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“Estudio de las proteinas CD14 soluble y proteina de union a lipopolisacarido en la

enfermedad celiaca”

""Study of soluble CD14 and lipopolysaccharide binding protein proteins in celiac disease'’



RESUMEN

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia autoinmune del intestino delgado debida al
consumo de gluten en personas genéticamente susceptibles. La alteracion de la permeabilidad
intestinal puede conducir a la traslocaciéon bacteriana, de la luz intestinal a la circulacién, y
posterior endotoxemia (por la presencia de lipopolisacdrido (LPS) bacteriano) y activacion de
la respuesta inmune sistémica. Las proteinas CD14 soluble (sCD14) y proteina de unién a LPS
(LBP), que reconocen LPS y lo presentan a receptores del sistema inmune innato, se postulan
como marcadores de endotoxemia y dafio intestinal en algunas patologias, diferentes a la EC.
El objetivo principal de este trabajo fue estudiar sCD14 y LBP en la EC. En este estudio
observacional descriptivo con componente analitico, transversal, se incluyeron pacientes
celiacos adultos, sin dieta libre de gluten (DLG) (no tratados) (n=20) y con DLG (n=40) y
controles aparentemente sanos (n=45). Se determinaron por ELISA los niveles séricos de
anticuerpos IgA anti-transglutaminasa tisular 2 (tTG2), sCD14 y LBP. sCD14 se encontrd
elevada en suero de pacientes con EC activa respecto a pacientes celiacos con DLG
(p=0,0168) y controles (p=0,0421). No se observo diferencia significativa entre los niveles
séricos de LBP de celiacos no tratados, celiacos con DLG y controles. Los datos obtenidos
sirven de base para estudios futuros sobre moléculas relacionadas a dafio intestinal y
contribuyen a un mayor conocimiento de moléculas de la respuesta inmune innata en la EC.

Palabras clave: Enfermedad Celiaca, Translocacion Bacteriana, Receptores de

Lipopolisacaridos, Dieta Sin Gluten.



SUMMARY

Celiac disease (CD) is an autoimmune enteropathy of the small intestine due to the
consumption of gluten in genetically susceptible persons. Alteration of intestinal permeability
can lead to bacterial translocation, from intestinal lumen to circulation, and subsequent
endotoxemia (due to the presence of bacterial lipopolysaccharide (LPS)) and activation of the
systemic immune response. The soluble CD14 (sCD14) and LPS-binding protein (LBP)
proteins, which recognize LPS and present it to receptors of the innate immune system, are
postulated as markers of endotoxemia and intestinal damage in some pathologies, other than
CD. The main objective of this study was to study sCD14 and LBP in CD. Adult celiac
patients with no gluten-free diet (GFD) (n=20) and GFD (n=40) and apparently healthy
controls (n=45) were included in this observational, descriptive, cross-sectional study with
analytical component. Serum levels of IgA anti-tissue transglutaminase 2 (tTG2), sCD14 and
LBP were determined by ELISA. sCD14 was found to be elevated in serum of patients with
active CD compared to celiac patients with GFD (p=0.0168) and controls (p=0.0421). No
significant difference was observed between the serum LBP levels of untreated celiacs, celiacs
with GFD and controls. The data obtained serve as the basis for future studies on molecules
related to intestinal damage and contribute to a better understanding of molecules of the innate
immune response in CD.

Key words: Celiac Disease, Bacterial Translocation, Lipopolysaccharide Receptors, Diet,

Gluten-Free.



1. INTRODUCCION



1.1. Enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia autoinmune del intestino delgado
provocada por el consumo de gluten de la dieta en personas con susceptibilidad genética (1).

El gluten es la fraccién proteica insoluble en agua presente en cereales como el trigo,
cebada, centeno, avena y otros granos relacionados, compuesta de prolaminas y glutelinas
(1,2).

La EC (del griego “koiliakos”, abdominal) fue descrita por primera vez en el siglo II
d.C., por el médico griego Aretaeus de Cappadocia, como un sindrome de malabsorcién con
diarrea croénica (3). En 1887, Samuel Gee hizo la primera descripcion clinica de lo que ahora
se conoce como EC, mientras que el pediatra Dicke fue el primero en vincular la EC con el
consumo de trigo en las décadas de 1930 y 1940 (4).

La prevalencia de la EC varia aproximadamente de 0,5% a 1% en poblacién
norteamericana y europea (5-9), asi como en las poblaciones de Australia (10), Nueva
Zelanda (11), el norte de Africa y Oriente Medio (9,12,13), el sur de Asia (14), Argentina (15)
y Brasil (16). Es 1,5 a 2 veces mds alta en mujeres que en hombres (17), como en la mayoria
de los desdérdenes autoinmunes. En un estudio realizado en nuestro pais con registros de la
Fundacién Paraguaya de Celiacos (FUPACEL), entre los afos 2006 y 2011 se registraron 5 a
10 casos nuevos de EC al mes (18). Datos sobre la prevalencia de la enfermedad en poblacién
paraguaya no existen.

El aumento de la frecuencia de la EC observado en muchos paises en desarrollo puede
deberse a la occidentalizacion de la dieta, cambios en la produccién y preparacion del trigo y

una mayor concienciacion de la enfermedad (19).



El riesgo de desarrollar EC se incrementa entre las personas que tienen un familiar de
primer grado afectado y en pacientes con otras enfermedades autoinmunes tales como la
diabetes tipo 1 (3 a 16%), la tiroiditis de Hashimoto (5%), la enfermedad hepatica autoinmune,
el sindrome de Sjogren, la esclerosis multiple, asi como la nefropatia por IgA, el sindrome de

Down (5%), el sindrome de Turner (3%) y la deficiencia de IgA (9%) (19).

1.1.1. Patogénesis de la EC

La patogénesis de la EC involucra una serie de factores como el consumo de gluten y

otros factores ambientales, asi como un fuerte componente genético (Figura 1) (20).
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Figura 1. Patogénesis de la Enfermedad Celiaca. Interaccién del gluten con factores inmunes y

genéticos en la Enfermedad Celiaca (Modificado de Green et al., 2007) (20).



El gluten presente en el trigo es un conjunto de proteinas compuesto por gliadinas y
gluteninas (21). Prolaminas similares a la gliadina también estdn presentes en el centeno
(secalinas), la cebada (hordeinas) y la avena (aveninas) (22). Péptidos derivados de las
prolaminas presentes en el trigo, la cebada y el centeno son capaces de desencadenar la EC, a
diferencia de los presentes en la avena, que han mostrado ser no inmunogénicos en la mayoria
de los individuos con EC (1,23).

Las gliadinas, hordeinas, secalinas y gluteninas son péptidos ricos en prolinas y
glutaminas que son débilmente digeridos en el tracto gastrointestinal humano debido a su
resistencia a la degradacién por endopeptidasas luminales y del borde en cepillo, que carecen
de actividad prolil endopeptidasa (20,23).

Las gliadinas se subdividen en a-, y-, and w-gliadinas, mientras que las gluteninas se
clasifican en gluteninas de bajo peso molecular (LMW) y de alto peso molecular (HMW). Los
péptidos derivados del gluten que estimulan més fuertemente a los linfocitos T de pacientes
con EC son los derivados de a- y - gliadina (4 residuos de prolina), y en menor medida los
de y-gliadina (2-3 residuos de prolina) y las gluteninas LMW (1-2 residuos de prolina) (24).

En un contexto de permeabilidad de la mucosa intestinal aumentada, como el que se
presenta en la EC, fragmentos de gliadina no digeridos pueden alcanzar la ldmina propia del
intestino mediante mecanismos de transporte a través de la barrera epitelial de la mucosa, tales
como transporte transcelular y paracelular (2).

Los principales factores genéticos que contribuyen a la susceptibilidad de la EC son los
genes del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) o antigeno leucocitario humano
(HLA) de clase II, HLA-DQ2 y HLA-DQS8, moléculas presentes en las células presentadoras

de antigeno (CPA) involucradas en la presentacion de antigenos a los linfocitos T (23).



Mis del 90% de los pacientes con EC posee una o dos copias de HLA-DQ2.5
(DQAT1*0501/DQB1*0201). Un porcentaje menor de pacientes expresa los haplotipos HLA-
DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302) y HLA-DQ2.2 (DQA1*0202/DQB1*0201), de menor riesgo
(25).

Los haplotipos HLA-DQ2 o HLA-DQS8 son necesarios pero no suficientes para el
desarrollo de la EC, ya que el HLA-DQ?2 esta presente en 30% de la poblacion caucdsica (26),
mientras que sélo 1% desarrolla EC, demostrando la participacion de otros factores genéticos
o ambientales (2).

