl/pocillo. 

    Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente. 

    Realizar 8 lavados con 200µl/pocillo de la solución de lavado, después de cada 

lavado decantar la placa con un golpe seco. 

 

REVELADO Y LECTURA DE LA PLACA 

    Agregar 100µl/pocillo del sustrato TMB. 

    Incubar durante 20-30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad. 

    Detener la reacción agregando sobre el TMB 100µl/pocillo de H2SO4 0.3M. 

    Lectura a 450nm. 

 

5. Anticuerpos IgA anti-TGt 

 Además de la susceptibilidad genética, se analizó la presencia de anticuerpos IgA 

anti-transglutaminasa tisular (IgA anti-TGt) en todas las muestras incluidas en el 

ensayo. Para ello se utilizó el kit Elia CeliKey IgA y el UniCAP 100
 Є

 siguiendo el 
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protocolo recomendado por el fabricante. 

 

6. Anticuerpos IgA anti-endomisio 

 Para la determinación de los anticuerpos IgA anti-endomisio, en las muestras que 

lo requerían, se utilizó el método de inmunolfuorescencia indirecta utilizando como 

sustrato tejido de esófago de mono. Se empleó el kit Anti-endomysium antibodies 

(AEA) de BioSystems, siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

 

7. Síntesis de péptidos 

 Los péptidos sintéticos y las diferentes modificaciones terminales utilizados en el 

ensayo ELISA son péptidos derivados de la secuencia del péptido 8-mer que fueron 

suministrados por la empresa Biomedal S.L (Sevilla, España). 
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7.4 Resultados 

7.4.1 La desaminación del péptido 8-mer incrementa su afinidad de unión con los 

anticuerpos IgA. 

 

 Las moléculas HLA-DQ2/DQ8 tienen preferencia por los residuos de 

aminoácidos cargados negativamente [235]. La enzima TGt cataliza in vivo la 

desaminación de la glutamina (Q) a ácido glutámico (E), aumentando su afinidad por las 

moléculas HLA DQ2/DQ8 [236].  La posición de los residuos de Q con respecto al 

residuo de prolina (P) más cercano al extremo C-terminal del péptido determina el que 

sean sustrato de la enzima TGt, de manera que la enzima tiene preferencia por los 

residuos de Q en la secuencia consenso QXP frente a las secuencias QP o QXXP [237-

238]. Por esta razón, se estudió el efecto de la desaminación del péptido 8-mer 

(FPLQPQQP) en su posición 6 (FPLQPEQP). 

 Para la fijación del péptido a la placa se utilizó el sistema biotina-estreptavidina: 

al sintetizar el péptido se añade una biotina en uno de sus extremos (N-terminal o C-

terminal) y a continuación el  péptido biotinilado se incuba en una placa cuya superficie 

está recubierta por estreptavidina. 

 Los péptidos utilizados (Tabla 16) fueron diseñados y sintetizados por la empresa 

Biomedal S.L (Sevilla, España). Estos 4 péptidos permitieron comparar el efecto en la 

formación del complejo antígeno-anticuerpo de: a) la desaminación del péptido, y b) la 

fijación del péptido a la placa a través de su extremo amino o carboxilo terminal. 

 

 

PÉPTIDO SECUENCIA ESTRUCTURA 

PEP-BIO 1 FPLQPQQPK-BIOTIN 8-mer nativo + biotina en extremo C-terminal 

PEP-BIO 2 FPLQPEQPK-BIOTIN 8-mer desaminado + biotina en extremo C-terminal 

PEP-BIO 3 BIOTIN-FPLQPQQP 8-mer nativo + biotina en extremo N-terminal 

PEP-BIO 4 BIOTIN-FPLQPEQP 8-mer desaminado + biotina en extremo N-terminal 

 

Tabla 16: Péptidos sintéticos biotinilados derivados del 8-mer empleados en el estudio del efecto de la 

desaminación del péptido sobre la afinidad por parte de los anticuerpos IgA (Biomedal S.L). En la tabla se 

muestran la secuencia de cada uno de los péptidos y la posición de la biotina en su estructura.  
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 En la Figura 29 se muestran los resultados obtenidos en dos muestras de plasma 

(un paciente aEC y un paciente PGI) al fijar en la placa tres concentraciones diferentes 

de cada uno de los péptidos. Aunque los niveles de absorbancia detectados fueron 

demasiado bajos, como primer paso en la selección de los péptidos el estudio nos 

permitió descartar aquellos que llevaban unida la biotina en el extremo amino terminal, 

ya que los niveles de anticuerpos IgA anti-8mer fueron casi inexistentes con 

independencia del tipo de muestra empleada. Sin embargo, cuando la biotina estaba 

unida al extremo C-terminal, se detectó un reconocimiento del péptido por parte de los 

anticuerpos IgA presentes en la muestra de aEC, que además se veía favorecido cuando 

el péptido 8-mer estaba desaminado. En cuanto a la concentración fijada del péptido, los 

niveles de absorbancia eran ligeramente superiores al utilizar 5µg/ml de péptido. 
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Figura 29:  Detección en plasma de anticuerpos IgA frente a 4 péptidos sintéticos biotinilados derivados del 8-

mer en estado nativo y desaminado en la posición 6. En este ensayo se fijaron 3 concentraciones diferentes para 

cada péptido, y se estudió la presencia de anticuerpos IgA anti-8mer en muestras de plasma de un paciente aEC (A) y 

de un paciente PGI (B). 

A 

B 
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 Una vez seleccionado el extremo del péptido que ofrece mejor reconocimiento (C-

terminal) y la concentración adecuada del mismo, decidimos realizar varios ensayos en 

los que estudiariamos la presencia de anticuerpos IgA anti-8mer frente al péptido en 

estado nativo y desaminado en un total de 68  muestras de suero: 28 pacientes aEC, 29 

pacientes DSG  y 11 pacientes PGI. Como se observa en la  Figura 30, se detectó la 

presencia de anticuerpos IgA anti-8mer en ambos casos y además, los niveles eran 

siempre superiores en los pacientes celiacos (independientemente de la dieta) que en 

aquellos que no lo son. Al comparar los niveles detectados entre el péptido nativo y el 

desaminado, se observó como la desaminación favorecía el reconocimiento del péptido 

principalmente en las muestras de suero de pacientes aEC, incluso los valores 

observados en los pacientes PGI disminuían con la desaminación.  
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Figura 30: Niveles de anticuerpos IgA anti-8-mer detectados frente al péptido nativo y el péptido desaminado. 

Grupos de estudio: aEC (Celiacos en actividad), DSG (Celiacos en dieta sin gluten) y PGI (No celiacos con otra 

patología gastrointestinal). Cada punto representa el valor de absorbancia promedio de cada paciente. Las diferencias 

estadísticamente significativas están indicadas: ** p<0.01 y *** p<0.001. 
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 En presencia del péptido desaminado, el promedio de los niveles de absorbancia 

detectados en las muestras de pacientes celiacos (tanto en actividad como en dieta sin 

gluten) era 10 veces superior  que el observado para los pacientes PGI. Además, los 

niveles de anticuerpos IgA anti-8mer en los pacientes celiacos disminuían ligeramente 

tras un tiempo en dieta sin gluten. El incremento en la reactividad de los péptidos de 

gliadina tras la desaminación observado en estos ensayos coincide con otros trabajos 

publicados en la última década [239-240]. 

 

7.4.2 Estandarización de un ensayo ELISA para la detección de anticuerpos IgA 

anti-PDG 8-mer 

 

 El siguiente objetivo que nos planteamos fue sintetizar un polímero del péptido 8-

mer que ofreciera una buena eficiencia tanto en el tapizado de la placa como en su 

detección por parte de los anticuerpos presentes en la muestra de suero. Para ello se 

diseñaron y sintetizaron un total de 10 péptidos (Tabla 17), compuestos por varias 

unidades del péptido 8-mer en tandem, combinadas con diferentes modificaciones 

terminales. 

