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Capitulo I: Introduccidn

1.1 Introduccidn a la Enfermedad Celiaca

Los cereales constituyen la fuente de nutrientes mas importante de la
humanidad. Histéricamente estdn asociados al origen de la cultura y civilizacion de
todos los pueblos. Cada zona geogréfica del planeta consume un tipo de cereales
especificos creando toda una cultura gastronémica en torno a ellos. Entre los europeos
domina el consumo de trigo; entre los americanos el de maiz, el arroz es la comida
esencial de los pueblos asiaticos y el sorgo y el mijo son propios de las comunidades
africanas. Debido a sus caracteristicas nutritivas, su moderado coste y su capacidad para
provocar saciedad inmediata, representan un modo basico de alimentacion. Los cereales
(del latin Ceres, diosa de la agricultura) son gramineas, herbaceas cuyos granos o
semillas estan en la base de la alimentacion 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 elaboracion de sus diferentes formas de presentacion, como la
harina.

El trigo es con diferencia el cereal més consumido por el hombre en la
civilizacion 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 vitaminicos contienen trigo.

La harina de trigo estd compuesta principalmente por almidén (70-75%), agua
(14%), lipidos (2%) y proteinas (10-15%). Las proteinas presentes en la harina de trigo
pueden clasificarse en funcioén de su solubilidad y de su funcionalidad. La primera
clasificacion fue desarrollada por Osborne [1] en 1924 (Tabla 1) y consiste en una serie
de extracciones consecutivas en agua, solucion de sal diluida, solucién de alcohol y
solucion de é&cidos o élcalis diluidos. Mediante esta secuencia de separacion las

proteinas se clasifican en albuminas, globulinas y prolaminas.
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Fraccion de Comportamiento Composicién panel bioléaico Papel
Osborne en solubilidad P P 9 funcional
L ; Proteinas monoméricas, no Proteinas estructurales y .
Albiminas Extraibles en agua . . Variable
pertenecientes al gluten metabdlicas
. Extraibles en sales Proteinas monoméricas, no Proteinas estructurales y .
Globulinas . ] I, Variable
diluidas pertenecientes al gluten metabdlicas
Extraibles en Gliadinas monomeéricas . . .
. . . y_ Proteinas de Viscosidad y
. soluciones de polimeros de glutenina de bajo . L
Prolaminas L - almacenamiento de la elasticidad de la
alcohol o en 4cido peso molecular, pertenecientes .
" semilla masa.
acetico. al gluten.

Tabla 1: Clasificacion de las proteinas de trigo en funcion de su solubilidad y funcionalidad, desarrollada por
Oshorne en 1924 [1].

1.1.1 Proteinas de gluten

Se denomina gluten a la proteina elastica y cohesiva que se obtiene después de
haber retirado el almidon del amasado de harina y agua [2]. Es una proteina de bajo
valor nutritivo, cuyo uso se masificé debido a su capacidad de retener aire en la matriz
proteica facilitando que la masa se adhiera mejor, fendmeno que favorece la elaboracion
del pan. El gluten se encuentra, junto con el almiddn, en la semilla de los cereales méas
consumidos a nivel mundial como son el trigo, cebada, centeno y algunas variedades de
avena. Existe un amplio nimero de cereales libres de gluten como maiz, mijo, sorgo,

amaranto y los cereales andinos quinoa y arroz.

El gluten contiene una gran cantidad de proteinas, tanto libres en forma de
mondmeros como unidas por puentes disulfuro formando polimeros. En su estado
nativo estas proteinas tienen pesos moleculares de entre 30.000 y mas de 10 millones.
Las proteinas de gluten constituyen mas del 50% de las proteinas de almacenamiento de
los cereales y pueden separarse, segun su solubilidad en etanol 40-70%, en prolaminas
(solubles) y gluteninas (insolubles). Mientras que la funcion 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 composicion rica en residuos de
prolina (P) y glutamina (Q), y reciben diferentes nombres segun el cereal que las

contenga (Tabla 2).

Cereal | Prolamina | Contenido (%0)

Trigo Gliadina 69%
Centeno | Secalina 30-50%
Cebada | Hordeina 46-52%
Avena Avenina 16%

Tabla 2: Nomenclatura de las prolaminas en funcion del cereal que las contenga y porcentaje de las mismas
sobre las proteinas totales.

Dado que el trigo es el cereal mas empleado en el consumo humano y que
presenta un elevado contenido en prolaminas, la gliadina ha sido y es la prolamina méas
estudiada. En muchas ocasiones se habla de gliadina haciendo referencia al conjunto de
proteinas solubles en alcohol presentes en los cereales que contienen gluten y, sin

embargo, la gliadina se encuentra Gnicamente en el trigo.

La mayoria de las gliadinas se presentan como mondmeros y se clasifican en 4
clases diferentes [2-3] en funcién de las siguientes caracteristicas: movilidad
electroforética a pH bajo, composicién aminoacidica, secuencia aminoacidica y peso

molecular (Tabla 3).

Peso Proporcion de gliadina de Composicion parcial de
Tipo molecular acuerdo al contenido aminoacidos (%0)
x 10 proteico total del gluten (%) | Gin Pro | Phe | Tyr | Gly
»5-Gliadinas 49-55 3-6 56 20 9 1 1
w1,2-Gliadinas 39-44 4-7 44 26 8 1 1
a/p-Gliadinas 28-35 28-33 37 16 4 3 2
y-Gliadinas 31-35 23-31 35 17 5 1 3

Tabla 3: Clasificacion de las gliadinas. GlIn: glutamina; Pro: prolina; Phe: fenilalanina; Tyr: tirosina y Gly: glicina.




Capitulo I: Introduccidn

Las o/B-gliadinas y y-gliadinas son las mas abundantes en el trigo. Las -
gliadinas se caracterizan por su alto contenido en glutamina, prolina y fenilalanina que
juntas suman casi el 80% de las proteinas totales. Las a/p-gliadinas y y-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 o/B-gliadinas presentan el dodecapéptido QPQPFPQQPYP como unidad
repetitiva en el extremo N-terminal [2], mientras que en las y-gliadinas es QPQQPFP.
En cuanto a los dominios en el extremo C-terminal, que son homélogos 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 proteinas unidas por puentes disulfuro y su
tamafo varia de 500.000 a mas de 10 millones de Dalton (Da), algunas de ellas son las
proteinas mas grandes presentes en la naturaleza. Las gluteninas se dividen en funcion
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 proteinas de
gluten. Son similares a las o/B-gliadinas y las y-gliadinas en su peso molecular,
composicion aminoacidica y en el extremo C-terminal. En el extremo N-terminal
presentan unidades repetitivas de QQQPPFS. Las HMW son las proteinas minoritarias

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

Peso Proporcion de gliadina de Composicidén parcial de
Tipo molecular acuerdo al contenido proteico aminoacidos (%)
x10°% total del gluten (%) GIn | 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: Clasificacion de las gluteninas. GIn: 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 digestién, las proteinas contenidas en los alimentos son hidrolizadas
por enzimas proteoliticas en el tracto gastrointestinal en pequefios péptidos y
aminoéacidos que son transportados a través del epitelio [2]. El gran contenido en prolina

y glutamina de las proteinas del gluten de trigo, cebada, centeno y avena las hace
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resistentes a la completa digestion proteolitica en el intestino humano. Como
consecuencia se produce un acumulo de péptidos de diferente tamafio en el intestino
delgado que pueden generar un efecto toxico en pacientes genéticamente predispuestos
y dar lugar a una intolerancia permanente a las proteinas 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 esta
del todo definida, y su inclusion 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 proteinas, grasas, vitaminas, minerales y fibras y por lo tanto
podrian 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 absorcién lenta en el organismo que provoca
sensacion de saciedad, siendo muy Util en el tratamiento de la obesidad. Esta absorcion
lenta permite también un mayor control de los niveles de azlcar y, por tanto, puede ser
consumido sin problema por las personas diabéticas. Ademas, la avena posee un
elevado contenido en fibras insolubles, que favorecen el transito intestinal, y fibras
solubles que junto con el contenido en acidos grasos omega-6, ayudan a reducir el
colesterol al dificultar su absorcién intestinal. Es un cereal rico en vitaminas del grupo
B y minerales como hierro, calcio (contiene mayor cantidad que el trigo), zinc, silice,
yodo y fosforo, ademas de contener aminoacidos como la leucina, isoleucina y treonina,
muy importantes en el crecimiento infantil.

En las avenas, aproximadamente el 10-15% de sus proteinas son prolaminas,
frente al 40-60% presente en trigo, cebada y centeno. Ademas, el porcentaje de prolina
y glutamina (aminoacidos muy abundantes en las regiones toxicas) en la avenina es

inferior que en otros cereales toxicos [7].

Algunos investigadores clinicos consideran que los pacientes con EC toleran las
avenas sin presentar ningun tipo de inflamacion intestinal [8-9], siempre que se trate de
avenas purificadas y no haya riesgo de contaminacién cruzada con otros cereales
toxicos [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 inflamacion 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 varia en funcion del cultivar de
avena, de manera que solamente algunos cultivares desencadenan una respuesta
inmunoldgica en estos pacientes. Estos resultados han sido debatidos recientemente en
un trabajo publicado por Londono et al [14], quienes mediante estudios geneticos 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 epitopos de gluten presentes en el trigo,

cebada y centeno.

Debido a la existencia de mas de 10 especies diferentes de avena, su reconocido
valor nutricional, sus efectos beneficiosos para la salud y su cada vez mas frecuente
consumo, el interés en el estudio de las avenas ha aumentado considerablemente en los
ultimos afios. 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 clinicos de introduccién de alguna de las variedades de avena identificadas
como no toxicas 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 Definicién y epidemiologia de la Enfermedad Celiaca

La Enfermedad Celiaca es una intolerancia permanente a las proteinas de gluten
de trigo, cebada y centeno en individuos genéticamente predispuestos [15]. La ingesta
de gluten provoca una reaccion de inflamacion en la parte superior del intestino delgado
que lleva a un dafio tisular y atrofia vellositaria [5]. La lesion e inflamacion desaparecen
tras varias semanas 0 meses en dieta sin gluten.

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

del siglo 1 dC por Areteo de Capadocia el cual hacia referencia a sujetos desnutridos,



Capitulo I: Introduccidn

con deposiciones abundantes y malolientes, que empeoraban cuando ingerian trigo. La
palabra griega que empleé Areteo para identificar a los pacientes fue koiliakés (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, afirmé que
la regulacion de la alimentacion es la parte mas importante del tratamiento y aconsejo la
reduccion en la ingesta de harinas para controlar los efectos [16]. La causa de la EC
permanecio desconocida durante mas de 50 afios hasta que alrededor de 1940 el pediatra
holandés WK Dicke definio el agente etioldgico de la patologia [17-20].

Se postula que existe una relacion entre la historia de migracion poblacional y el
tiempo de exposicion al gluten, ya que la migracion europea se caracterizd por una
importante sustitucién de las poblaciones locales mesoliticas por poblaciones neoliticas
provenientes del sudoeste de Asia (donde seguramente se inicio el cultivo de una gran
variedad de cereales silvestres). Los marcadores genéticos confirman los patrones de
migracion de los ancestros, que revelan que la migracién de los agricultores fue
acompariada del haplotipo HLA-B8. La prevalencia de este marcador es inversamente
proporcional a la duracion que tiene el cultivo de trigo, existiendo menor frecuencia de
HLA-B8 en las poblaciones que han convivido con el trigo por mas tiempo [21].

Hasta hace unos 20 afios, la EC era considerada una enfermedad poco frecuente
que afectaba, fundamentalmente, a nifios de origen caucasiano, y que se manifestaba
con un cuadro de malabsorcion intestinal. En la actualidad la EC es un proceso
frecuente (1-3% en la poblacion Europea), de distribucion mundial, que afecta tanto a
nifios como a adultos y que puede manifestarse con formas clinicas sintomaticas (clasica
y atipica) o asintomaticas (silente, latente y potencial) [22]. En 1996, Catassi publicé el
primer articulo que demostré la verdadera dimension de la EC en la poblacion general
[23]. La EC es frecuente no sélo en los paises desarrollados sino que su presencia esta
aumentando en zonas del mundo en desarrollo, como el norte de Africa e India. Hasta
hace relativamente poco tiempo se pensaba que la enfermedad celiaca no existia en
China ni en Centroamérica. El cultivo de arroz y del maiz respectivamente, ha sido el
fundamento de la alimentacion 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 Japon sea baja
debido a que ambas naciones tienen, mayoritariamente, una dieta basada en el consumo

de arroz. Sin embargo, poco a poco esta dieta esta 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
podria Ilegar a convertirse en un problema de salud en China. La EC puede contribuir
sustancialmente a la morbilidad y mortalidad infantil en muchos paises en desarrollo. La
poblacién Saharaui, de los campamentos situados en Argelia, tiene la prevalencia mas
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-DQ?2 vy a la fuerte
ingesta de gluten de dicha poblacién [26].

Los meétodos para cuantificar el nimero de casos de EC han cambiado a través
de los afios a medida que se han ido mejorando los métodos de diagnostico. El
conocimiento de la distribucion geografica de la EC puede ayudar a entender los
factores genéticos y ambientales fundamentales de la enfermedad. La epidemiologia de
la EC estd 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 presentacion de la sensibilidad al gluten.

Modelo de Iceberg de la Enfermedad Celiaca

Sint Ati
ntomatica o Vellosidades
EC Clasica ) . .
. intestinales atrofiadas
EC Atipica
EC Silente
EC Latente ]
Asintomatica
"""""""""""" Vellosidades
EC Potencial intestinales normales

Figura 1: Epidemiologia de la Enfermedad Celiaca: modelo de Iceberg.
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La prevalencia de la EC (tamafio del iceberg) depende fundamentalmente de la
frecuencia del HLA-DQ2/DQ8 en la poblacion mientras que la proporcidn de pacientes
diagnosticados (parte emergida del iceberg) depende del conocimiento de la enfermedad
por parte de los profesionales sanitarios, asi como de la accesibilidad a las pruebas
diagnosticas (serologia y biopsia duodenal) y de la intensidad de las manifestaciones
clinicas (relacionado principalmente con la edad de introduccion del gluten y la cantidad
de cereales ingeridos). Siguiendo este modelo, la mayor parte de la poblacion con
susceptibilidad genética se encuentra en la parte sumergida del iceberg, y presentan lo
que se ha clasificado como enfermedad celiaca silente (asintomatica pero con atrofia
vellositaria), latente y potencial (asintomética 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 afios, en los primeros estudios epidemioldgicos se establecia una
prevalencia de la enfermedad muy baja, en torno a un 0,022% de la poblacién [28], que
incluia a nifios con una forma de presentacion cléasica. La prevalencia real de la
enfermedad celiaca, que es de 1 de cada 100-400 personas (0,25-1%), ha sido
establecida mediante la busqueda activa de casos utilizando test serologicos.

En un estudio promovido por la Unién Europea se demostrd que existen
variaciones importantes en la frecuencia de la EC entre varios paises, de manera que en
Finlandia e Irlanda la prevalencia aproximada es de 1:70, mientras que en Alemania es
de 1:500 [29]. La explicacion 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 varian en el lugar
y en el tiempo.

El elevado indice de enfermedades autoinmunes y de alergias en los paises
industrializados ha sido registrado recientemente, y teniendo en cuenta la hipétesis de
higiene, aquellos lugares con un entorno ambiental limpio son los que presentan las
frecuencias mas bajas de infecciones infantiles y menores diferencias en la composicion
de la flora bacteriana [30]. La cantidad y calidad del gluten ingerido, la duracion de la
fermentacion de la masa de trigo, el espectro de microorganismos intestinales y su
variacion a lo largo del tiempo, las infecciones intestinales y las condiciones de estrés
podrian 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 Espafia, la EC es la enfermedad cronica intestinal més frecuente. Se han
publicado cuatro estudios epidemioldgicos poblacionales que han mostrado una
prevalencia de la EC de 1:220 en nifios de entre 10 y 12 afios de edad de Madrid [31],
de 1:389 en la poblacion en general de Asturias [32], de 1:118 en nifios de 3 afios del
Pais Vasco [33] y de 1:370 entre los donantes de sangre de Madrid [34]. Se calcula que
la prevalencia aproximada de la EC en Espafia estad en torno al 0,45-0,85% en la
poblacion pediatrica y 0,26% en la poblacion adulta. Es mas frecuente en mujeres que
en hombres, con una relacion 2:1. En la edad pediatrica, el pico con mayor nimero de
casos diagnosticados se da entre nifios de 1 y 3 afios, mientras que en adultos ocurre en
individuos de entre 30 y 50 afios. Existe una gran variedad de formas de presentacion de
la enfermedad. Concretamente en la edad adulta, cada vez son més frecuentes las
manifestaciones con un cuadro clinico atipico y, en muchas ocasiones, muy similar a

otras patologias, asociadas o0 no, a la enfermedad celiaca.

1.2 Etiopatogenia de la Enfermedad Celiaca

Después de décadas de investigacion, 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 Il expuestas en las
células presentadoras de antigeno capaces de presentar los péptidos inmunogénicos
derivados del gluten a las células T. En condiciones normales, la respuesta frente a las
proteinas de la dieta es de tolerancia oral [35], que se define como la falta de respuesta
inmune sistémica frente a determinados antigenos ingeridos, tras su administracion
posterior por via sistémica [36]. En la EC hay una pérdida de tolerancia oral frente al
gluten [37].

La teoria predominante sobre la patogenia de la EC sostiene la presencia de una
respuesta inmunitaria anormal frente al gluten, explicada mediante un modelo de doble
sefial [38] (Figura 2). La primera sefial consiste en una respuesta innata crucial
desencadenada cuando los péptidos toxicos derivados de la gliadina entran en contacto
directo con el epitelio intestinal. Este efecto tdxico 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 expresion del receptor NKG2D [39] por parte de los linfocitos T y
celulas NK (Natural Killer). La IL-15, una glicoproteina producida principalmente por
macrofagos, pero también células no linfoides como los enterocitos, tiene una funcion
clave en el mantenimiento de la homeostasis entre la inmunidad innata y la adaptativa
[40]. Su expresion esta estrictamente regulada a nivel transcripcional, translacional y de
trafico intracelular y cualquier alteracion en alguno de estos niveles puede provocar una
sobre-expresion de la IL-15, la cual esta asociada a una gran cantidad de desordenes
intestinales como la Enfermedad Inflamatoria Intestinal y la Enfermedad Celiaca.

Otra consecuencia de este estrés es la expresion en las células epiteliales de uno
de los ligandos del receptor NKG2D [41], la proteina MICA (MHC class | polypeptide-
related sequence A), estructuralmente similar al Complejo Mayor de
Histocompatibilidad tipo | (MHCI) y que es expresada también en células endoteliales y
fibroblastos bajo una condicién de estrés como puede ser un choque térmico o una
infeccion viral [42].

La union de MICA y NKG2D activa fendmenos 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 lamina propia (fina capa de tejido conectivo situada
debajo del epitelio intestinal, formando en conjunto la mucosa intestinal). De esta forma
se desencadena la segunda sefial, una respuesta inmune adaptativa mediada por los
linfocitos T que requieren una presentacién antigénica. En la lamina propia los péptidos
son desaminados por la transglutaminasa tisular (TGt), aumentando asi su afinidad por
la molécula HLA-DQ2/DQ8 [44-48] expresada por las células presentadoras de
antigeno (CPA). En la lamina propia, las CPA principales son las células dendriticas
(CDs) las cuales son activadas por la IL-15 derivada de la respuesta innata. Las CDs
presentan el antigeno a los linfocitos T CD4" de la lamina propia, responsables de una
respuesta dominada por citocinas con un perfil Thl, con predominio de interferon
gamma (IFNy) y otras citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral
(TNFa) y varias interleuquinas como IL-1B, 1L-12, IL-15, IL18 y IL-27 [49-50],
descendiendo la secrecion de citocinas reguladoras como el factor de crecimiento
tumoral (TGF-B) y anti-inflamatorias. El TGF- es una citocina multifactorial que juega

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

Las células T especificas de gluten, en el contexto de un perfil Th2 de citocinas
(IL-4, IL-6 e IL-10 entre otras) activan la clonacion de las células B que se diferencian a
células plasmaticas y producen anticuerpos frente a los péptidos desaminados derivados
del gluten y frente a la enzima TGt.

El ambiente de estrés alcanzado en la lamina propia, aumenta los niveles de
expresion de moléculas de adhesion en el endotelio vascular y de sintesis de
quimioquinas que, en conjunto, atraen mas células inflamatorias al tejido. EI aumento
en la secrecion de las citocinas proinflamatorias Thl promueven la secrecion de
metaloproteasas de la matriz (MMPs) por parte de los fibroblastos. Las MMPs [53] son
una familia de proteinas dependientes de zinc capaces de degradar los componentes de
la matriz extracelular como proteoglicanos y glicoproteinas, participando en el
remodelado del tejido. La actividad proteolitica de las MMPs esta controlada por unos
inhibidores  especificos [54] denominados TIMPs (Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases), los cuales se unen al dominio catalitico de las enzimas,
bloqueando su actividad. En la EC, los niveles de expresion de MMP-1, MMP-3, MMP-
9 y TIMP-1 estan incrementados de una manera directamente proporcional al grado del
dafo tisular del paciente [55], por lo que se baraja la posibilidad de que durante la fase
activa de la EC exista un patron de MMPs caracteristico.
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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 proteinas son hidrolizadas por las enzimas digestivas en pequefios péptidos de gluten (PG) los
cuales tiene un efecto doble sobre la mucosa intestinal. Los PG tienen un efecto toxico 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 expresion del receptor NKG2D en los linfocitos intraepiteliales
(LIEs) y la de su ligando MICA en los enterocitos. La formacion de este complejo activa mecanismos de apoptosis en
los enterocitos, aumentando la permeabilidad intestinal y el paso de péptidos a la lamina propia. Una vez alli, los PG
son desaminados (PDG) por la enzima transglutaminasa tisular (TGt). La desaminacion aumenta la afinidad de los
péptidos con las moléculas HLA de las células dendriticas (CDs), que presentan el antigeno (PDG o complejos TGt-
PG) a las células T. Estas, mediante la secrecion de citocinas proinflamatorias con un perfil Th-1 dominado por el
IFNy promueven la secrecion 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. Ademas, en el contexto de
un perfil de citocinas Th-2, las células T conducen a la activacion y clonacién de células B que se diferencian en
células plasmaticas 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 poblacion significa que debe haber una
susceptibilidad individual al desarrollo de la enfermedad, la cual estd 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 poblacion. La
susceptibilidad genética puede ser resultado de una predisposicion colectiva de varios

genes polimorficos en varias regiones del genoma humano.

La asociacion de la EC con la region HLA es una de las mas fuertes descritas en
cualquier patologia [56]. La implicacién de la region HLA de clase Il es incuestionable
[57]. En la mayoria de las poblaciones estudiadas mas del 90% de los pacientes celiacos
expresan el heterodimero 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 heterodimero DQ2 (DQA1*05 o DQB1*02) [59]. Este
heterodimero tiene un papel dominante en la susceptibilidad de la EC por su
implicacion patogénica: los péptidos de gliadina, tras ser desaminados por la enzima
TGt, presentan una mayor afinidad por la hendidura especifica de los heterodimeros
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 heterodimero HLA-DQ8 juega un papel muy similar al
del DQ2 pero en este caso no estd clara la necesidad de desaminacion previa de los
péptidos por parte de la TGt. Aproximadamente el 25% de la poblacion 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 condicion necesaria para desarrollar la enfermedad celiaca, pero no suficiente.

En la EC, la union 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" especificas del gluten unido al complejo HLA-DQ?2. Las
bases moleculares de la interaccion entre los péptidos derivados del gluten y las
moléculas HLA-DQ2/DQ8 es bien conocido y depende las propiedades fisicoquimicas
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de ambas partes, que son capaces de reconocer una gran cantidad de epitopos de gluten
[62].