Tanto HLA-DQ2.5 y HLA-DQS8 presentan en su estructura bolsillos con carga positiva
que unen preferentemente péptidos con carga negativa, como los derivados del gluten. Las
proteinas inmunogénicas del gluten poseen un alto contenido de glutamina (Q) y prolina (P).
Dado que los péptidos ricos en prolina son resistentes a la protedlisis por enzimas digestivas,
estos permanecen en el lumen intestinal y eventualmente, frente a una alteracién de la
permeabilidad intestinal, pueden entrar en contacto con las células inmunes intestinales.
Péptidos que contienen motivos ricos en glutamina (Q)-prolina (P) son excelentes sustratos
para la enzima transglutaminasa tisular 2 (tTG2) presente en el intestino, la cual puede
desaminar residuos de glutamina (Q) neutros, dentro de las secuencias Q-X-P, en residuos de
glutamato (E) de carga negativa. Los residuos de prolina introducen restricciones estructurales
que permiten la unién de péptidos sélo a moléculas HLA-DQ2/8 expresadas en células
presentadoras de antigeno, las cuales pueden activar a linfocitos T CD4" especificos del gluten

(25).



HLA-DQ?2.5 cubre un amplio repertorio de péptidos de gluten inmunogénicos y maés
resistentes a la degradacion por enzimas gastrointestinales, a diferencia de HLA-DQS8 y HLA-
DQ?2.2, lo que explicaria la fuerte asociacion de EC con la presencia de HLA-DQ2.5 (24).

Los haplotipos de HLA asociados a la EC representan 36-40% del riesgo genético en la
enfermedad (22). Se han identificado al menos 39 genes no HLA que predisponen a la
enfermedad, implicados en respuestas inflamatorias e inmunitarias principalmente (19).
Ademais, existe un alto grado de concordancia de la EC entre gemelos monocigéticos y la
prevalencia entre familiares de primer grado es del 10 a 15% (27).

Aln faltan estudios genéticos acerca de la frecuencia de los HLA predisponentes en la
poblacién paraguaya. En paises vecinos se ha encontrado la predominancia del HLA DQ?2.5

(28).

1.1.1.1. Inmunopatogénesis de la EC

En la EC esta involucrada tanto la respuesta inmune innata como adaptativa. Los
péptidos de gliadina pueden activar directamente a receptores de reconocimiento de patrdn,
como los receptores tipo Toll (TLR), especificamente el TLR2 y TLR4 (29). Ademads, los
inhibidores amilasa-tripsina (ATIs), que son proteinas diferentes al gluten encontradas en
trigo, centeno y cebada, activan el sistema inmune innato en pacientes con EC (30).

En condiciones fisiologicas normales, el sistema inmune intestinal mantiene la
tolerancia oral a los antigenos proteicos solubles en un ambiente de dcido retinoico y TGF-p,
que inducen propiedades tolerogénicas en las células dendriticas. Estas células dendriticas, a
su vez inducen el desarrollo de linfocitos T reguladores FOXP3", los cuales secretan citocinas
anti-inflamatorias tales como TGF-3, IL-10 e IL-4 y suprimen a linfocitos T efectores (23,31).

Sin embargo, en la EC, las células dendriticas intestinales son estimuladas por altos niveles de



citocinas pro-inflamatorias como IL-15, IFN-a e IL-21, y pueden promover la diferenciacion
de linfocitos T CD4" especificos para el gluten (31). Otro factor importante que contribuye a
la tolerancia inmune es la mantencion de la permeabilidad intestinal.

La enzima tTG2 presenta un papel fisiolégico en la reparacién tisular catalizando el
entrecruzamiento de proteinas presentes en las células (23,31) y es enzimdticamente inactiva a
nivel intracelular. Al transportarse extracelularmente, en presencia de calcio, adquiere una
conformacién abierta reducida y activa enzimdticamente, lo cual se favorece en condiciones
reductoras como en la inflamacion (23).

En la lIdmina propia los péptidos de gliadina son desaminados por la enzima tTG2, que
convierte ciertos residuos de glutamina sin carga, en dcido glutimico de carga negativa,
aumentado su afinidad de unién a las moléculas HLA de clase 11 DQ2 y/o DQS8 presentes en la
superficie de CPA, tales como macréfagos, células dendriticas y linfocitos B (32).

Los péptidos de gliadina son presentados a los linfocitos T CD4" induciendo su
activaciéon y proliferacion, producen citocinas pro-inflamatorias Thl y Th17 como IFN-y,
TNF-a, IL-1p, 1L-6, IL-15, IL-17A, IL-17F, IL-21, 1L-22, 1L-23 e IL-26 y promueven la
diferenciacion de los linfocitos B productores de anticuerpos anti-gliadina (AGA) y anti-tTG2
(33,34). Las citocinas pro-inflamatorias llevan a la producciéon de metaloproteasas y factor de
crecimiento de queratinocitos por células estromales, con la posterior induccién de hiperplasia
de las criptas (33). Concomitantemente, se producen altas cantidades de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 y TGF-f como un mecanismo para contrarrestar la activacion
inmune anormal en la mucosa intestinal durante la EC activa (35).

Las células Th CD4" especificas contra el gluten no pueden producir por si solas el

dafio tisular y la atrofia de las vellosidades en la EC. Por el contrario, los linfocitos
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intraepiteliales (IELs) activados por IL-15, median la destruccion de células intraepiteliales y
la atrofia de las vellosidades (31). Los IELs estdn compuestos de células CD8" TCR af*
principalmente, TCR y8" y algunas de tipo natural killer (NK) (23). En individuos sanos tienen
la funcién de proteger la barrera intestinal, sin embargo, en la EC, su activacién crénica
contribuye al dafio epitelial (25).

La activacion de los IELs CD8+TCR af+ en la EC se produce por la IL-15 (24,25,31),

una citocina pro-inflamatoria producida por células epiteliales y dendriticas de la ldmina

propia expuestas a péptidos de gliadina téxicos (32).

1.1.2. Presentacion clinica de la EC

La EC es reconocida actualmente como una enfermedad sistémica que puede afectar a
personas de cualquier edad, raza y grupo étnico (19).

Las manifestaciones clinicas de la EC pueden ser clésicas (signos y sintomas de
malabsorciéon) o no cldsicas y sintomaticas (con sintomas gastrointestinales y/o
extraintestinales) o asintomaticas (36).

La presentacion cldsica de la EC es mds comun en nifios pequefios y consiste
principalmente en sintomas gastrointestinales que se relacionan con malabsorcién e incluyen
diarrea cronica, dolor abdominal, distension abdominal, falta de crecimiento, pérdida de peso
y en algunos casos estrefiimiento (36).

Los sintomas extraintestinales secundarios a la malabsorcion incluyen la anemia por
deficiencia de hierro y osteoporosis resultante de la disminucion de la absorcién de calcio.
Otras manifestaciones extraintestinales pueden ser artritis, neuropatia periférica, hepatitis,
pancreatitis y anormalidades del sistema reproductor femenino (27). Manifestaciones poco

comunes de la EC son la dermatitis herpetiforme, una erupcién ampollosa con depdsitos de
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IgA, la ataxia del gluten y la crisis celiaca observada en nifios y caracterizada por diarrea
severa, hipoproteinemia y desequilibrios metabdlicos y electroliticos (19).

Entre las deficiencias nutricionales presentes en los pacientes con EC, ademds del
hierro y calcio, se encuentran la vitamina D, la vitamina B12, la vitamina B6 y el zinc (36).

Cabe resaltar que una proporcion de pacientes con EC no presenta sintomas (27).

Las complicaciones asociadas con la EC no tratada incluyen el desarrollo de otras
enfermedades autoinmunes, el adenocarcinoma del intestino delgado, la enteropatia asociada a
linfoma de células T (EATL) y los trastornos linfoproliferativos extraintestinales, como los
linfomas no Hodgkin de células T y B (32).

La EC refractaria al tratamiento afecta al 5% de las personas con EC y se caracteriza
por sintomas clinicos de malabsorcién persistentes o recurrentes junto con cambios

histolégicos a pesar de seguir una dieta libre de gluten (DLG) estricta (37,38).

1.1.3. Tratamiento de la EC

El unico tratamiento para la EC es una DLG estricta durante toda la vida, por lo que
todos los productos de trigo, centeno, cebada y avena contaminada con gluten deben evitarse
(36). De esta manera se interrumpe la respuesta inmune intestinal provocada por el gluten
permitiendo la recuperacion de la mucosa intestinal (25).

Los pacientes recién diagnosticados deben ser asesorados por un nutricionista para
evitar el gluten, asi como para tener una ingesta adecuada de nutrientes y fibra en su dieta (4).

El grado de susceptibilidad de los pacientes con EC a la contaminacién del gluten es
variable (4). La cantidad mas baja de gluten diaria que puede causar dafio a la mucosa

intestinal de pacientes con EC es de 10 a 50 mg por dia (19).
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La comision del Codex Alimentarius de la OMS estipulé una contaminaciéon méaxima
de gluten de 20 ppm en los alimentos etiquetados sin gluten, siendo este contenido de gluten
seguro para los pacientes con EC (4).

La DLG permite la resolucién de los sintomas y la reparacién del dafio intestinal y
mejora los pardmetros nutricionales, incluyendo aumento en el peso corporal, indice de masa
corporal y mineralizacion 6sea. Ademads, la adherencia a la DLG disminuye el riesgo de
complicaciones como el cancer y la mortalidad (39).