 

PÉPTIDO SECUENCIA 

PEP 1 CGG FPLQPQQP GGG FPLQPQQP 

PEP 2 CGG FPLQPEPQ GGG FPLQPEQP GGG FPLQPEQP 

PEP 3 CGG FPLQPEQP GGG FPLQPEQP 

PEP 4 CGG FPLQPEQP 

PEP 5 CGG QPFPQPELPFP GGG FPLQPEQP 

PEP 6 CGG PEQPYPQP GGG QPFPQPELPFP GGG FPLQPEQP 

PEP 7 PALM-GGG FPLQPEQP 

PEP 8 PALM-FPLQPEQP GGG FPLQPEQP 

PEP 9 PALM-QPFPQPEQPFPQPELPFP GGG FPLQPEQP 

PEP 10 Cíclico FPLQPEQP  

 

 

Tabla 17: Péptidos sintéticos derivados del 8-mer diseñados y sintetizados para la estandarización del test de 

ELISA IgA anti-PDG 8-mer (Biomedal S.L). Secuencias de los 10 péptidos empleados en el estudio. 
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 Para la optimización de las condiciones de fijación, se estudiaron los 10 péptidos a 

una concentración inicial de 5 µg/ml  diluidos en tampón carbonato (15mM Na2CO3, 

35mM NaHCO3 y pH 9.6) y tampón fosfato (100mM de TPK, 150mM de NaCl y pH 

7.4) en  un volumen final de 100µl/pocillo. Se emplearon 3 muestras de plasma de 

adultos (2 pacientes aEC y un voluntario SANO) diluidas 1:250 en la solución de 

bloqueo (PBS 5% de leche en polvo). El anticuerpo secundario (IgA-HRP) se diluyó 

1:1000 en la solución de bloqueo. 

 Como se observa en la Figura 31, los niveles de abosorbancia en ambos ensayos 

fueron aproximadamente 3 veces superiores a los obtenidos con el péptido biotinilado. 

En la mayoría de los casos los niveles de IgA anti-8mer detectados en los pacientes aEC 

fueron superiores a los observados en el individuo sano. 

 El incremento en el reconocimiento del péptido tras la desaminación volvió a 

observarse ya que el único péptido en estado nativo (PEP 1) es el que ofreció los niveles 

de absorbancia más bajos en ambos pacientes aEC. Es importante destacar el hecho de 

que los dos plasmas de estos pacientes celiacos se comportasen de manera diferente en 

función que el péptido llevara unido un motivo CGG o un ácido palmítico y sin 

embargo los niveles de IgA detectados en ambas muestras se igualaron cuando se utilizó 

el péptido cíclico (PEP 10). Por esta razón decidimos continuar el estudio inlcuyendo 

una muestra más de un paciente adulto aEC y descartando los péptidos 1, 3, 4 y 5 ya 

que fueron los que peor resultado dieron.  

 En la Figura 32 se muestran los resultados obtenidos. Las muestras de plasma de 

los pacientes aEC presentaban niveles superiores de absorbancia cuando los péptidos se 

fijaron en tampón fosfato y que fué seleccionado como el tampón más adecuado. 

Debido a las diferencias observadas entre los dos pacientes celiacos en función del 

motivo de unión del péptido a la placa, decidimos fijar diferentes combinaciones de 

péptidos y aumentar el número de muestras de cada grupo de pacientes: 6 pacientes aEC 

y 4 individuos sanos.  
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Niveles de anticuerpos IgA anti-8-mer en tampón Fosfato
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Figura 31: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-8-mer detectados frente a 10 péptidos sintéticos 

derivados del 8-mer fijados en dos tampones diferentes. Sujetos de estudio: dos celiacos en actividad (aEC) y un 

voluntario sano (SANO). Cada barra representa el valor promedio para cada paciente. Los péptidos fueron fijados en 

tampón carbonato (A) y en tampón fosfato (B). 
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Niveles de anticuerpos IgA anti-8-mer en tampón Carbonato
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Niveles de anticuerpos IgA anti-8-mer en tampón Fosfato
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Figura 32: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-8-mer frente a 6 péptidos sintéticos derivados del 8-mer 

fijados en dos tampones diferentes. Sujetos de estudio: tres celiacos en actividad (aEC) y un voluntario sano 

(SANO). Cada barra representa el valor promedio para cada paciente, estudiado en 3 ensayos separados en el tiempo. 

Los péptidos fueron fijados en tampón carbonato (A) y en tampón fosfato (B).  

  

 

A 

B 
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 Como muestra la Figura 33, independientemente de la combinación de péptidos 

con la que se tapizó la placa, las muestras de plasma de los individuos sanos mostraron 

niveles de anticuerpos IgA anti-8-mer muy bajos. En cuanto a los pacientes celiacos, los 

mejores resultados los observamos con las tres combinaciones que incluían el péptido 

número 2, en concreto con la combinación del péptido 2 y el péptido 7. 

 

Niveles de anticuerpos IgA anti-8-mer

SANO 1 SANO 2 SANO 3 SANO 4 aEC 1 aEC 2 aEC 3 aEC 4 aEC 5 aEC 6
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

PEP 2,6,7,8,9 y 10 PEP 2 y 9PEP 2 y 8PEP 6,7 y 10 PEP 2 y 7PEP 6 y 8

A
b

so
rb

an
c

ia
 a

 4
5

0
n

m

 

Figura 33: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-8-mer frente a diferentes combinaciones de péptidos 

sintéticos derivados del 8-mer fijados en tampón fosfato. Sujetos de estudio: seis celiacos en actividad (aEC) y 

cuatro voluntarios sanos (SANO). Cada barra representa el valor promedio para cada paciente. La combinación de 

péptidos seleccionada como óptima está indicada en amarillo. 

 

 

 Finalmente, se optimizaron las proporciones de cada uno de los péptidos y su 

concentración final en la placa. La Figura 34 representa los resultados obtenidos. Se 

seleccionó 5µg/ml en proporción 1:1 como la concentración óptima. 

 

 

 



Capítulo VII: Detección de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer 

 
 

136 

 

  

 

5 g/ml (1:1) 10 g/ml (1:1) 10 g/ml (1:3) 10 g/ml (3:1)
0

1

2

3

Concentración péptidos (PEP 1: PEP 7)

aEC 1 aEC 2 SANO

Niveles de  anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer
A

b
so

rb
an

c
ia

 a
 4

5
0

n
m

 

 

Figura 34: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer frente la mezcla de péptidos PEP 2+ PEP 7  

fijados en tampón fosfato. Sujetos de estudio: celiacos en actividad (EC) y voluntario sano (SANO). Cada barra 

representa el valor promedio para cada paciente. La concentración seleccionada como óptima está subrayada en 

amarillo. 

  

 Inicialmente el bloqueo de las uniones inespecíficas se realizaba con una solución 

de PBS al 5% de BSA, y posteriormente se cambió a PBS al 5% de leche en polvo 

desnatada, que resultó ser más efectiva. La incubación ser realizó agregando 

100µl/pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente. En esta misma solución de 

bloqueo se realizaron las diluciones tanto de las muestras de plasma como del 

anticuerpo secundario. 

 Se optimizaron las condiciones de incubación tanto de las muestras como del 

anticuerpo secundario (IgA-HRP). Se estudiaron los plasmas diluidos 1:50, 1:100 y 

1:200 en combinación de dos diluciones del anticuerpo secundario (1:500 y 1:1000) 

siguiendo las recomendaciones del fabricante.   

 

 



Capítulo VII: Detección de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer 

 
 

137 

 

  

Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer

Suero 1:50 Suero 1:100 Suero 1:200 Suero 1:50 Suero 1:100
0

1

2

3

4

aEC 1 aEC 3 SANOaEC 2

IgA-HRP 1:1000 IgA-HRP 1:500

A
b

so
rb

an
c

ia
 a

 4
5

0
n

m

 

Figura 35: Niveles detectados de IgA anti-PDG 8-mer a diferentes diluciones de plasma y de anticuerpo 

secundario (IgA-HRP). Sujetos de estudio: celiacos en actividad (EC) y voluntario sano (SANO). Cada barra 

representa el valor promedio para cada paciente. La combinación de diluciones seleccionada como óptima está 

encuadrada en amarillo. 

 

 Como se observan en la Figura 35,  los mejores resultados se observaron con los 

plasmas diluidos 1:50 y el anticuerpo secundario a 1:500, ambos en la solución de 

bloqueo.  

 Con el objetivo de realizar la incubación de las muestras a una temperatura fija, 

para eliminar posibles variantes que alteraran la efectividad de la unión entre el antígeno 

y el anticuerpo, se realizaron varios ensayos en los que la etapa de incubación de los 

plasmas se realizó durante una hora a 30ºC y 37ºC, cuyos resultados (Figura 36) fueron 

comparados con los obtenidos a temperatura ambiente, bien durante 1 hora (condiciones 

estándar) o durante 3 horas.  
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Figura 36: Niveles de IgA anti-8mer detectados en muestras de plasma, a diferentes condiciones de incubación. 