La presencia de las moléculas HLA-DQ2/DQ8 (6p21) supone Unicamente
alrededor de un 53% del riesgo de sufrir la enfermedad celiaca [63]. La tasa de
concordancia de EC entre gemelos monozigoticos es mayor del 80% y del 20% entre
dizig6ticos [64], por lo tanto regiones diferentes a la HLA deben estar implicadas en la
EC. Un gran avance en la busqueda de posibles genes no-HLA implicados en la
enfermedad han sido los estudios de asociacion del genoma completo o GWAS
(Genome-Wide Association Studies) [65], los cuales han identificado 26 loci que no
pertenecen a la region 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 vias de sefializacion implicadas en la
EC como la inmunidad adaptativa, inmunidad innata, sefializacion celular, maduracion

y diferenciacién de los linfocitos T o la via de sefializacion del NF-KB entre otros [66].

Aunque estos genes no-HLA solo representen el 5% del riesgo genético de
desarrollar la enfermedad, ademas de estar implicados en muchas otras enfermedades
relacionadas con el sistema inmune, refuerzan la evidencia de que existen diversos
factores exdgenos que determinan en qué situaciones un individuo desarrolla la EC y no
otra patologia 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: proteinas 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
T bacteriana, momento de insercion 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 proteinas en el factor ambiental
clave en el desarrollo de la enfermedad. Prueba de ello es que en la mayoria de los
casos, el cumplimiento estricto de la dieta sin gluten conduce, en pocos meses, a la
recuperacion rapida y completa de la arquitectura y funcion de la mucosa del intestino
delgado, asi como a la remision de los sintomas y la normalizacion de las pruebas

seroldgicas [68].

La absorcion normal de proteinas de la dieta en el intestino humano puede
explicarse en tres etapas principales: en primer lugar las proteinas son degradadas
mediante la proteo6lisis que se inicia en el estmago mediante enzimas como la pepsina
y continla mas adelante en el duodeno con las proteasas pancreaticas Yy
carboxipeptidasas. El resultado son oligopéptidos que se procesan mas adelante por
peptidasas ancladas al borde en cepillo del epitelio intestinal y finalmente los
aminoacidos y péptidos resultantes son transportados a través del epitelio hasta la

lamina propia de donde viajan a todo el cuerpo por el torrente sanguineo.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el alto contenido en prolina y
glutamina de las proteinas del gluten, las hace resistentes a una completa digestion
proteolitica en el intestino humano [69]. Ya en el afio 1955, poco después de que el
gluten fuera identificado como desencadenante de la EC, Frazer et al [70] demostraron
que la digestion de la gliadina por la pepsina gastrica y la tripsina pancreéatica generaba
péptidos de pesos moleculares inferiores a 15000 Da que resultaban toxicos para los
pacientes celiacos.

Existen unas enzimas llamadas proliloligopeptidasas o prolilendopeptidasas
(POPs o PEPs), capaces de hidrolizar los enlaces peptidicos 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

gastricas, pancreaticas y del cepillo intestinal que intervienen en la digestion de los
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alimentos. Como consecuencia, se generan una serie de péptidos de diferentes tamafios
que se acumulan en el duodeno y que, en individuos genéticamente predispuestos,
pueden tener un efecto toxico contribuyendo al desarrollo de la EC. De todas las
prolaminas que se conocen, la gliadina ha sido la mas estudiada hasta el momento.

Los péptidos derivados de la degradacion de la gliadina estan involucrados en el
desarrollo de la enfermedad, bien por su efecto toxico directo o inmunogénico [72]. Se
considera que un fragmento tiene efecto toxico (Tabla 5) cuando es capaz de producir
un dafio 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 region proximal o
distal del intestino [73].

Secuencia aminoacidica Posiciéon | Toxicidad
VPVPQLQPQNPSQQQPQEQ a3-21 -
PGQQQPFPPQQPY a31-43 +
PGQQQPFPPQQPYPQPQPF a 31-49 +
PGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQPY | «31-55 +
PQPQPFPSQQPY a 44-55 +
SQQPYLQLQPFPQPQLPY a 51-70 +
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPY a 56-75 +
QQPYLGPGSFRPSQQNPQA a 202-220 -
LGQGSFRPSQQN 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 posicion en la a-gliadina y su toxicidad (+ péptido toxico y — péptido no tdxico).

En cambio, un péptido se considera inmunogénico (Tabla 6) cuando es capaz de
estimular de forma especifica a los linfocitos T CD4" especificos del complejo HLA-
DQ2/DQ8, derivados tanto de la mucosa intestinal como de sangre periférica.

Algunos de los péptidos inmunogénicos son ademas epitopos
inmunodominantes, ya que son capaces de inducir in vitro una respuesta de las células T
en casi todos los pacientes, mientras que aquellos epitopos inmunogénicos tienen este
mismo efecto solamente en algunos casos. Ademas, si un paciente celiaco en una dieta
sin gluten comete una transgresion, se detectan en sangre de una forma mucho mas
rapida las células T especificas de epitopos inmunodominantes que aquellas que

reconocen epitopos inmunogénicos [74].
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Secuencia aminoacidica Posicion Inmunogenicidad
VRVPVPQLQPQNPSQQQPQ a-gliadina: 1-19 +
QNPSQQQPQEQVPLVQQQ a-gliadina: 11-28 +
QVPLVQQQQFPGQQQPFPPQ a-gliadina: 21-40 +
PGQQQPFPPQQPYPQPQPF a-gliadina: 31-49 +
FPGQQQPFPPQQPYPQPQPF a-gliadina: 30-49 +
QPYPQPQPFPSQQPYLQL a-gliadina: 41-58 +
PQPFPSQQPYLQLQPFPQ a-gliadina: 46-63 +
PQPQLPYPQPQLPY a-gliadina: 62-75/(a) ++++
QLQPFPQPQLPY a-gliadina: 57-68/(a) ++++
QLQPFPQ a-gliadina: 57-63(a) +++
LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF a-gliadina: 57-89/(a) +H+++
QLQPFPQPQLPY a-gliadina: 58-69(a) ++++
PQPQLPYPQPQLPY a-gliadina: 63-76/(a) ++++
PFRPQQPYPQPQPQ a-gliadina: 93-106/(a) +
LIFCMDVVLQ a-gliadina: 123-132 +
QQPLQQYPLGQGSFRPSQQNPQAQG a-gliadina: 198-222 +
QYPLGQGSFRPSQQNPQA a-gliadina: 203/220/(a) +/+
PSGQGSFQPS a-gliadina: 205-214 -
PSGQGSFQPSQQ a-gliadina: 205-216/(a) ++++
SGQGSFQPSQQN a-gliadina: 206-217/(a) +/+++
QGSFQPSQQN a-gliadina: 208-217/(a) -[+++
LQPQQPFPQQPQQPYPQQPQ y-gliadina: 60-79 +
FPQQPQQPYPQQPQ y-gliadina: 66-78 +
FSQPQQQFPQPQ y-gliadina: 102-113/(a) -1+
OQPQQSFPEQQ y-gliadina: 134-153/(a) ++++
VQGQGIIQPQQPAQL y-gliadina: 222-236/(a) +/+
QQQQPPFSQQQQSPFSQQQQ glutenina: 40-59/(a) -/+
QQPPFSQQQQPLPQ glutenina: 46-60/(a) -I+
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 digestion de la gliadina y su inmunogenicidad [73].
Algunos de los péptidos identificados como inmunogénicos, ademas son inmunodominantes (marcados
con +++), los cuales son capaces de inducir una fuerte respuesta en las células T. Los péptidos
desaminados estan sefialados con la letra (a).

Existen péptidos que en su estado nativo no ejercen ningun 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

aminoéacidos con diversas funciones, todas ellas dependientes de calcio. Su distribucion
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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 union covalente e irreversible de una proteina con un residuo de
glutamina a un residuo de lisina de otra proteina. Ademas, cataliza reacciones de
transaminacion mediante la incorporacion de grupos amino (poliaminas o histamina) en
las proteinas. En ausencia de grupos amino disponibles o en condiciones de pH < 7, la
TGt cataliza reacciones de deamidacion, transformando la glutamina unida a proteinas
en &cido glutamico [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 modificacion
tanto por la incorporacion de poliaminas como por la liberacion de NH3; mediante la
desaminacion.

El péptido 33-mer (LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF),
procedente de la a-gliadina y compuesto por 33 aminoacidos (residuos 57-89), es el
péptido inmunogénico e inmunodominante de mayor tamafio identificado hasta el
momento. Este péptido, resistente a las proteasas, ha sido descrito como el péptido de

gluten reconocido por las células T especificas de gluten con mas actividad [76-77].

Cada vez se conoce més acerca de los péptidos generados durante la degradacion
del gluten, sin embargo, el origen de la actividad enzimética responsable de esa
degradacion sigue siendo a dia de hoy un gran desconocido. Tradicionalmente, se
consideraba que la EC era consecuencia de una deficiencia enzimatica en el borde en
cepillo intestinal, lo que provocaba una degradacion incompleta del gluten y su
consecuente efecto toxico. Se confirmaron deficiencias en algunas enzimas como
dipeptidasas [78], pero tras la DSG se recuperaban los niveles normales. Actualmente se
sabe que la digestion 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
toxico y no Unicamente a la presencia del mismo. Sin embargo, una de las dianas
terapéuticas propuestas para la EC es precisamente la degradacion del gluten, utilizando
las PEPs mediante administracion oral [79], las cuales podrian complementar la accion
de las proteasas pancreéticas debido a su capacidad de acelerar la digestion del gluten en

el tracto intestinal.
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1.2.2.2 Otros factores ambientales

Ademas 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 afios, cuando la provocacion con gluten era una prueba utilizada para el
diagnostico de la EC, surgié la duda de un efecto-dosis en el desarrollo de la
enfermedad. EI momento de introduccion del gluten en los nifios es un factor que se
considera determinante en individuos genéticamente predispuestos y tanto su
introduccion temprana (antes de los 3 meses de edad), como tardia (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 afio de vida podria 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 duracién 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 podria provocar un aumento en la liberacion 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 nifios con infecciones
repetidas de rotavirus, lo cual podria tener su explicacion en la homologia entre la
proteina VP-7 de los rotavirus y la enzima TGt [89]. Ademas, estudios realizados en
ratones tratados con &cido poliinosinico-policitidilico (poly 1:C) como modelo de
infeccion con virus de ARN de doble cadena indicaron que las infecciones virales
pueden promover la activacion de la enzima TGt [90]. Por otro lado, las infecciones
virales inducen la produccion 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 patogenas a
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la lamina propia. La microbiota comensal que esta en contacto con el epitelio intestinal
tiene una importante funcion en el mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune
en el intestino. Una alteracion en el balance entre tolerancia e inmunidad probablemente
contribuya a la patogénesis de la mayoria de condiciones inflamatorias incluyendo las

intolerancias alimentarias.

Las bacterias comensales son adquiridas inmediatamente después del nacimiento
y llegan a alcanzar una densidad de 10'2 células/ml en el lumen del intestino delgado de
un humano adulto. Los beneficios que ofrece la flora comensal en la fisiologia 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 gnotobi6ticos (con una flora bacteriana conocida,
libres de gérmenes patdgenos) en los que se ha observado un defecto en la formacién de
las placas de Peyer, y una alteracion en la formacién de linfocitos en comparacion con
ratones en condiciones normales [94]. Existe un modelo que sostiene que los
componentes del sistema inmune innato estan comprobando continuamente la dinamica
composicion de la flora comensal. Tanto los enterocitos como las células dendriticas
expresan gran cantidad de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) [95] que
reconocen estructuras unicas presentes en la superficie de los microorganismos que
estan en contacto directo con las bacterias del lumen intestinal. Estudios recientes
sugieren que alteraciones en la adquisicién o composicion de la flora bacteriana [96]

puede influir el curso de varias enfermedades metabolicas e inflamatorias.

En la EC, la presencia prolongada de poblaciones elevadas de linfocitos TCRyd
en el epitelio intestinal de pacientes que siguen una DSG [97] indica un estrés en el que
podria estar implicada la interaccion continua del epitelio con bacterias intestinales. La
exposicion 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 Microbiologia Clinica e
Inmunologia de la Universidad de Umea en Suecia, publicaron en el afio 2003 un

trabajo en el que estudiaron la carga bacteriana de biopsias intestinales de pacientes
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celiacos tanto en actividad (aEC) como en DSG, y de individuos sanos [98], analizando
la composicion del glicocalix y la produccion de mucinas y péptidos antimicrobianos
mediante diversas técnicas. Concluyeron que existen diferencias significativas en la
composicion del glicocalix en la mucosa de los pacientes celiacos en comparacion con
los individuos sanos que podrian facilitar la adhesion bacteriana al epitelio intestinal.

Un afio més tarde, se publico otro trabajo [99] llevado a cabo por investigadores
suecos, en el cual estudiaban la funcion metabolica de la microflora en pacientes
pediatricos con EC. El analisis se llevo a cabo mediante cromatografia de los acidos
grasos de cadena corta en muestras fecales. Observaron diferencias en el metabolismo
de la flora bacteriana en pacientes celiacos en comparacion con los controles sanos,
tanto en aEC como en DSG, lo cual indicaba que se trataba de un fenémeno

independiente de la dieta, la inflamacion y el estado inmunolégico del paciente.

Todo esto nos lleva a pensar en una posible implicacion de la flora bacteriana en
la patogenia de la EC, pudiéndose barajar multiples posibilidades [100]. Los productos
bacterianos podrian estar actuando como adyuvantes sobre los sensores bacterianos del
duodeno como los TLRs (Toll-like Receptors), disminuyendo de esta forma el umbral
de activacion de las células T de la lamina propia por el gluten. Otra posibilidad es que
la presencia de bacterias en el intestino desencadene cierto estrés en las células
epiteliales, que expresarian elevadas cantidades de MICA, convirtiéndose asi en células
diana para los linfocitos T citotoxicos. Por otro lado las bacterias de la microbiota
podrian ser capaces de expresar algun tipo de transglutaminasas que participasen en la
desaminacion de la gliadina. Por Gltimo, cabria pensar que la propia flora bacteriana
pueda estar interviniendo de alguna forma en la degradacion de la gliadina, de forma
que en el duodeno de los pacientes EC se formen péptidos, como producto de una
digestion diferencial y especifica, capaces de desencadenar una respuesta inmunologica

innata.
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1.2.3 La mucosa intestinal como érgano diana

La mucosa intestinal es la superficie mucosa mas extensa del organismo. Se
encuentra revistiendo el tubo digestivo y estd formada por el epitelio intestinal, la
lamina propia (tejido conectivo con numerosos vasos sanguineos y linfaticos) y la
submucosa (musculo liso). El epitelio intestinal representa la primera linea de defensa
en el tracto digestivo ya que constituye una barrera fisica entre el lumen intestinal y el
ambiente aséptico del intersticio. Gracias a su permeabilidad selectiva permite la
absorcion de nutrientes, electrolitos y agua a la vez que constituye una defensa eficaz
frente a antigenos externos, microorganismos y toxinas [101].

El epitelio intestinal se compone de 5 tipos celulares principales: células
columnares absortivas o enterocitos (las mas abundantes), células globet, células
endocrinas, células Paneth y células M [102]. La cohesion y polaridad de estas células
es mantenida por una red de proteinas que forman 3 tipos de complejos de adhesion
(Figura 4): desmosomas, uniones adherentes (AJs, Adherens junctions) y uniones
estrechas (TJs, Tight junctions) [103], responsables de mantener la funcion selectiva de

esta barrera.

Lumen TJs

Membrana

O —— > apical

—> Membrana
lateral

Epiteliointestinal

Actina

Laminapropia Membrana

basolateral

Desmosomas

Figura 4: Complejos de adhesion 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 mecanica [104], mientras que las TJs son las responsables de sellar el espacio
intercelular regulando el transporte paracelular de solutos i6nicos y evitando la entrada
de macromoléculas hacia la lamina propia [105]. Ademas, tanto las AJs como las TJs
juegan un papel importante en la regulacion de la proliferacion, polarizacion y
diferenciacion celular del epitelio [106]. Las AJs se sitlan en los puntos de union entre
células en las membranas laterales, y se componen de proteinas transmembrana que se
unen al citoesqueleto a través de proteinas adaptadoras intracelulares. Las TJs, sin
embargo, forman un anillo a modo de cinturdn alrededor de las células epiteliales, en los
puntos de confluencia de las membranas apical y lateral. Consisten en proteinas
transmembrana (ocludina, claudina y moléculas de adhesion) [107-108] que interactdan
en el espacio paracelular con proteinas de células adyacentes. Los dominios
intracelulares de las proteinas transmembrana se unen al citoesqueleto a través de los
dominios de unidn de proteinas adaptadoras (zonula occludens ZO-1, ZO-2 y Z0O-3)
[109]. Las proteinas de las TJs son reguladas mediante mecanismos de fosforilacién
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
pequefias moléculas, principalmente proteinas, hacia la lamina propia se realiza a través
de dos vias principales [110-111] (Figura 5):

e La via paracelular esta controlada por las TJ las cuales forman poros de pequefio
tamafio (4-9 x10® cm) en las vellosidades intestinales y otros algo mas grandes (50-60
x10® cm) en las criptas [112]. Esta via controla el flujo pasivo de iones y moléculas
con un peso molecular inferior a 600 Da [113]. La difusion de estas moléculas esta
dirigida por los movimientos de agua que se generan como consecuencia del gradiente
electroquimico transepitelial y los gradientes osméticos [102].

e La via transcelular permite el paso de pequefias cantidades de moléculas
antigenicas mas grandes mediante un proceso activo a través de los propios
enterocitos. La captacion del antigeno puede ocurrir a través de las células M de las
placas de Peyer [102]. Ademas, las células dendriticas tiene la capacidad de reconocer
bacterias directamente en el lumen intestinal extendiendo sus dendritas entre las
celulas epiteliales [114]. La via transcelular es muy importante en la captacion de

particulas antigénicas como microorganismos [115] pero no parece esencial en el
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transporte de las proteinas 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 proteinas intactas [102, 116]. Una vez en la lamina propia, los
péptidos o los complejos en exosomas pueden ser reconocidos por células dendriticas y
viajar por la via linfatica hasta los nodulos linfaticos donde podran desencadenar una

respuesta tanto reguladora como inflamatoria [117].

Antigenos de ladieta >600Da
<6ooDa _

Lumen =

Epitelio intestinal

Desmosoma

L.Propia Degradado 9o
Nodegradado <10% '

PARACELULAR

[TRANSCELULAR ]

Figura 5: Vias de transporte a través del epitelio intestinal en condiciones normales. Las moléculas pequefias (<
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 tamafios que restringen el paso de las
moléculas. Las moléculas de < 600 Da alcanzan la Id&mina propia a través de la via transcelular en tres posibles
estados: tras ser endocitadas en la membrana apical de los enterocitos donde se degradan parcialmente. De ahi, (a) el
90% pasan a los lisosomas donde son degradadas casi totalmente, (b) una pequefia fraccion de moléculas (10%)
practicamente intactas, desde los endosomas, atraviesan la membrana basolateral de los enterocitos alcanzando la
lamina propia. Ademas, los endosomas pueden unirse a compartimentos ricos en complejos mayor de
Histocompatibilidad (C-MHC), provocando la formacion de exosomas ricos en complejos péptido-MHC, que son
liberados a la ldmina propia pudiendo ser reconocidos por células dendriticas, que a su vez estimulan a las células T
desencadenando una respuesta inmune.
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En la ultima década se ha observado que existe una correlacion entre la ruptura de
esa primera barrera intestinal y el desarrollo de enfermedades autoinmunes e
inflamatorias. En la mayoria de las enfermedades digestivas se produce una alteracion
de la permeabilidad intestinal, y la EC no es una excepcion [111].

Los estudios de permeabilidad intestinal en la EC se remontan a los afios 60 [118],
y la mayoria de ellos utilizan como modelo experimental de epitelio intestinal la linea
celular Caco-2, procedentes de adenocarcinoma colorectal humano, desarrolladas por el
Dr. Jorgen Fogh, del Instituto de investigacion del cancer Sloan-Kettering en Nueva
York. Estas células, cultivadas bajo las condiciones apropiadas, se diferencian y
polarizan de manera que su fenotipo, morfologia 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 estd regulada por multiples factores, como la
apoptosis de las células epiteliales, la secrecion de citocinas, las células del sistema
inmune y factores exdgenos. Se cree que una disfuncion en la barrera intestinal puede
ser critica a la hora de hablar de la predisposicion de un individuo a sufrir algin tipo de
enfermedad autoinmune como puede ser la enfermedad inflamatoria intestinal (EIl),
alergia alimentaria, diabetes y la enfermedad celiaca (EC). Existen mediadores
principales en los procesos de inflamacion intestinal como el IFNy [123-124] y TNFa
[125] que promueven la reorganizacion de las proteinas que componen las uniones
estrechas, a traves de reacciones de fosforilacion, afectando de forma negativa a la
funcién de la barrera intestinal. Ademas, datos experimentales y clinicos 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 alteracion morfoldgica de las uniones estrechas si se les compara con individuos
control no-EC. Ademas, estas alteraciones persisten en pacientes asintomaticos 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 practicamente intactos la lamina 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 si 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 produccion e induciendo un
incremento de la permeabilidad del intestino [128]. En este caso, la mayor parte de la
gliadina consigue alcanzar la ldmina propia a través de la via paracelular. Ademas, se ha
visto que la gliadina se une al receptor CXCR3 [129] presente en las células epiteliales,
regulando la produccién de zonulina mediante un mecanismo dependiente de MyD88.
La distribucion de CXCR3 en el tejido intestinal de pacientes con EC e individuos
control no EC es cualitativamente similar, pero su nivel de expresion es mas elevado en
los pacientes con EC.

La via paracelular no es el unico mecanismo propuesto para la entrada de los
péptidos derivados del gluten de forma intacta hasta la lamina propia. Un grupo de
investigacion francés liderado por Martine Heyman, ha publicado recientemente varios
trabajos en los cuales proponen un mecanismo protector a través de la via transcelular
que permite el paso de los péptidos sin que éstos sean degradados por los lisosomas y
exosomas [130]. La EC esta asociada con una elevada concentracion 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 liberacion de la IgA secretora (SIgA) al lumen intestinal [132], donde
confiere proteccion frente a patdgenos y antigenos 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 realizaria desde la
membrana apical hacia la membrana basal de los enterocitos. En un trabajo publicado
en el afio 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, cabria la posibilidad de que en la EC se produzca el paso de los

péptidos derivados del gluten hacia la ldamina 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 provocaria una sobre estimulacion del sistema inmune de la mucosa
intestinal.
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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 antigenos de la
dieta presentes en el tracto intestinal. En condiciones patolégicas como la Enfermedad Celiaca, puede producirse un
retrotransporte anormal de la IgA secretora (SIgA) permitiendo el paso de bacterias o antigenos de la dieta hacia la
lamina propia. En el lumen intestinal, la IgA por un lado se une a los péptidos derivados de la digestion del gluten, y
por otro, es reconocida por su receptor CD71 expresado en la membrana apical de los enterocitos. El complejo I1gA-
péptidos es endocitado y liberado por la membrana basal de los enterocitos, alcanzando la lamina propia sin sufrir

ningun tipo de degradacion. De esta manera los péptidos de gluten atraviesan el epitelio intestinal de forman intacta,
desencadenando la respuesta inmune caracteristica de la EC.

El incremento de la permeabilidad intestinal en la EC es un hecho indiscutible,
aunque a dia de hoy no se conozca con certeza si es la causa 0 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 lamina propia. Lo mas
probable es que se trate de una combinacion de varios factores.
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1.3 Clinica y diagnéstico de la Enfermedad Celiaca

Hace afios, la EC solia presentarse como un desorden alimenticio en individuos
de cualquier edad, afectando especialmente a los nifios de entre 1 y 5 afos. Sin
embargo, en la actualidad cada vez es mas frecuente el diagnostico de la EC en adultos,
donde ademas suele manifestarse con un cuadro clinico atipico, con manifestaciones

extra- intestinales asociadas a otras patologias, lo que dificulta ain mas su diagnostico.