Con la instauracion de una DLG las caracteristicas serolégicas se normalizan en 3 a 12
meses (40), mientras que la recuperacion del dafo intestinal se produce normalmente dentro
de 6 a 24 meses de iniciada la dieta (19). La EC refractaria se presenta en aproximadamente un
5% de los pacientes, y ocurre cuando persisten los cambios histolégicos y sintomas a pesar de

seguir una DLG (37,38).

1.1.4. Diagnéstico de la EC

El diagndstico de la EC se realiza a través de la evaluacion clinica, serologia e

histologia en pacientes que presentan una dieta conteniendo gluten (4).

1.1.4.1. Serologia

Las pruebas seroldgicas se utilizan como el primer paso para identificar a los pacientes
con sospecha de EC (36). Estas incluyen medicion de anticuerpos IgA e IgG anti-tTG2,
anticuerpos IgA anti-endomisio (EMA) y anticuerpos IgA e IgG anti-péptidos de gliadina
desaminados (DGP) (4).

La medicién de anticuerpos IgA anti-tTG2 es la prueba inicial de eleccién, ya que es

altamente sensible y especifica para el diagndstico de EC (32). Un aumento de la
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concentracion de anticuerpos IgA anti-tTG2 en el momento del diagndstico se asocia con
grados mds severos de atrofia de las vellosidades intestinales (41-43). En este sentido, se
reportd una correlacion entre los titulos de anticuerpos anti-tTG2 y los grados de dafio
duodenal en pacientes con EC activa (44—46).

Los anticuerpos anti-EMA se dirigen a estructuras reticulinicas del musculo liso
gastrointestinal y tienen una especificidad cercana al 100% para el diagndstico de EC (36).

La medicién de los niveles séricos de anticuerpos anti-gliadina (AGA) actualmente no
se recomienda debido a su baja sensibilidad y especificidad, excepto cuando existe una alta
prevalencia de la enfermedad. En su lugar, los anticuerpos IgA e IgG anti-DGP son mads
precisos para la deteccion de EC y son especialmente utiles para la detecciéon de EC en nifios
menores de 2 aios donde se recomienda su uso en combinacién con IgA anti-tTG2 (39).

La deficiencia selectiva de IgA ocurre més frecuentemente en pacientes con EC (2%)
que en la poblacién general (0,2%), lo cual puede llevar a resultados falsos negativos cuando
se realizan los tests seroldgicos usuales basados en IgA, como anti-tTG2 y anti-EMA (4). Por
lo tanto, se sugiere medir IgA total al inicio de las pruebas y si existe deficiencia de los niveles
de IgA se recomienda la determinacién de anticuerpos IgG anti-tTG2 y/o anti-DGP (39).

Se recomienda el cribado selectivo para EC de sujetos sintométicos y aquellos con
mayor riesgo como los familiares de sujetos con EC y personas con diabetes tipo 1 o sindrome

de Down (32).

1.1.4.2. Evaluacion histolégica

La evaluacion histologica de la mucosa intestinal es el estdndar de oro para el
diagnostico de EC en adultos y no puede ser reemplazada por la serologia (4). Sin embargo,

las directrices de la Sociedad Europea de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia y
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Nutricion (ESPGHAN) sugieren que la biopsia del intestino delgado puede no ser necesaria
para el diagndstico de EC en nifios sintomaticos, con un alto titulo de anticuerpos anti-tTG2
(mayor a 10 veces el limite superior del rango normal), con anticuerpos EMA positivos en una
muestra de sangre tomada por separado y con presencia de los genotipos predisponentes HLA -
DQ2 y/o HLA-DQS (47).

Las muestras de biopsias se obtienen mediante una endoscopia superior. Debido a que
la inflamacioén duodenal puede ser irregular, se recomienda tomar varias muestras, al menos
cuatro de la segunda o tercera parte del duodeno y una o dos del bulbo duodenal (27).

Existen varias clasificaciones de los cambios histolégicos asociados con la EC siendo
la mds conocida la clasificacion de Marsh, segin la cual la mucosa intestinal normal se
clasifica como Marsh 0, la linfocitosis intraepitelial (> 25 linfocitos intraepiteliales por 100
enterocitos) como Marsh 1, la linfocitosis intaepitelial e hiperplasia de las criptas como Marsh
2, la linfocitosis intraepitelial, hiperplasia de las criptas y atrofia de las vellosidades como
Marsh 3. La clasificaciéon de Marsh fue modificada por Oberhuber que subdividi6 la lesién 3
en 3a-3c, segun la atrofia sea parcial (3a), subtotal (3b) o total (3c). Existe una clasificacién
simplificada més reciente desarrollada por Corazza (39).

El diagnéstico de EC se establece facilmente en quienes realizando una dieta
conteniendo gluten, presentan una serologia positiva y una biopsia duodenal con una
histologia caracterizada por un aumento de la linfocitosis intraepitelial, hiperplasia de las
criptas y atrofia de las vellosidades (4).

La prevalencia de EC seronegativa es del 6-22% de todos los casos diagnosticados
(48-51). Por lo tanto, cuando existe una fuerte sospecha de EC, la biopsia intestinal debe

realizarse incluso si las pruebas seroldgicas son negativas (4). Adicionalmente, en la histologia
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pueden encontrarse pacientes con EC con hallazgos inespecificos. Esta falta de concordancia
entre la serologia e histologia lleva a que muchos casos queden sin diagndstico, demostrando

la necesidad de desarrollar pruebas de diagndstico adicionales.

1.1.4.3. Estudio genético

Las pruebas genéticas para determinar la presencia de HLA-DQ2 y HLA-DQS8 pueden
ser utiles en personas con factores de riesgo de desarrollar EC, como por ejemplo, en los
familiares de pacientes con EC y en pacientes con casos dudosos. Estas pruebas tienen un alto
valor predictivo negativo, por lo que es poco probable el desarrollo de EC en quienes tengan

resultados negativos (19).

1.1.5. Seguimiento de la EC

Una vez que los pacientes con EC inician una DLG es importante evaluar la
recuperacion de la mucosa intestinal, para prevenir las complicaciones asociadas con el dafio
inflamatorio intestinal persistente. Realizar una evaluacion histoldgica del intestino mediante
endoscopia y biopsia resulta dificultoso debido a la naturaleza invasiva del procedimiento y al
costo sanitario considerable (52).

Adicionalmente se utilizan estrategias indirectas para evaluar la adherencia a la DLG
como entrevistas a los pacientes sobre los hédbitos alimenticios y mejoria de los sintomas, asi
como la medicion periddica de los niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 y/o anti-DGP,
los cuales disminuyen de forma continua al retirar el gluten de la dieta (52,53).

La mediciéon de anticuerpos refleja con precision el dafio intestinal durante el
diagnéstico de la EC (44-46). Sin embargo, en el seguimiento de la DLG, los niveles de

anticuerpos son pobres indicadores de la recuperacién de la mucosa intestinal (52,54-57). Si
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bien algunos estudios encontraron una correlacion entre los niveles de anticuerpos,
especialmente IgG anti-DGP, y el grado de dafio intestinal en el seguimiento de los pacientes
con EC (58,59), la eficacia de estas pruebas es generalmente menor que en pacientes no
tratados y deberian realizarse mas estudios que confirmen estos hallazgos.

Las pruebas seroldgicas de anticuerpos reflejan més bien la actividad de la respuesta
inmune relacionada a la EC que el dafio intestinal; la fiabilidad de estas pruebas para el
monitoreo de la respuesta histolégica durante el tratamiento de la EC adn es cuestionable
(57,60).

Los niveles de anti-tTG2 se mantienen mads altos pero dentro de los limites normales en
aquellos pacientes recuperados incompletamente después de un afio, lo que indica que la
desaparicion de anticuerpos ocurre antes que la recuperacion de la mucosa (61). Ademads, la
seropositividad persistente de anti-tTG2 es independiente de la recuperacion completa de la
mucosa intestinal (52).

La EC no cursa con elevacion de marcadores inflamatorios sanguineos como la
velocidad de eritrosedimentacidn, la proteina C reactiva o proteina amiloide A sérica (62), por
lo que es necesaria la busqueda de otras moléculas circulantes que puedan reflejar el grado de
inflamacidn intestinal (62—64).

Debido a esto, es necesaria la identificacion de marcadores medibles en forma no
invasiva y sensibles para evaluar la recuperacion de la mucosa intestinal en respuesta a una
DLG.

Se estudiaron los perfiles de expresion de citocinas en el suero de pacientes con EC
activa y pacientes con EC con DLG y se encontraron diferencias entre ambos grupos de

pacientes, lo cual podria servir como una prueba ttil para evaluar la respuesta al tratamiento
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(65—67). Ademas, debido a que hasta ahora el andlisis histolégico y de citometria de flujo es
necesario para distinguir entre formas complicadas (EC refractaria tipo II y EATL) y no
complicadas de EC y EC refractaria tipo I, se estudiaron ciertos parametros séricos
inmunolégicos y bioquimicos, incluyendo la medicién de ciertas citocinas, que podrian servir

como pruebas no invasivas Utiles para tal fin (68).