Grupos de estudio: celiacos en actividad (EC) y voluntarios sanos (SANO). Cada barra representa el valor promedio 

para cada paciente. Las condiciones de incubación seleccionadas como óptimas están indicadas en amarillo. 

 

 Al aumentar el tiempo de incubación o fijar la temperatura a 30ºC o 37ºC, en la 

mayoría de las muestras de pacientes aEC los niveles de absorbancia detectados 

aumentaban con respecto a la incubación de 1h a temperatura ambiente, sin embargo 

todas ellas fueron descartadas ya que también incrementaban los niveles de absorbancia 

en las muestras de los individuos sanos. 

 A lo largo de la estandarización también fue necesario optimizar el sustrato de la 

enzima peroxidasa de rábano: el reactivo tetrametilbencidina (TMB), para lo que se 

probaron 3 sustratos TMB de 3 casas comerciales diferentes:  

 

a) TMB QUICK for ELISA, Liquid Substrate, Acros Organics: 100µl/pocillo, 

incubar 30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad  y detener la reacción 

agregando sobre el TMB 100µl de H2SO4 0.1M. 

b) TMB Liquid Substrate, Sigma-Aldrich: 200µl/pocillo, incubar 45-50 minutos a 

temperatura ambiente y oscuridad  y detener la reacción agregando sobre el TMB 100µl 



Capítulo VII: Detección de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer 

 
 

139 

 

  

de H2SO4 0.5M 

 

c) TMB One Component HRP Microwell Substrate, BioFX, SurModics: 

100µl/pocillo, incubar 30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad  y detener la 

reacción agregando sobre el TMB 100µl de H2SO4 0.3M. 

 

 El TMB de SurModics ofreció los mejores resultados y fue el seleccionado para el 

ELISA IgA anti-8mer. Para la lectura de la placa, en todos los casos se detenía la 

reacción agregando H2SO4 directamente sobre el TMB.  Cuando el TMB reacciona con 

la enzima HRP, éste se tiñe de azul, y cambia a amarillo al agregar el sulfúrico. 

Decidimos hacer la lectura de absorbancia tras detener la reacción para que los valores 

fueran más estables. La lectura se realizó a una longitud de onda de 450nm , utilizando 

el lector : UVM340, Asys Hitech GmbH, (Eugendorf, Austria), y utilizando el programa 

Omega Control.  

  

 Para comprobar que el ELISA IgA anti-PDG 8-mer diseñado y optimizado en este 

trabajo ofrecía unos resultados estables y reproducibles en el tiempo se realizó el mismo 

ensayo tres veces por semana a lo largo de un mes,en el que se analizaron los niveles de 

anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en una muestra de plasma de un paciente adulto aEC y 

de un adulto sano. La estabilidad y repetitividad interensayo se muestran en la Figura 

37. 
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Figura 37: Estudio de la estabilidad y repetitividad del ELISA IgA anti-PDG 8-mer en el tiempo. En la gráfica 

se representan los resultados obtenidos para el mismo ensayo repetido durante un mes a razón de 3 ensayos por 

semana. Sujetos de estudio: paciente celiaco (aEC), voluntario sano (SANO) y control blanco de la técnica 

(BLANCO). 

   

 

 Cada uno de los test ELISA realizados en este trabajo y con los cuales se han 

obtenido los resultados que se muestran a continuación, fueron estructurados de la 

siguiente manera: en cada placa se incluyó una muestra control positiva (paciente aEC), 

una muestra control negativa (voluntario SANO), y un blanco. Todas las muestras 

fueron estudiadas por triplicado, y el valor que se representa en las gráficas es el 

promedio de cada una de ellas.  

 El valor de corte de absorbancia fue calculado para cada grupo de edad utilizando 

los resultados obtenidos para la población de pacientes PGI (media ± 2 x desviación 

estándar) con el objetivo de discriminar, con la mayor especificidad posible, entre este 

grupo de pacientes y los pacientes celiacos en actividad (aEC). Solamente las muestras 

cuyo valor de absorbancia era  mayor o igual que el valor de corte fueron consideradas 

positivas. Para el análisis estadístico se utilizó el test t Student’s con datos no pareados 

y las diferencias con  p< 0.05 fueron consideradas estadísticamente significativas. Para 
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cada grupo de edad se calculó la especificidad [(verdaderos negativos/(verdaderos 

negativos + falsos positivos))x100] y la sensibilidad [(verdaderos positives / 

(verdaderos positivos + falsos negativos))x100] del ensayo.
 

 

 

7.4.3 Detección de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en muestras de plasma de 

pacientes celiacos adultos. 

 Debido a las diferencias que existen, tanto en las manifestaciones clínicas como 

en el diagnóstico, entre pacientes celiacos pediátricos y adultos, a la hora de estudiar  

alguno de los marcadores serológicos característicos de la EC, es importante evaluar los 

resultados en función de la edad del paciente. En adultos, los síntomas gastrointestinales 

característicos de la EC normalmente van acompañados de otras manifestaciones y 

patologías como cirrosis, enfermedad inflamatoria intestinal y diabetes mellitus [241-

245],  responsables en muchos casos de falsos positivos en las pruebas serológicas las 

cuales presentan una sensibilidad y especificidad inferiores en adultos que en niños.  

 

 Por esta razón el ensayo ELISA IgA anti-PDG 8-mer fue optimizado utilizando 

muestras de plasma de pacientes adultos,  y para comprobar si la sensibilidad y 

especificidad conseguida era comparable con la de otros marcadores, se estudió la 

presencia de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en : 16 pacientes aEC, 12 pacientes DSG, 

27 voluntarios sanos y 46 pacientes PGI. 

 Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 38. Los valores medios de 

absorbancia a 450nm de D.O obtenidos para cada grupo de edad fueron (media ± SEM): 

1.19 ± 0.28 en pacientes aEC, 0.31 ± 0.03 en pacientes DSG, 0.17 ± 0.01 en SANOS y 

0.26 ± 0.01 en pacientes PGI. De acuerdo al valor de corte obtenido para la población 

adulta (0.5),13 de los 16 pacientes aEC estudiados fueron positivos y todos los pacientes 

DSG excepto uno fueron negativos para los anticuerpos IgA anti-8mer. En ninguno de 

los pacientes PGI y controles SANOS incluidos se detectaron niveles de anticuerpos 

IgA anti-8mer.  
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Figura 38: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en la población adulta. Grupos de estudio: 

celiacos en actividad (aEC), celiacos en dieta sin gluten (DSG), controles sanos (SANOS) y pacientes no celiacos con 

otra patología gastrointestinal (PGI). Cada punto representa el valor medio de absorbancia a una densidad óptica de 

450nm para un paciente. De acuerdo al valor de corte calculado para la población infantil (0.5, indicada con una línea 

de puntos), los pacientes con un valor de absorbancia superior a 0.21 fueron considerados positivos para los 

anticuerpos IgA anti-8mer (75 % de aEC) y aquellos con niveles de absorbancia inferiores se consideraron negativos 

(18.7 % de aEC, 100 % de DSG, SANOS y PGI). *** p<0.001. 

 

 

 Cuando comparamos los valores medios obtenidos entre las diferentes 

poblaciones observamos que existían diferencias estadísticamente significativas entre 

los pacientes aEC y el resto de los grupos incluidos. Todas las muestras  de pacientes 

PGI estudiadas fueron negativas para los anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer y sin 

embargo, algunos de ellos eran positivos para los anticuerpos IgA anti-TG. La 

especificidad del test en la población adulta fue del 100%. 
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7.4.4 Detección de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en muestras de plasma de 

pacientes celiacos infantiles. 

 

 Con el objetivo de estudiar la presencia de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en la 

población infantil, se incluyeron en el estudio el siguiente número de pacientes: 31 

pacientes aEC, 17 pacientes DSG, 10 individuos sanos y 23 pacientes PGI. 

 Los resultados se muestran en la Figura 39. Los valores de absorbancia (media ± 

SEM) a una densidad óptica de 450nm obtenidos para cada grupo de estudio fueron: 

1.61 ± 0.24 para los pacientes aEC, 0.14 ± 0.02 en los pacientes DSG, 0.06 ± 0.003 en 

los individuos SANOS y  0.10 ± 0.01 en los pacientes PGI. 