En la forma clésica de la EC predomina la sintomatologia gastrointestinal:
diarrea malabsortiva, dolor abdominal, flatulencia, pérdida de peso, vémitos, atrofia
vellositaria, diarrea, distension abdominal e irritabilidad. Suele presentarse entre los 6 y
24 meses de edad en nifios y entre los 30 y 50 afios en adultos. Sin embargo, existen
situaciones en la que las manifestaciones digestivas estan ausentes u ocupan un segundo
lugar. Estas formas atipicas incluyen manifestaciones extra-intestinales que pueden ser
orales [134], cutaneas, hematologicas [135-136], neuroldgicas [137], articulares,
hepaticas, endocrinoldgicas, ginecoldgicas [138] y psiquiatricas [139], entre las que

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

En los dltimos afios se ha demostrado la existencia de formas ocultas de la
enfermedad celiaca. Al igual que ocurre con la epidemiologia, las formas de
presentacion de la EC se representan con el modelo de iceberg [27], descrito en los afios
90 por Logan (Figura 1). Solamente una pequefia porcién del iceberg es visible, y
representa las formas sintomaticas de la enfermedad, tanto tipicas como atipicas. Sin
embargo la gran parte del iceberg que permanece oculta bajo el agua, representa las

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

En la EC silente, no existen manifestaciones clinicas pero si lesiones tipicas de
la enfermedad en la mucosa del intestino delgado. Por esta razon, su diagnéstico suele
ser fruto de la casualidad o de estrategias de despistaje realizadas en estudios familiares
0 poblacionales ya que suelen presentar los marcadores serologicos caracteristicos de la
EC. Un estudio realizado en 2002 por Cilleruelo [31] concluyé que en Espafa la
incidencia de la EC Silente es de 1/281 individuos. Es méas frecuente en familiares de

primer grado de pacientes celiacos y puede cursar de manera asintomatica durante
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varios afos. Esta forma corresponde a gran parte de los adultos con diagnostico de EC
en la infancia que no siguen la DSG [142]. Debido a la ausencia de manifestaciones
fisicas, es fundamental hacer un seguimiento clinico continuo de estos pacientes
mediante marcadores serologicos, incluso con una biopsia intestinal en algunos casos
[143].

A diferencia de la EC silente, los pacientes con EC latente no presentan
manifestaciones clinicas pero tampoco las lesiones tipicas de la enfermedad, ni niveles
positivos en alguno de los marcadores seroldgicos. En algunos casos se observa un
aumento de linfocitos intraepiteliales (LIEs), y aunque con el paso del tiempo deberian
presentar atrofia vellositaria, la biopsia tiene morfologia normal al momento del
diagnostico. 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 periddicos. Esta

tipologia es la més dificil de diagnosticar.

La EC potencial es la forma de presentacion con mas controversia. En este caso,
los pacientes no presentan alteraciones histologicas en la biopsia intestinal, pero
presentan algun marcador positivo propio de la EC (generalmente los marcadores
genéticos) o un aumento de LIEs. Se especula que pueden desarrollar potencialmente la
enfermedad, que podria estar inducida por factores ambientales no identificados hasta el

momento [144]. Este seria el grupo mas 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 clinico grave gque requiere reevaluacién
del paciente. Es lo que se conoce como EC refractaria, la cual es mas frecuente en
mujeres, muy rara vez en menores de 30 afios y con mayor frecuencia en mayores de 50
afios. En estos casos es importante confirmar el diagnéstico de la enfermedad y evaluar
las posibles explicaciones a la falta de respuesta a la dieta (ingesta de gluten,
diagnostico erréneo, intolerancia a la lactosa, sobrecrecimiento bacteriano o sindrome

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,



Capitulo I: Introduccidn

Cirrosis biliar, Psoriasis y Sindrome de Sjogren) y otras como Sindrome de Down,
Sindrome de Turner y Sindrome de Williams, que complican ain mas el diagndstico de
la EC, convirtiéndolo en un auténtico reto para los profesionales.

1.3.1 Criterios diagndsticos

Hace afios, cuando la EC era considerada una enfermedad rara, su diagnostico se
basaba en la deteccidén de los sintomas tipicos gastrointestinales, en la confirmacion
mediante una biopsia del intestino delgado y en esquemas de retirada-reintroduccion del
gluten [145], que requerian la realizacion de un minimo de tres biopsias intestinales.

Actualmente los criterios diagndsticos de la EC se basan en la sintomatologia
clinica, los marcadores genéticos, las determinaciones seroldgicas y los hallazgos
histopatoldgicos de las biopsias duodenales, que junto con una buena respuesta a la
dieta libre de gluten, constituyen la base fundamental para su confirmacion en la
mayoria de los casos. EI amplio abanico de formas de presentacion clinica hace que en
ocasiones las determinaciones genéticas, seroldgicas e histoldgicas no sean
concluyentes. En estos casos se permite la retirada del gluten para observar si se

produce una buena respuesta antes de determinar un diagnostico definitivo.

En términos generales, se puede decir que la enteropatia inducida por el gluten
cursa con dafio de los enterocitos por productos de degradacién del gluten, que se
manifiesta en Gltima instancia por una atrofia vellositaria con aplanamiento de la
superficie mucosa. Dado que el desarrollo de la EC es un proceso dinamico, el cuadro
histologico varia ampliamente dependiendo del estadio clinico de la enfermedad y su
severidad.

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

la enfermedad. El informe final anatomo-patoldgico debe incluir los cambios en la
arquitectura de las vellosidades y las criptas, asi como el ndmero de linfocitos
intraepiteliales (LIEs). Para la confirmacion del diagnostico 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 mas sensible hallazgo producido por el gluten en la

mucosa del intestino y constituye, por si solo, la caracteristica histopatoldgica mas
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relevante, incluso la Unica en las formas latentes de la enfermedad. Los LIEs son
reconocidos facilmente mediante una tincion con hematoxilina-eosina, y la presencia de
mas 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 dafio severo se produce una alteracion del
borde en cepillo, basofilia, vacuolacion citoplasmatica y pérdida de la polaridad lo que
hace que adopte un aspecto de epitelio pseudo-estratificado [149].

La atrofia vellositaria es la caracteristica mas Ilamativa de la EC debido a que es
facilmente reconocible tanto por endoscopia como en cortes histoldgicos. Se valora la
relacion vellosidad/cripta si se identifican 4 o mas 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 histoldgicas para
la EC: Marsh [151], Marsh-Oberhuber [152] y Corazza [148]. Actualmente la
clasificacion modificada de Marsh (Tabla 7 y Figura 7) es la mas aceptada para la
clasificacion de la lesion intestinal, y permite la comparacion de distintas fases de la

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

TIPO 0 TIPO 1 TIPO 2 TIPO 3a TIPO 3b TIPO 3¢
LESION INFILTRATIVA HIPERPLASICA DESTRUCTIVA DESTRUCTIVA DESTRUCTIVA
LIE* 25 25 25 25 25 25
CRIPTAS Normal Normal Hiperplasia Hiperplasia Hiperplasia
VELLOSIDADES Normal Normal Normal Atrofia leve Marcada atrofia Mucosa plana

Tabla 7: Clasificacion modificada de Marsh de los diferentes grados de lesion intestinal en la Enfermedad
Celiaca. LIE: numero de linfocitos intraepiteliales por cada 100 células epiteliales.
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Clasificacion de Marsh

Figura 7: Cortes histoldgicos de la mucosa duodenal en funcién de la clasificacion modificada de Marsh de los
diferentes grados de lesion intestinal en la Enfermedad Celiaca.

1.3.2 Pruebas seroldgicas

Los marcadores seroldgicos especificos de la EC constituyen uno de los 3 pilares
del diagndstico de esta enfermedad, ademas de ofrecer varias ventajas con respecto a la
toma de la biopsia duodenal. A nivel metodoldgico, las técnicas empleadas para los
estudios seroldgicos son menos invasivas para el paciente, menos costosas y mas
rpidas en la obtencion de resultados. Ademas, son muy Utiles en los estudios de
cribado poblacional, de seguimiento de la correcta adherencia a la dieta sin gluten y del

seguimiento propio de la evolucion del paciente celiaco.

Ya en la década de los 60 [153] se observo la existencia, en enfermos celiacos,
de anticuerpos séricos circulantes que disminuian tras instaurar una dieta exenta de

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

atil para el diagnostico de la EC. Los AAG reconocen determinantes antigénicos de la

a-gliadina muy conservados y compartidos con las otras fracciones (gliadinas B3, y y o).
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Aunque con menor frecuencia, también aparecen en otras patologias
(enfermedad de Crohn e intolerancias alimentarias) e incluso en controles normales, por
lo que no pueden considerarse especificos de la EC [154]. Su deteccion indica un
aumento de la permeabilidad intestinal y una sensibilizacion al gluten, pero no
necesariamente la presencia de enteropatia. La concentracion de AAG no estad

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

Posteriormente al descubrimiento de los AAG, se pusieron en evidencia, en los
pacientes celiacos no tratados, otras respuestas humorales cuya deteccion requiere la

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

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

determinacion de todos ellos se emplean sustratos antigénicos distintos: rifion, estbmago
e higado de roedor en el caso de los AAR, yeyuno humano para los AAY y contra la
sustancia intermiofibrilar del musculo liso (endomisio) procedente en un principio del
es6fago del mono verde africano y posteriormente del cordon umbilical para los EmA
[155]. La aparicion de los anticuerpos antiendomisio supuso una revolucién en el
desarrollo de pruebas seroldgicas para la EC. Los anticuerpos EmA, aunque su
determinacion a nivel metodoldgico era mas elaborada, superaban la eficiencia de todos

los anticuerpos utilizados anteriormente.

El posterior aislamiento e identificacion del principal antigeno del endomisio (la

transglutaminasa tisular TGt) [156] permiti6 el desarrollo de técnicas facilmente

automatizables y con ello la generalizacion de su uso y la posibilidad de completar los
estudios epidemioldgicos que se habian 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 seroldgicos es ayudar en la seleccion
previa de aquellos pacientes con una alta posibilidad de padecer la EC que debera ser
confirmada mediante una biopsia intestinal. En la deteccion de anticuerpos en sangre
frente a los antigenos previamente citados, se estudian dos de las inmunoglobulinas mas

abundantes en sangre: IgG e IgA. ~
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1.3.2.1 Marcadores serolégicos actuales

En la actualidad, los marcadores serologicos mas utilizados en el diagnostico de
la EC son los anticuerpos IgA anti-TGt, con una sensibilidad cercana al 100% y una
especificidad de entre el 89% y 96% vy los anticuerpos IgA anti-endomisio con una
sensibilidad y especificidad superiores al 95% [146]. Uno de los ensayos inmunologicos
méas empleados en la determinacion de los anticuerpos anti-TGt, es el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzima o ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
[157], cuyo origen se remonta a los afios 60. Mediante la fijacion del antigeno conocido
a una fase solida, el ELISA permite detectar en una muestra de suero o plasma
sanguineo, anticuerpos que reconozcan de forma especifica ese antigeno que a su vez,
son reconocidos por un segundo anticuerpo marcado con una enzima la cual produce
una reaccion colorimétrica cuando entra en contacto con su sustrato. Aunque el
procedimiento es rutinario y sencillo, involucra a un gran ndmero de variables que
deben ser ajustadas correctamente. Existen diferentes tipos de ELISA que permiten
detectar cualquiera de los dos elementos que forman el complejo antigeno-anticuerpo, lo
que hace del ELISA una técnica con diversas aplicaciones en el diagndstico clinico,

deteccidn viral y busqueda de anticuerpos monoclonales entre otras.

Desde el desarrollo de la biotecnologia en los afios 90 y con el objetivo de
aumentar la especificidad de los marcadores seroldgicos, los antigenos recombinantes
han sido ampliamente utilizados en el diagndstico de diversas enfermedades mediante la
deteccion de anticuerpos especificos. Sin embargo, los antigenos recombinantes no son
tan inmunoreactivos como los correspondientes antigenos humanos y han supuesto
algunos problemas en su aplicacion diagnéstica [158]. Durante la expresiéon de las
proteinas en las bacterias, se pierden tanto las modificaciones post-translacionales como
las estructuras adoptadas por las proteinas antigenicas [159]. Ademas, la produccién de
antigenos 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 razén el uso de péptidos sintéticos en el desarrollo de nuevas técnicas de

diagnostico es cada vez mas comun. Estos péptidos simulan los epitopos especificos de
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diferentes proteinas antigénicas y al ser productos quimicamente bien definidos,
permiten una disminucion de las reacciones inespecificas y una mejora de la
reproducibilidad. Ademas, a diferencia de los antigenos recombinantes, evitan el
trabajar con material infeccioso.

Estos péptidos ofrecen la posibilidad de modificar su estructura quimica
mediante diferentes métodos [161] como a) la unidn covalente de biotina, &cidos grasos,
proteinas portadoras o residuos de cisteina, b) la incorporacion de modificaciones post-
translacionales como fosforilaciones o citrulinaciones, c¢) ciclacion y d) la
multimerizacion de la secuencia del epitopo.

En los ultimos 20 afios se han utilizado una gran cantidad de péptidos sintéticos
con el objetivo de aumentar la sensibilidad y especificidad de los ensayos
inmunoldgicos destinados al diagnoéstico, utilizando como sustratos tanto proteinas
recombinantes como nativas [162-164]. En la actualidad existen numerosos sistemas de
diagndstico de enfermedades tanto de carécter 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 sintesis de péptidos sintéticos
pueden agruparse en [161]: métodos experimentales y métodos computacionales. Los
métodos computacionales se basan, generalmente, en las propiedades fisicoquimicas de
la estructura de las proteinas, es decir, en la capacidad hidrofilica, accesibilidad a la
superficie y la movilidad de los segmentos. Estos métodos son los mas econémicos pero
a su vez los que menos éxito han tenido hasta el momento. En cambio, los métodos
experimentales son los mas utilizados, aunque eso no quiere decir que estén exentos de
problemas.

A la hora de desarrollar un péptido sintético las dos -caracteristicas
fundamentales a tener en cuenta son: su capacidad de adsorcion a la fase solida y la
especificidad y sensibilidad en la interaccion con el anticuerpo. La adsorcion puede ser
potenciada de varias formas:

1) Unidén covalente a proteinas portadoras [169-170]: BSA, KLH y OVA son las méas
utilizadas. Aunque en ocasiones la proteina portadora enmascara el epitopo y dificulta
su union al anticuerpo.

2) Union no covalente, utilizando por ejemplo la unién Biotina-Avidina [171]. El
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problema en este caso esté en la pérdida de control de la orientacion del péptido en la
superficie de la placa.

3) Unidn a un motivo CGG (Cisteina-Glicina-Glicina) [172]. Esta es la forma en la que
el péptido se mantiene mas fiel a su conformacion nativa y ademas permite la
polimerizacion de los mismos.

4) Unién a &cidos grasos [161, 173] que orientan y fomentan la adsorcion. Los mas
utilizados son el &cido palmitico y el miristico que favorecen las condiciones de
hidrofobicidad y ademas separan el péptido de la superficie de la placa, concediéndole
un aspecto tridimensional que facilita la unién al anticuerpo.

5) Union covalente del péptido a la fase solida [174-175], que requiere una pre-
activacion del péptido o de la fase sélida. El péptido puede pegarse o0 por su grupo
amino o por el grupo carbonilo. Este método permite una mejor orientacion del péptido
en la placa. Se usa principalmente cuando no hay otra manera de que el péptido se

adsorba a la fase solida.

Para aumentar la sensibilidad y especificidad de la interaccién antigeno-
anticuerpo se emplean péptidos sintéticos multiméricos [176-178] en lugar de
monoméricos, de forma que se exponen diferentes epitopos en cada proteina sintética.
Pese a que en ocasiones los diferentes epitopos pueden competir por la adherencia a la
fase solida e incluso modificar su distribucion espacial, este tipo de estructuras son cada
vez mas empleadas en el desarrollo de sistemas de diagnostico debido a que permite
detectar diferentes anticuerpos contra mas de un epitopo de forma simultanea. EI orden
de la localizacion de los diferentes epitopos en la molécula determina la correcta
exposicion a los anticuerpos y por lo tanto define la antigenicidad del péptido, la cual
aumenta cuando los epitopos se unen de forma covalente a una estructura protéica con
composicion quimica bien conocida, que puede ser lineal, ramificada o ciclica. Los
péptidos ciclicos [179] simulan mejor la estructura nativa del péptido, de manera que

suelen ser mas eficaces en el desarrollo de antigenos sintéticos.
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1.3.2.2 Principales problemas de las pruebas serolégicas

Los anticuerpos IgA reconocen de una forma maés especifica el antigeno
correspondiente y por ello son los anticuerpos mas estudiados. Sin embargo son la
principal causa de resultados falsos negativos en pacientes con déficit selectivo de IgA
(DSIgA) o deficiencia severa o0 ausencia total de la clase IgA de inmunoglobulinas en
plasma sanguineo y secreciones. Es la m&s comun de las inmunodeficiencias primarias.
La sintomatologia puede ser de lo més variado, en funcidn 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 funcion de los linfocitos T son normales
o casi normales. Actualmente la DSIgA tiene una incidencia de 1:500 en caucasicos,
siendo mas comun, 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 estan por debajo de 0,07 g/I, mientras que los niveles de IgG e IgM
son normales. Durante los primeros afios de vida puede suele ser una deficiencia
transitoria que no se diagnostica de forma definitiva hasta los 4 afios de edad.

Los pacientes con DSIgA presentan un riesgo entre 10 y 20 veces mayor de
desarrollar la Enfermedad Celiaca. Esta demostrado que la presencia de los alelos HLA-
DQ2 es mas frecuente en individuos con deficiencia selectiva de IgA que en el resto de
la poblacién [181]. La deficiencia selectiva de IgA esta fuertemente asociada al
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), en particular con la region HLA-
DR7, DQ2 y DR1, DQ5 [182]. En estos pacientes el diagndstico de la enfermedad
puede resultar dificil, dado que los ensayos basados en IgA especifica suelen salir
negativos y las determinaciones de anticuerpos especificos 1IgG no son suficientemente
fiables. La combinacion de la enfermedad celiaca y la deficiencia selectiva de IgA en un
mismo paciente suele ser rara en individuos asintomaticos, pero es muy frecuente en
nifios sintomaticos (aproximadamente el 2%). Por lo tanto, frente a un nifio con
sintomas 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 asociacion 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 (EIl) es mas frecuente en pacientes celiacos que en la
poblacion en general [185-186]. Los anticuerpos anti-TGt, a pesar de tener una elevada
sensibilidad en el diagndstico de la EC, han sido identificados en Ell, sugiriendo una
baja especificidad de los mismos en el diagnostico de la EC. Una posible explicacion 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 EIl como Enfermedad de Crohn y Colitis

Ulcerosa, sea necesario un elevado grado de atrofia intestinal.

La diabetes mellitus tipo 1 es otra condicion 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 predisposicion genética HLA-
DQ2 y DQ8. En el 90% de los casos el diagndstico de la diabetes es anterior al de la EC

aungue deberia ser al contrario.

Por otro lado, los niveles de anticuerpo IgA en plasma aumenta con la edad en
ambos géneros, y ademas se ven influidos por la época estacional, siendo mayores en

invierno que en el resto del afio [190].

1.3.3 Marcadores genéticos

Las nuevas guias para el diagnostico 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 biologia molecular
(PCR) y no por técnicas seroldgicas. La determinacion de los haplotipos extendidos,
incluyendo los genes del DRB1[192-193], podrian definir una gradacion de la
susceptibilidad, aunque esta por definir su trascendencia clinica. Se recomienda [191]
realizar el tipaje HLA-DQ2 y DQ8 en: i) casos con diagnéstico incierto de la EC
(marcadores serolégicos negativos o minimo grado de lesidn), ii) casos con indice de
sospecha de EC elevado (clinica compatible, IgA anti-endomisio positivos o IgA anti-
TGt 10 veces superiores al valor alto de referencia) para poder realizar el diagnostico

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 clinico y analitico periddico,
ya que un resultado negativo de la serologia no implica una disminucién del riesgo.

La mayor ventaja de la determinacion de los alelos de riesgo de la EC es su alto valor

predictivo negativo.

1.4 Tratamiento de la Enfermedad Celiaca y monitorizacién

de la dieta sin gluten

Hasta el momento, el Unico 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 proteinas del endospermo de trigo (especialmente gliadinas y gluteninas)
y de sus homologos en la cebada (hordeinas), el centeno (secalinas), en algunas
variedades de avena (aveninas), los hibridos de estos cereales (como kamut vy triticale) y
sus derivados (almidon 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 mayoria de los casos, principalmente aquellos con EC clasica y EC silente,
la correcta adherencia a la DSG conlleva a una remision total de la enfermedad. En
pocos meses se observa una recuperacion rapida y completa de la arquitectura normal y
la funcién de la mucosa del intestino delgado, junto con la remision de los sintomas y la
normalizacion de los marcadores seroldgicos. Sin embargo cuando se trata de pacientes
con EC latente y EC potencial, la evaluacion de la efectividad de la DSG resulta mucho
mas complicada [195].

Evitar la ingesta de gluten es una tarea dificil debido a que una gran variedad de
productos, como por ejemplo los derivados carnicos, salsas, dulces y medicamentos
pueden contener cantidades significativas de las proteinas de gluten de forma mas o
menos inadvertida. Ademas, la DSG puede tener también consecuencias negativas en
forma de deficiencias nutricionales como hierro, calcio, magnesio, cinc, vitamina D,
vitamina B o acido folico, que se resuelven mediante la administracion 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
malabsorcion y atrofia vellositaria permanente a pesar de eliminar el gluten de la dieta
[199-200].

A nivel internacional, existe una Comision dependiente de la Organizacion
Mundial de la Salud encargada de las normativas para la identificacion y control de los
alimentos (Codex Alimentarius Commission, FAO-WHO Food Standard Programme).
En 1981 se propuso el uso de dos limites para la identificacion 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 millon”, unidad que hace referencia a Img de
gluten por 1kg de producto. Estos limites estan en continua revision, pero actualmente
se considera que un alimento es libre de gluten cuando contiene menos de 20ppm de
gluten.

Es muy dificil establecer la dosis maxima de gluten tolerada por los pacientes
celiacos. En un trabajo realizado por Catassi et al [201], se determind que la ingesta de
50mg de gluten por dia durante 3 meses era suficiente para generar los cambios
histoldgicos caracteristicos de la EC en estos pacientes, teniendo en cuenta siempre que

el contenido de prolaminas varia en funcion de cada cereal.

La monitorizacién de la adherencia del paciente celiaco a la DSG y de su correcta
evolucion es muy importante y se realiza mediante técnicas que permiten la
cuantificacion del contenido de gluten en los alimentos y el cumplimiento de la
normativa vigente, mediante el seguimiento periddico del paciente y la determinacion
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 clinicas se adhieren mejor a la DSG ya que pueden
reconocer la mejoria secundaria al tratamiento, sin embargo en las formas asintomaticas
de la enfermedad, EC silente y EC latente, es mas dificil evaluar la eficacia de la dieta
[202-203].

Los anticuerpos anti-transglutaminasa son, hasta el momento, los marcadores

serologicos estandar tanto en el diagndstico de la enfermedad como en el seguimiento
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de la DSG debido a la relacion 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 mas empleados en la
monitorizacion de la DSG. En un estudio publicado en el afio 2002 [205], Di Domenico
MR et al, estudiaron la normalizacion de los niveles de ambos anticuerpos en pacientes
celiacos tras 1 afio 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 deteccion 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 Justificacion

La enfermedad celiaca se caracteriza por una etiologia multifactorial, con un
agente desencadenante que son las prolaminas de trigo, cebada, centeno y
probablemente avena, y una predisposicion genética asociada a genes localizados en la
region HLA-DQ del cromosoma 6. Afecta a un 1% de la poblacion mundial aunque se
estima que solo 1 de cada 8 casos esta correctamente diagnosticado. Debido a la elevada
cantidad de residuos de prolina y glutamina que contienen, las proteinas de gluten
ofrecen cierta dificultad de hidrdlisis durante la digestion en el tracto gastrointestinal en
la poblacion 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 implicacion 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 describid, en muestras
de biopsias duodenales, un patrén de degradacion de la gliadina compuesto por 7
proteasas duodenales especificas del intestino de los pacientes celiacos [208]. Estas
proteasas duodenales, fueron incapaces de degradar las prolaminas de cereales no
toxicos para los pacientes celiacos, como arroz y maiz. Parece existir una relacién
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 analisis de una de las bandas de degradacion del patron descrito con la
gliadina, se identifico un péptido (péptido 8-mer) cuyos puntos de corte eran de origen
biolégico, pero no humano [210]. El origen de la actividad degradadora de prolaminas
caracteristica de la EC es aun desconocido. Una de las teorias predominantes es la
posible implicacion bacteriana [100], debido a la existencia de diversos estudios que
describen diferencias tanto cualitativas como cuantitativas en la composicion 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 especifica, creemos que el estudio de esta actividad en otros
puntos de la mucosa duodenal de estos pacientes podria aportar informacion en cuanto a
la localizacion fisica de estas enzimas en el duodeno de los pacientes celiacos. Por esta
razon, decidimos estudiar la capacidad de degradacion de la gliadina por proteasas
presentes en muestras de jugo duodenal (secrecion) y de cepillado duodenal (raspado de
la capa de mucus) y compararlo con el patron descrito en biopsias duodenales (tejido)

con el objetivo de identificar la fuente de la actividad enzimatica.