1.2. Moléculas asociadas a daiio intestinal en pacientes con EC

Se han estudiado diferentes moléculas y su relacién con el estado de la mucosa
intestinal, una vez instalada la DLG, en pacientes con EC.

Niveles séricos de transtiretina (69), CD163 soluble (62) y quimiocina inflamatoria
CXCLI10 (70) se encontraron aumentados significativamente en pacientes celiacos con
enfermedad activa (sin DLG) y dichos niveles volvieron a valores basales durante la DLG.

Se propuso a Reg-3a como un biomarcador de dano de las células epiteliales
intestinales en diversas enteropatias, incluida la EC (71).

La apoptosis excesiva de enterocitos es uno de los mecanismos responsables de la
atrofia vellositaria (72—74) y disminuye con la adherencia a una DLG (72). Se encontraron
niveles incrementados del marcador de apoptosis conocido como el fragmento de
citoqueratina 18 unido a caspasa (cCK-18) en pacientes con EC en relacion a controles sanos
(75).

Niveles plasmaticos del aminodcido citrulina producido por los enterocitos del
intestino delgado (76), niveles plasmaticos y urinarios de las proteinas de unién a acidos
grasos (FABPs) presentes en enterocitos maduros del intestino grueso y delgado (77-79), y

niveles circulantes de la enzima o-glutation S-transferasa (a-GST) presente en las células
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intestinales, hepdticas y renales (80,81) y su relacion con la integridad de las células epiteliales
intestinales han sido descritos.

La proteina de unién a 4cidos grasos intestinal (I-FABP) ha sido propuesta como
marcador de dafio intestinal en EC. Los niveles séricos de I-FABP se encontraron aumentados
en pacientes con EC no tratados en comparacion con controles no celiacos y disminuyeron
significativamente durante la DLG (63,64,82,83).

Sin embargo, ain es necesario el estudio de estas moléculas en un nimero mayor de
muestras y la validacién de procedimientos para determinar su utilidad como marcadores de

dafio intestinal en pacientes con EC.

1.2.1. Traslocacion microbiana

El dafio y alteracion de la permeabilidad intestinal puede conducir a la traslocacion
microbiana, que consiste en el paso de bacterias y otros microorganismos de la luz intestinal a
la circulacién sistémica, produciendo como consecuencia endotoxemia o presencia de
endotoxina o lipopolisacarido (LPS) de bacterias gram negativas en la sangre (84).

La traslocacion microbiana ha sido relacionada con activacion de la respuesta inmune
en forma sistémica. Las bacterias que llegan a la circulacidon como resultado de la traslocacion
bacteriana, son reconocidas por receptores de reconocimiento de patron (PRRs) del sistema
inmune y desencadenan su activacion e inflamacion. La activacion sistémica de la respuesta
inmune trae como consecuencia diversos procesos inflamatorios (84).

El fenémeno de activacién inmune sistémica como consecuencia de la traslocacion
microbiana se observa en varias patologias, tales como infeccion por VIH (85), enfermedad

inflamatoria intestinal (IBD) (86,87), higado graso (88), entre otras.
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La traslocacion bacteriana puede ser evaluada a través del ensayo del lisado de
amebocitos del Limulus (LAL), que mide los niveles circulantes de LPS. Este ensayo presenta
varias limitaciones técnicas lo que hace dificil su implementacién en estudios a gran escala
(89).

Adicionalmente, han sido evaluados como marcadores de traslocacién microbiana
anticuerpos contra el nicleo de endotoxina o LPS (EndoCAb) (90) y la medicién de los
niveles plasmaticos de D-lactato, producto de fermentacién producido por bacterias presentes
en el tracto humano gastrointestinal (91,92).

Alternativamente, la proteina de unién a lipopolisacdrido (LBP-LPS binding protein-)
y CD14 soluble (sCD14), proteinas que participan en el reconocimiento del LPS, han sido

postuladas como marcadores de endotoxemia y dafio intestinal en algunas patologias (93-96).

1.3. Proteina de unién a LPS (LBP) y CD14 soluble (sCD14): proteinas accesorias del

receptor TLR4

La proteina LBP y la proteina CD14 participan en el reconocimiento del LPS de
bacterias gram negativas, colaborando con el receptor TLR4 (97,98).

Los TLRs constituyen los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) de la
inmunidad innata mds representativos. Son codificados por la linea germinal y estan presentes
principalmente en macréfagos y células dendriticas, reconocen patrones estructurales comunes
de los microorganismos, conocidos como patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs) y patrones moleculares asociados a dafio celular (DAMPs) (97,99).

Los TLRs son proteinas transmembrana de tipo I compuestas por un dominio
extracelular conteniendo repeticiones ricas en leucina que median el reconocimiento de

PAMPs y DAMPs, un dominio transmembrana y un dominio intracelular de homologia a la
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familia del receptor de interleucina-1 (IL-1R), denominado dominio de homologia Toll/IL-1R
(TIR), involucrado en la transduccion de la sefal (97,99,100).

Diversos PAMPs actiian como ligandos para TLRs entre los que se incluyen lipidos,
lipoproteinas, proteinas y dacidos nucleicos derivados de microorganismos tales como
bacterias, virus, pardsitos y hongos (97). Entre los DAMPs detectados por los TLRs se
incluyen moléculas liberadas de las células dafiadas, apoptéticas o fibréticas durante la
inflamacién (101).

La unién de ligandos a los TLRs conduce a la activacion de factores de transcripcion y
la posterior produccién y secrecion de citocinas y otras moléculas pro-inflamatorias (99).

Los TLRs se dividen en dos subgrupos en funcién de su localizacién celular y
ligandos. Un grupo comprende a aquellos expresados en la superficie celular que reconocen
componentes de membrana microbianos como lipidos, lipoproteinas y proteinas e incluye a
TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 y TLR11, y el otro grupo se compone de aquellos que se
expresan en vesiculas intracelulares como el reticulo endopldsmico (RE), endosomas,
lisosomas y endolisosomas donde reconocen a &cidos nucleicos microbianos e incluye a
TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 (97).

Ademads de expresarse en células inmunes tales como macréfagos, monocitos y células
dendriticas, los TLRs se expresan en células epiteliales, endoteliales, neurales y gliales, y por
lo tanto, tienen un rol importante en la inflamacién especifica de tejidos (101).

El TLR4 fue el primero de los TLRs en ser descrito. Participa en la respuesta inmune
innata contra microorganismos tales como bacterias gram negativas y positivas, micobacterias,
espiroquetas, levaduras y virus tales como el virus sincitial respiratorio (RSV) y el virus de

tumor mamario (101). El TLR4 reconoce el LPS, glicolipido componente de la membrana
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externa de las bacterias gram negativas, que puede desencadenar shock séptico (97,102).
Ademais, reconoce DAMPs o alarminas, como las proteinas de alta movilidad del grupo de
caja 1 (HMGBI1), el 4cido hialurénico, la proteina de choque térmico 60 (HSP60) y Mrp8
(103).

Especificamente, el TLR4 reconoce en forma de homodimero al grupo lipidico
altamente conservado del LPS, asociado con la molécula accesoria factor de diferenciacion
mieloide-2 (MD-2) (103,104).

El complejo TLR4-MD2 reconoce LPS y recluta distintas moléculas adaptadoras
dando inicio a la transduccién de sefiales. El1 TLR4 activa tanto las vias de sefializacion
dependientes de MyD88 y TRIF (97).

El LPS estd compuesto de una region hidrofébica, el lipido A, unida a una cadena larga
de carbohidrato. Lipido A es la regién reconocida por el sistema inmune innato. Estd
compuesta de una cadena principal de glucosamina fosforilada y lleva cuatro a siete cadenas
de acilo unidas. Posee diversidad estructural entre distintas especies bacterianas, ya que puede
variar el nimero y longitud de las cadenas acilo y los residuos fosfato terminales pueden ser
modificados por otros grupos quimicos. La zona de carbohidratos se compone de una regién
central o nicleo conservado entre diferentes especies bacterianas, que contiene residuos de
carbohidratos inusuales como heptosa y KDO, y de una regién O especifica compuesta de
copias repetidas de unidades de carbohidratos. La sola presencia del lipido A es suficiente para
activar la respuesta inmunitaria innata, sin embargo, la respuesta inmune adaptativa depende
de la regién O (99,102).

Las proteinas LBP y sCD14 realizan la monomerizacién de LPS antes de presentarlo al

complejo TLR4-MD-2, facilitando asf la deteccion (99).
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LBP es una glicoproteina de fase aguda de 60 kDa presente en el plasma; se sintetiza
principalmente en los hepatocitos y se libera al torrente sanguineo. También es producida por
el epitelio intestinal, respiratorio y gingival (105). Pertenece a la familia LBP o de
transferencia de lipidos, a la que ademads pertenecen la proteina bactericida que incrementa la
permeabilidad (BPI), la proteina de transferencia de éster de colesterol, la proteina de
transferencia de fosfolipido, entre otras (99).