 

 

Figura 39: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en la población infantil. Grupos de estudio: 

celiacos en actividad (aEC), celiacos en dieta sin gluten (DSG), controles sanos (SANOS) y pacientes no celiacos con 

otra patología gastrointestinal (PGI). Cada punto representa el valor medio de absorbancia a una densidad óptica de 

450nm para un paciente. De acuerdo al valor de corte calculado para la población infantil (0.21, indicada con una 

línea de puntos), los pacientes con un valor de absorbancia superior a 0.21 fueron considerados positivos para los 

anticuerpos IgA anti-8mer (90.6% de aEC, 10.5% de DSG y 4.3% de PGI) y aquellos con niveles de absorbancia 

inferiores se consideraron negativos (9.4% de aEC, 89.5% de DSG, 100% de SANOS y 95.7% de PGI). * p<0.05, ** 

p<0.01 y  *** p<0.001. 
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 De acuerdo al valor de corte calculado para la población pediátrica (0.21), entre 

los pacientes aEC (n=31) se detectaron 29 positivos y 2 negativos para los anticuerpos 

IgA anti-8mer. En el caso de los pacientes DSG (n=17) solamente 2 niños presentaban 

niveles positivos de anticuerpos IgA anti-8mer. En uno de los 23 pacientes PGI se 

consideró positivo en el ensayo por presentar niveles ligeramente superiores al valor de 

corte, mientras que los restantes 22 niños presentaban niveles negativos de anticuerpos 

IgA anti-8mer. 

 Analizamos un total de 31 niños con enfermedad celiaca activa (aEC) de los 

cuales 29 presentaron niveles detectables de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer y 

solamente 2 de ellos se consideraron negativos (pacientes aEC-30 y aEC-31 en la Tabla 

18). Una posible explicación para uno de estos casos (aEC-31) es que se trataba de un 

niño con una hermana celiaca y podría ser que en el momento en que se le tomó la 

muestra, realizara una dieta parcialmente libre de gluten como suele ocurrir en la 

mayoría de las familias donde uno de los miembros tiene el diagnóstico de la 

enfermedad. De los 17 niños celiacos en dieta sin gluten (DSG) incluidos en el estudio, 

solamente dos de ellos resultaron positivos para el ensayo (Tabla 19). Uno de ellos 

(DSG-1) resultó ser un paciente que no respondía bien a la dieta y que además sufría 

diarrea prolongada. Lo interesante de este paciente es que, a pesar de no responder a la 

DSG, presentaba niveles de IgA anti-TGt negativos. El otro niño DSG con niveles 

detectables de IgA anti-PDG 8-mer (DSG-2) presentaba niveles de IgA anti-TGt una 

unidad por encima del valor de corte para este marcador, y 6 meses después, en una 

revisión médica, los niveles de estos anticuerpos ya se habían normalizado. 

 Es interesante destacar que 10 de los 17 niños en DSG presentaban niveles 

positivos de anticuerpos IgA anti-TG, a pesar de estar ya en dieta y de tener mejora 

clínica y, sin embargo, todos ellos fueron negativos para los anticuerpos IgA anti-PDG 

8-mer lo que sugiere la posibilidad de utilizar estos anticuerpos como marcadores de la 

adherencia de los pacientes a la DSG. Sería necesario realizar estudios que lo 

confirmaran, como un seguimiento de los pacientes y una comparación directa con los 

niveles de anticuerpos IgA anti-TG y con detección de péptidos de gluten en heces 

[206]. Aunque los anticuerpos IgA anti-TG han sido propuestos como marcadores de la 

adherencia a la DSG, su efectividad no está del todo clara ya que han sido clasificados 

como buenos [246] y malos [247]  marcadores de las transgresiones de la dieta. 



Capítulo VII: Detección de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer 

 
 

145 

 

  

Muestra Sexo Edad 
HLA 

DQ2/DQ8 

IgA 

anti-TGt 

IgA 

anti-PDG 8-mer 
Atrofia (Marsh) 

aEC-1 H 2 + + + III 

aEC-2 M 2 + + + III 

aEC-3 M 3 + + + III 

aEC-4 M 1 + + + III 

aEC-5 H 1 + + + II 

aEC-6 M 3 + + + III 

aEC-7 H 1 + + + N.D 

aEC-8 M 2 + + + N.D 

aEC-9 M 3 + + + III 

aEC-10 H 2 + + + III 

aEC-11 H 2 + + + III 

aEC-12 M 2 + + + N.M 

aEC-13 M 3 + + + III 

aEC-14 M 6 + + + III 

aEC-15 M 1 + + + N.D 

aEC-16 M 2 + + + III 

aEC-17 M 9 + + + III 

aEC-18 M 2 + + + III 

aEC-19 H 8 + + + N.D 

aEC-20 M 2 + + + N.D 

aEC-21 H 3 + + + III 

aEC-22 M 2 + + + III 

aEC-23 M 3 + + + III 

aEC-24 M 3 + + + III 

aEC-25 M 2 + + + III 

aEC-26 M 10 + + + III 

aEC-27 M 10 + + + I 

aEC-28 M 1 + + + III 

aEC-29 H 11 + + + III 

aEC-30 H 1 + + - III 

aEC-31 M 9 + + - III 

 

Tabla 18: Datos clínicos de los niños celiacos en actividad (aEC) incluídos en este estudio. En la tabla se muestra 

el género y la edad de cada paciente, además de los marcadores genéticos, marcadores serológicos (anticuerpos IgA 

anti-TGt e IgA anti-PDG 8-mer) y el grado de atrofia intestinal en la escala de Marsh (N.D: no determinada). 
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Muestra Sexo Edad 
HLA 

DQ2/DQ8 

IgA 

anti-TGt 

IgA 

anti-PDG 8-mer 

Atrofia 

(Marsh) 

Meses en 

DSG 

DSG-1 M 10 + - + III N.R 

DSG-2 M 7 + + + III 4 

DSG-3 M 6 + - - III 4 

DSG-4 M 2 + + - N.D 1.5 

DSG-5 H 4 + + - III 3 

DSG-6 M 2 + - - N.D 6 

DSG-7 M 3 + + - III 3 

DSG-8 H 4 + + - III 4 

DSG-9 M 2 + - - N.D 10 

DSG-10 M 2 + - - N.D 6 

DSG-11 H 5 + + - III 3 

DSG-12 H 2 + - - III 2 

DSG-13 M 3 + + - II 3 

DSG-14 H 1 + + - III 12 

DSG-15 H 12 + + - N.D 5 

DSG-16 M 11 + + - N.D 7 

DSG-17 H 2 + + - N.D 1 

 

Tabla 19: Datos clínicos de los niños celiacos en dieta sin gluten (DSG) incluídos en este estudio. En la tabla se 

muestra el género y la edad de cada paciente, además de los marcadores genéticos, marcadores serológicos 

(anticuerpos IgA anti-TGt e IgA anti-PDG 8-mer), el grado de atrofia intestinal en la escala de Marsh (N.D: no 

determinada) y el tiempo (en meses) que lleva en dieta sin gluten. 

 

 

 La normalización de los niveles de IgA anti-TG ocurre normalmente tras 6 meses 

en DSG, y en nuestro estudio, los anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer no se detectaron en 

un niño que llevaba únicamente 1 mes en DSG mientras que sus niveles de IgA anti-TG 

eran positivos. De acuerdo con esto, Comino et al [206] estimaron que el tiempo de 

excreción de los péptidos tóxicos de gluten en las heces era entre 2 y 6 días, y además, 

la vida biológica de los anticuerpos IgA en plasma está calculada entre 5.9 y 4.5 días 

para las subclases IgA1 e IgA2 respectivamente [248]. 

 La especificidad del ensayo es el parámetro crítico para discriminar entre los 

pacientes celiacos de aquellos que presentan otra patología gastrointestinal, mientras 

que la sensibilidad es crucial en la búsqueda de nuevos pacientes. De entre los 23 

pacientes PGI estudiados, solamente un niño, cuya madre tenía diagnosticada la EC, 

presentó niveles positivos de IgA anti-PDG 8-mer. En un trabajo publicado en el año 



Capítulo VII: Detección de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer 

 
 

147 

 

  

2012 por la ESPGHAN [249] y en otros estudios de detección de anticuerpos frente a 

péptidos desaminados derivados de la gliadina (PDG) [250-251] se ha establecido el 

intervalo de especificidad de estos anticuerpos en 86.3-93.1% y la sensibilidad en 80.7-

85.1%. 