El péptido 8-mer se identific6 como producto de la degradacién de la o-gliadina,
y consideramos muy importante realizar estudios in silico para confirmar: i) si el
péptido 8-mer se encuentra en otras proteinas de gluten de los cereales toxicos 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 epitopos 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 reorganizacion del
citoesqueleto y una pérdida de la interaccion 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. Ademas, existe la posibilidad de que el jugo duodenal o la capa de mucus
que recubre el epitelio intestinal tengan una composicion diferente en los pacientes
celiacos de manera que predispongan a las células del epitelio intestinal al dafio
provocado por los péptidos toxicos derivados del gluten.

Un mejor conocimiento de las bases celulares y moleculares de la interaccion
entre las prolaminas de los cereales y el epitelio intestinal permitiria identificar nuevas
posibles dianas terapéuticas y el disefio de estrategias complementarias a la dieta sin

gluten.

El péptido 8-mer fue identificado como resultado de la degradacion de la

gliadina incluida en un gel de acrilamida, por parte de proteasas duodenales especificas
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de los pacientes celiacos. Quisimos comprobar la formacion in vivo del péptido,
mediante la busqueda de anticuerpos IgA anti-8mer en el plasma de pacientes celiacos.

Ademas, si este péptido formara parte de las prolaminas de los cereales toxicos
para los celiacos, compartiendo un fragmento de su secuencia con los epitopos
conocidos de gluten, y si ademas fuera capaz de alterar las uniones intercelulares y la
expresion molecular de las células epiteliales del intestino de los pacientes celiacos, es
probable que este péptido tenga propiedades inmunogénicas.

La deteccion en sangre de los pacientes celiacos de anticuerpos IgA especificos
frente al péptido 8mer, confirmaria la capacidad del péptido de generar una respuesta
inmune humoral o, lo que es lo mismo, su capacidad inmunogénica. Por otro lado, el
disefio y desarrollo de un test ELISA que permitiera la deteccion de anticuerpos IgA
especificos frente al péptido 8mer en muestras de sangre de pacientes celiacos, podria
ser til tanto en el diagnostico 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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Capitulo llI: Objetivos

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 zimografia la capacidad de degradacion 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 zimografia la capacidad de degradacién de gliadina por
proteasas presentes en muestras de jugo duodenal y cepillado duodenal de pacientes
celiacos e individuos control no celiacos. Comparar el patron de degradacién obtenido

con el descrito anteriormente en explantes duodenales.

1.3 Analizar uno de los péptidos generados tras la degradacion de la gliadina por dos
de las proteasas que componen el patrén especifico 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 proteinas 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 expresion de I1L-15, TGF-B, 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 expresion de IL-15, TGF-, 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: Busqueda mediante un ensayo ELISA de anticuerpos IgA frente al péptido

8-mer derivado de la a-gliadina.

3.1 Disefar y estandarizar un ensayo ELISA que permita estudiar en muestras de
plasma la presencia de anticuerpos IgA que reconozcan de forma especifica 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 crdnicas 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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Capitulo IV: Sujetos de estudio y muestras

Los ensayos que se presentan en esta tesis doctoral se realizaron utilizando
diferentes tipos de muestras biologicas cuyas caracteristicas se detallan a continuacion,
junto con la procedencia de las mismas, las caracteristicas de los pacientes y los
criterios de inclusion (Tabla 8) de los mismos en los diferentes grupos de estudio.
Tanto la clasificacion como las abreviaturas que se presentan se respetaran a lo largo de

todo el trabajo.
4.1 Pacientes

A) Pacientes celiacos en actividad (aEC): pacientes celiacos al diagnostico, con
sintomas compatibles con la enfermedad, serologia positiva (anticuerpos IgA anti-
endomisio y/o anti-transglutaminasa), genética positiva (HLA-DQ2/DQ8), alteraciones

histoldgicas 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 recuperacion de la lesion histologica

(Marsh 0-1), ademas de serologia negativa desde al menos un afio en DSG.

C) Pacientes control no celiacos (PGI): pacientes no celiacos pero que presentan otra
patologia gastrointestinal y sintomas compatibles con la EC aunque finalmente no
cumplian con los criterios diagndsticos de la EC. Las caracteristicas de estos pacientes

son mas variables que los anteriores.

D) Pacientes con Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EIll): Este grupo incluye
pacientes con Colitis Ulcerosa (C.U), con diarrea, rectorragia, afectacion rectal
constante y afectacion colonica mas o menos extensa; y pacientes con Enfermedad de
Crohn (E.Crohn) caracterizada por diarrea, dolor abdominal, afectacién en ileon, ileon

y colon o unicamente colon.

E) Individuos sanos (SANOS): Adultos voluntarios sanos y nifios sin patologias

gastrointestinales.
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MU Grado de atrofia

Paciente | (alolargodela | Genética | Serologia : : Dieta
8 intestinal
Tesis)

aEC 78 + + Marsh 2-3 DCG
DSG 54 + +/- Marsh 0-2 DSG
PGI 87 +/- - Marsh 0-3 DCG
Ell 17 +/- +/- Desconocido DCG
SANO 37 +/- - No determinado DCG

Tabla 8: Abreviaturas y criterios de inclusion 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 patologia gastrointestinal (PGI), pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal (EIl) e
individuos control sanos (SANOS). N total: nimero 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 biologicas todas ellas con previo
consentimiento informado del paciente y de los padres o tutores legales en el caso de

pacientes en edad pediatrica.

A) Biopsia duodenal: muestras de tejido de duodeno y yeyuno, recogidas de acuerdo al
procedimiento utilizado normalmente para intervenciones con fines diagndsticos o
terapéuticos, y siguiendo protocolos aprobados por la Comision de Etica e Investigacion
del centro correspondiente. Las muestras se obtuvieron en el Hospital Clinico
Universitario de Valladolid: Servicio de Aparato Digestivo (Dr. Luis Fernandez Salazar
y Dr. Benito Velayos) y Servicio de Pediatria (Dra. Carmen Calvo y Dr. J. Manuel
Marugan) y en el Complejo Hospitalario Reina Sofia de Leon: Servicio de Aparato
Digestivo (Dr. Santiago Vivas).

Para la obtencion del explante se utilizo la capsula de Watson (Ferias Medical Lt,
Reino Unido) en duodeno distal y yeyuno en nifios de corta edad, y pinzas de biopsia en
el transcurso de una gastroduodenoscopia (duodeno proximal y distal) en el caso de

nifios de mayor edad y en adultos.
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Para la realizacion de estudios celulares o enzimaticos, la muestra fue conservada
en suero fisioldgico durante un méximo de 2 horas, hasta su procesamiento. En el caso
de ser utilizada para estudios moleculares, la muestra fue conservada en RNA later a -

20°C hasta su procesamiento.

B) Aspirado duodenal: Muestra de jugo duodenal que se obtiene mediante aspiracion
directa durante una gastroscopia. Las muestras fueron recogidas en el Servicio de
Aparato Digestivo (Dr. Santiago Vivas) del Complejo Hospitalario Reina Sofia de

Ledn. Las muestras se conservaron a -20°C hasta su utilizacion.

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 Sofia de Ledn. Inmediatamente
después del raspado, el cepillo es introducido en un tubo eppendorf con RNA later y

conservado a -20°C hasta su utilizacion.

D) Muestra de plasma sanguineo: Las muestras de plasma incluidas en este trabajo
fueron obtenidas de los Servicios de Aparato Digestivo y de Pediatria del Hospital
Clinico Universitario y del Hospital Rio Hortega de Valladolid. Se obtuvieron a partir

de sangre total tratada con EDTA, y fueron conservadas a -20C hasta su utilizacion.

Se realizd una recogida an6nima y codificada de los datos de cada paciente. Los
protocolos de estudio fueron aprobados por la Comision de Etica del Complejo
Hospitalario Reina Sofia de Ledn, del Hospital Clinico Universitario de Valladolid y de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid. EI nimero y caracteristicas de
las muestras utilizadas en cada ensayo se detalla en la metodologia correspondiente al
abordaje de cada uno de los objetivos planteados.
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Capitulo V: Actividad degradadora de prolaminas

5.1 Antecedentes

En unos estudios realizados por nuestro grupo en el afio 2008 [211] se describio
un patron de 7 proteasas duodenales degradadoras de gliadina y especificas de los
pacientes celiacos, que fue publicado posteriormente [208] en un trabajo en el que se
describian estudios de zimografia 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 patron se componia 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
especifica durante la degradacion de la gliadina por las proteasas descritas en el patron,
la banda de degradacion mas intensa (26 kDa) procedente de un paciente en DSG fue
sometida a un analisis por espectrometria de masas de trampa idnica. Se identificaron 3
péptidos: 8-, 15- y 18-mer [211].

Péptido | Prolamina Alineamiento de secuencias
FPLQPQQP
-S.FPLQPQQP.F-

PFIQPSLQQQLNPCK
-P.PFIQPSLQQQLNPCK.N-

VFLQQQCSPVAMPQSLAR
-K.VFLQQQCSPVAMPQSLAR.S-

8-mer o-gliadina

15-mer | y-gliadina

18-mer LMW-glutenina

Tabla 9: Péptidos identificados mediante el analisis por espectrometria de masas de trampa iénica de la banda
de degradacion de gliadina de 26kDa: 8-mer, 15-mer y 18-mer y sus alineamientos de secuencia con las proteinas
- Yy y-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 analisis y por lo tanto fueron generadas por la actividad de
proteasas bioldgicas.

Para determinar la naturaleza de los puntos de corte de los tres péptidos se

realizd una busqueda en la base de datos de peptidasas MEROPS. Como se muestra en
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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
podrian haber sido generados durante la digestion de la tripsina aplicada en el analisis
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.

Ademas, se realiz6 un segundo andlisis de la banda de degradacion de 82kDa
obtenida de un paciente celiaco en actividad (Figura 9), lo que revel6 de nuevo la
generacion del péptido 8-mer como resultado de la digestién de la gliadina. La
identificacion del péptido 8-mer en ambas bandas de degradacion confirmé que
provenia de la degradacion de la gliadina por las proteasas duodenales especificas de la

mucosa duodenal de los pacientes celiacos.

akC DSG No-EC

1 2 4 ) 6
92 kDa
*82kDa
35kDa
33kDa
%26 kDa
24kDa
20kDa

Figura 9: Zimograma de gliadina con extractos proteicos de biopsias intestinales de pacientes celiacos en
actividad (aEC, lineas 1y 2), pacientes celiacos en dieta sin gluten (DSG, lineas 3 y 4) y pacientes control no celiacos
(No-EC, lineas 5 y 6). El patron de degradacion de gliadina, caracterizado por 7 proteasas duodenales especificas de
los pacientes celiacos (con pesos moleculares de entre 92 y 20 kDa), se encontrd en los pacientes aEC y DSG,
mientras que estaba ausente en los pacientes No-EC. El analisis por MALDI-TOFF de las banda de 26 kDa de un
paciente DSG (linea 3) y de la banda de 82 kDa de un paciente aEC (linea 2) permitié la identificacion 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 espectrometria de masas de trampa ionica
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 distribucién
electroforética de las prolaminas en SDS-PAGE revelaron una gran variabilidad en la
composicion 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 especifica el péptido inmunogénico 33-mer [207]. Las
avenas estudiadas mediante ELISA, presentaban diferente grado de afinidad por el
anticuerpo G12, lo que les permitié agruparlas en 3 categorias: 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 relacion 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
OAT729, 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 zimografia la capacidad de degradacion 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 zimografia la capacidad de degradacion de gliadina por proteasas
presentes en muestras de jugo duodenal y cepillado duodenal de pacientes celiacos e
individuos control no celiacos. Comparar el patron de degradacion obtenido con el

descrito anteriormente en explantes duodenales.

3. Analizar uno de los péptidos generados tras la degradacion de la gliadina por dos de
las proteasas que componen el patrén especifico de la enfermedad celiaca (péptido 8-

mer) descrito anteriormente.
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5.3 Material y métodos

e 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, Espafia)

4. Etanol (Ethanol 96% vol, VWR Prolabo Chemicals, Francia)

5. DC™ Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, USA)

6. Albumin bovine serum fraction V (Sigma-Aldrich, Alemania)

7. Tampén fosfato salino (PBS without Phenol red, without Ca2+ without Mg2+

(Lonza, Cambrex Iberia, Espafia)

8.
9.

10.
11.
12.

RNALater® solution (Ambion Inc, USA)

Agua esteéril libre de nucleasas (ThermoFisher Scientific, Espafia)

NanoDrop® (ThermoFisher Scientific, Esparia)

Lector de placas Tecan Sunrise (Tecan, Austria)

Azul de bromofenol (Electrophoresis Purity Reagent Bromophenol Blue, Bio-Rad

Laboratories, USA)

13.
14.
15.

Glicerol (Glycerol 99% PS, Panreac Quimica Sau, Espafia)
Glicina (Glycine, Bio-Rad Laboratories, USA)
Tris (Tris (hydroxymethyl) aminomethan, ACS Reagenz, Sigma-Aldrich,

Alemania)

16.
17.
18.
19.
20.
21.

Coomasie blue (Brilliant Blue G, Sigma-Aldrich, Alemania)

Acido acético (Acetic acid 96%, Panreac Quimica Sau, Esparia)

Metanol (Triclorometano estabilizado con etanol, Panreac Quimica Sau, Espafia)
Triton X-100 (Bio-Rad Laboratories, USA)

GelAir Dryer (Bio-Rad Laboratories, USA)

Acrilamida/Bis-acrilamida (40% Acrylamide/bis Solution, 37.5:1 (2.6% C), Bio-

Rad Laboratories, USA)

22.
23.

APS (Ammonium Persulfate, Bio-Rad Laboratories, USA)
Temed (Bio-Rad Laboratories, USA)
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24. Gliadin from wheat (Sigma-Aldrich, Alemania)
25. Embudo Biichner

e Métodos

1. Extraccion de las proteinas y ARN

La extraccion de ARN y proteinas tanto de muestras bioldgicas como de la linea
celular se realiz6 mediante el método del Trizol [212] segun las indicaciones del
fabricante: la muestra a extraer se recogié en 400ml de Trizol, donde se homogeneizé.
A continuacion se enraso con trizol hasta 1ml y se dejo reposar 5 minutos a temperatura
ambiente. Tras afiadir 200ul de cloroformo, se agit6 fuerte durante 15 segundos, se dejo6
reposar durante 3 minutos y se centrifugd (12000g, T= 4°C, t= 15 min) de manera que
se obtuvieron dos fases: la inferior organica conteniendo el DNA vy las proteinas, y la
superior acuosa con el ARN.

La fase de ARN se transfirié a otro tubo libre de RNasas, se agregaron 500l de
isopropanol, se agitd, se dejo reposar a temperatura ambiente 10 min y se centrifugd
(12000g, T= 4°C, t= 5 min). El precipitado se lavo dos veces con 1ml de EtOH (etanol)
75%, se vorted durante 30 segundos y se centrifugd (7500g, T= 4C, t= 5 min). El
precipitado (ARN) se sec6 durante 10 min en la campana de flujo y se disolvié en 15-
20ul de agua estéril libre de nucleasas (repipeteando varias veces e incubando a T=
55°C, t= 10 min). EI ARN fue conservado a -20°C hasta su uso.

Para la purificacion de las proteinas, tras retirar la fase de ARN, se agreg6 1ml de
isopropanol, se agito fuerte y se centrifugd (12000g, T= 4°C, T= 10 min). El precipitado
se lavd 3 veces con 1.5ml de Guanidina HCI 0.3M, se dej6é reposar 15 min a
temperatura ambiente y se centrifugd (75009, T= 4°C, t= 5 min). Tras agregar 1.5ml de
EtOH 70%, se dejo reposar 20 min a temperatura ambiente y se centrifug6 (75009, T=
4°C,t= 5 min). El precipitado (proteinas) se seco a 37°C durante 1h y se resuspendié en
300ul de SDS 1% (en agitacion y a 50°C). Las proteinas se conservaron a -20°C hasta

Su uso.
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2. Cuantificacion de ARN

La calidad y cantidad de ARN obtenido se midio con el NanoDrop® siguiendo

las instrucciones del fabricante, empleando 1pl de ARN de cada muestra.

3. Cuantificacién de proteinas

Las proteinas extraidas se cuantificaron utilizando el DC Protein Assay, un Kit
basado en el método colorimétrico de Bradford [213]. Este método requiere la
preparacion de una curva de calibrado empleando una proteina patron como puede ser la
seroalbumina bovina (Albumin bovine serum fraction), diluida en SDS 1%. La lectura

de la placa se realizé utilizando el lector Tecan Sunrise.

4. Zimografia

La zimografia es una técnica electroforética que permite la visualizacion del
namero y el tamafo aproximado de las proteasas presentes en una muestra en funcion
de su capacidad de degradacién de una proteina sustrato, agregada en el gel de
poliacrilamida [214-215]. A diferencia de las electroforesis en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), en la zimografia se utilizan condiciones suaves, sin
agentes reductores, para evitar la pérdida de actividad enzimatica de las proteinas 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 proteina (0.1% Vv/v),
que queda inmovilizada de forma homogénea entre los polimeros 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 rellend el espacio con butanol. Una vez gelificado, se lavé con H,O
destilada, se coloco el peine y se rellen6 el espacio con el gel concentrador. Tras 30-40
minutos de reposo el gel polimerizo y se retiro el peine. A continuacion se cargaron las
muestras de estudio junto con el buffer de carga (azul de bromofenol en glicerol y agua)
en un volumen final de 20ul.

Se colocé el gel en la cubeta de electroforesis y se cubrio con el Running buffer
1x (Stock 5x: 144g glicina, 30g Tris y 5g SDS en 1 litro de agua destilada). EIl gel
concentrador se dejé 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 H,0 destilada al 2% de Triton X100 para retirar el SDS de las proteinas. Después se
incubaron durante 18h a 37°C en el siguiente buffer: 5mM CaCl,, 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 tifi6 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 lavd
posteriormente con la mezcla decolorante (acético: metanol: agua (1:3:6), de manera
que las bandas de degradacion se revelaron como lugares con ausencia de tincion, frente
al resto de la matriz que al llevar incluida la proteina 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 degradacion.

Componente Gel Separador | Gel Concentrador
Acrilamida/Bis-acrilamida 40% 2250 pl 250 pl

Tris 1.5M pH 8.8 990 pl 0l

Tris 1M pH 6.8 0l 250 pl

SDS 10% 39,6 pl 20 pl
Agua destilada 2495 pl 1460 pl
Sustrato proteico 200 pl 0l

APS 0.1% 26,4 pl 20 pl
Temed 2,64 ul 4 ul

Total 6 ml 2ml

Tabla 9: Componentes del gel de acrilamida de un zimograma.

5. Obtencion 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
concentracion de 100mg/ml, y ii) aveninas extraidas a partir de harina procedente de 2
variedades espafiolas y comerciales de avena (Avena sativa L.) acceso OR721 y OA729,
proporcionadas por el grupo de investigacion de la Dra Carolina Sousa, de la
Universidad de Sevilla [6].

El protocolo utilizado para los estudios de degradacion de gliadina fue el
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detallado en el apartado anterior, sin embargo para la inclusion en el gel de las
prolaminas de avena fue necesario optimizar su extraccion para lo que se probaron 3

métodos diferentes:

Extraccion en EtOH 70%: se diluyd la harina en EtOH 70% a una concentracion

de 200mg/ml y se agit6 durante 24h a 28°C. Con ayuda de un embudo Buchner se filtro
la solucidn de harina en etanol y se elimino el precipitado. El filtrado se neutraliz6 a pH
7 con amonia 6M vy se afadi6 EtOH absoluto hasta llegar a EtOH 93%. Se dejo en
reposo y tapado a 4°C durante 16h. Finalmente se centrifugé a 8000rpm durante 10 min
y se secO el precipitado a 37°C durante 1h. El solido resultante (prolamina) se
resuspendio en EtOH 70%.

Extraccion con Trizol: Se homogeneizaron 20mg de harina en 500 pl de trizol, se

agregaron 500 ul de EtOH absoluto a -20°C y se agitd durante 30 minutos a 4°C. Se
centrifugé a 12000rpm, 4°C y 15min. El precipitado se lavé con EtOH 70% a -20°C
(agitando durante 20min a 4°C y centrifugando a 12000rpm, 4°C y 5min). Se seco el
precipitado a 37°C y se resuspendié en 300ul de SDS 1%. Las proteinas fueron
cuantificadas por el método Bradford.

Extraccion en EtOH 55%: Se prepar6 una solucion de EtOH 55% saturada de

harina. Se dejo reposar unos minutos y se centrifugé a 10000rpm durante 10 minutos. El
precipitado se sec6 a 37°C y se resuspendid en SDS1%. Las proteinas fueron

cuantificadas por el método Bradford.

6. Anadlisis de secuencias

La identificacion de las proteinas se llevo a cabo mediante la busqueda en la base
de datos NCBI (National Center for Biotechnology Information) utilizando el programa
BLASTP algorithm v.2.2.20. El analisis de los puntos de corte de los péptidos

identificados se realiz6 con la base de datos de peptidasas Merops (v.9.8) .
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5.4Resultados

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 zimografia incluyendo en el gel de
acrilamida 500ul del extracto de prolaminas de las 2 harinas de avena extraidas en
EtOH 70%. En el gel se cargaron 8ug/pocillo de proteina total obtenidos de cada una de
las muestras de biopsia duodenal. Como control positivo de la técnica, se cargaron 8ug
de extracto proteico obtenido de una muestra de intestino delgado de obeso mérbido
tratada con colagenasa [216]. En la Figura 10 se muestran dos geles representativos de

varios ensayos.

A OA729 en EtOH 70% B OR721en EtOH 70%

Marcador  aEC PGl Marcador  aEC PGI

250kDa

K
230kba 150kDa

150kDa

100kDa .

75kDa

75kDa 50kDa

50kDa
37kDa

37kDa 25kDa

20kDa

25kDa
20kDa

Figura 10: Zimograma de aveninas, extraidas 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 degradacién en las muestras de los pacientes aEC (encuadradas en rojo) de aproximadamente 100 y 40 kDa,
mientras que en los pacientes PGI no parecia que hubiera habido degradacién de la avenina. Sin embargo, en el gel B
(prolaminas de la harina OR721), no se detectaron bandas de degradacion en ninguno de los dos grupos de pacientes.
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Las proteasas extraidas de ambos grupos de pacientes (aEC y PGI) parecian no ser
capaces de degradar las prolaminas de la variedad OR721 de avena, ya que no se
detectd ninguna banda. Sin embargo, aunque de forma muy tenue, en el caso de la avena
OAT729, se detectaron 2 bandas de degradacion en el extracto proteico duodenal de los
pacientes aEC, mientras que no se observd ningun actividad en las muestras de los
pacientes PGI. Las bandas de degradacion observadas eran mucho mas suaves que las
descritas anteriormente en el patron de degradacion de gliadina [208]. Una posible
explicacion es la diferencia en el contenido de prolaminas con respecto a las proteinas
totales en trigo y avena (69% y 16% respectivamente). Por esta razon, se aumento a
800ul el volumen de extracto de prolamina incluido en el gel, pero no polimerizaba.
Con el objetivo de conseguir una mayor fraccion de prolaminas de avena en el menor
volumen de alcohol posible se procedi6 a realizar la extraccion de las prolaminas de la

avena OA729 en Trizol, cuyos resultados se muestran en la Figura 11.