La LBP se une a agregados de LPS a través del NH2- terminal de carga positiva y los
transfiere al CD14, reconociendo a ésta a través del COOH- terminal, de esta manera
estimulando la respuesta inmune innata (99,105).

El CD14 es una glicoproteina que puede estar unida a la membrana (mCD14) de
células mielomonociticas por un anclaje de glicosilfosfatidilinositol (GPI) o en forma soluble
(sCD14) en fluidos biolégicos (106—109).

CD14 divide los agregados de LPS en mondémeros y los presenta al complejo TLR4-
MD-2 presente en la superficie celular (99,102).

La proteina CD14 pertenece a la familia de proteinas con repeticiones ricas en leucina
(LRR), y tiene la estructura curvada de solenoide, con un bolsillo hidrofébico en el lado NH2-
terminal. Dado que su bolsillo de unién a LPS es muy pequeio, s6lo une monémeros de LPS.
Puede unirse tanto a la regién de lipido A, como a la regién de carbohidratos del LPS
(99,110).

mCD14 presenta un tamafio de 55 kDa (111), mientras sCD14 varia de 43 a 53 kDa
segtn el grado de glicosilacién y dependiendo si se sintetizé sin el anclaje o se eliminé del

anclaje por actividad enzimética o protedlisis como resultado de la activacién de monocitos
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(106-109). sCD14 es también producida por los hepatocitos (112-116) y puede ser
considerada una proteina de fase aguda de tipo 2 inducida por IL-6 (117).

Ademads de su rol en la sefializaciéon por LPS, sCD14 es un factor regulatorio que
interactia directamente con células T y B y podria tener un rol modulador de las respuestas
inmunes celulares y humorales en enfermedades inflamatorias (118,119).

CDI14 también puede reconocer y unir otros productos bacterianos como
peptidoglicano, 4cido lipoteicoico, lipoarabinomanano y lipoproteinas, asi como inducir la
fagocitosis de células apoptoéticas (99,110).

De igual modo, la produccién de sCD14 puede ser inducida por otros ligandos de TLR,
diferentes a LPS, como flagelina y CpG oligodesoxinucléotidos asi como por citocinas

inflamatorias tales como IL-6 e IL-1f (120).

1.4. LBP y sCD14 como marcadores de exposicion a endotoxina (LPS)

sCD14 y LBP pueden reflejar la exposicion de LPS a largo plazo, ya que la vida media
de ambas proteinas oscila entre 24 a 48 hs, a diferencia del LPS que tiene una vida media de 1-
3h (121).

Se ha reportado que en el suero de sujetos sanos, la concentracion de LBP se encuentra
entre 5 a 15 pg/mL y puede aumentar hasta 50 pg/mL o mas durante la respuesta inflamatoria
de fase aguda (122); la concentracion sérica de sCD14 en sujetos sanos varia entre 1,5 a 5
mg/L (123).

Cuando LPS se encuentra en altas concentraciones, LBP puede atenuar sus efectos
estimulantes por varios mecanismos, por ejemplo, transfiriendo LPS a lipoproteinas de alta o

baja densidad en el suero (124) o competir con mCD14 por el LPS (125).
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Las funciones de sCDI14 son competir con mCD14 por la unién a LPS a fin de
neutralizar las respuestas inducidas por la endotoxina (126—129) o permitir el reconocimiento
de LPS de células que no expresan mCD14, como las células endoteliales, epiteliales y de
musculo liso, y mediar la activacién celular (130,131). sCD14 también puede transferir LPS

unido a las células a lipoproteinas plasmaticas (132).

1.5. LBP y sCD14 y su relacion con patologias

Niveles séricos aumentados de LBP y sCD14 han sido encontrados en diferentes
patologias. Los pacientes con IBD presentan niveles séricos aumentados de endotoxina, LBP y
sCD14, que se correlaciona con la actividad de la enfermedad y se normalizan después del
tratamiento (95). LBP y sCD14 han sido propuestos como marcadores de la actividad de la
enfermedad de Crohn mostrando una precision similar a la proteina C reactiva (PCR), usada
para tal fin (93).

Los niveles séricos de LBP se encontraron elevados en pacientes adultos con sepsis
causada por infecciones bacterianas y fungicas (133,134), VIH (85), cirrosis (135) y
enfermedad arterial coronaria (136,137). Existe una asociacion entre los niveles séricos de
LBP y el espesor de la intima media de la carétida, un marcador de aterosclerosis ampliamente
utilizado (138).

Adicionalmente, mayores concentraciones séricas de LBP también se asociaron con la
obesidad y el sindrome metabdlico (139—-141) y la diabetes tipo 2 (140,141), en concordancia
con la exposicion microbiana en estas anomalias a consecuencia de alteraciones en la

microbiota intestinal y la permeabilidad intestinal (142-145).
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Por otro lado, bajos niveles de LBP fueron encontrados en la enfermedad de Parkinson
(146,147), la tuberculosis extra-pulmonar (148), la filariasis activa (149) y la diabetes tipo 1
(150).

Los niveles séricos de sCD14 se encontraron elevados en pacientes con infecciones
bacterianas (151-153) y virales (154—156), asi como en pacientes con quemaduras y
traumatismos (157).

Niveles plasmdticos aumentados de sCD14 se observaron en pacientes infectados por
hepatitis B y C (158), VIH (85) y tuberculosis activa en relacién a tuberculosis latente (159—
162), donde se correlacionaron con los niveles de PCR (160).

Niveles séricos elevados de sCD14 estan asociados con diversas enfermedades
autoinmunes. Se encontraron niveles elevados en lupus y se correlaciond con la actividad de la
enfermedad (163,164). Ademads, se reportaron niveles séricos elevados de sCD14 en artritis
reumatoide (165), sindrome de Kawasaki (166) y esclerosis miultiple donde aumentaron
durante el tratamiento con IFN-f3 (167).

Los niveles de sCD14 aumentaron también en el suero de pacientes con diabetes tipo 2
(168) y se relacionaron con la resistencia a la insulina (169), aterosclerosis e infarto agudo de
miocardio (170).

En resumen, las proteinas LBP y sCD14 presentan niveles alterados en diferentes
patologias inflamatorias y son marcadores de dafio intestinal y traslocacién microbiana
(exposicion a LPS). Debido a esto y a que no existen datos sobre las proteinas LBP y sCD14
en la EC, el objetivo de este estudio es generar conocimiento sobre estas proteinas en la
patologia. Este estudio permitird aumentar el conocimiento existente sobre moléculas de la

respuesta inmune innata en la EC. Adicionalmente, servird como base para estudios futuros
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que evalden el posible uso de estas proteinas inflamatorias, facilmente medibles en suero,
como marcadores de inflamacion y dafio a nivel intestinal o seguimiento de tratamiento en la

EC.
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2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivo General

Estudiar a las proteinas CD14 soluble (sCD14) y proteina de unién a lipopolisacérido

(LBP) en la enfermedad celiaca (EC).

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Evaluar los niveles séricos de sCD14 en pacientes celiacos no tratados y con
dieta libre de gluten e individuos aparentemente sanos, y compararlos entre si.

2.2.2. Evaluar los niveles séricos de LBP en pacientes celiacos no tratados y con dieta
libre de gluten e individuos aparentemente sanos, y compararlos entre si.

2.2.3. Evaluar el efecto de la duracion de la dieta sobre los niveles séricos de
anticuerpos IgA anti-transglutaminasa tisular 2 (tT'G2) en pacientes celiacos.

2.2.4. Correlacionar los niveles séricos de anticuerpos IgA anti-transglutaminasa
tisular 2 (tTG2) en pacientes celiacos no tratados y con dieta libre de gluten con

los niveles séricos de sCD14 y LBP.
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Diseiio del estudio

El presente trabajo consistié en un estudio observacional descriptivo con componente
analitico, de corte transverso, con muestreo no probabilistico de casos consecutivos. Este
trabajo servird para generar datos de base para futuros estudios, ya que al iniciar el mismo, no
se contaba con ninglin antecedente sobre estas moléculas en la EC. Esta tesis se enmarca
dentro del Proyecto “Estudio de las moléculas inflamatorias CD14 soluble (sCD14) y proteina
de union a lipopolisacarido (LBP) en enfermedad celiaca”, 14-INV-171 del Programa
PROCIENCIA del CONACYT. Tanto el proyecto marco como el proyecto de tesis fueron

aprobados por el Comité Cientifico y de Etica del IICS-UNA, cédigo N° P06/2014.