 El valor máximo de absorbancia observado en la población infantil (Figura 16) 

fueron casi 4 veces superior a aquel observado en los adultos (Figura 17). Sin embargo, 

los anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer podrían aportar un grado adicional de especificidad 

en ambas poblaciones si se comparan con otros marcadores serológicos debido a varias 

razones. En primer lugar, la enzima transglutaminasa tisular se expresa de forma 

constitutiva en todos los individuos [252] debido a su importante papel en la apoptosis y 

diferenciación celular y por lo tanto los anticuerpos IgA anti-TG pueden persistir 

elevados debido a la inflamación provocada por cualquier patología e incluso en 

pacientes celiacos que siguen una correcta DSG. En segundo lugar, los anticuerpos anti-

PDG normalmente son derivados de gluten digerido con enzimas comerciales como 

pepsina, tripsina, quimotripsina, elastasa y carboxipeptidasa y posteriormente 

modificados con la enzima TG2 [237]. El péptido 8-mer, al ser generado durante la 

digestión del gluten por proteasas específicas de los pacientes celiacos, los anticuerpos 

IgA anti-PDG 8-mer aportan un mayor grado de especificidad.  

 

7.4.5 Ausencia de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en muestras de plasma de 

pacientes adultos con Enfermedad Inflamatoria Intestinal.  

 Los resultados obtenidos en la población adulta, junto con el hecho de en adultos 

son cada vez más frecuentes las formas atípicas de presentación de la EC y las 

características sintomatológicas que comparte con la Enfermedad Inflamatoria Intestinal 

(EII), decidimos incluir en el estudio un grupo de 34 adultos con Colitis Ulcerosa (C.U) 

y otro de 43 adultos con Enfermedad de Crohn (E. Crohn).   

 Se observaron niveles anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer superiores al valor de 

corte establecido para la población adulta en 2 pacientes con C. U y 3 pacientes con 

E.Crohn (Figura 40-A), aunque las diferencias entre ambos grupos de estudio no 

resultaron estadísticamente significativas. Todos los pacientes con EII incluidos en el 

estudio presentaban un diagnóstico confirmado o de C.U o de E. Crohn. El hecho de 
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que, según nos informaron los respectivos gastroenterólogos, ninguno de estos pacientes 

tuviera alguna característica que les diferenciara del resto del grupo y que pudiera ser 

determinante a la hora de evaluar sus niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer, 

decidimos analizar en todos ellos el marcador de susceptibilidad genética HLA-DQ2 y 

los niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-TGt.   

 

 En la Figura 40-B se representan los niveles detectados de anticuerpos IgA anti-

PDG 8-mer en función de la predisposición genética de los pacientes a desarrollar la 

EC, de manera que los pacientes se clasificaron en 3 grupos en función de si expresaban 

los dos alelos de la molécula HLA-DQ2 (DQA y DQB): pacientes HLA-DQ2 negativos, 

pacientes HLA-DQA o DQB positivos y pacientes HLA-DQ2 positivos. 

 El primer dato interesante que observamos tras el estudio de los marcadores 

genéticos de la EC en los pacientes con EII fue el elevado porcentaje de pacientes que 

presentaban al menos uno de los dos alelos de riesgo: el 19.5% de los pacientes 

expresaban el heterodímero HLA-DQ2 completo, el 36.4% expresaban uno de los alelos 

del heterodímero DQ2 (DQA o DQB), y el 44.1% eran HLA-DQ2 negativos. De los dos 

marcadores genéticos de la EC (DQ2 y DQ8) solamente estudiamos uno de ellos, por lo 

tanto, cabría la posibilidad de que el porcentaje de pacientes EII sin riesgo genético a 

sufrir la enfermedad celiaca podría ser aún menor. Los cinco pacientes con niveles 

positivos de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer expresaban únicamente uno de los dos 

alelos del heterodímero DQ2.  

 En la Figura 41 se representan los niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer y 

anticuerpos IgA anti-TGt para cada uno de los pacientes EII incluidos en el estudio. 

Solamente 4 de los 77 pacientes con EII presentaban niveles positivos de anticuerpos 

IgA anti-TGt ( > 200 U/ml). Teniendo en cuenta que la enorme diferencia entre las 

unidades de medida de ambos tipos de anticuerpos, decidimos ajustar los niveles de IgA 

anti-TGt de manera que se consideró 4 como el valore de corte, de manera que aquellos 

con más de 200U/ml, superaban el valor de 4 en anticuerpos IgA anti-TGt. 
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Figura 40: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en pacientes adultos con Enfermedad 

Inflamatoria Intestinal. Grupos de estudio: Colitis Ulcerosa (C:U) y Enfermedad de Crohn (E.Crohn). En (A) 

valores de absorbancia obtenidos para cada grupo de estudio. Cada punto representa el valor medio de un paciente  a 

una D.O de 450nm. De acuerdo al valor de corte para la población adulta (0.5, línea de puntos),mlos pacientes con un 

valor de absorbancia superior a 0.5 se consideraron positivos (8.82% de CU y 6.97% de E.Crohn) y aquellos con 

niveles de absorbancia inferiores se consideraron negativos (91.2% de CU y 93% de E.Crohn). En (B) se representan 

los resultados de cada paciente en función de su carga genética: HLA-DQ2+, HLA-DQA+ o HLA-DQB+ y HLA-

DQ2-. Diferencias estadísticamente significativas *** p<0.001 

A 

B 
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Figura 41: Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer y anticuerpos IgA anti-TGt en pacientes adultos con 

EII. Grupos de estudio: Colitis Ulcerosa (C.U) y Enfermedad de Crohn (E.Crohn). De cada uno de los pacientes 

incluidos se analizaron los niveles de ambos tipos de anticuerpos IgA de manera que cada punto representa los 

niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer (en el eje Y) y los niveles de IgA anti-TGt (en el eje X). El valor de corte 

para los anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer es de 0.5 (línea de puntos en el eje Y). Los niveles de anticuerpos IgA anti-

TGt se consideran positivos cuando son mayores o iguales a 200U/ml, a los cuales se les asigna el valor 4 para ajustar 

la gráfica.  

 

  

  

 No se observó ningún tipo de relación entre ambos marcadores serológicos, ya 

que ninguno de los pacientes presentaba niveles positivos de los dos tipos de 

anticuerpos estudiados. Tampoco parecía haber una relación directa entre la carga 

genética y los niveles positivos de anticuerpos IgA anti-TGt, ya que uno de los 

pacientes con niveles positivos era HLA-DQ2 negativo (Tabla 20). En estos 5 pacientes 

se determinó la presencia de anticuerpos IgA anti-endomisio, siendo todos ellos 

negativos. Teniendo en cuenta la información clínica cedida de los pacientes EII 

incluidos en este trabajo, consideramos que una posible explicación a la detección de 
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anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en el 6,5% de la población EII estudiada es que sería 

necesario completar el estudio de la predisposición genética de estos pacientes a 

desarrollar la EC con el análisis de expresión de la molécula HLA-DQ8, y en caso de 

que dieran positivo, quizás se podría hablar EC asintomática.  

 

DQA DQB IgA anti-PDG 8-mer IgA anti-TGt n (EII) 

+ + - - 15 

+ - + - 3 

+ - - + 2 

+ - - - 8 

- + + - 2 

- + - + 1 

- + - - 12 

- - - + 1 

- - - - 33 

 
77 

 

Tabla 20: Resultados del estudio del marcador genético (HLA-DQ2), marcador serológico (IgA anti-TGt) y 

anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en un total de 77 pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal. En la 

tabla se muestra la positividad o negatividad de cada uno de los marcadores estudiados, y el número de pacientes EII 

que presenta cada tipo de combinación de marcadores.  

 

 La probabilidad de que un paciente con EC desarrolle o padezca una EII 

concomitante es 10 veces más alta que en la población general [185, 253], 

especialmente para la colitis ulcerosa (C.U). A su vez, la C.U es 5 veces más frecuente 

entre los familiares de un paciente con EC [254]. Ambas enfermedades comparten un 

polimorfismo del gen receptor de la IL-23 que condiciona un estado proinflamatorio. 

Por el contrario, la prevalencia de EC entre los pacientes con EII no parece más elevada 

que la observada en la población general.  

 Los anticuerpos anti-TGt son muy sensibles en el diagnóstico de la EC, sin 

embargo, varios estudios han  reseñado la existencia de resultados falso positivos con 

relativa frecuencia. Estos anticuerpos han sido identificados en pacientes con EII, 

sugiriendo una baja especificidad de los anticuerpos anti-TGt como marcadores 

serológicos de la EC. La detección de estos anticuerpos ha sido atribuida a las lesiones 

intestinales y a la actividad inflamatoria característica de los pacientes con EII. La TGt 

juega un papel importante y complejo en la apoptosis [255-256], y se ha demostrado 
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tanto in vivo como in vitro que las células apoptóticas inducen y activan la expresión de 

la TGt [187].   