OA729 en Trizol

Marcador atEC PGl

250kDa
15002 Figura 11: Zimograma de avenina, extraida en Trizol, de la avena
OAT729 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 degradacion en las muestras de los
pacientes aEC (encuadradas en rojo) de aproximadamente 100, 80 y 40
kDa, mientras que en los pacientes PGI no parecia que hubiera habido
degradacion de la avenina.
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Se consiguio una polimerizacion mucho mas rapida del gel, asi como una
distribucion homogénea de la prolamina en el gel. A pesar de observar 3 bandas de
degradacion 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 quizas estdbamos perdiendo una importante cantidad de prolaminas
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durante el proceso de extraccion. Por ello se cuantificd mediante Bradford la cantidad
de proteinas presentes en el extracto de prolaminas, obteniendo una concentracion de
1,13 pg/pl. Finalmente se realizd una dltima extraccion de prolaminas, esta vez en
EtOH 55% con el objetivo de aumentar la concentracion de proteinas obtenidas en el
precipitado final.

Como se observa en la Figura 12, una vez mas, 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. Ademas, la cuantificacion mediante
Bradford dio como resultado una concentracion de 2,32 ug/pl de proteinas en el
precipitado final, mas del doble que la obtenida con el trizol.

Aunque la distribucion 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 degradacion eran mas

nitidas e intensas.

OA729 EtOH 55%

Marcador aEC PGl

250kDa — Figura 12: Zimograma de avenina, extraida en EtOH
gte 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 degradacion en las
muestras de los pacientes aEC (encuadradas en rojo) de
aproximadamente 100, 80 y 40 kDa, mientras que en los
pacientes PGI no parecia que hubiera habido degradacion de
la avenina.
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De las dos variedades de avena estudiadas, solamente se observé actividad
degradadora cuando las prolaminas incluidas en el gel de acrilamida procedian de la

avena OAT729, mientras que en el caso de la avena OR721, no se detectd ningun tipo de
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degradacion. Ademas, esta actividad detectada era especifica de los pacientes celiacos,
ya que los extractos proteicos procedentes de pacientes control no celiacos no mostraron

ningun tipo de bandas de degradacion.

La avena OA729, cuyas prolaminas son degradadas de forma especifica 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 mostrd ningun tipo de degradacion 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 especificas que son capaces de degradar las prolaminas de una
variedad de avena que, ademas, contiene fracciones o péptidos tdxicos que son
reconocidos por el anticuerpo monoclonal G12. Estos resultados sugieren la existencia
de una relacion directa entre el grado de toxicidad de las prolaminas de avena incluidas
en el gel de acrilamida, y su degradacion por parte de las proteasas duodenales
especificas de los pacientes celiacos. Esta relacion toxicidad-degradacion es comparable
a la observada con la gliadina de trigo, la cual resulta toxica para los pacientes celiacos
y ademas es degradada por proteasas duodenales especificas de los pacientes celiacos,
mientras que la zeina de maiz, que no resulta toxica 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 Deteccién de actividad degradadora de gliadina especifica de los pacientes

celiacos en muestras de jugo y cepillado duodenal.

Con el objetivo de conocer més acerca de la localizacion de la enzimas
duodenales especificas de los pacientes celiacos capaces de degradar la gliadina, se
estudio mediante zimografia la presencia de estos enzimas en muestras de jugo
duodenal y cepillado duodenal de pacientes celiacos. La comparacién de esta actividad
enzimética en muestras de tejido duodenal (biopsia), jugo duodenal (aspirado) y capa de
mucus (cepillado) podria permitirnos conocer si se trata de enzimas de la lamina 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, podrian jugar un papel en
la patogenia de la EC.

Se utiliz6 un total de 79 muestras duodenales (Tabla 10).

GRUPOS DE ESTUDIO BIOPSIA DUODENAL | JUGO DUODENAL CEPILLADO DUODENAL

Pacnentes_ control no PGI 10 6 2
celiacos
PaC|ente§ gellacos en | e 11+ 1% 11 + 1* 8
actividad
Pau_entes_ celiacos en DSG e 11 6 + 4**
dieta sin gluten
Total 26 29 20

Tabla 10: Clasificacion de las muestras duodenales incluidas en el estudio mediante zimografia 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 (PGlI), 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 zimografia realizados con biopsias intestinales, las proteinas
totales extraidas eran cuantificadas y de cada una de ellas se cargaban 8ug de proteinas

totales.
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A la hora de realizar los ensayos de zimografia con las muestras de jugo duodenal
y cepillado duodenal, el principal problema con el que nos encontramos fue como
normalizar la cantidad de proteinas totales que se cargan en el gel. Las muestras de jugo
duodenal se recogen mediante aspiracion directa durante la endoscopia. Son muestras
muy diluidas (recogidas en PBS) y aunque el procedimiento llevado a cabo por el
gastroenterdlogo sea exactamente el mismo para todos los pacientes, la localizacién
exacta de estas secreciones en el tracto duodenal es dificil de determinar, ademas de
presentar una composicién que varia 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 mas concentrada, limpia vy
localizada. Las muestra de mucus se recibi6 adherida al cepillo con el que se habia
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 comenzo 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 extraccion
de las proteinas totales de estas muestras utilizando el mismo protocolo empleado para
su extraccion en biopsias: método del trizol. Se realizé la extraccion de 200ul del jugo
duodenal, siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante (pagina 67). Las
proteinas fueron cuantificadas mediante un Bradford, con el objetivo inicial de cargar la
misma cantidad de proteinas totales que se utiliz6 con las biopsias (8ug/muestra). La
cantidad de proteinas obtenidas mediante la extraccién con trizol fue muy pequefa, de
manera que para conseguir una cantidad de proteinas comparable a la obtenida con las
biopsias, era necesario cargar un volumen de muestra demasiado grande. El tamafio de
los pocillos del gel de acrilamida limita el volumen de muestra que se puede cargar a
20 pl aproximadamente, por lo decidimos cargar el maximo volumen de extracto
proteico en SDS al 1% (16ul) junto con el buffer de carga (4ul). Se realizaron varias
pruebas con muestras de jugo duodenal de pacientes aEC, DSG y PGI (resultados no
mostrados). Se observé actividad degradadora en las muestras de los pacientes celiacos,
pero en lugar de bandas de degradacion, la actividad enzimatica se revel6 como rastros
muy difuminados. Consideramos que la falta de degradacién podria ser debida a la poca
cantidad de proteinas obtenidas mediante la extraccion, por lo que decidimos probar a

cargar las muestras de jugo duodenal sin ningun tipo de tratamiento previo ni extraccion
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de proteinas. Se agregd el mismo volumen de muestra que en los ensayos anteriores
(16ul), observandose un incremento importante tanto en la intensidad de la degradacion
como en el nimero de bandas identificadas.

Posteriormente se comenz0 a trabajar con las muestras de cepillado duodenal.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con los aspirados, se decidio que la mejor
forma de recuperar la muestra adherida al cepilla, con al menor contaminacion de RNA
later posible, era homogeneizar el cepillo en 200ul de PBS. De esta manera procedimos
a trabajar con ambos tipos de muestra (jugo y mucus duodenal) diluidas en PBS y sin
ningun tipo de tratamiento previo ni posible contaminacién con los reactivos empleados
durante los procesos de extraccion proteica.

Para realizar los ensayos se utiliz6 el mismo volumen de cada una de las muestras,
sin embargo, la cantidad de proteinas presente en ellas se desconocia. Por tanto, estos
ensayos se realizaron como una primera aproximacion en la comparacion de la
intensidad y numero 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 podrian deberse a una diferencia en el contenido enzimatico total.

En primer lugar se estudié la degradacion 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 representacion del total de

muestras estudiadas.
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PACIENTES CELIACOS EN ACTIVIDAD

BIOPSIA DUODENAL JUGO DUODENAL CEPILLADO DUODENAL
1 2 4 5 6
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s 75kDa
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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 estudi6 la
capacidad degradadora de gliadina de extractos proteicos obtenidos de biopsias duodenales (lineas 1y 2), de muestras
de jugo duodenal (lineas 3 y 4) y de muestras de cepillado duodenal (lineas 5 y 6). Junto a cada tipo de muestra esta
el marcador de peso molecular utilizado en cada experimento. Las bandas de degradacion se observan como ausencia
de color. En todas las muestras se detectd degradacion de la gliadina incluida en el gel.
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Tanto en el jugo duodenal como en el cepillado duodenal procedente de estos
pacientes se observaron bandas de degradacion 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 niUmero de bandas de degradacién aumentaba,
observandose 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 estudid la degradacion 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 representacion del total de muestras
de pacientes PGI analizadas.
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PACIENTES CONTROL NO CELIACOS

BIOPSIA DUODENAL ASPIRADO DUODENAL CEPILLADO DUODENAL
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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 estudio la
capacidad degradadora de gliadina de extractos proteicos obtenidos de biopsias duodenales (lineas 1y 2), de muestras
de jugo duodenal (lineas 3 y 4) y de muestras de cepillado duodenal (lineas 5 y 6). Junto a cada tipo de muestra esta
el marcador de peso molecular utilizado en cada experimento. Las bandas de degradacion se observan como ausencia
de color. Solamente se observé degradacion en las muestras de cepillado duodenal.

En ninguna de las muestras de biopsia y jugo duodenal estudiadas se observo
ningun tipo de degradacion de la gliadina, sin embargo, en las muestras de cepillado
duodenal se vio un rastro de degradacion menos definido y con un elevado peso

molecular.

Finalmente se estudio la degradacién 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 observd degradacion de la gliadina, siendo ésta mas intensa

cuando se trataba de las muestras de jugo duodenal y cepillado duodenal (Figura 15).
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PACIENTES CELIACOS EN DIETA SIN GLUTEN

BIOPSIA DUODENAL ASPIRADO DUODENAL CEPILLADO DUODENAL
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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
estudid la capacidad degradadora de gliadina de extractos proteicos obtenidos de biopsias duodenales (lineas 1y 2),
de muestras de jugo duodenal (lineas 3 y 4) y de muestras de cepillado duodenal (lineas 5 y 6). Junto a cada tipo de
muestra esta el marcador de peso molecular utilizado en cada experimento. Las bandas de degradacion se observan
como ausencia de color. Se observé degradacion en todas las muestras estudiadas, siendo mas intensa en las muestras
de cepillado duodenal.

Para completar el estudio se analiz6 mediante zimografia el patron de degradacion
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

degradacion obtenidos.
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DOS TIPOS DE MUESTRA PROCEDENTES DE UN MISMO PACIENTE

Paciente DSG 1 Paciente DSG 2 Paciente DSG 3 Paciente DSG 4 Paciente aEC

biopsia cepillado biopsia cepillado biopsia cepillado biopsia cepillado biopsia aspirado

II I .’vi'
b

Figura 16: Zimograma de gliadina representativo de varios experimentos independientes utilizando parejas de
dos tipos de muestra duodenal procedentes de un mismo paciente. Se estudié 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
degradacién se observan como ausencia de color. Al comprar la actividad degradadora en dos tipos de muestra
obtenidas de un mismo paciente se observd que en las muestras de cepillado el patron de degradacion es mucho mas
intenso y definido que en las biopsias intestinales, donde parece haber desaparecido. Sin embargo, en las muestras
procedentes de un paciente aEC, el patron de degradacion es mas intenso en el jugo duodenal, pero mejor definido en
la biopsia.

En el caso de los pacientes DSG, se estudio 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 gastroenterélogo primero hace un raspado con el
cepillo de la zona que va a biopsiar y a continuacion toma la muestra de tejido. Al
comparar la degradacion en ambos tipos de muestra se observé 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 detecté una banda
de degradacion. En cambio, cuando las proteasas provenian de las muestras de cepillado
duodenal, en todos los pacientes se detectd una clara actividad degradadora de la
gliadina que ademés presentaba un patrén 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 realiz6 una aspiracion 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 observo 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 aparecia
como una mancha.

Creemos que las diferencias observadas tanto en la intensidad como en el patrén
de la actividad degradadora podria estar directamente relacionado tanto con la cantidad
de proteinas de cada una de las muestras como con la localizacion de las proteasas en
las diferentes zonas de la mucosa intestinal estudiadas. Es importante destacar las
diferencias en la degradacion 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. Aungue se desconozca la cantidad de proteinas presentes en las muestras de
cepillado, lo l6gico 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 proteinas, sino a la
cantidad de enzimas capaces de degradar la gliadina.

La capa de mucus que recubre el epitelio intestinal (cepillado) parece tener mas
cantidad de enzimas capaces de degradar la gliadina que el propio tejido, y ademas,
podrian 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 degradacion menos definidas.



Capitulo V: Actividad degradadora de prolaminas

5.4.3 El péptido 8-mer aparece inicamente en cereales téxicos para los celiacos y
tiene una secuencia que se solapa o esta préxima a tres epitopos de gluten ya

descritos.

El patron de proteasas degradadoras de gliadina especificas de la mucosa
duodenal de los pacientes celiacos descrito en trabajos anteriores permitio la
identificacion de un péptido nuevo (8-mer) derivado de la w-gliadina durante dicha
digestion (antecedentes capitulo V, pagina 62). Este péptido fue identificado en la
gliadina, sin embargo se desconocia 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 proteinas de gluten toxicas 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 homologas del péptido 8-
mer que se restringian a las prolaminas y gluteninas de los cereales que resultan toxicos
para los pacientes celiacos como trigo, cebada y centeno. No se encontrd ninguna
secuencia del péptido 8-mer en los cereales no téxicos para los celiacos como arroz o
maiz.

Se identificd al menos una copia entera del péptido en 10 especies diferentes de
los siguientes géneros de gramineas: Hordeum, Triticum, Lophopyrum, Aegilops y
Secale (Tabla 11). Las prolaminas que presentaron mayor nimero de copias del péptido
8-mer fueron la w-gliadina de Triticum con 87 péptidos encontrados, y la w-secalina de

Secale con 160 péptidos encontrados.
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Prolaminas | Proteina Num.acceso Puntuacion Num
péptidos
Hordeina C-hordein storage protein, partial (Hordeum vulgare) 0i|123461 152 1
B3-hordein (Hordeum vulgare) 0i|123459 137 1
C-hordein (Hordeum vulgare) gij442524 582 2
C-hordein (Hordeum vulgare subsp. Vulgare) gi|442524 659 3
Glutenina D-type LMW* glutenin subunit (Triticum aestivum) 0i|208605344 724 3
v-gliadina y-gliadin (Trtiticum aestivum) 0i|379319141 223 1
o-gliadina | o-gliadin storage protein (Triticum aestivum) 0i|10444084 489 3
w-gliadin partial (Triticum aestivum) gi|224747073 647 3
w-gliadin partial (Triticum aestivum) 0i|224746065 621 5
w-gliadin partial (Triticum aestivum) gi|224747071 716 5
Putative w-gliadin (Triticum aestivum) 0i|63252971 775 3
w-gliadin partial (Triticum aestivum) gi|224747067 799 6
w-gliadin partial (Triticum urartu) 0i|294998471 483 4
w-gliadin partial (Triticum urartu) 0i|294998469 647 3
w-gliadin partial (Triticum urartu) 0i|294998467 685 5
w-gliadin partial (Triticum urartu) 0i|294998465 679 6
:égilll?;g:des;;artlal (Triticum monococcum  subsp. 4i[294998463 540 1
;oégillizzgr:desartial (Triticum  monococcum  subsp. 4i[294998461 631 1
w-gliadin partial (Triticum monococcum) 0i[294998449 674
w-gliadin partial (Triticum monococcum) i|294998453 645
w-gliadin partial (Triticum monococcum) 0i|294998455 567
;oégillizz;r;desp;artial (Triticum  monococcum  subsp. 4i[294998461 631 1
w-gliadin partial (Triticum monococcum) 0i[294998449 674 2
w-gliadin partial (Triticum monococcum) 0i|294998453 645 1
w-gliadin partial (Triticum monococcum) 0i|294998455 567 2
w-gliadin partial (Triticum monococcum) 0i|294998457 713 1
w-gliadin partial (Triticum monococcum) 0i|294998451 647 1
;o{;?;;io(l)llr::hicupn?;tlal (Triticum  turgidum  subsp. 4i[281398157 678 )
w-gliadin partial (Lophopyrum elongatum) 0i|224747083 647
w-gliadin partial (Lophopyrum elongatum) 0i|224747089 666
w-gliadin partial (Lophopyrum elongatum) i|224747087 656
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Prolaminas | Proteina NUm.acceso Puntuacion Num
péptidos

o-gliadin  partial ~ (Triticum  aestivum  x gil224747080 | 647 1
Lophopyrum elongatum)
o-gliadin  partial ~ (Triticum  aestivum  x Gil224747075 | 652 4
Lophopyrum elongatum)
o-gliadin ~ partial ~ (Triticum  aestivum X gil224747078 | 703 6
Lophopyrum elongatum)
w-gliadin (Aegilops markgrafii) gij410025837 | 612 2
w-gliadin (Aegilops markgrafii) gij410025835 | 578 2
w-gliadin (Aegilops markgrafii) gij410025829 | 668 3
w-gliadin (Aegilops markgrafii) 0i|410025833 | 676 3
w-gliadin (Aegilops markgrafii) gij410025831 | 759 4
w-gliadin partial (Aegilops tauschii) gi|373430784 | 592 1
w-gliadin partial (Aegilops tauschii) gi|50313199 781 3

o-secalina | Putative w-secalin (Triticum aestivum) gi[226247119 | 196 1
Putative w-secalin (Triticum aestivum) 0i[226247117 | 202 1
Putative w-secalin (Triticum aestivum) gi[226247115 | 286 2
Putative -secalin (Triticum aestivum) gij226247113 | 205 2
Putative -secalin (Triticum aestivum) 0i[226247111 | 290 1
Putative -secalin (Triticum aestivum) gij226247109 | 315 2
Putative -secalin (Triticum aestivum) gi[226247107 | 328 1
Putative w-secalin (Triticum aestivum) 0i|226247105 | 313 1
Putative -secalin (Triticum aestivum) gi[226247103 | 327 1
Putative -secalin (Triticum aestivum) gij226247101 | 310 1
Putative -secalin (Triticum aestivum) 0i[226247099 | 359 2
Putative -secalin (Triticum aestivum) gij226247097 | 289 3
Putative w-secalin (Triticum aestivum) 0i|226247095 | 317 4
Putative w-secalin (Triticum aestivum) gi|226247093 | 392 3
Putative w-secalin (Triticum aestivum) 0i|226247091 | 334 2
Putative w-secalin (Triticum aestivum) 0i|225625618 | 295 2
Putative o-secalin (Triticum aestivum) gi|225625624 | 366 3
Putative w-secalin (Triticum aestivum) 0i|225625620 | 399 2
Putative w-secalin (Triticum aestivum) 0i|225625622 | 416 3
Putative w-secalin (Triticum aestivum) 0i[225625614 | 463 1
Putative w-secalin (Triticum aestivum) 0i|225625616 | 444 4
w-secalin (Triticum aestivum) 0i|229610236 | 516 2
w-secalin (Triticum aestivum) 0i[229610230 | 573 4
w-secalin (Triticum aestivum) 0i|229610226 | 700 5
w-secalin (Triticum aestivum) 0i|229610238 | 698 4
w-secalin (Triticum aestivum) 0i|229610234 | 699 5
w-secalin (Triticum aestivum) 0i[229610232 | 577 5
w-secalin (Triticum aestivum) 0i|229610228 | 703 6
Putative o-secalin (Triticum aestivum) 0i|225625626 | 708 6
w-secalin (Secale cereale) gi[2145025 692 4
Secl precursor (Secale cereale) gi|21202 677 6
w-secalin (Secale cereale) 0i[229610198 | 661 4
w-secalin (Secale cereale) 0i[229610196 | 687 6
w-secalin (Secale cereale) 0i|229610194 | 654 5
w-secalin (Secale cereale) 0i|229610192 | 685 5
w-secalin (Secale cereale) 0i|229610190 | 664 5
Secl precursor (Secale cereale) gi|21204 669 6
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Prolaminas | Proteina NUm.acceso Puntuacion Num
péptidos
w-secalin (Secale cereale) 0i[229610196 687 6
w-secalin (Secale cereale) 0i|229610194 654 5
w-secalin (Secale cereale) 0i[229610192 685 5
w-secalin (Secale cereale) 0i|229610190 664 5
Secl precursor (Secale cereale) gi|21204 669 6
w-secalin (Triticum aestivum x Secale cereale) 0i[229610219 661 6
w-secalin (Triticum aestivum x Secale cereale) 0i|229610217 700 6
w-secalin (Triticum aestivum x Secale cereale) 0i[229610215 645 4
w-secalin (Secale cereale x Triticum durum) 0i|229610210 704 6
w-secalin (Secale cereale x Triticum durum) gij229610208 696 6
w-secalin (Secale cereale x Triticum durum) gi[229610206 687 6
w-secalin (Secale cereale x Triticum durum) 0i|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 proteinas estan agrupadas de acuerdo al tipo de prolamina (y-gliadina,
w-gliadina, m-secalina, hordeina y glutenina). En la tabla se indica el nimero de copias del péptido 8-mer encontradas
en cada secuencia.

LMW (Low Molecular Weight)= Gluteninas de bajo peso molecular.

Ademas, se realiz6 una basqueda en las proteinas que contenian el péptido 8-mer
de los epitopos de gluten de células T ya identificados como especificos 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 epitopos de gluten de células T.

El epitopo QQPFPQQPQ fue el mas repetido, solapando con el péptido 8-mer en
un 34.5% de las copias del péptido encontradas en la w-gliadina, con un 13.1% de las
encontradas en la m-secalina, con un 14.3% en el caso de la hordeina y con un 33.45%
de las copias encontradas en la glutenina. Dos epitopos mas (QQPQQPFPQ vy
PFPQPQQPF), a pesar de no solapar con el péptido 8-mer, se encontraban muy cerca de
su secuencia y ademas de una manera mas abundante en la w-secalina que en otras

prolaminas.
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Prolaminas | Epitopos de células T Péptidos
y-gliadina QQPQQPFPQ QQP.FPLQPQQP.FPQPQQPQQPFPQ.X
X.FPLQPQQP.FPQQPQQP
- QQPFPQQPQ e 0 ©
o-gliadina QQX.FPLQPQQP.FPQQPQQPFPQ.X
QQPQQPFPQ
QLQQPFPQQPQQP.FPLQPQQP.FP
i | QQPFPQQPQ QQX.FPLQPQQP.FPQQPQ
Grsecaiing PFPQPQQPF QQX.FPLQPQQP.SPQQPQLPFPQPQQPFVVVV
Hordef QQPFPQQPQ QQP.FPLQPQOQP.FPQOPQQPFPQPQQPFR
ordeina PFPQPQQPF QQPFEPQPQQP.FPLQPQQP.FP
Glutenina | 20 220 S.FPLQPQQP.FPQQPOQPFPQP
QQPQQPFPQ

QQPQOPEPQQPQQP.FPLQPQQP.FP

Tabla 12: Identificacion y anélisis de los alineamientos de secuencia entre el péptido 8-mer y tres conocidos
epitopos de gluten de células T. En negrita se marca la secuencia del péptido 8-mer, y las secuencias de los epitopos
de gluten de células T estan subrayados.

Los estudios in silico realizados en esta tesis han permitido identificar mas de
250 secuencias homdlogas del péptido 8-mer en prolaminas de cereales tdxicos para los
pacientes celiacos, que ademas, aparecen solapan con un epitopo de gluten con cierta
frecuencia. Estos hallazgos sugirieron la posibilidad de que el péptido 8-mer pudiera
tener un efecto toxico directo sobre el epitelio de los pacientes celiacos y que ademas,
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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6.1 Antecedentes

La deteccion de actividad degradadora de gliadina, especifica de los pacientes
celiacos, en muestras de jugo y cepillado duodenal nos llevo a pensar que quizés la
propia composicion de esas muestras en esos pacientes pudiera tener algin efecto
perjudicial sobre el epitelio intestinal, haciéndolo mas susceptible a la toxicidad de los
péptidos. En primer lugar, quisimos saber si las uniones estrechas entre las células
epiteliales se veian alteradas tras su estimulo con las muestras de jugo duodenal,
barajando la hipétesis de que el contenido duodenal de los pacientes celiacos , de alguna
manera, podria alterar la permeabilidad intestinal y permitiendo el paso de un mayor
namero de péptidos a la lamina propia.