3.2. Pacientes y controles

3.2.1 Criterios de seleccion

Se incluyeron pacientes con los siguientes criterios de inclusion: 1) adultos (con 18
afios cumplidos), de ambos sexos; i1) pacientes con diagndstico reciente de EC por un
gastroenterdlogo, siguiendo criterios clinicos, seroldgicos e histoldgicos, que no se encuentren
con DLG (no tratados); 1i1) pacientes con diagnodstico de EC realizado por un gastroenterologo
siguiendo criterios clinicos, serologicos e histologicos, que estén con DLG (tratados), con un
minimo de 6 meses de haber comenzado la dieta y que reciban asesoramiento nutricional
regularmente en la FUPACEL sobre alimentos certificados libres de gluten. Ademads, se
incluyeron controles con caracteristicas demogréficas (edad y sexo) similares a las de los
pacientes celiacos sin y con DLG. Los criterios de inclusién para controles fueron: adultos
(con 18 afios cumplidos), de ambos sexos, libres de EC y con una dieta normal incluyendo

gluten.
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Se excluyeron a pacientes celiacos que refirieron tener: 1) otras enfermedades
autoinmunes o inflamatorias, tales como: tiroiditis autoinmune, artritis reumatoide, esclerosis
multiple, enfermedad de Crohn, lupus, diabetes tipo 1, colagenopatia, psoriasis, colitis
ulcerosa, enfermedad hepética crénica, diabetes tipo 2; ii) infeccion o fiebre desde 7 dias antes
de la toma de muestra; iii) cdncer o embarazo. Se excluyeron del grupo control a sujetos que
refirieron tener: i) enfermedades autoinmunes o inflamatorias, tales como: tiroiditis
autoinmune, artritis reumatoide, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn, lupus, diabetes tipo
1, colagenopatia, psoriasis, colitis ulcerosa, enfermedad hepatica crénica, diabetes tipo 2; ii)
infeccion o fiebre desde 7 dias antes de la toma de muestra; iii) cdncer o embarazo; y a sujetos
con resultados positivos (> 10 U/ml) de anticuerpos IgA anti-transglutaminasa tisular, medidos

durante el desarrollo de la tesis.

3.2.2. Reclutamiento

Los pacientes con EC se reclutaron gracias al apoyo de la FUPACEL, entidad que
aglutina a pacientes celiacos y familiares de estos, y de gastroenter6logos colaboradores del
proyecto, durante el periodo 2015-2017. Los controles se reclutaron durante el periodo de
estudio.

Se procedi6 a la toma de muestra en aquellos pacientes y controles que accedieron a
participar de manera voluntaria, previa explicacion verbal del estudio y su participacion en el
mismo, se les entregd una hoja informativa (Anexo 1 para pacientes celiacos y Anexo 2 para
individuos aparentemente sanos), se aclararon las dudas de los mismos y se procedi6 a la firma
de consentimiento informado (Anexo 3). Tanto a los pacientes celiacos y controles se les
realizé un cuestionario (Anexo 4 y 5, respectivamente), a fin de recoger informacién sobre los

criterios de seleccion.
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3.3. Toma de muestra y separacion de sueros

Se tomd6 una muestra de sangre (5-10 mL) a cada participante mediante puncién venosa
y la muestra se colecté en tubos secos. Para separar el suero, se incubd la muestra 15 min a
37°C, se centrifugd a 2500 rpm por 5 min, se separé el suero y se conservé a — 20 °C hasta el

momento del analisis.

3.4. Cuantificacion de anticuerpos IgA anti-tTG2

Los niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 se determinaron utilizando el ensayo
de inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA) en pacientes celiacos (AESKULISA,
Wendelsheim, Alemania) y controles (ORGENTEC Diagnostika GmbH, Mainz, Alemania),
segun las instrucciones del fabricante.

Las muestras fueron diluidas empleando el factor de dilucién 1:101 recomendado por
el fabricante. Aquellas muestras con absorbancias fuera del rango de la curva estdndar fueron
diluidas de 10 a 60 veces.

Brevemente, se incubaron por duplicado los controles positivos y negativos, estdndares
y muestras diluidas durante 30 minutos en placas sensibilizadas con transglutaminasa
recombinante humana, se lavo, se agrego el anticuerpo de deteccion, se incubd durante 15 o 30
minutos segun la marca del kit, se lavd, se afiadio el sustrato, se incubd por 15 o 30 minutos
segun la marca del kit, se afiadi6 la solucion de paro y se incubd por 5 minutos. Se midio la
absorbancia a 450-620 nm. Se credé la curva estdndar utilizando un ajuste 4-PL y las

concentraciones fueron calculadas utilizando el programa www.myassays.com.
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Los niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 se clasificaron en positivos (> 18
U/mL), indeterminados (12-18 U/mL) y negativos (< 12 U/mL), de acuerdo con las

especificaciones del fabricante.

3.5. Cuantificacion de sCD14

Los niveles séricos de sCD14 se determinaron utilizando el ensayo de ELISA
(Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), segtin las instrucciones del fabricante.
El limite de deteccion del ensayo fue 125 pg/mL.

Se realiz6 previamente la estandarizacion de la dilucion de suero 6ptima a ser utilizada
para la detecciéon de sCD14, ya que el kit empleado corresponde al tipo de RUO (Research
Use Only). Para este fin se midi6 la absorbancia de sCD14 en dos muestras de suero a
diferentes diluciones (1:200, 1:300, 1:400, 1:600). Se escogid la dilucién 1:400, en la cual la
absorbancia de ambas muestras se situd en la region lineal media de la curva estandar.

Brevemente, se incubaron por duplicado los estandares y muestras diluidas durante 3 h
en placas sensibilizadas con anticuerpo de captura, se lavo, se agregd el anticuerpo de
deteccion, se incubd durante 1 h, se lavo, se afiadio el sustrato, se incubd por 30 minutos y se
afiadio la solucion de paro. Se midi6 la absorbancia a 450-570 nm. Se cre6 la curva estandar
utilizando un ajuste 4-PL y las concentraciones fueron calculadas utilizando el programa

www.myassays.com.

3.6. Cuantificacion de LBP

Los niveles séricos de LBP se determinaron utilizando el ensayo de ELISA (DuoSet,

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), segtn las instrucciones del fabricante.
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Se realiz6 previamente la estandarizacion de la dilucién de suero Optima a ser utilizada
para la deteccion de LBP, ya que el kit empleado corresponde al tipo de RUO. Para este fin se
midié la absorbancia de LBP en dos muestras de suero a diferentes diluciones seriadas (1:100
a 1:12800). Se escogi6 la dilucién 1:1600, en la cual la absorbancia de ambas muestras se
situd en la region lineal media de la curva estdndar.

Brevemente, se sensibilizaron las placas con anticuerpo de captura durante toda la
noche a 4°C, se lavd, se bloquearon los pocillos con solucién de albimina de suero bovina
(BSA) en PBS durante 1 h, se lavd, se incubaron por duplicado los estidndares y muestras
diluidas durante 2 h en las placas sensibilizadas con anticuerpos de captura, se lavo, se agregd
el anticuerpo de deteccion, se incubd durante 2 h, se lavd, se afiadid la solucién de
estreptavidina-HRP, se incubé por 20 minutos. Posteriormente se afiadi6 el sustrato, se incubd
por 20 minutos y se afiadi6 la solucién de paro. Se midi6 la absorbancia a 450-570 nm. Se cre6
la curva estandar utilizando un ajuste 4-PL y las concentraciones fueron calculadas utilizando

el programa www.myassays.com.

3.7. Asuntos éticos

Tanto el proyecto marco como el proyecto de tesis fueron aprobados por el Comité
Cientifico y de Etica del IICS-UNA, cédigo N° P06/2014 y el trabajo se realizé teniendo en
cuenta los principios éticos de la investigacion clinica: respeto a la persona humana, justicia,
beneficencia.

Los participantes recibieron una carta informativa del estudio (Anexo 1 para pacientes
celiacos y Anexo 2 para individuos aparentemente sanos), accedieron a participar

voluntariamente y firmaron un consentimiento informado (Anexo 3).
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Se mantuvo la confidencialidad y el anonimato de los participantes, ya que las
muestras y datos colectados fueron codificados y sélo los investigadores responsables
contaron con acceso a la base de datos.

Tanto los pacientes como individuos del grupo control se beneficiaron obteniendo un
resultado gratuito de anticuerpos IgA anti-tTG2, una de las pruebas utilizadas para el
diagnéstico de la EC y para el seguimiento de los pacientes celiacos una vez que inician la

dieta libre de gluten.

3.8. Analisis de datos

Se realiz6 el andlisis estadistico utilizando el programa GraphPad Prism 6.01. Para
establecer la distribucion de las variables se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Los
valores de variables continuas de anticuerpos IgA anti-tTG2, sCD14 y LBP se expresaron
como mediana y rangos intercuartilicos (ICys.7s54,). Para establecer si hay diferencias de
variables entre 2 grupos se aplic6 la prueba U de Mann-Whitney de dos colas y para el calculo
de correlaciones entre pares de variables continuas se utilizo la prueba de Spearman. En todos

los andlisis se considerd estadisticamente significativo un valor de p<0,05.

36



4. RESULTADOS
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4.1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes e individuos controles

participantes del estudio

El presente estudio incluyé a 60 pacientes con EC, con diagndstico por criterios
clinicos, seroldgicos e histoldgicos. De ellos, 20 eran pacientes con diagndstico reciente, sin
DLG (no tratados) y 40 eran pacientes con DLG (tratados), con un minimo de 6 meses de
duracion de la dieta al momento de la toma de muestra. Los pacientes con DLG se clasificaron
seglin la duracién de la dieta haya sido de 0,5 a 1 afo (n=6) o mayor a 1 afio de duracién
(n=34) y segin los niveles de anticuerpos IgA anti-tTG2 sean negativos (n=25),
indeterminados (n=4) o positivos (n=11).