 

7.4.6 Detección de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en muestras de jugo duodenal 

de pacientes celiacos adultos. 

 

 En los pacientes celiacos, tras la ingesta de gluten, se desencadena  una respuesta 

inmune humoral tras el reconocimiento de los péptidos derivados de la digestión del 

gluten como antígenos. Además, una de las posibles vías de entrada de los péptidos 

tóxicos hacia la lámina propia del intestino es el transporte por retrotranscitosis mediada 

por los anticuerpos IgA [132]. Por esta razón nos planteamos la posibilidad de detectar 

anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer en muestras de jugo duodenal de individuos 

adultos.  

 

 Se estudiaron un total de 17 muestras de adultos, 10 pacientes aEC, 3 pacientes 

DSG y 4 pacientes PGI. Para realizar este estudio fue necesario ajustar alguna de las 

etapas del protocolo del ELISA IgA anti-PDG 8-mer estandarizado para los estudios en 

muestras de plasma. 

 

 En el primer ensayo (Figura 42) el protocolo seguido fue el mismo, salvo que en 

este caso las muestras se incubaron sin diluir porque el propio jugo duodenal ya está 

diluido en PBS. Disponíamos de un volumen de muestra bastante limitado, lo que nos 

llevó a agregar la mínima cantidad posible: 25µl/pocillo.  

 Dado que al menos una de las muestras presentaba niveles bastante altos de 

absorbancia, decidimos realizar una curva de diluciones seriadas con la muestra del 

paciente aEC1 para determinar el nivel de detección de la técnica y comprobar que la 

absorbancia detectada en esta muestra no fuera un artefacto (Figura 43), y el resto de 

muestras incubarlas sin diluir. Tanto las diluciones de la muestra como del anticuerpo 

secundario se hicieron en PBS en lugar de solución de bloqueo, ya que era el tampón en 

el que recibíamos la muestra de jugo duodenal. 
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Figura 42: Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en jugo duodenal de pacientes adultos. Grupos de 

estudio: celiacos en actividad (aEC), celiacos en dieta sin gluten (DSG) y pacientes no celiacos con otra patología 

gastrointestinal (PGI). Cada barra representa el valor medio de absorbancia para un paciente. Se incluyeron dos 

muestras de plasma control (rojo: plasma de paciente aEC, verde: plasma de individuo SANO). El valor de corte (0.5) 

se indica con una línea de puntos. 
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Figura 43: Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer muestras de jugo duodenal de pacientes adultos. 

Grupos de estudio: celiacos en actividad (aEC), celiacos en dieta sin gluten (DSG) y pacientes no celiacos con otra 

patología gastrointestinal (PGI). Cada barra representa el valor medio de absorbancia para un paciente. En este caso 

se hizo una curva de diluciones seriadas en PBS de una muestra de un paciente aEC. Se incluyeron dos muestras de 

plasma control (rojo: plasma de paciente aEC, verde: plasma de individuo SANO).  El valor de corte (0.5) se indica 

con una línea de puntos. 
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 En este segundo ensayo los resultados cambiaron notablemente debido 

principalmente a diluir el anticuerpo secundario en PBS y no en solución de bloqueo. 

De alguna manera, la leche en polvo estaba interfiriendo en el ensayo.  

 

 Con el protocolo ajustado a las nuevas muestras, se realizó un ensayo más 

(Figura 44) y se calculó el nuevo valor de corte (0.23, línea de puntos) utilizando los 

valores de absorbancia de las muestras de jugo duodenal de los pacientes PGI. De las 10 

muestras de aEC analizadas, 6 de ellas se consideraron positivas, mientras que las 3 

muestras de DSG y las 4 muestras de PGI fueron todas negativas para los anticuerpos 

IgA anti-PDG 8-mer.  

 La sensibilidad del ensayo para la detección de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer 

en muestras de jugo duodenal fue de 60%, inferior que en las muestras de plasma, sin 

embargo la especificidad fue del 100%. 
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Figura 44: Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer pacientes en muestras de jugo duodenal de adultos. 

Grupos de estudio: celiacos en actividad (aEC), celiacos en dieta sin gluten (DSG) y pacientes no celiacos con otra 

patología gastrointestinal (PGI). Cada punto representa el valor medio de absorbancia a una densidad óptica de 

450nm para un paciente. *** p<0.001. 
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 En la EC existe un increment en la candidad de anticuerpos IgA presentes en el 

lumen intestinal. Hace tiempo que se conoce la presencia de anticuerpos IgA anti-

gliadina en las secreciones duodenales de los pacientes celiacos [131]. Como se ha 

explicado en la sección 2.3 de la introducción, recientes trabajos sostienen la existencia 

de una de retrotranscitosis dependiente de los anticuerpos IgA como posible vía de 

entrada de los péptidos tóxicos de gluten desde el lumen intestinal, a través del epitelio, 

hasta la lamina propia. Esto podría explicar la detección de anticuerpos IgA anti-PDG 

en las muestras de jugo duodenal de los pacientes celiacos y su ausencia con los 

pacientes control no celiacos. Además, como se observa en la Figura 44, no se 

observaron niveles detectables de estos anticuerpos en las muestras de jugo duodenal de 

los pacientes celiacos en DSG. 
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 La zimografía [215, 257] es una técnica basada en una separación electroforética 

que permite la identificación de diferentes actividades proteasas en una misma muestra. 

Está técnica permite, en un mismo experimento, identificar diferentes proteínas en 

función de su peso molecular a la vez que revela su capacidad de degradar un sustrato 

que previamente es incluido en el gel de acrilamida.  

 Gracias a esta técnica, en trabajos anteriores realizados en nuestro grupo de 

laboratorio por David.B durante su Tesis Doctoral [208] se describió un patrón de 

degradación de la gliadina específico del duodeno de los pacientes celiacos, compuesto 

por siete proteasas con un peso molecular comprendido entre los 20 y 92 kDa. Dada la 

controversia que rodea a la toxicidad de las avenas para los pacientes celiacos, 

decidimos estudiar mediante zimografía la capacidad de degradar las aveninas de dos 

variedades de avena por las proteasas presentes en las biopsias intestinales de los 

pacientes celiacos, observando degradación solamente en una de las dos variedades. No 

solo se trata de una degradación específica de los pacientes celiacos, ya que las 

proteasas duodenales de los pacientes control no degradaron ninguna de las dos 

variedades, sino que además, ese cultivar de avena ha sido identificado recientemente 

como tóxico para los pacientes celiacos por Comino y colaboradores [6]. El interés por 

la posible inclusión de ciertas variedades de avena en la dieta de los pacientes celiacos 

se ha ido incrementando en los últimos años por lo que el estudio mediante zimografía 

de la capacidad degradadora por proteasas duodenales de los pacientes celiacos de las 

diferentes variedades de avena que se conocen hasta el momento podría ser un buen 

complemento en el estudio de su toxicidad. 

 El origen de la actividad degradadora de prolaminas característica de la EC es aún 

desconocido. Una de las teorías predominantes es la posible implicación bacteriana, 

debido a la existencia de diversos estudios que describen diferencias tanto cualitativas 

como cuantitativas en la composición de la flora bacteriana entre individuos control y 

pacientes celiacos. El estudio mediante zimografía de la actividad degradadora de 

gliadina en muestras de jugo duodenal y cepillado duodenal nos ha permitido dar un 

paso más en el estudio de las enzimas responsables de esta actividad.   

 Tanto el jugo duodenal como la muestra de mucosa recogida mediante cepillado 

de la zona a biopsiar de los pacientes celiacos contienen enzimas capaces de degradar la 

gliadina, con pesos moleculares muy similares a los observados en las biopsias 

intestinales de estos pacientes. Las enzimas presentes en las muestras de cepillado de la 
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mucosa duodenal degradan la gliadina de una forma mucho más intensa que las 

identificadas en las muestras de tejido. Se ha analizado la actividad degradadora de 

gliadina en muestras de tejido intestinal tomadas sin previo raspado de la zona a 

biopsiar, y de muestras de tejido intestinal tomadas después de haber raspado la zona en 

cuyo caso, se analizó también dicha actividad en la muestra de mucosa recogida en el 

cepillo. Esto nos ha permitido observar como las enzimas degradadoras de la gliadina 

podrían localizarse en la capa de mucus que recubre el epitelio, ya que cuando la zona a 

biopsiar se limpia previamente con un cepillo, la actividad enzimática observada en el 

tejido disminuye considerablemente, aumentando proporcionalmente en la muestra de 

cepillado de ese mismo paciente. Además, consideramos que las enzimas podrían estar 

siendo secretadas a la luz intestinal. Al comparar la actividad degradadora de gliadina 

en muestras de biopsia y jugo duodenal tomadas a la vez del mismo paciente celiaco, se 

observa como la actividad enzimática se mantiene de una forma muy débil en el jugo 

duodenal, aunque el número de bandas de degradación es menor.  