Como se ha explicado en el capitulo | de este trabajo, las alteraciones provocadas
en el epitelio intestinal de los pacientes celiacos tras el contacto directo con los péptidos
derivados de la digestion del gluten han sido descritas en varios trabajos. Los cambios
estructurales de las uniones estrechas de los enterocitos se han observado tanto a nivel
morfolégico como de expresion de las proteinas responsables de mantener en equilibrio
la permeabilidad celular. Ademas, segln la teoria patogénica de la EC basada en una
doble sefial, los péptidos de gluten desencadenan una primera respuesta inmune innata,
caracterizada por la entrada de las células epiteliales en una situacion de estrés, que se
manifiesta como un incremento en la secrecidn de citocinas pro-inflamatorias, expresion
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
proteinas 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 dafio

provocado por los péptidos de gluten.
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6.20bjetivos concretos

1. Estudiar mediante inmunofluorescencia cambios estructurales en las proteinas 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 expresion de IL-15, TGF-B, 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 expresion de 1L-15, TGF-B, 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.

o Materiales

26. Linea celular Caco-2 (Epithelial and adherent Caco-2 cells, p44, Health
Protection Agency, Reino Unido).

27. DMEM/High glucose (ThermoFisher Scientific, Espafia)

28. FBS, Fetal Bovine Serum (Cultek, Espafia)

29. Aminoécidos no esenciales NEAA (MEM Non-Essential Amino Acids Solution
(100x), ThermoFisher Scientific, Espafia)

30. HEPES Buffer Solution (1M) (Gibco, Life Tecnologies, Espafia)

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® (ThermoFisher Scientific, Espafia)

34. Transwell (24 pocillos, tamafio de poro 0.4um, ThermoFisher Scientific,
Espafia)

35. Rabbit polyclonal to ZO1 tight junction protein (ab59720, Abcam, Reino Unido)
36. Alexa Fluor 594 goat anti-rabbit 1IgG (H+L) (A11012, Life Technologies S.A,
Espafia)

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
Céamara DigitalDXM1200C Nikon Eclipse 80i, USA).

40. Medio de congelacién Bambanker (Serum-Free Cell Freezing Medium, Nippon
Genetics Europe, Alemania)

41. Crioviales (Cultek Molecular Bioline, Espafia)

42. Tryple (ThermoFisher Scientific, Espafia)

43. Tampon fosfato salino (PBS without Phenol red, without Ca2+ without Mg2+
(Lonza, Cambrex lberia, Espafia)

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, Espafia).

47. High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems Life
Tecnologies, Esparia).

48. iTag ™ Universal SYBR ® Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, USA).
49. NanoDrop® (ThermoFisher Scientific, Espafia)

50. LightCycler 480 Multiwell Plate 96, White (Roche, Esparia).

51. DC™ Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, USA).

52. Péptidos sintéticos (Biomedal, Espafia)

e Métodos

1. Linea celular Caco-2

Las celulas Caco-2 son células derivadas de adenocarcinoma de colon humano y
se diferencian de forma espontanea 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
absorcién de drogas en humanos y estudiar dichos mecanismos. Las células caco-2
tienen un inusual elevado grado de diferenciacion, que junto con el hecho de que estas
células se diferencian de forma espontanea en un medio normal que contenga suero, las
convierte en una de las lineas celulares principales en estudios de transporte epitelial
[119]. Tras 20-30 dias de cultivo, una vez que han llegado a confluencia, estas células
muestran de forma gradual polaridad morfoldgica 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 dias 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 dias de haber alcanzado la
confluencia, la superficie ocupada por cada célula alcanza su minimo y es ahi cuando se

considera que las celulas Caco-2 presentan una morfologia tipica de enterocitos.
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Las caracteristicas morfologicas y ultraestructurales de éstas células son muy
heterogéneas a traves 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)
= Celulas heterogéneamente diferenciadas (hasta los 20 dias siguientes a la
confluencia)
= Células homogéneamente polarizadas y diferenciadas (30 dias o mas después de la
confluencia)

Tras 21 dias 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 via de transporte paracelular. Estudios realizados en el afio 2004
por Daniel R Clayburgh et al [217] demostraron que estas uniones son estructuras

capaces de alterar la permeabilidad celular en respuesta a diferentes estimulos.

2. Cultivo, mantenimiento y estimulo de las células Caco-2

2.1 Congelacién

Las células adheridas en cultivo en un Flask se lavaron con PBS y a continuacion
fueron tratadas con 5ml de tripsina durante 3 min a temperatura ambiente. A
continuacion, 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 procedid al contaje de las células para su resuspension en el medio de congelacién
Bambanker a razon de 1 millén/ml/criovial. Tras su congelacién a -80°C durante 24h, se

almacenaron en nitrogeno liquido hasta su uso.

2.2 Descongelacion

Para la descongelacion de las células, se sumergio el vial en el bafio a 37°C
durante 5 minutos y se resuspendio en 5ml de medio DMEM sin suplementar. Tras una
centrifugacion de 5 min a 1200 rpm, el precipitado se resuspendié 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
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Penicilina-estreptomicina. A continuacion se procedié a sembrar las células con el
medio de cultivo completo en botellas Flasc de 25cm? y fueron incubadas a 37°C y 5%
de CO,. Antes de sembrar las células necesarias para realizar los experimentos, se

realizaron al menos 3 pases.

2.3 Pases

Las células se incubaron a 37°C y 5% de CO, cambiando el medio cada 2 dias
hasta que llegaron al 80% de confluencia. En ese momento se retird el medio de cultivo,
se lavd con PBS y se trataron con 5ml de tripsina durante 5 min a temperatura ambiente.
Una vez que las células se habian despegado, se agregaron 15ml de medio de cultivo
para inactivar la tripsina y de ahi, se pasaron a dos botellas nuevas haciendo una
dilucion 1:2. Una vez que se realizaron los 3 pases, se sembraron las células en placas
de 24 pocillos, a razon de 50.000/pocillo/Iml de medio DMEM completo y se dejaron
crecer durante 7 dias cambiado el medio cada dos dias.

3. Estimulos para estudios de expresidon molecular por QPCR

A los 7 dias, tras hacer un lavado, se agregaron los estimulos correspondientes.

Jugo duodenal

- Grupos de estudio: aEC (n=2), DSG (n=2) y PGI (n=2). Todos por duplicado.

- Condiciones de estimulo: Se agreg6 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 incubd durante
24 horas a 37°C y 5% de CO,.

Cepillado duodenal

- Grupos de estudio: aEC (n=2), DSG (n=2) y PGI (n=2). Todos por duplicado.

- Condiciones de estimulo: Se agrego 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 incub0
durante 24 horas a 37°C y 5% de CO,.



Capitulo VI: Epitelio intestinal

Péptidos

- Péptido 33-mer desaminado: LQLQPFPQPELPYPQPELPYPQPELPYPQPQPF

- Péptido 8-mer desaminado: FPLQPEQP

- Péptido 8-mer control: FPLQPHQP

- Condiciones de estimulo: Se agrego el péptido correspondiente a una concentracion de
25,5uM en 1ml de medio de cultivo completo al 2% de FCS/pocillo. Se incubo durante
16 horas a 37°C y 5% de CO,,

4. Inmunofluorescencia

El estudio de las uniones estrechas (Tight Junctions) en la linea celular Caco-2
tras los diversos estimulos se realizd mediante inmunofluorescencia en transwell (TW)

de acuerdo al siguiente protocolo que fue estandarizado para este trabajo:

Las células se sembraron en los TW a razon de 20.000 células/TW en 200ul 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. EI medio de cultivo se cambi6
entre las 6-16h posteriores a la siembra.

Al sexto dia de crecimiento se agrego6 el estimulo 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 50ul por TW, y se estudiaron por
duplicado. Ademas, se incluyeron dos estimulos con gliadina y gluten (50ug/ml). Todos
los estimulos fueron de 24 horas a 37°C y 5% de CO, y a continuacion se retir6 el medio
de cultivo y se hizo un lavado con PBS a 4°C.

Las células fueron fijadas en metanol absoluto, a -20°C durante toda la noche. Una
vez fijadas, se permeabilizaron con acetona que se dejé actuar durante 1 minuto, y se
retird, permitiendo que se secara el TW. A continuacion se realizé un lavado con PBS
durante 10 min a temperatura ambiente. Para bloquear las uniones inespecificas se
agrego PBS al 5% de FCS que se incub6 durante 30 minutos a 37°C y 5% de CO..

Para la incubacion con el anticuerpo primario, se agrego 1ug/ml en un volumen de
200ul arriba y 1ml debajo de solucion de blogueo del anticuerpo anti-Zo-1 y se incubd

toda la noche a 4°C. Tras realizar dos lavados con PBS a 4°C, se
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- Lavado: lavar dos veces con PBS a 4°C arriba y abajo, se agregd el anticuerpo
secundario (Alexa Fluor 594) diluido 1:500 en la solucién de bloqueo: 200ul en la parte
superior y 1ml en la parte inferior del TW y se incubd 2 horas a temperatura ambiente y
oscuridad. Una vez més se realizaron dos lavados con PBS a 4°C arriba y abajo y se
agrego el marcador del nucleo celular (DAPI) diluido 1:2000 en la solucion de blogueo:
200ul en la parte superior y 1ml en la parte inferior del TW. Tras una ultima incubacion
de 2 minutos a temperatura ambiente y oscuridad, se hicieron dos lavados con PBS a
4°C y un lavado con agua destilada. Las membranas de los TW se recortaron y se
colocaron boca abajo sobre el portaobjetos donde previamente se habia afiadido una

gota del medio de montaje.

5. Retrotranscripcion del ARN a ADN complementario (RT-PCR)

Mediante la transcriptasa reversa, el ARN se transcribié a ADN complementario
(ADNCc) usando el kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” y utilizando

primers al azar.

6. Analisis de expresion molecular por PCR cuantitativa (QPCR)

Esta técnica permite determinar los niveles de expresion de ARNm de diferentes
moléculas (Tabla 13). Para ello se utilizd el LightCycler ® 480. Las reacciones se
realizaron con iTagq ™ Universal SYBR ® Green Supermix, siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. Todos los primer fueron disefiados utilizando el Primer
Blast, de NCBI y sintetizados en MWG biotech.

Se realiz6 una cuantificacion relativa de la expresion de genes utilizando el
método 2 delta-delta Ct [218]. Los resultados fueron analizados utilizando el programa
estadistico GraphPad Prism (GraphPad Software, USA), aplicando el test no
paramétrico two tailed Mann-Whitney U, considerando el nivel de p<0.05 como
estadisticamente significativo. Los datos se representan como la media + error estandar

de la media.
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Molécula Secuencia de los primer °C

Fw: 5 GAA GGT GAA GGT CGA GTC 3’
[of

GADPH Rv:5" GAA GAT GGT GAT GGG ATTTC 3’ 60°C

TGF-B Fw: 5> GGA CAC CAA CTATTG CTT CAG 3’ 60°C
Rv: 5 TCC AGG CTC CAAATGTAGG 3

Ocludina Fw: 5> CGA AGA AAG ATG GAC AGG TAT GAC ¥’ 60°C
Rv: 5 AAG TCA TCC AGA GGT GAAGT ¥’

70-1 Fw: 5> AGA GAT GAA CGG GCT ACGCTA ® 60°C
Rv: 5° TTT ACA GGA GTT GAG ACA GCCC 3’

MICA Fw: 5" TTG ACA GGG AAC GGAAAGGA ¥ 60°C
Rv: 5 CCA GGT TTT GGG AGA GGA AGA 3’

IL-1 Fw: 5> CCA ACT GGG TGA ATG TAA TAA GTG ¥ 60°C

> Rv: 5 CAG ATT CTG TTA CAT TCC CAT TAG AAGA 3’

Tabla 13: Moléculas estudiadas por PCR cuantitativa y primer empleados para cada una de ellas.

Los resultados obtenidos del andlisis mediante PCR cuantitativa de los niveles

de expresion de las diferentes moléculas se representan como el Fold Change o ndmero

de veces que la expresion de dicha molécula tras el estimulo correspondiente intrementa

o disminuye con respecto al estado basal (marcado en las graficas con una linea

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 estudid
el efecto en la estructura de las uniones estrechas tras el estimulo de las células con
muestras de jugo duodenal de los diferentes grupos de pacientes (3 pacientes aEC, 3
pacientes PGl y 3 pacientes DSG). Para ello, se realizO un ensayo de
inmunofluorescencia en el que se marco la proteina Zo-1 de las TJs en las células Caco-

2 estimuladas.

En la Figura 17 se muestran las imagenes 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 tenian un aspecto similar al que presentaban en estado basal, sin embargo,
cuando el jugo duodenal procedia de un paciente aEC, las células epiteliales se
alargaban y sus membranas aparecian mucho maés estiradas. Si el paciente celiaco ya
seguia una dieta libre de gluten, la presencia del jugo duodenal no alteraba la estructura
de las membranas celulares. En cuanto a los estimulos con gliadina y gluten, en ambos
casos se observo el mismo efecto que ocurria con la muestra de jugo duodenal de los

pacientes aEC: las membranas celulares se estiraban.

Las TJs son un elemento central en la regulacion 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 biolégicos que precede a la
enfermedad celiaca [220]. Existen numerosos estudios que demuestran el efecto de la

gliadina en la funciédn de la barrera intestinal [221-222].
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Gliadina

Figura 17: Inmunofluorescencia de la proteina Zo-1 de las uniones estrechas en células Caco-2. Imagenes de
microscopia 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
50pl de jugo duodenal de un paciente PGI (PGI), células Caco-2 estimuladas durante 24 horas con 50ul de jugo
duodenal de un paciente aEC (aEC), células Caco-2 estimuladas durante 24 horas con 50ul de jugo duodenal de un
paciente DSG (DSG), células Caco-2 estimuladas durante 24 horas con 50ug/ml de gliadina (Gliadina) y células
Caco-2 estimuladas durante 24 horas con 50ug/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 estimulo
(membranas lisas).

Los analisis funcionales, estructurales y moleculares demuestran que las uniones
estrechas o TJs entre las células del epitelio intestinal estan alteradas en los pacientes
con enfermedad celiaca [128]. Se ha descrito como la gliadina induce cambios en la
morfologia de las membranas de los enterocitos. Las uniones estrechas o TJs se vuelven
mas 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 alteracion en las TJs muy similar al observado con los estimulos 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 estimulo 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

expresion de TGF-B y aumentan la de MICA en las células Caco-2.

Para los estudios de expresion molecular se utilizaron cultivos en placa de
células Caco-2 (material y métodos pagina 93).

En primer lugar quisimos estudiar el efecto de las muestras de jugo duodenal y
cepillado duodenal en la expresion 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-B, por su papel como citocina anti-inflamatoria en dicha
enfermedad. Para realizar estos ensayos, se utiliz 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 anélisis
estadistico se realizé entre los valores de expresion obtenidos tras el estimulo con las
muestras de los pacientes aEC o0 DSG y los obtenidos con las muestras de los pacientes
PGI. El analisis estadistico se realiz6 de forma independiente en las muestras de jugo

duodenal y de cepillado duodenal.

En la Figura 18 se muestran los niveles de expresion de IL-15 en las células
Caco-2 estimuladas. En todos los casos se produjo un incremento de la expresion de la
IL-15. Los niveles eran ligeramente superiores tras el estimulo con las muestras de
cepillado, sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas

entre ninguno de los grupos de pacientes.
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Niveles de expresiéon de IL-15 en células Caco-2

Fold Change

Cepillado DSG

Cepillado aEC

Jugo DSG Cepillado PGI

Jugo PGI Jugo aEC

Figura 18: Niveles de expresion de IL-15 en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 50ul
de jugo duodenal y 20pl 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 nimero de veces que se
incrementa la expresion de la molécula con respecto al estado basal (linea discontinua) como la media + error
estandar de la media. El valor de p<0.05 se considero estadisticamente significativo.

En cuanto al TGF-B, todos los estimulos, independientemente del tipo de
muestra y del paciente, disminuyeron sus niveles de expresion (Figura 19), y ademas,
se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p=0.0023) entre los niveles de
expresion del TGF-B en las células epiteliales estimuladas con jugo duodenal de

pacientes aEC y PGl.

Niveles de expresion de TGF-f§ en células Caco-2

Fold Change

*%

T T T T T T
Jugo PGI Jugo aEC Jugo DSG Cepillado PGI Cepillado aEC Cepillado DSG

Figura 19: Niveles de expresion de TGF-p en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 50ul
de jugo duodenal y 20l 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 nimero de veces que se
incrementa la expresion de la molécula con respecto al estado basal (linea discontinua) como la media + error
estandar de la media. El valor de p<0.05 se considero estadisticamente 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 expresion 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.

Niveles de expresién de MICA en células Caco-2

34 *k%k

*k%k

Fold Change

Jugo PGI Jugo aEC Jugo DSG Cepillado PGI Cepillado aEC Cepillado DSG

Figura 20: Niveles de expresién de MICA en células Caco-2. Las células fueron estimuladas durante 24h con 50ul
de jugo duodenal y 20p1 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 nimero de veces que se
incrementa la expresion de la molécula con respecto al estado basal (linea discontinua) como la media + error
estandar de la media. El valor de p<0.05 se considerd estadisticamente significativo (*** p<0.001).

Las muestras de jugo duodenal de los pacientes celiacos, independientemente de
la dieta, aumentaban los niveles de expresion de la molécula MICA, de una manera
estadisticamente significativa en comparacion con las muestras de jugo duodenal de los
pacientes control PGI. Sin embargo, aunque todas las muestras de cepillado duodenal
inducian la expresion 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

expresion de Ocludina y Zo-1 en las células Caco-2.

Las alteraciones morfoldgicas observadas de las membranas de las células Caco-
2 tras su estimulo 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 expresion de las principales proteinas que componen las TJs:
Ocludina y Zo-1. En la Figura 21 se representan los niveles de expresion 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 estimulos estudiados incrementaban la expresion
de la Ocludina con respecto al estado basal. Las muestras de cepillado duodenal de los
pacientes aEC disminuian de forma significativa los niveles de expresion de la Ocludina
con respecto a los conseguidos tras el estimulo con los cepillados duodenales de los

pacientes PGl y de los pacientes DSG.

Niveles de expresién de Ocludina en células Caco-2

Fold Change

Jugo PGI Jugo aEC Jugo DSG Cepillado PGI Cepillado aEC Cepillado DSG

Figura 21: Niveles de expresion 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 linea discontinua marca el nivel basal de expresion. Las diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) se indican como *.

El estimulo de las células caco-2 con las muestras de jugo duodenal incremento
la expresion de la proteina 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 expresion de Zo-1 con respecto

al cepillado de los pacientes PGI.
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Niveles de expresién de Zo-1en células Caco-2

2.5

Fold Change

Jugo PGI Jugo aEC Jugo DSG Cepillado PGI Cepillado aEC Cepillado DSG

Figura 22: Niveles de expresion 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 linea discontinua marca el nivel basal de expresion. Las diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) se indican como *.

6.4.4 Las muestras de cepillado duodenal de los pacientes celiacos favorecen el
incremento en la expresion 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 podrian condicionar el dafio producido por los péptidos tdxicos sobre el mismo
en los pacientes celiacos. En caso de que la composicion del jugo y/o del cepillado
duodenal fuera diferente en los pacientes celiacos y en los controles no celiacos, ¢seria
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 aminoéacido.
También se estudié el efecto sobre las células epiteliales de los péptidos solos, sin
previa incubacion con las muestras duodenales. En todos los casos se analizo la
expresion de las moléculas estudiadas en el ensayo anterior: IL-15, TGF-f, MICA,

Ocludinay Zo-1.
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Se observd 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 expresion 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 expresion
de la IL-15 cambia cuando las células son previamente incubadas con las muestras de
cepillado duodenal (Figura 23). El péptido 8-mer, previa incubacién de las células con
muestras de cepillado duodenal de pacientes PGI y aEC, incrementa significativamente
la expresion de IL-15. El péptido 8-mer control tiene un efecto similar, sin embargo, la
estadistica confirma que su incremento de la expresion de la IL-15 tras la incubacién
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 expresion de la IL-15.

Nuestros resultados muestran como los péptidos por si solos no modifican los
niveles de expresion de esta citocina, sin embargo, en presencia de las muestras de
cepillado duodenal, los péptidos inducen un incremento en la expresion 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 comparacién con los pacientes tratados con una DSG y los
pacientes control no celiacos [226] y ademas los niveles de expresion de la 1L-15 estan
directamente relacionados con el grado de atrofia intestinal. Por otro lado, los péptidos
toxicos como el 19-mer y el 33-mer, inducen una respuesta inmune innata inespecifica
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 expresion de I1L-15 por células
mononucleares de la lamina propia [227], sin embargo el principal mecanismo depende
de la liberacion de IL-15 por los enterocitos [226]. La IL-15 actia como mediador de la
respuesta innata y la lesion epitelial, ademas de promover la supervivencia de los

linfocitos T especificos y el mantenimiento de la respuesta inflamatoria [228].
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Niveles de expresion de IL-15 en células Caco-2

Fold Change
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Figura 23: Niveles de expresion 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
concentracion de 25.5uM. La linea discontinua marca el nivel basal de expresion. Las diferencias estadisticamente
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
disminucién en la expresion del TGF-B provocada por el péptido 33-mer en las

células caco-2.

En relaciéon al TGF-B, el estimulo de las células Caco-2 con muestras de jugo
duodenal de pacientes aEC disminuyd de forma significativa sus niveles de expresion
(Figura 19). Tras el estimulo de las células epiteliales con los tres péptidos (Figura 24),
no se observaron diferencias en los niveles de expresion del TGF-B, sin embargo,
cuando las células fueron pre-incubadas con las muestras de jugo duodenal de los
pacientes aEC, se observo como el péptido 33-mer disminuia de forma significativa los
niveles de expresion del TGF-B en comparacion 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 existia un incremento en la expresion de transcritos de TGF-g comparado
con los individuos control. Por el contrario, Lionetti et al [230] observaron que los
niveles de expresion del ARN total del TGF-B no diferian entre los pacientes aEC y los
individuos control, aunque si que destacaron que la produccion del TGF-B en los
pacientes aEC provenia de las células T de la ldmina propia y macr6fagos mientras que
en los individuos control la produccion mayoritaria la realizaban las células epiteliales.
Se cree que durante procesos crénicos de inflamacion, la via de sefializacion del TGF-f
es inhibida por citocinas inflamatorias, alterando la homeostasis del sistema inmune
[231]. En el afio 2007 se public un trabajo [232] en el que se demostraba como la IL-

15 inhibia la via de sefializacion del TGF-B en la enfermedad celiaca.
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Niveles de expresion de TGF-B en células Caco-2

Fold Change

Jugo
duodenal (24h)

Péptido (16h) | 8-mer 8-mer 8-mer 8-mer | 8merC 8merC 8merC 8merC | 33-mer 33-mer 33-mer  33-mer

PGI aEC DSG PGl aeEC DSG PGI aEC DSG
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duodenal (24) PGI  aEC  DSG PGI  aEC  DSG PGI  aEC  DSG

Péptido (16h) | 8-mer 8-mer 8-mer 8mer | 8merC 8merC 8merC 8merC | 33-mer 33-mer  33-mer  33-mer

Figura 24: Niveles de expresion de TGF-B 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
concentracion de 25.5uM. La linea discontinua marca el nivel basal de expresion. Las diferencias estadisticamente
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 expresiéon de MICA provocado por los péptidos

8-mer y 33-mer en las células caco-2.

Como se observa en la Figura 20, la expresion de MICA aumentd de forma
significativa tras el estimulo 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 disminuyé la expresion de MICA
(Figura 25). La incubacion previa de las muestras con el jugo duodenal de los pacientes
aEC y DSG, contrarrestd de forma significativa el efecto de los péptidos 8-mer y 33-
mer, disminuyendo la expresion de MICA. Este mismo efecto se observd con las
muestras de cepillado duodenal de los pacientes PGI.

El incremento de la expresion de MICA tras el estimulo 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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Fold Change

Niveles de expresion de MICA en células Caco-2

J
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Figura 25: Niveles de expresion 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
concentracion de 25.5uM. La linea discontinua marca el nivel basal de expresion. Las diferencias estadisticamente

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
expresion de Zo-1 provocada por los péptidos 8-mer y 33-mer respectivamente en

las células caco-2.