Ademads, se incluyeron 45 controles, libres de EC, aparentemente sanos, con una dieta
normal incluyendo gluten.

Las caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes celiacos y controles se

detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los sujetos de estudio

Control EC sin DLG EC con DLG

Numero de participantes 45 20 40
Edad promedio, afios + DE 349 +12,2 37,0+ 12,3 34,8 +13,1
Sexo, n (%)
F 34 (75,6) 15 (75,0) 32 (80)
M 11 (24,4) 5(25,0) 8 (20)
Duracion de DLG, n (%)
0,5 -1 afio - - 6 (15)
> 1 afio - - 34 (85)
Anticuerpos IgA anti-tTG2 (U/mL), n (%)
< 12 (Negativo) 45 (100) 0 25 (62,5)
12-18 (Indeterminado) 0 0 4 (10,0)
> 18 (Positivo) 0 20 (100) 11 (27,5)

EC, enfermedad celiaca. DLG, dieta libre de gluten. DE, desviacion estdndar
Edad minima/maxima: de controles 18/63, de pacientes celiacos sin DLG 19/65 afios y de pacientes celiacos con
DLG 19/67 afios.

Promedio de duracion de la DLG: 5,8 afios.

Entre los pacientes con DLG de 0,5 a 1 afio de duracién, 50% (3/6) presentd niveles de
anticuerpos IgA anti-tTG2 negativos, 16,7% (1/6) niveles indeterminados y 33,3% (2/6)
niveles positivos; entre aquellos con DLG mayor a 1 afio, 64,7% (22/34) present6 niveles de
anticuerpos IgA anti-tTG2 negativos, 8,8% (3/34) niveles indeterminados y 26,5% (9/34)

niveles positivos.

4.2. Niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos sin y con DLG

El anticuerpo anti-tTG2 es el marcador serol6gico més utilizado para el diagnéstico de
la EC en personas adultas. No existen datos sobre los niveles de anticuerpos anti-tTG2 en
pacientes paraguayos.

En la Figura 2 se muestra una curva estandar representativa correspondiente al ensayo

de ELISA para cuantificar los niveles de anticuerpos IgA anti-tTG2.
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Figura 2. Curva estandar representativa del ensayo de ELISA de anticuerpos IgA anti-tTG2
(Ajuste 4-PL). Se representan los puntos de datos del estandar (puntos rojos) sobre ejes semi-log con
los valores de absorbancia medidos vs. las concentraciones especificadas. (En el eje X logaritmico se

representan las concentraciones y en el eje Y lineal se muestran las mediciones).

Las medianas (ICjs.75¢) de los niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 en
pacientes celiacos sin y con DLG fueron 3986 (381,9-6606) U/mL y 7,469 (3,272-19,46)
U/mL, respectivamente, observandose aumentados en el grupo de pacientes con EC activa (sin

DLG) (p<0,0001) (Figura 3).
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Figura 3. IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos. Niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 en
pacientes celiacos sin DLG (n=20) y pacientes celiacos con DLG (n=40). Cada punto representa
valores individuales. Las lineas horizontales representan la mediana y los rangos intercuartilicos (ICss.

75%). Prueba U de Mann-Whitney. ****p<0,0001.

4.2.1. Niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos segin

duracion de la DLG

Los niveles de anticuerpo anti-tTG2 disminuyen con la DLG (171), por lo que se
analizaron los niveles del auto-anticuerpo segtn la duracién de la DLG. Se observaron niveles
séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 significativamente elevados en pacientes celiacos sin
DLG en comparaciéon con los niveles en pacientes celiacos con DLG de 0,5 a 1 afo
(p=0,0003), como mayor a 1 afio de duracién (p<0,0001). No se observaron diferencias en los
niveles de anticuerpos IgA anti-tTG2 de pacientes con DLG de 0,5 a 1 afio de duracién en

comparacion con los que presentaban DLG mayor a 1 afio (Figura 4).
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Figura 4. Niveles de IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos segiin duracion de la DLG. Niveles
séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos sin DLG (n=20), pacientes celiacos con
DLG 0,5 - 1 afio (n=6) y pacientes celiacos con DLG > 1 afio (n=34). Cada punto representa valores
individuales. Las lineas horizontales representan la mediana y los rangos intercuartilicos (IC;s.754).

Prueba U de Mann-Whitney. ***p=0,0003; ****p<0,0001.

4.2.2. Correlacion entre los niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 y la

duracion de la DLG en pacientes celiacos

A su vez, se realiz6 un andlisis de correlacion entre los niveles séricos de anticuerpos
IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos y la duraciéon de la DLG. Al aumentar el tiempo de la

DLG disminuyeron los niveles de anticuerpos (r=-0,3221; p=0,0427) (Figura 5).

42



EC con DLG

5007 r=-0,3221
300 A p=0,0427
~ 100+
-
g 100
§ °
~ 80-
o
'—
% 604 ©
=
40+
> s .
20 &4 @ . °
3
o9 00, b
04 'o. ® - - o .
0 5 10 15 20 25

DLG (afos)

Figura 5. Correlacion de IgA anti-tTG2 y duracion de la DLG en pacientes celiacos. Correlacién
entre los niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 y la duracién de la DLG en pacientes celiacos
(n=40). Cada punto representa valores individuales. Prueba de correlacién de Spearman. r=-0,3221;

p=0,0427.

4.3. Niveles séricos de sCD14 en pacientes celiacos sin y con DLG e individuos

aparentemente sanos

En la Figura 6 se muestra una curva estdndar representativa correspondiente al ensayo

de ELISA para cuantificar sCD14.
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Figura 6. Curva estandar representativa del ensayo de ELISA de sCD14 (Ajuste 4-PL). Se
representan los puntos de datos del estandar (puntos rojos) sobre ejes semi-log con los valores de
absorbancia medidos vs. las concentraciones especificadas. (En el eje X logaritmico se representan las

concentraciones y en el eje Y lineal se muestran las mediciones).

Se determinaron los niveles séricos de sCD14 en las muestras de pacientes celiacos y
controles. Las medianas (IC;s.75¢,) de los niveles séricos de sCD14 detectados en el grupo
control, en pacientes celiacos sin DLG y en pacientes celiacos con DLG fueron 1573 (1329-
1754) ng/mL, 1776 (1489-1902) ng/mL y 1490 (1308-1695) ng/mL, respectivamente (Figura

7).
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Figura 7. sCD14 en pacientes celiacos e individuos controles. Niveles séricos de sCD14 en controles
(n=45), pacientes celiacos sin DLG (n=20) y pacientes celiacos con DLG (n=40). Cada punto
representa valores individuales. Las lineas horizontales representan la mediana y los rangos
intercuartilicos (ICss.75¢). Prueba U de Mann-Whitney. *p=0,0421 entre EC sin DLG y grupo control;
*p=0,0168 entre EC sin DLG y EC con DLG.

Se observaron niveles séricos de sCD14 elevados en pacientes celiacos sin DLG
respecto al grupo control (p=0,0421). Ademas, se compararon los niveles séricos de sCD14 de
pacientes sin DLG con los de pacientes con DLG. Los pacientes celiacos sin DLG presentaron
niveles de sCD14 superiores a los pacientes celiacos con DLG (p=0,0168) (Figura 7).

Se compararon los niveles séricos de sCD14 de pacientes celiacos sin DLG y pacientes
celiacos con DLG con niveles positivos, indeterminados o negativos para IgA anti-tTG2. Se
observo diferencia significativa entre los niveles séricos de sCD14 de pacientes celiacos sin
DLG y pacientes celiacos con DLG que presentaron niveles negativos de anticuerpos IgA anti-

tTG2 (p=0,0253) (Figura 8).
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Figura 8. sCD14 en pacientes celiacos segin los niveles de IgA anti-tTG2. Niveles séricos de
sCD14 en pacientes celiacos sin DLG (n=20), pacientes celiacos con DLG/IgA anti-tTG2 positivo (+),
n=11; pacientes celiacos con DLG/IgA anti-tTG2 indeterminado (ind.), n=4 y pacientes celiacos con
DLG/IgA anti-tTG2 negativo (-), n=25. Cada punto representa valores individuales. Las lineas
horizontales representan la mediana y los rangos intercuartilicos (IC,ss4). Prueba U de Mann-

Whitney. *p=0,0253.

A su vez, se analizaron los niveles séricos de sCD14 segtin el sexo de los pacientes con
EC e individuos aparentemente sanos. No se encontré diferencia significativa entre pacientes

ni controles del sexo femenino y masculino (datos no mostrados).