 No se observan diferencias destacables entre la actividad enzimática observada en 

la mucosa duodenal de los pacientes celiacos en actividad y los pacientes en DSG. 

Suponiendo que esta actividad enzimática se deba a diferencias en la composición de la 

flora bacteriana entre los pacientes celiacos y los individuos sanos, parece razonable que 

aunque el paciente esté en DSG siga teniendo capacidad de degradarlo. Además, no se 

observó actividad degradadora de gliadina en ninguna de las muestras duodenales 

procedentes de pacientes control no celiacos, por lo tanto, la especificidad de estas 

proteasas se extiende a las observadas en las secreciones duodenales y en la capa de 

mucus. Para poder confirmar esta teoría, sería necesario estudiar la actividad enzimática 

degradadora de gliadina en los tres tipos de muestra (tejido, secreción y mucus) 

tomados a la vez de un mismo paciente, tanto en pacientes celiacos (en actividad y en 

DSG) como en pacientes control no celiacos. 

   

 El análisis por espectrometría de masas de trampa iónica de dos de las bandas de 

degradación que componen el patrón descrito previamente en muestras de biopsia 

intestinal de los pacientes celiacos, permitió la identificación del péptido 8-mer 

(FPLQPQQP) derivado de la digestión de la ω-gliadina por proteasas duodenales 

específicas de los pacientes celiacos [211]. En esta Tesis se ha estudiado la presencia 
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del péptido 8-mer en las proteínas que resultan tóxicas para los pacientes celiacos.  

 Las búsquedas realizadas en la base de datos del NCBI revelaron más de 250 

secuencias homólogas al péptido 8-mer, todas ellas en prolaminas y gluteninas de 

cereales tóxicos para los celiacos: trigo, cebada y centeno, mientras que no se encontró 

ninguna de estas secuencias en cereales como el arroz o el maíz, que no tienen ningún 

efecto en estos pacientes. El péptido 8-mer aparecía con mucha mayor frecuencia en las 

ω-prolaminas (gliadina y secalina) que en otras prolaminas. 

 Una vez comprobada la presencia del péptido en los cereales tóxicos, se realizó 

una búsqueda de los epítopos de gluten de células T conocidos hasta el momento [62] 

incluidos en las secuencias de las prolaminas donde se encontró el péptido 8-mer, con el 

objetivo de conocer si la secuencia del péptido se encontraba próxima a alguno de 

dichos epítopos. Se analizó la presencia de un total de 31 epítopos de gluten de los 

cuales se seleccionaron 3 de ellos por aparecer solapados o muy próximos al  péptido 8-

mer. Estos hallazgos sugirieron en primer lugar que, al igual que ocurre con los péptidos 

de gluten identificados como tóxicos para estos pacientes, el péptido 8-mer podría tener 

un efecto directo sobre el epitelio intestinal. En segundo lugar, el péptido 8-mer podría 

ser reconocido por las células T en el contexto de las moléculas HLA-DQ y 

desencadenar, por tanto, una respuesta inmune en los pacientes celiacos. 

 La información obtenida mediante los estudios in silico junto con los resultados 

de los ensayos de zimografía con las muestras de jugo y cepillado duodenal, nos 

llevaron a plantear el segundo objetivo general de esta tesis: estudiar el efecto directo 

del péptido 8-mer en el epitelio intestinal de los pacientes celiacos, valorando si las 

muestras de jugo duodenal o cepillado duodenal tienen algún efecto sobre el epitelio 

intestinal y sobre la interacción del péptido 8-mer con el epitelio. Para ello se utilizó la 

linea celular Caco-2 como modelo in vitro de células del epitelio intestinal. Los ensayos 

de inmunofluorescencia nos han permitido comprobar que las muestras de jugo 

duodenal de los pacientes celiacos en actividad alteran la morfología de las uniones 

estrechas de las células Caco-2 de una forma muy similar a la gliadina y el gluten. Las 

muestras tomadas de pacientes celiacos en DSG no inducen ningun cambio apreciable 

mediante microscopía de fluorescencia en estas uniones, al igual que las muestras de 

pacientes control no celiacos. 
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 Se analizaron mediante PCR cuantitativa los niveles de expresión de algunas de 

las moléculas implicadas de alguna manera en la patogenia de la EC. Para ello, las 

células Caco-2 fueron estimuladas durante 16 horas con el péptido 8-mer, el péptido 33-

mer como control positivo y un péptido control del 8-mer (cambio de un aminoácido) 

como control negativo, antes y después de incubar las células durante 24 horas con 

muestras de jugo y cepillado duodenal procedentes de pacientes celiacos en actividad, 

pacientes celiacos en DSG y pacientes control no celiacos. Los resultados muestran 

como los péptidos por sí solos no modifican los niveles de expresión de la IL-15, sin 

embargo, previa incubación de las células con las muestras de cepillado duodenal de los 

pacientes celiacos, los péptidos 8-mer y 33-mer incrementan la expresión de la IL-15 

por las células Caco-2. La IL-15 es producida principalmente por los macrófagos, pero 

también por células no linfoides y por los enterocitos. Es una citocina clave en el 

mantenimiento de la homeostasis entre la inmunidad innata y adaptativa y una 

alteración de su expresión está asociada a una gran cantidad de desordenes intestinales 

como la EC. Las células del epitelio intestinal de los pacientes celiacos producen mayor 

cantidad de IL-15 que los pacientes celiacos tratados en DSG y los pacientes control no 

celiacos.  

 No se observaron diferencias en los niveles de expresión del TGF-β tras el 

estímulo de las células con los tres péptidos sintéticos, sin embargo, cuando las células 

fueron previamente incubadas con las muestras de jugo duodenal de los pacientes 

celiacos, el péptido 33-mer disminuyó de forma significativa la expresión de TGF-β. Se 

ha propuesto que en condiciones de inflamación crónica, la IL-15 bloquea la vía de 

señalización del TGF-β, lo cual podría ser una interpretación de nuestros resultados. Si 

así fuera, la IL-15 responsable de la disminución de la expresión del TGF-β podría estar 

presente en las propias muestras de jugo duodenal de los pacientes celiacos en actividad 

o bien, podría estar siendo secretada por las células caco-2 como consecuencia de su 

incubación previa con el jugo duodenal. 

 Por otro lado, se observó un incremento en la expresión de la molécula MICA en 

las células caco-2 cuando estas eran estimuladas con muestras de jugo duodenal de 

pacientes celiacos (tanto aEC como DSG), y cuando se estimularon con los péptidos 8-

mer y 33-mer, a diferencia del péptido control del 8-mer que indujo una disminución de 

la expresión de esta molécula. Sin embargo, en contra de lo esperado, el incremento en 
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la expresión de MICA observado tras el estímulo con los péptidos 8-mer y 33-mer, 

desaparecía cuando las células eran incubadas previamente con las muestras de jugo 

duodenal tanto de pacientes aEC como de pacientes en DSG.  Los resultados obtenidos 

con las muestras de cepillado duodenal se aproximaron más a lo esperado, ya que el 

efecto inductor de la expresión de MICA provocado por los péptidos 8-mer y 33-mer, 

disminuía con la incubación previa de las células caco con los cepillados duodenales de 

los pacientes control PGI y de los pacientes DSG, mientras que los cepillados de los 

pacientes aEC no parecían alterar el efecto de los péptidos. Una posible interpretación 

de estos resultados es que la capa de mucus de los pacientes control no celiacos, protege 

de alguna manera al epitelio intestinal del estrés y el daño provocado por los péptidos 

tóxicos de gluten. Además, las diferencias en la expresión de MICA entre los pacientes 

celiacos aEC y DSG podría estar relacionada con el grado de atrofia intestinal presente 

en la mucosa de dichos pacientes, ya que parece que las muestras de mucus de los 

pacientes que no consumen gluten tuvo un efecto más similar al de los pacientes control 

que al de los pacientes celiacos en actividad. 