Se analizaron los niveles de expresion de las dos proteinas 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 expresion de la ocludina. Los péptidos 8-mer, 8-mer control y 33-mer también
incrementaron la expresion de ocludina (Figura 26), sin embargo, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos.

Finalmente se analizaron los niveles de expresion de la proteina Zo-1. Se observo
cémo sus niveles de expresion disminuian cuando las células eran estimuladas con las
muestras de cepillado de los pacientes aEC (Figura 22). Los tres péptidos inducian la
expresion de la proteina Zo-1 en las células Caco-2 (Figura 27) con respecto al basal.
Solamente la incubacion previa de las células con las muestras de jugo duodenal de
pacientes PGl y de cepillado duodenal de pacientes DSG disminuy6 significativamente
el incremento de la expresion 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 asi las uniones estrechas
[234], sin embargo en la EC, la falta de fosforilacion de la Zo-1 disminuye su unién a la

ocludina.
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Niveles de expresion de Ocludina en células Caco-2
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Figura 26: Niveles de expresion 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
concentracion de 25.5uM. La linea discontinua marca el nivel basal de expresion. Las diferencias estadisticamente

significativas (p<0.05) se indican como * y (p<0.01) como **.

116



Capitulo VI: Epitelio intestinal

Niveles de expresién de Zo-1 en células Caco-2
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Figura 27: Niveles de expresion 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
concentracion de 25.5uM. La linea discontinua marca el nivel basal de expresion. Las diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) se indican como * y (p<0.01) como **.
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Los analisis de expresion molecular de dos de las proteinas que componen las
uniones estrechas de las células del epitelio intestinal revelaron como las muestras de
cepillado duodenal de los pacientes aEC disminuyeron la expresién tanto de la ocludina
como de la Zo-1 comaprado con los niveles detectados tras el estimulo con el cepilado
duodenal de los pacientes PGI. Los niveles de expresion de ambas proteinas aumentaron
de igual manera tras el estimulo de las células con cualquiera de los tres peptidos
sintéticos.

En el caso del 8-mer, su efecto en la expresion de la ocludina y de Zo-1 parecia
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 expresiéon 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 expresion de esta
proteina.

Estos resultados parecen indicar que las muestras de jugo duodenal no parecen
interferir en el efecto toxico de los péptidos sobre el epitelio, sin embargo, las muestras
de cepillado duodenal de los pacientes celiacos incrementan la expresion de las
proteinas de las TJs, efecto que ha sido descrito tras el estimulo con gliadina. Por el
contrario, las muestras de cepillado duodenal e los pacientes PGI podrian 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 identificd, mediante el
analisis por espectrometria de masas de trampa ionica de una banda de degradacion
recuperada de un zimograma de gliadina [208], el péptido 8-mer (FPLQPQQP), un
péptido corto derivado de la degradacion de la y-gliadina por proteasas duodenales
especificas de los pacientes celiacos.

Uno de los principales objetivos de esta Tesis, tratado en el primer capitulo, fue
estudiar si este péptido se encontraba formando parte de las prolaminas de los cereales
toxicos para los pacientes celiacos. Mediante alineamientos de secuencia utilizando el
BLASTP del servidor NCBI comprobamos que las secuencias homologas del péptido
8-mer se restringian a las prolaminas y gluteninas de trigo, cebada y centeno, siendo
especialmente abundante en la o-gliadina y m-secalina.

Ya que el péptido 8-mer derivaba de una degradacién de gliadina especifica de los
pacientes celiacos, y ademas formaba parte de las proteinas toxicas para estos pacientes,
quisimos estudiar si el péptido 8-mer compartia parte de su secuencia con la de alguno
de los epitopos de gluten de células T que se conocen hasta el momento [62]. Como
resultado, identificamos un epitopo de gluten (QQPFPQQPQ) que se solapaba en el
23% de las secuencias encontradas del péptido 8-mer. Ademas, existian dos epitopos
mas 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 digestion de la gliadina por proteasas
duodenales especificas de los pacientes celiacos, se encuentra solo en las proteinas
toxicas para estos pacientes y cuya secuencia se solapa con epitopos 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 disefiar un ensayo ELISA que nos permitiera estudiar
la presencia de anticuerpos IgA que reconocieran el péptido 8-mer como antigeno

especifico en el plasma de pacientes celiacos.
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7.2 Objetivos concretos

1. Disefiar y estandarizar un ensayo ELISA que permita estudiar en muestras de plasma
la presencia de anticuerpos IgA gue reconozcan de forma especifica 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.

— 122 —



Capitulo VII: Deteccidn de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer

7.3 Material y métodos

1. Reactivos

53.
54.
55.
56.
S7.

Péptidos sintéticos (Biomedal S.L, Espafia).

Leche descremada en polvo (Sveltesse)

Tampon fosfato salino PBS (PBS, Lonza, Espafia).

Tween-20 (Sigma-Aldrich, Alemania)

Anticuerpo secundario anti-IgA humana conjugado con peroxidasa de rabano

(Polyclonal Rabbit Anti-Human IgA/HRP, P0216, DakoCytomation, Dinamarca).

58.

Sustrato de la peroxidasa TMB (TMB One Component HRP Microwell Substrate,

BioFX, USA).

59.
60.
61.
62.
63.
64.

65.

Placa de 96 pocillos recubierta con estreptavidina (Fisher Scientific, Espafia)
Placa de 96 pocillos (Maxisorp Nunc-Immuno plate, Nunc, USA)

Lector de placas UVM340 Asys Hitech GmbH, Eugendorf, Austria).
UltraClean® Blood DNA lIsolation Kit

Reactivos para la determinacion de la molécula HLA-DQ2: kit Kapa Taqg.
Primers para la determinacion de las moléculas HLA-DQ2 (MWG Biotech)
DQA Fw (5’AGTTGGAGCGTTTAATCAGAC3’)

DQA Rv (5’ACGGTCCCTCTGGCCAGTA3’)

DQB Fw (5°GTGCGTCTTGTGAGCAGAAG3”)

DQB Rv (5’ GCAAGGTCGTGCGGAGCT3)

Reactivos para la determinacién de la molécula HLA-DQ8: kit DQB1 Only

SSP2LQB1(0One Lambda, INC, Alemania).

66.

Determinacion de anticuerpos IgA anti-TGt: kit Elia CeliKey IgA y el UniCAP

100° (Phadia, Espafia).

67.

Determinacion de anticuerpos IgA anti-endomisio: Anti-endomysium antibodies

(AEA), Indirect Immunolfuorescence, Monkey Esophagus (Ensomysium)

(BioSystems S.A, Espania).
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2. Muestras de estudio

De acuerdo a las caracteristicas descritas en el apartado “Sujetos de estudio y tipos
de muestras empleadas”, en los ensayos que se muestran en este capitulo se emplearon

un total de 259 muestras de plasma (Tabla 14) y 17 muestras de jugo duodenal (Tabla
15).

. . L HLA IgA- Grado de atrofia
Sujetos de estudio n Nifios | Adultos DO2/DO8 | tTGIEMA vez:\l/(l)esllrt;]r)la

Pacientes aEC 47 31 16 + + -1
celiacos DSG 29 17 12 N N i
SANO 37 10 27 +- - N.D
Pacientes PGI 69 23 46 +- - N.D
no celiacos Cc.uU 34 0 34 +/- +/- N.D
E. Crohn 43 0 43 +/- +/- N.D

Tabla 14: Grupos de pacientes incluidos en la determinacién 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 patologia gastrointestinal (PGI), pacientes no celiacos con
Colitis Ulcerosa (C.U) y pacientes no celiacos con Enfermedad de Crohn (E. Crohn). (*) la determinacion de
anticuerpos IgA anti-tTG/EMA se realiz6 en aquellos pacientes con genética HLA-DQ positiva. N.D = Biopsia no
determinada.

HLA IgA- Grado de atrofia
Sujetos de estudio n Nifios | Adultos vellositaria
DQ2/DQ8 | tTG/EMA (Marsh)
. aEC 10 0 10 + + -1
Pacientes
celiacos DSG 3 0 3 + + 11-11
Pacientes PGI 4 0 4 +/- - Normal
no celiacos

Tabla 15: Grupos de pacientes incluidos en la determinacién 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 patologia gastrointestinal (PGI).
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3. Genotipado HLA-DQ2/DQ8

Se analiz6 la susceptibilidad genética de desarrollar la enfermedad celiaca de
todas las muestras utilizadas en el ensayo ELISA IgA anti-8mer. Para ello se purifico el
ADN gendmico 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 Tag. El analisis del
haplotipo HLA-DQ8 se realizd unicamente en las muestras de los pacientes con
resultados negativos para HLA-DQ?2 utilizando el kit DQB1 Only SSP2LQB..

4. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) para la detecciéon de

anticuerpos IgA anti-8mer.

El ELISA o Ensayo por inmunoabsorcién ligado a un enzima [157], como se ha
comentado anteriormente, es una técnica de inmunoensayo utilizado en la deteccion de
un antigeno o un anticuerpo en una muestra bioldgica. En este trabajo se presenta un
ensayo ELISA disefiado y estandarizado para la deteccion de anticuerpos IgA que
reconozcan como antigeno especifico el péptido 8-mer derivado de la gliadina.

En este capitulo de la Tesis se detalla la optimizacion 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 continuacion:

FIJACION BLOQUEO MUESTRA SECUNDARIO SUSTRATO LECTURA

kb

IgA anti-8mer presente en el suero

@ Péptido sintético 8-mer

L Bloqueo Sustrato enzima

E Superficie placa i 4_> i

Figura 28: Etapas de las que se compone un Ensayo por Inmunoabsorcion ligado a un enzima (ELISA)
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FIJACION

E |

BLOQUEO

P

Agregar 5pg/ml de la combinacion de péptidos PEP 2 Y PEP 7 (proporcion 1:1) en
100pl de tampon fosfato en cada pocillo.

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente

Realizar 5 lavados con 200ul/pocillo de la solucién de lavado, después de cada

lavado decantar la placa con un golpe seco.

& Agregar 100ul/pocillo de la solucién de blogueo.

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

¢ Sin lavar, decantar la placa con un golpe seco.

INCUBACION CON LOS SUEROS

Agregar las muestras de suero diluidas 1:50 en la solucién de blogqueo, a razon de
100pl/pocillo.

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

Realizar 8 lavados con 200pl/pocillo de la solucion de lavado, después de cada

lavado decantar la placa con un golpe seco.

INCUBACION CON EL ANTICUERPO SECUNDARIO

Agregar el anticuerpo secundario (IgA-HRP) diluido 1:500 en la solucion de
bloqueo, a razén de 100ul/pocillo.
Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

Realizar 8 lavados con 200ul/pocillo de la solucién de lavado, después de cada
lavado decantar la placa con un golpe seco.

REVELADO Y LECTURA DE LA PLACA

Agregar 100ul/pocillo del sustrato TMB.
Incubar durante 20-30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad.
Detener la reaccién agregando sobre el TMB 100pl/pocillo de H,SO,4 0.3M.

Lectura a 450nm.

5. Anticuerpos IgA anti-TGt

Ademas de la susceptibilidad genética, se analizé la presencia de anticuerpos IgA

anti-transglutaminasa tisular (IgA anti-TGt) en todas las muestras incluidas en el

ensayo. Para ello se utilizd el kit Elia CeliKey IgA y el UniCAP 100 € siguiendo el
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protocolo recomendado por el fabricante.

6. Anticuerpos IgA anti-endomisio

Para la determinacion de los anticuerpos IgA anti-endomisio, en las muestras que
lo requerian, se utilizé el método de inmunolfuorescencia indirecta utilizando como
sustrato tejido de esofago de mono. Se empled el kit Anti-endomysium antibodies

(AEA) de BioSystems, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

7. Sintesis 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, Espafia).
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7.4 Resultados

7.4.1 La desaminacién del péptido 8-mer incrementa su afinidad de unién con los

anticuerpos IgA.

Las moléculas HLA-DQ2/DQ8 tienen preferencia por los residuos de
aminoacidos cargados negativamente [235]. La enzima TGt cataliza in vivo la
desaminacion de la glutamina (Q) a acido glutamico (E), aumentando su afinidad por las
moléculas HLA DQ2/DQ8 [236]. La posicion de los residuos de Q con respecto al
residuo de prolina (P) méas 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 0 QXXP [237-
238]. Por esta razon, se estudio el efecto de la desaminacion del péptido 8-mer
(FPLQPQQP) en su posicién 6 (FPLQPEQP).

Para la fijacion del péptido a la placa se utilizé el sistema biotina-estreptavidina:
al sintetizar el péptido se afiade una biotina en uno de sus extremos (N-terminal o C-
terminal) y a continuacién el péptido biotinilado se incuba en una placa cuya superficie
esta recubierta por estreptavidina.

Los péptidos utilizados (Tabla 16) fueron disefiados y sintetizados por la empresa
Biomedal S.L (Sevilla, Espafia). Estos 4 péptidos permitieron comparar el efecto en la
formacion del complejo antigeno-anticuerpo de: a) la desaminacion del péptido, y b) la

fijacion del péptido a la placa a través de su extremo amino o carboxilo terminal.

PEPTIDO 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
desaminacion 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 posicion 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 seleccion de los péptidos el estudio nos
permitio 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 detecté un reconocimiento del péptido por parte de los
anticuerpos IgA presentes en la muestra de aEC, que ademas se veia favorecido cuando
el péptido 8-mer estaba desaminado. En cuanto a la concentracion fijada del péptido, los

niveles de absorbancia eran ligeramente superiores al utilizar 5ug/ml de péptido.

A Niveles de anticuerpos IgA anti-8-mer
en un paciente aEC

0.4q
E o3 Bl FPLQPQQPK-BIOTIN
é : EE FPLOQPEQPK-BIOTIN
© B BIOTIN-FPLQPQQP
g 029 mm BIOTIN-FPLQPEQP
g
< 0.1
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20 pg/ml 10 pg/ml 5 pg/mi
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B Niveles de anticuerpos IgA anti-8-mer
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Figura 29: Deteccion en plasma de anticuerpos IgA frente a 4 péptidos sintéticos biotinilados derivados del 8-
mer en estado nativo y desaminado en la posicion 6. En este ensayo se fijaron 3 concentraciones diferentes para
cada péptido, y se estudio la presencia de anticuerpos IgA anti-8mer en muestras de plasma de un paciente aEC (A) y
de un paciente PGI (B).

— 129 —



Capitulo VII: Deteccidn de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer

Una vez seleccionado el extremo del péptido que ofrece mejor reconocimiento (C-
terminal) y la concentracion 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 detecto la
presencia de anticuerpos IgA anti-8mer en ambos casos y ademas, 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 observé como la desaminacion favorecia el reconocimiento del péptido
principalmente en las muestras de suero de pacientes aEC, incluso los valores

observados en los pacientes PGI disminuian con la desaminacion.
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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
patologia gastrointestinal). Cada punto representa el valor de absorbancia promedio de cada paciente. Las diferencias
estadisticamente significativas estan 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 PGIl. Ademas, los
niveles de anticuerpos IgA anti-8mer en los pacientes celiacos disminuian ligeramente
tras un tiempo en dieta sin gluten. El incremento en la reactividad de los péptidos de
gliadina tras la desaminacion observado en estos ensayos coincide con otros trabajos
publicados en la ultima década [239-240].

7-4.2 Estandarizaciéon de un ensayo ELISA para la detecciéon de anticuerpos IgA

anti-PDG 8-mer

El siguiente objetivo que nos planteamos fue sintetizar un polimero del péptido 8-
mer que ofreciera una buena eficiencia tanto en el tapizado de la placa como en su
deteccidn por parte de los anticuerpos presentes en la muestra de suero. Para ello se
disefiaron y sintetizaron un total de 10 péptidos (Tabla 17), compuestos por varias
unidades del péptido 8-mer en tandem, combinadas con diferentes modificaciones

terminales.

PEPTIDO 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 Ciclico FPLQPEQP

Tabla 17: Péptidos sintéticos derivados del 8-mer disefiados y sintetizados para la estandarizacién 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 optimizacion de las condiciones de fijacion, se estudiaron los 10 péptidos a
una concentracion inicial de 5 pg/ml diluidos en tampon carbonato (15mM Na,COg,
35mM NaHCO;3; y pH 9.6) y tampon fosfato (100mM de TPK, 150mM de NaCl y pH
7.4) en un volumen final de 100ul/pocillo. Se emplearon 3 muestras de plasma de
adultos (2 pacientes aEC y un voluntario SANO) diluidas 1:250 en la solucion de
blogueo (PBS 5% de leche en polvo). El anticuerpo secundario (IgA-HRP) se diluyo
1:1000 en la solucién 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 mayoria 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 desaminacién volvio a
observarse ya que el Unico péptido en estado nativo (PEP 1) es el que ofrecié los niveles
de absorbancia méas 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
funcién que el péptido llevara unido un motivo CGG o un 4&cido palmitico y sin
embargo los niveles de IgA detectados en ambas muestras se igualaron cuando se utilizd
el péptido ciclico (PEP 10). Por esta razén decidimos continuar el estudio inlcuyendo
una muestra mas 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 tampon fosfato y que fué seleccionado como el tampdn méas adecuado.
Debido a las diferencias observadas entre los dos pacientes celiacos en funcién del
motivo de unién del péptido a la placa, decidimos fijar diferentes combinaciones de
péptidos y aumentar el nUmero 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 tampén Carbonato
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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
tampdn carbonato (A) y en tamp6n fosfato (B).
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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 tampén carbonato (A) y en tampdn fosfato (B).
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Como muestra la Figura 33, independientemente de la combinacion de péptidos
con la que se tapizo 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 incluian el péptido

numero 2, en concreto con la combinacion del péptido 2 y el péptido 7.

Niveles de anticuerpos IgA anti-8-mer
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Figura 33: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-8-mer frente a diferentes combinaciones de péptidos
sintéticos derivados del 8-mer fijados en tampon fosfato. Sujetos de estudio: seis celiacos en actividad (aEC) y
cuatro voluntarios sanos (SANO). Cada barra representa el valor promedio para cada paciente. La combinacién de
péptidos seleccionada como 6ptima esté indicada en amarillo.

Finalmente, se optimizaron las proporciones de cada uno de los péptidos y su
concentracion final en la placa. La Figura 34 representa los resultados obtenidos. Se

selecciond 5ug/ml en proporcion 1:1 como la concentracion éptima.

— 135 —



Capitulo VII: Deteccidn de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer

Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer
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Figura 34: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer frente la mezcla de péptidos PEP 2+ PEP 7
fijados en tampdn fosfato. Sujetos de estudio: celiacos en actividad (EC) y voluntario sano (SANO). Cada barra
representa el valor promedio para cada paciente. La concentracion seleccionada como Optima estd subrayada en
amarillo.

Inicialmente el blogueo de las uniones inespecificas se realizaba con una solucién
de PBS al 5% de BSA, y posteriormente se cambié a PBS al 5% de leche en polvo
desnatada, que resulto ser mas efectiva. La incubacion ser realizd agregando
100ul/pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente. En esta misma solucion de
bloqueo se realizaron las diluciones tanto de las muestras de plasma como del
anticuerpo secundario.

Se optimizaron las condiciones de incubacién tanto de las muestras como del
anticuerpo secundario (IgA-HRP). Se estudiaron los plasmas diluidos 1:50, 1:100 y
1:200 en combinacion de dos diluciones del anticuerpo secundario (1:500 y 1:1000)

siguiendo las recomendaciones del fabricante.
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Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer
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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 combinacion de diluciones seleccionada como dptima estd
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 solucién de
bloqueo.

Con el objetivo de realizar la incubacion de las muestras a una temperatura fija,
para eliminar posibles variantes que alteraran la efectividad de la union entre el antigeno
y el anticuerpo, se realizaron varios ensayos en los que la etapa de incubacion de los
plasmas se realizd durante una hora a 30°C y 37°C, cuyos resultados (Figura 36) fueron
comparados con los obtenidos a temperatura ambiente, bien durante 1 hora (condiciones

estandar) o durante 3 horas.
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Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer
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Figura 36: Niveles de IgA anti-8mer detectados en muestras de plasma, a diferentes condiciones de incubacion.
Grupos de estudio: celiacos en actividad (EC) y voluntarios sanos (SANO). Cada barra representa el valor promedio
para cada paciente. Las condiciones de incubacidn seleccionadas como 6ptimas estan indicadas en amarillo.

Al aumentar el tiempo de incubacién o fijar la temperatura a 30°C o 37°C, en la
mayoria de las muestras de pacientes aEC los niveles de absorbancia detectados
aumentaban con respecto a la incubacion 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 estandarizacion también fue necesario optimizar el sustrato de la
enzima peroxidasa de rabano: 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: 100ul/pocillo,
incubar 30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad y detener la reaccion
agregando sobre el TMB 100ul de H,SO4 0.1M.

b) TMB Liquid Substrate, Sigma-Aldrich: 200ul/pocillo, incubar 45-50 minutos a

temperatura ambiente y oscuridad y detener la reaccion agregando sobre el TMB 100ul
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de H,SO,4 0.5M

c) TMB One Component HRP Microwell Substrate, BioFX, SurModics:
100ul/pocillo, incubar 30 minutos a temperatura ambiente y oscuridad Yy detener la
reaccion agregando sobre el TMB 100ul de H,SO4 0.3M.

El TMB de SurModics ofreci6 los mejores resultados y fue el seleccionado para el
ELISA IgA anti-8mer. Para la lectura de la placa, en todos los casos se detenia la
reaccion agregando H,SO, directamente sobre el TMB. Cuando el TMB reacciona con
la enzima HRP, éste se tifie de azul, y cambia a amarillo al agregar el sulfirico.
Decidimos hacer la lectura de absorbancia tras detener la reaccion para que los valores
fueran mas estables. La lectura se realizd 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 disefiado y optimizado en este
trabajo ofrecia unos resultados estables y reproducibles en el tiempo se realizo 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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Estabilidad y repetitividad del ELISA IgA anti-PDG 8-mer
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Figura 37: Estudio de la estabilidad y repetitividad del ELISA IgA anti-PDG 8-mer en el tiempo. En la gréafica
se representan los resultados obtenidos para el mismo ensayo repetido durante un mes a razon 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 continuacion, fueron estructurados de la
siguiente manera: en cada placa se incluyé 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 graficas 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 poblacién de pacientes PGI (media £ 2 X desviacion
estandar) 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 andlisis estadistico se utiliz6 el test t Student’s con datos no pareados

y las diferencias con p< 0.05 fueron consideradas estadisticamente significativas. Para
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cada grupo de edad se calculd la especificidad [(verdaderos negativos/(verdaderos
negativos + falsos positivos))x100] y la sensibilidad [(verdaderos positives /
(verdaderos positivos + falsos negativos))x100] del ensayo.

7-4.3 Detecciéon 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 clinicas como
en el diagndstico, entre pacientes celiacos pediatricos y adultos, a la hora de estudiar
alguno de los marcadores seroldgicos caracteristicos de la EC, es importante evaluar los
resultados en funcion de la edad del paciente. En adultos, los sintomas gastrointestinales
caracteristicos de la EC normalmente van acompafiados de otras manifestaciones y
patologias como cirrosis, enfermedad inflamatoria intestinal y diabetes mellitus [241-
245], responsables en muchos casos de falsos positivos en las pruebas serolégicas las

cuales presentan una sensibilidad y especificidad inferiores en adultos que en nifios.

Por esta razon 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 estudid 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 poblacién
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.

— 141 —



Capitulo VII: Deteccidn de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer

Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en la poblacion adulta
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Figura 38: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en la poblacion adulta. Grupos de estudio:
celiacos en actividad (aEC), celiacos en dieta sin gluten (DSG), controles sanos (SANOS) y pacientes no celiacos con
otra patologia gastrointestinal (PGI). Cada punto representa el valor medio de absorbancia a una densidad 6ptica de
450nm para un paciente. De acuerdo al valor de corte calculado para la poblacién infantil (0.5, indicada con una linea
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 PGl). *** p<0.001.