 Los análisis de expresión molecular de dos de las proteínas que componen las 

uniones estrechas de las células del epitelio intestinal revelaron como  las muestras de 

cepillado duodenal de los pacientes aEC disminuyeron la expresión tanto de la ocludina 

como de la Zo-1 comparado con los niveles detectados tras el estímulo con el cepilado 

duodenal de los pacientes PGI. Los niveles de expresión de ambas proteínas aumentaron 

de igual manera tras el estímulo de las células con cualquiera de los tres péptidos 

sintéticos. En el caso del 8-mer, su efecto en la expresión de la ocludina y de Zo-1 

parecía ligeramente mayor cuando las células se incubaron previamente con los 

cepillados duodenales de los pacientes aEC. Las muestras de cepillados duodenales de 

los pacientes DSG, contrarrestaron el efecto inductor de la expresión de la Zo-1 

producido por el péptido 33-mer, mientras que en el caso del péptido 8-mer, fueron los 

cepillados de los pacientes PGI lo que tendieron a disminuir el incremento de la 

expresión de esta proteína. Estos resultados parecen indicar que las muestras de jugo 

duodenal no parecen interferir en el efecto tóxico de los péptidos sobre el epitelio, sin 

embargo, las muestras de cepillado duodenal de los pacientes celiacos incrementan la 

expresión de las proteínas de las uniones estrechas, efecto que ha sido descrito tras el 

estímulo con gliadina. Por el contrario, las muestras de cepillado duodenal e los 
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pacientes PGI podrían tener un efecto protector sobre las uniones estrechas del epitelio 

intestinal. 

 El péptido 8-mer tiene un efecto directo sobre el epitelio intestinal comparable al 

péptido 33-mer, aunque parece que el daño provocado es aun mayor en presencia de las 

muestras de cepillado duodenal de los pacientes celiacos. 

 Con el objetivo de comprobar si el péptido 8-mer podría ser capaz de inducir una 

respuesta inmune en los pacientes celiacos, se diseñó y estandarizó un ensayo ELISA 

que permitiera realizar una búsqueda de anticuerpos IgA específicos que reconocieran el 

péptido 8-mer como un antígeno. No solo se han detectado anticuerpos IgA que 

reconocen de forma específica el péptido 8-mer en muestras de plasma de pacientes 

celiacos, sino que tras comparar los resultados obtenidos con el peptido 8-mer en estado 

nativo, y el péptido 8-mer desaminado, comprobamos como la desaminación 

incrementaba notablemente el reconocimiento del péptido por parte de los anticuerpos. 

Mediante este hallazgo hemos comprobado que el péptido 8-mer es generado in vivo en 

el duodeno de los pacientes celiacos tras la digestión del gluten y que muy 

probablemente es desaminado por la enzima TGt. Una vez optimizado el ensayo, se 

realizó un estudio tanto en la población adulta como en la población infantil en el que se 

incluyó un total de 259 muestras de plasma de diferentes grupos de pacientes. Se ha 

demostrado que los anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer desaminado son específicos 

de los pacientes celiacos, independientemente de la edad. Además, sus niveles se 

normalizan tras al menos un mes en dieta sin gluten,  llegando a revelar en dos pacientes 

una falta de respuesta a la dieta sin gluten. El estudio de la presencia de estos 

anticuerpos en muestras de plasma de pacientes con EII nos permitió comprobar la alta 

especificidad de estos anticuerpos, ya que a pesar de tratarse de pacientes con unas 

condiciones de inflamación  y atrofia intestinal similares a las observadas en los 

pacientes celiacos, no se detectaron anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en el 93,5% de los 

casos estudiados. 

 Por último, se realizaron algunos ajustes en el protocolo del ensayo ELISA IgA 

anti-PDG 8-mer para realizar una búsqueda de estos anticuerpos en muestras de jugo 

duodenal de pacientes celiacos (tanto en actividad como en dieta sin gluten) y de 

pacientes control no celiacos. Los ensayos revelaron la presencia de anticuerpos IgA 

específicos frente al péptido 8-mer desaminado únicamente en las muestras de los 
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pacientes aEC, con una especificidad del 100%. Esos resultados confirman una vez más 

la presencia in vivo del péptido 8-mer en el duodeno de los pacientes celiacos. Por otro 

lado, la presencia de estos anticuerpos podría estar relacionado con el paso de los 

péptidos de gluten a través del epitelio mediante una retrotranscitosis mediada por los 

anticuerpos IgA. 

 En resumen, los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis doctoral nos han 

permitido identificar la existencia de proteasas duodenales específicas de los pacientes 

celiacos capaces de degradar de una forma específica la gliadina. Como consecuencia 

de esta degradación, el péptido 8-mer es liberado en el lumen intestinal y tras su 

contacto directo con el epitelio intestinal, produce alteraciones tanto en las uniones 

estrechas de los enterocitos como en la expresión de algunas de las citocinas 

involucradas en la patogenia de la EC. Este péptido, quizás a través de una vía de 

retrotranscitosis, alcanza la lámina propia donde parece ser desaminado por la enzima 

TGt. Una vez desaminado, el péptido 8-mer es reconocido por las células T a través de 

las moléculas HLA, produciéndose una activación de las células B, las cuales proliferan 

y secretan anticuerpos IgA específicos frente a ese péptido. La especificidad y 

sensibilidad de estos anticuerpos en el plasma de estos pacientes es muy elevada, de 

manera que podrían ser utilizados como marcadores serológicos en el diagnóstico de la 

EC y en el seguimiento de la DSG. 
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 Conclusión 1: Las proteasas presentes en la mucosa duodenal de los pacientes 

celiacos son capaces de degradar de forma específica las prolaminas de una de las dos 

variedad de avena estudiadas, que además es reconocida por el anticuerpo monoclonal 

G12 específico frente al péptido inmunogénico 33-mer.  

 

 Conclusión 2:  La actividad degradadora de gliadina específica de los pacientes 

celiacos es más intensa y definida en la capa de mucus que recubre el epitelio intestinal 

que en el propio tejido. Además, esa actividad se mantiene en las secreciones 

duodenales, aunque con menor intensidad y número de bandas de degradación. 

 

 Conclusión 3: El péptido 8-mer se encuentra únicamente en los cereales tóxicos 

para los pacientes celiacos (trigo, cebada y centeno), y además es un producto derivado 

de la degradación de las prolaminas de estos cereales por proteasas duodenales 

específicas de los pacientes celiacos.  

 

 Conclusión 4: La secuencia del péptido 8-mer aparece solapada o está muy 

próxima a tres de los epítopos de gluten de células T conocidos hasta el momento y por 

lo tanto, podría ser presentado por las células presentadoras de antígeno en el contexto 

de moléculas HLA-DQ2. 

 Conclusión 5: Las muestras de jugo duodenal  de los pacientes celiacos provocan 

modificaciones estructurales de las uniones estrechas en células Caco-2 de una forma 

muy similar al gluten, mientras que las muestras de los pacientes control no celiacos o 

pacientes celiacos en dieta sin gluten no inducen ningún tipo de alteración. 

 

 Conclusión 6: Las muestras de cepillado duodenal de los pacientes celiacos en 

actividad podrían favorecer el efecto tóxico directo de los péptidos de gluten sobre el 

epitelio intestinal, mientras que las muestras de cepillado duodenal de los pacientes 

control no celiacos parecen tener proteger al epitelio del efecto tóxico de dichos 

péptidos. 
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 Conclusión 7: La afinidad de los anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer 

desaminado es mucho mayor que cuando el péptido se encuentra en su estado nativo, lo 

que sugiere que es generado in vivo en los pacientes celiacos y posteriormente 

modificado por la enzima transglutaminasa tisular. 

 

 Conclusión 8: La detección de anticuerpos IgA específicos frente al péptido 8-

mer en muestras de plasma de pacientes celiacos, y su ausencia en los pacientes control 

no celiacos, confirma la capacidad del péptido de generar una respuesta inmune 

humoral en los pacientes celiacos, además de su presencia in vivo en el duodeno de 

estos pacientes. 

 

 Conclusión 9: El ensayo ELISA diseñado para la detección de anticuerpos IgA 

específicos frente al péptido 8-mer desaminado constituye una nueva herramienta con 

múltiples utilidades tanto en el apoyo al diagnóstico de la enfermedad celiaca como en 

el seguimiento de la dieta sin gluten en niños y adultos. 

 

 Conclusión 10: La ausencia de anticuerpos IgA específicos frente al péptido 

desaminado 8-mer en plasma de pacientes con otras patologías gastrointestinales, 

confirma que el test ELISA IgA anti-PDG 8-mer  podría ser de ayuda en el diagnóstico 

diferencial de estos pacientes. 
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