Cuando comparamos los valores medios obtenidos entre las diferentes
poblaciones observamos que existian diferencias estadisticamente significativas entre
los pacientes aEC y el resto de los grupos incluidos. Todas las muestras de pacientes
PGl 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 poblacién adulta fue del 100%.
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7-4.4 Detecciéon 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
poblacién infantil, se incluyeron en el estudio el siguiente nimero 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 éptica 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.

Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en la poblacién infantil
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Figura 39: Niveles en plasma de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en la poblacion infantil. Grupos de estudio:
celiacos en actividad (aEC), celiacos en dieta sin gluten (DSG), controles sanos (SANOS) y pacientes no celiacos con
otra patologia gastrointestinal (PGI). Cada punto representa el valor medio de absorbancia a una densidad dptica de
450nm para un paciente. De acuerdo al valor de corte calculado para la poblacién infantil (0.21, indicada con una
linea 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<0.01y *** p<0.001.
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De acuerdo al valor de corte calculado para la poblacion pediatrica (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 nifios presentaban
niveles positivos de anticuerpos IgA anti-8mer. En uno de los 23 pacientes PGI se
considero positivo en el ensayo por presentar niveles ligeramente superiores al valor de
corte, mientras que los restantes 22 nifios presentaban niveles negativos de anticuerpos
IgA anti-8mer.

Analizamos un total de 31 nifios 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 explicacion para uno de estos casos (aEC-31) es que se trataba de un
nifio con una hermana celiaca y podria ser que en el momento en que se le tomo la
muestra, realizara una dieta parcialmente libre de gluten como suele ocurrir en la
mayoria de las familias donde uno de los miembros tiene el diagnéstico de la
enfermedad. De los 17 nifios 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) resultd ser un paciente que no respondia bien a la dieta y que ademas sufria
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 nifio 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
revision médica, los niveles de estos anticuerpos ya se habian normalizado.

Es interesante destacar que 10 de los 17 nifios en DSG presentaban niveles
positivos de anticuerpos IgA anti-TG, a pesar de estar ya en dieta y de tener mejora
clinica 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. Seria necesario realizar estudios que lo
confirmaran, como un seguimiento de los pacientes y una comparacion directa con los
niveles de anticuerpos IgA anti-TG y con deteccion 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 esta del todo clara ya que han sido clasificados

como buenos [246] y malos [247] marcadores de las transgresiones de la dieta.

— 144 —



Capitulo VII: Deteccidn de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer

Muestra | Sexo | Edad HLA "‘?A . '8A Atrofia (Marsh)
DQ2/DQ8 | anti-TGt | anti-PDG 8-mer
aeEC-1 H 2 + + + Il
aeEC-2 M 2 + + + Il
aeEC-3 M 3 + + + Il
aeEC-4 M 1 + + + Il
aeEC-5 H 1 + + + I
aEC-6 M 3 + + + Il
aeEC-7 H 1 + + + N.D
aEC-8 M 2 + + + N.D
aeEC-9 M 3 + + + Il
aEC-10 | H 2 + + + Il
aEC-11 | H 2 + + + Il
aEC-12 | M 2 + + + N.M
aEC-13 | M 3 S + + Il
aEC-14 | M 6 + + + Il
aEC-15 | M 1 + + + N.D
aEC-16 | M 2 + + + Il
aEC-17 | M 9 S + + Il
aEC-18 | M 2 + + + Il
aeEC-19 | H 8 + + + N.D
aEC-20 | M 2 + + + N.D
aEC-21 | H 3 + + + Il
aEC-22 | M 2 + + + Il
aEC-23 | M 3 1 + + Il
aEC-24 | M 3 + + + Il
aEC-25 | M 2 + + + Il
aEC-26 | M 10 + + + Il
aEC-27 | M 10 + + + |
aEC-28 | M 1 + + + Il
aeEC-29 | H 11 1 + + Il
aEC-30 | H 1 + + - Il
aEC-31 | M 9 + + - Il

Tabla 18: Datos clinicos de los nifios celiacos en actividad (aEC) incluidos en este estudio. En la tabla se muestra
el género y la edad de cada paciente, ademas de los marcadores genéticos, marcadores seroldgicos (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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HLA IgA IgA Atrofia Meses en

Muestra | Sexo | Edad . .

DQ2/DQ8 | anti-TGt | anti-PDG 8-mer | (Marsh) DSG
DSG-1 M 10 1 - + Il N.R
DSG-2 M 7 + + + Il
DSG-3 M 6 + - - Il
DSG-4 M 2 + + - N.D 1.5
DSG-5 H 4 + + = Il 3
DSG-6 M 2 + - - N.D 6
DSG-7 M 3 S + - Il 3
DSG-8 H 4 + + - Il 4
DSG-9 M 2 + - - N.D 10
DSG-10 | M 2 + - - N.D 6
DSG-11 | H 5 S + - Il 3
DSG-12 | H 2 + - - Il 2
DSG-13 | M 3 S + - I 3
DSG-14 | H 1 + + - Il 12
DSG-15| H 12 S + - N.D 5
DSG-16 | M 11 + + - N.D 7
DSG-17 | H 2 S + - N.D 1

Tabla 19: Datos clinicos de los nifios celiacos en dieta sin gluten (DSG) incluidos en este estudio. En la tabla se
muestra el género y la edad de cada paciente, ademas de los marcadores genéticos, marcadores seroldgicos
(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 normalizacion 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 nifio que llevaba Unicamente 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
excrecion de los péptidos toxicos de gluten en las heces era entre 2 y 6 dias, y ademas,
la vida bioldgica de los anticuerpos IgA en plasma esta calculada entre 5.9 y 4.5 dias
para las subclases IgAl e IgA2 respectivamente [248].

La especificidad del ensayo es el parametro critico para discriminar entre los
pacientes celiacos de aquellos que presentan otra patologia gastrointestinal, mientras
que la sensibilidad es crucial en la busqueda de nuevos pacientes. De entre los 23
pacientes PGI estudiados, solamente un nifio, cuya madre tenia diagnosticada la EC,

presentd niveles positivos de IgA anti-PDG 8-mer. En un trabajo publicado en el afio
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2012 por la ESPGHAN [249] y en otros estudios de deteccion 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% vy la sensibilidad en 80.7-
85.1%.

El valor maximo de absorbancia observado en la poblacién 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 podrian aportar un grado adicional de especificidad
en ambas poblaciones si se comparan con otros marcadores seroldgicos 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
diferenciacion celular y por lo tanto los anticuerpos IgA anti-TG pueden persistir
elevados debido a la inflamacion provocada por cualquier patologia 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
digestion del gluten por proteasas especificas 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 poblacion adulta, junto con el hecho de en adultos
son cada vez mas frecuentes las formas atipicas de presentacion de la EC y las
caracteristicas sintomatoldgicas que comparte con la Enfermedad Inflamatoria Intestinal
(EI), 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 poblacion 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 estadisticamente significativas. Todos los pacientes con Ell incluidos en el

estudio presentaban un diagnéstico confirmado o de C.U o de E. Crohn. El hecho de
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que, segun nos informaron los respectivos gastroenterdlogos, ninguno de estos pacientes
tuviera alguna caracteristica 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 funcion de la predisposicion genética de los pacientes a desarrollar la
EC, de manera que los pacientes se clasificaron en 3 grupos en funcion de si expresaban
los dos alelos de la molécula HLA-DQ2 (DQA y DQB): pacientes HLA-DQ?2 negativos,
pacientes HLA-DQA o DQB positivos y pacientes HLA-DQ?2 positivos.

El primer dato interesante que observamos tras el estudio de los marcadores
genéticos de la EC en los pacientes con Ell 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 heterodimero HLA-DQ2 completo, el 36.4% expresaban uno de los alelos
del heterodimero 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, cabria la posibilidad de que el porcentaje de pacientes Ell sin riesgo genético a
sufrir la enfermedad celiaca podria ser aun menor. Los cinco pacientes con niveles
positivos de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer expresaban Unicamente uno de los dos

alelos del heterodimero 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 Ell incluidos en el estudio.
Solamente 4 de los 77 pacientes con Ell 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 considerd 4 como el valore de corte, de manera que aquellos

con mas de 200U/ml, superaban el valor de 4 en anticuerpos IgA anti-TGt.
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A Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer
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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 poblacion adulta (0.5, linea 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 funcidn de su carga genética: HLA-DQ2+, HLA-DQA+ o0 HLA-DQB+ y HLA-
DQ2-. Diferencias estadisticamente significativas *** p<0.001

— 149 —



Capitulo VII: Deteccidn de anticuerpos IgA frente al péptido 8-mer

Niveles de anticuerpos IgA antiTGt e IgA anti-PDG 8-mer
en los pacientes con EIll
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Figura 41: Niveles de anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer y anticuerpos IgA anti-TGt en pacientes adultos con
Ell. 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 (linea 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 gréfica.

No se observd ningln tipo de relacion entre ambos marcadores serologicos, ya
que ninguno de los pacientes presentaba niveles positivos de los dos tipos de
anticuerpos estudiados. Tampoco parecia haber una relacion 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 determind la presencia de anticuerpos IgA anti-endomisio, siendo todos ellos
negativos. Teniendo en cuenta la informacion clinica cedida de los pacientes Ell

incluidos en este trabajo, consideramos que una posible explicacion a la deteccién de
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anticuerpos IgA anti-PDG 8-mer en el 6,5% de la poblacién EIl estudiada es que seria
necesario completar el estudio de la predisposicién genética de estos pacientes a
desarrollar la EC con el analisis de expresion de la molécula HLA-DQS8, y en caso de

que dieran positivo, quizas se podria hablar EC asintomatica.

DQA | DQB | IgA anti-PDG 8-mer IgA anti-TGt n (EI)
+ + - - 15
I - ar -

+ - - +
+ - - - 8
- S8 S8 - 2
- + - + 1
- + - - 12
- - - + 1
- - - 33
7

Tabla 20: Resultados del estudio del marcador genético (HLA-DQ2), marcador serolégico (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 nimero de pacientes Ell
que presenta cada tipo de combinacién de marcadores.

La probabilidad de que un paciente con EC desarrolle o padezca una EIl
concomitante es 10 veces mas alta que en la poblacion general [185, 253],
especialmente para la colitis ulcerosa (C.U). A su vez, la C.U es 5 veces mas 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 Ell no parece mas elevada

que la observada en la poblacion general.

Los anticuerpos anti-TGt son muy sensibles en el diagnostico de la EC, sin
embargo, varios estudios han resefiado la existencia de resultados falso positivos con
relativa frecuencia. Estos anticuerpos han sido identificados en pacientes con Ell,
sugiriendo una baja especificidad de los anticuerpos anti-TGt como marcadores
serologicos de la EC. La deteccion de estos anticuerpos ha sido atribuida a las lesiones
intestinales y a la actividad inflamatoria caracteristica de los pacientes con Ell. 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 apoptéticas inducen y activan la expresion de
la TGt [187].

7-4.6 Deteccion 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 digestion del
gluten como antigenos. Ademas, una de las posibles vias de entrada de los péptidos
toxicos hacia la ldmina propia del intestino es el transporte por retrotranscitosis mediada
por los anticuerpos IgA [132]. Por esta razon 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 esta
diluido en PBS. Disponiamos de un volumen de muestra bastante limitado, lo que nos
Ilevd a agregar la minima cantidad posible: 25ul/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 deteccion 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 solucion de bloqueo, ya que era el tampén en

el que recibiamos la muestra de jugo duodenal.
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Niveles de IgA anti-DGP 8-mer en muestras 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 patologia
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 linea 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
patologia 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 linea 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 solucién de bloqueo.

De alguna manera, la leche en polvo estaba interfiriendo en el ensayo.

Con el protocolo ajustado a las nuevas muestras, se realizd un ensayo mas
(Figura 44) y se calcul6 el nuevo valor de corte (0.23, linea 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 deteccion 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
patologia gastrointestinal (PGI). Cada punto representa el valor medio de absorbancia a una densidad dptica 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 seccion 2.3 de la introduccidn, recientes trabajos sostienen la existencia
de una de retrotranscitosis dependiente de los anticuerpos IgA como posible via de
entrada de los péptidos tdxicos de gluten desde el lumen intestinal, a través del epitelio,
hasta la lamina propia. Esto podria explicar la deteccion de anticuerpos IgA anti-PDG
en las muestras de jugo duodenal de los pacientes celiacos y su ausencia con los
pacientes control no celiacos. Ademas, 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 zimografia [215, 257] es una técnica basada en una separacion electroforética
que permite la identificacion de diferentes actividades proteasas en una misma muestra.
Est4 técnica permite, en un mismo experimento, identificar diferentes proteinas en
funcion 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 describié un patron de
degradacion de la gliadina especifico 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 zimografia la capacidad de degradar las aveninas de dos
variedades de avena por las proteasas presentes en las biopsias intestinales de los
pacientes celiacos, observando degradacion solamente en una de las dos variedades. No
solo se trata de una degradaciéon especifica de los pacientes celiacos, ya que las
proteasas duodenales de los pacientes control no degradaron ninguna de las dos
variedades, sino que ademas, ese cultivar de avena ha sido identificado recientemente
como tdxico para los pacientes celiacos por Comino y colaboradores [6]. El interés por
la posible inclusién de ciertas variedades de avena en la dieta de los pacientes celiacos
se ha ido incrementando en los Gltimos afios por lo que el estudio mediante zimografia
de la capacidad degradadora por proteasas duodenales de los pacientes celiacos de las
diferentes variedades de avena que se conocen hasta el momento podria ser un buen
complemento en el estudio de su toxicidad.

El origen de la actividad degradadora de prolaminas caracteristica de la EC es aln
desconocido. Una de las teorias predominantes es la posible implicacion bacteriana,
debido a la existencia de diversos estudios que describen diferencias tanto cualitativas
como cuantitativas en la composicion de la flora bacteriana entre individuos control y
pacientes celiacos. El estudio mediante zimografia de la actividad degradadora de
gliadina en muestras de jugo duodenal y cepillado duodenal nos ha permitido dar un
paso mas 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

— 159 —



Capitulo VIII: Resumen y discusidn final

mucosa duodenal degradan la gliadina de una forma mucho maés 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 analizé también dicha actividad en la muestra de mucosa recogida en el
cepillo. Esto nos ha permitido observar como las enzimas degradadoras de la gliadina
podrian 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 enzimética observada en el
tejido disminuye considerablemente, aumentando proporcionalmente en la muestra de
cepillado de ese mismo paciente. Ademas, consideramos que las enzimas podrian 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 enzimatica se mantiene de una forma muy débil en el jugo
duodenal, aunque el nimero de bandas de degradacion es menor.

No se observan diferencias destacables entre la actividad enzimética observada en
la mucosa duodenal de los pacientes celiacos en actividad y los pacientes en DSG.
Suponiendo que esta actividad enzimatica se deba a diferencias en la composicion de la
flora bacteriana entre los pacientes celiacos y los individuos sanos, parece razonable que
aungue el paciente esté en DSG siga teniendo capacidad de degradarlo. Ademas, no se
observé 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 teoria, seria necesario estudiar la actividad enzimatica
degradadora de gliadina en los tres tipos de muestra (tejido, secrecion 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 analisis por espectrometria de masas de trampa ionica de dos de las bandas de
degradacion que componen el patron descrito previamente en muestras de biopsia
intestinal de los pacientes celiacos, permitié la identificacion del péptido 8-mer
(FPLQPQQP) derivado de la digestion de la w-gliadina por proteasas duodenales
especificas de los pacientes celiacos [211]. En esta Tesis se ha estudiado la presencia
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del péptido 8-mer en las proteinas que resultan tdxicas para los pacientes celiacos.

Las busquedas realizadas en la base de datos del NCBI revelaron mas de 250
secuencias homologas al péptido 8-mer, todas ellas en prolaminas y gluteninas de
cereales toxicos para los celiacos: trigo, cebada y centeno, mientras que no se encontrd
ninguna de estas secuencias en cereales como el arroz o el maiz, que no tienen ningin
efecto en estos pacientes. El péptido 8-mer aparecia con mucha mayor frecuencia en las

w-prolaminas (gliadina y secalina) que en otras prolaminas.

Una vez comprobada la presencia del péptido en los cereales toxicos, se realizd
una busqueda de los epitopos de gluten de células T conocidos hasta el momento [62]
incluidos en las secuencias de las prolaminas donde se encontro el péptido 8-mer, con el
objetivo de conocer si la secuencia del péptido se encontraba proxima a alguno de
dichos epitopos. Se analizé la presencia de un total de 31 epitopos de gluten de los
cuales se seleccionaron 3 de ellos por aparecer solapados o muy proximos al péptido 8-
mer. Estos hallazgos sugirieron en primer lugar que, al igual que ocurre con los péptidos
de gluten identificados como toxicos para estos pacientes, el péptido 8-mer podria tener
un efecto directo sobre el epitelio intestinal. En segundo lugar, el péptido 8-mer podria
ser reconocido por las células T en el contexto de las moléculas HLA-DQ vy
desencadenar, por tanto, una respuesta inmune en los pacientes celiacos.

La informacion obtenida mediante los estudios in silico junto con los resultados
de los ensayos de zimografia 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 algun efecto sobre el epitelio
intestinal y sobre la interaccién del péptido 8-mer con el epitelio. Para ello se utilizo 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 morfologia 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 microscopia 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 expresion 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 péeptido control del 8-mer (cambio de un aminoécido)
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 si solos no modifican los niveles de expresion de la IL-15, sin
embargo, previa incubacion de las células con las muestras de cepillado duodenal de los
pacientes celiacos, los péptidos 8-mer y 33-mer incrementan la expresion de la I1L-15
por las células Caco-2. La IL-15 es producida principalmente por los macréfagos, 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
alteracion de su expresion esta 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 expresion del TGF-f tras el
estimulo 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 disminuyd de forma significativa la expresion de TGF-p. Se
ha propuesto que en condiciones de inflamacion croénica, la IL-15 bloquea la via de
sefializacion del TGF-p, lo cual podria ser una interpretacion de nuestros resultados. Si
asi fuera, la IL-15 responsable de la disminucion de la expresion del TGF-f podria estar
presente en las propias muestras de jugo duodenal de los pacientes celiacos en actividad
0 bien, podria estar siendo secretada por las células caco-2 como consecuencia de su

incubacion previa con el jugo duodenal.

Por otro lado, se observd un incremento en la expresion 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 disminucion de

la expresion de esta molécula. Sin embargo, en contra de lo esperado, el incremento en
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la expresion de MICA observado tras el estimulo con los peptidos 8-mer y 33-mer,
desaparecia 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 mas a lo esperado, ya que el
efecto inductor de la expresion de MICA provocado por los péptidos 8-mer y 33-mer,
disminuia con la incubacion previa de las celulas caco con los cepillados duodenales de
los pacientes control PGI y de los pacientes DSG, mientras que los cepillados de los
pacientes aEC no parecian alterar el efecto de los péptidos. Una posible interpretacion
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 dafio provocado por los péptidos
toxicos de gluten. Ademas, las diferencias en la expresion de MICA entre los pacientes
celiacos aEC y DSG podria 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 mas similar al de los pacientes control

que al de los pacientes celiacos en actividad.

Los andlisis de expresién molecular de dos de las proteinas que componen las
uniones estrechas de las células del epitelio intestinal revelaron como las muestras de
cepillado duodenal de los pacientes aEC disminuyeron la expresién tanto de la ocludina
como de la Zo-1 comparado con los niveles detectados tras el estimulo con el cepilado
duodenal de los pacientes PGI. Los niveles de expresion de ambas proteinas aumentaron
de igual manera tras el estimulo de las células con cualquiera de los tres péptidos
sintéticos. En el caso del 8-mer, su efecto en la expresion de la ocludina y de Zo-1
parecia 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 expresion 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
expresion de esta proteina. Estos resultados parecen indicar que las muestras de jugo
duodenal no parecen interferir en el efecto toxico de los péptidos sobre el epitelio, sin
embargo, las muestras de cepillado duodenal de los pacientes celiacos incrementan la
expresion de las proteinas de las uniones estrechas, efecto que ha sido descrito tras el

estimulo con gliadina. Por el contrario, las muestras de cepillado duodenal e los
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pacientes PGI podrian 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 dafio 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 podria ser capaz de inducir una
respuesta inmune en los pacientes celiacos, se disefid y estandarizd un ensayo ELISA
que permitiera realizar una busqueda de anticuerpos IgA especificos que reconocieran el
péptido 8-mer como un antigeno. No solo se han detectado anticuerpos IgA que
reconocen de forma especifica 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 desaminacion
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 digestion del gluten y que muy
probablemente es desaminado por la enzima TGt. Una vez optimizado el ensayo, se
realiz6 un estudio tanto en la poblacién adulta como en la poblacidn infantil en el que se
incluyd 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 especificos
de los pacientes celiacos, independientemente de la edad. Ademas, 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 EIll nos permitié comprobar la alta
especificidad de estos anticuerpos, ya que a pesar de tratarse de pacientes con unas
condiciones de inflamacion 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 ultimo, se realizaron algunos ajustes en el protocolo del ensayo ELISA IgA
anti-PDG 8-mer para realizar una busqueda 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

especificos frente al péptido 8-mer desaminado Unicamente en las muestras de los
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pacientes aEC, con una especificidad del 100%. Esos resultados confirman una vez mas
la presencia in vivo del péptido 8-mer en el duodeno de los pacientes celiacos. Por otro
lado, la presencia de estos anticuerpos podria 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 especificas de los pacientes
celiacos capaces de degradar de una forma especifica la gliadina. Como consecuencia
de esta degradacion, 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 expresion de algunas de las citocinas
involucradas en la patogenia de la EC. Este péptido, quizas a través de una via de
retrotranscitosis, alcanza la lamina propia donde parece ser desaminado por la enzima
TGt. Una vez desaminado, el péptido 8-mer es reconocido por las células T a traves de
las moléculas HLA, produciéndose una activacion de las células B, las cuales proliferan
y secretan anticuerpos IgA especificos frente a ese péptido. La especificidad y
sensibilidad de estos anticuerpos en el plasma de estos pacientes es muy elevada, de
manera que podrian ser utilizados como marcadores seroldgicos en el diagnostico de la

EC y en el seguimiento de la DSG.
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Conclusion 1: Las proteasas presentes en la mucosa duodenal de los pacientes
celiacos son capaces de degradar de forma especifica las prolaminas de una de las dos
variedad de avena estudiadas, que ademas es reconocida por el anticuerpo monoclonal

G12 especifico frente al péptido inmunogénico 33-mer.

Conclusién 2: La actividad degradadora de gliadina especifica de los pacientes
celiacos es mas intensa y definida en la capa de mucus que recubre el epitelio intestinal
que en el propio tejido. Ademas, esa actividad se mantiene en las secreciones

duodenales, aunque con menor intensidad y numero de bandas de degradacion.

Conclusién 3: El péptido 8-mer se encuentra inicamente en los cereales toxicos
para los pacientes celiacos (trigo, cebada y centeno), y ademas es un producto derivado
de la degradacion de las prolaminas de estos cereales por proteasas duodenales

especificas de los pacientes celiacos.

Conclusiéon 4: La secuencia del péptido 8-mer aparece solapada o estd muy
préxima a tres de los epitopos de gluten de células T conocidos hasta el momento y por
lo tanto, podria ser presentado por las células presentadoras de antigeno en el contexto
de moléculas HLA-DQ2.

Conclusion 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 ningun tipo de alteracion.

Conclusién 6: Las muestras de cepillado duodenal de los pacientes celiacos en
actividad podrian favorecer el efecto toxico 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 toxico de dichos

péptidos.

— 169 —



Capitulo IX: Conclusiones

Conclusion 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.

Conclusién 8: La deteccidn de anticuerpos IgA especificos 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, ademas de su presencia in vivo en el duodeno de

estos pacientes.

Conclusién 9: El ensayo ELISA disefiado para la deteccion de anticuerpos 1gA
especificos frente al péptido 8-mer desaminado constituye una nueva herramienta con
maultiples utilidades tanto en el apoyo al diagnéstico de la enfermedad celiaca como en

el seguimiento de la dieta sin gluten en nifios y adultos.

Conclusién 10: La ausencia de anticuerpos IgA especificos frente al péptido
desaminado 8-mer en plasma de pacientes con otras patologias gastrointestinales,
confirma que el test ELISA IgA anti-PDG 8-mer podria ser de ayuda en el diagnéstico

diferencial de estos pacientes.
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