4.3.1. Niveles séricos de sCD14 en pacientes celiacos segiin duracion de la DLG

Se analizé el efecto de la duracion de la DLG sobre los niveles séricos de sCD14,
separando a los pacientes con DLG en dos grupos, ya sea con DLG de 0,5 a 1 afio o mayor a 1

afio de duraciéon. Se observo diferencia entre los niveles séricos de sCD14 de pacientes
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celiacos sin DLG y pacientes celiacos con DLG de 0,5 a 1 afio (p=0,0436), y entre los niveles

séricos de sCD14 de pacientes celiacos sin DLG y pacientes celiacos con DLG > 1 afio

(p=0,0333).
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Figura 9. Niveles de sCD14 en pacientes celiacos segin duracién de la DLG. Niveles séricos de
sCD14 en pacientes celiacos sin DLG (n=20), pacientes celiacos con DLG 0,5 - 1 afio (n=6) y
pacientes celiacos con DLG > 1 afio (n=34). Cada punto representa valores individuales. Las lineas
horizontales representan la mediana y los rangos intercuartilicos (IC,ss4). Prueba U de Mann-
Whitney. *p=0,0436 entre EC sin DLG y EC con DLG 0,5 — 1 afio; *p=0,0333 entre EC sin DLG y EC

con DLG > 1 afo.

4.3.2. Correlacion entre los niveles séricos de sCD14 y los de anticuerpos IgA anti-

tTG2 en pacientes celiacos

No se observ6 correlacidn significativa entre los niveles séricos de sCD14 y los niveles
séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2, de pacientes celiacos sin DLG (r=0,2797; p=0,2323)

(Figura 10) ni con DLG (r=0,09925; p=0,5423) (Figura 11).
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Figura 10. Correlacion de sCD14 e IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos sin DLG. Correlacién

entre los niveles séricos de sCD14 y anticuerpos IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos sin DLG (n=20).

Cada punto representa valores individuales. Prueba de correlacién de Spearman. r=0,2797; p=0,2323.
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Figura 11. Correlacion de sCD14 e IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos con DLG. Correlacion

entre los niveles séricos de sCD14 y anticuerpos IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos con DLG (n=40).

Cada punto representa valores individuales. Prueba de correlacién de Spearman. r=0,09925; p=0,5423.
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4.3.3. Correlacion entre los niveles séricos de sCD14 y la duraciéon de la DLG en

pacientes celiacos

No se observé correlacion significativa entre los niveles séricos de sCD14 de pacientes

celiacos con DLG y la duracién de la dieta (r=-0,2239; p=0,1649) (Figura 12).
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Figura 12. Correlacion de sCD14 y duracion de la DLG en pacientes celiacos. Correlacion entre
los niveles séricos de sCD14 y la duracién de la DLG en pacientes celiacos (n=40). Cada punto

representa valores individuales. Prueba de correlacion de Spearman. r=-0,2239; p=0,1649.

4.4. Niveles séricos de LBP en pacientes celiacos sin y con DLG e individuos

aparentemente sanos

En la Figura 13 se muestra una curva estdndar representativa correspondiente al

ensayo de ELISA para cuantificar LBP.
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Figura 13. Curva estandar representativa del ensayo de ELISA de LBP (Ajuste 4-PL). Se
representan los puntos de datos del estiandar (puntos rojos) sobre ejes semi-log con los valores de
absorbancia medidos vs. las concentraciones especificadas. (En el eje X logaritmico se representan las

concentraciones y en el eje Y lineal se muestran las mediciones).

Se determinaron los niveles séricos de LBP en las muestras de suero de pacientes y
controles. Las medianas (ICys.754) de los niveles séricos de LBP detectados en el grupo
control, en pacientes celiacos sin DLG y en pacientes celiacos con DLG fueron 8,320 (7,377-
10,93) ug/mL, 7,864 (7,053-17,03) ng/mL y 10,45 (7,374-14,55) png/mL, respectivamente

(Figura 14).
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Figura 14. LBP en pacientes celiacos e individuos controles. Niveles séricos de LBP en controles
(n=45), pacientes celiacos sin DLG (n=20) y pacientes celiacos con DLG (n=40). Cada punto
representa valores individuales. Las lineas horizontales representan la mediana y los rangos

intercuartilicos (IC»s5.754,). Prueba U de Mann-Whitney.

No se observoé diferencia significativa entre los niveles de LBP de pacientes celiacos
(sin o con DLG) y el grupo control. Ademads, tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los niveles de LBP de pacientes celiacos sin DLG con los de pacientes con
DLG (Figura 14).

A fin de evaluar si hay diferencias en los niveles de LBP entre los grupos de pacientes
celiacos sin DLG y los pacientes celiacos con DLG positivos, indeterminados o negativos para
IgA anti-tTG2, se compararon los niveles séricos de LBP en estos grupos. No se observo
diferencia significativa de los niveles séricos de LBP entre los pacientes celiacos sin DLG y
los pacientes celiacos con DLG positivos, indeterminados o negativos para IgA anti-tTG2

(Figura 15).
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Figura 15. Niveles de LBP en pacientes celiacos segiin los niveles de IgA anti-tTG2. Niveles
séricos de LBP en pacientes celiacos sin DLG (n=20), pacientes celiacos con DLG/IgA anti-tTG2
positivo (+), n=11, pacientes celiacos con DLG/IgA anti-tTG2 indeterminado (ind.), n=4 y pacientes
celiacos con DLG/IgA anti-tTG2 negativo (-), n=25. Cada punto representa valores individuales. Las
lineas horizontales representan la mediana y los rangos intercuartilicos (ICs.75¢). Prueba U de Mann-

Whitney.

Ademas, se analizaron los niveles séricos de LBP segun sexo de pacientes con EC e
individuos aparentemente sanos. En pacientes sin DLG, se encontré diferencia significativa
entre pacientes del sexo femenino y masculino (p=0,0193). Sin embargo, en pacientes con

DLG y controles, no se encontrd diferencia significativa segun el sexo (datos no mostrados).
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4.4.1. Correlacion entre los niveles séricos de LBP y los de anticuerpos IgA anti-

tTG2 en pacientes celiacos

No se observé correlacion significativa entre los niveles séricos de LBP y los niveles
séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 de pacientes celiacos sin DLG (r=0,1143; p=0,6314)

(Figura 16) ni con DLG (r=-0,04578; p=0,7791) (Figura 17).
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Figura 16. Correlacion de LBP e IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos sin DLG. Correlacién entre
los niveles séricos de LBP y anticuerpos IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos sin DLG (n=20). Cada

punto representa valores individuales. Prueba de correlacién de Spearman. r=0,1143; p=0,6314.
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Figura 17. Correlacion de LBP e IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos con DLG. Correlacion entre
los niveles séricos de LBP y anticuerpos IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos con DLG (n=40). Cada

punto representa valores individuales. Prueba de correlacion de Spearman. r=-0,04578; p=0,7791.

4.4.2. Correlacion entre los niveles séricos de LBP y la duracién de la DLG en

pacientes celiacos

No se observd correlacion significativa entre los niveles séricos de LBP de pacientes

celiacos con DLG y la duracién de la dieta (r=0,1372; p=0,3987) (Figura 18).
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Figura 18. Correlacion de LBP y duracién de la DLG en pacientes celiacos. Correlacién entre los
niveles séricos de LBP y la duracién de la DLG en pacientes celiacos (n=40). Cada punto representa

valores individuales. Prueba de correlacién de Spearman. r=0,1372; p=0,3987.
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5. DISCUSION
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La enfermedad celiaca es una enteropatia autoinmune donde la respuesta inmune
adaptativa participa de manera importante, sin embargo también se observa participacion de la
respuesta inmune innata.

Las proteinas sCD14 y LBP participan en la respuesta inmune innata y han sido
postuladas como marcadores de dafo intestinal en varias enfermedades, tales como colitis
ulcerosa (95), enfermedad de Crohn (93,95), diabetes tipo 1 (150), Parkinson (146,147),
obesidad y sindrome metabdlico (139-141), diabetes tipo 2 (140,141,168), cirrosis (135),
infeccion por VIH (85), entre otras.

Al inicio de este trabajo no se encontraba informacion respecto a estas moléculas en la
EC, por lo que se plante6 el objetivo de evaluar los niveles séricos de sCD14 y LBP en
pacientes con EC activa (sin DLG) y pacientes en tratamiento (con DLG), y generar

informacion sobre estas proteinas relacionadas con la inflamacion y el dafo intestinal.

5.1. Caracteristicas de la poblacion

Se estudiaron las muestras de 40 pacientes celiacos con DLG y 20 pacientes celiacos
sin DLG (EC activa), que no presentaban ninguna otra enfermedad autoinmune. Este tamafio
de muestra no es muy amplio, sin embargo es similar al de otros trabajos en el drea de la EC
(63,66,68).

Se debe considerar que la prevalencia de la EC es aproximadamente 1% y que se
incluyeron en este estudio s6lo pacientes adultos con diagndstico de EC (no se incluyeron
niflos ni adolescentes). Ademds, los pacientes reclutados no presentaban otras enfermedades
autoinmunes, inflamatorias o infecciosas con el fin que los resultados obtenidos de los niveles

séricos de las proteinas inflamatorias sean lo mds representativos posibles del estado de las
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mismas en la EC. Esto dificulté ampliar el tamafio de muestra, considerando que los pacientes
con EC tienen un riesgo incrementado de presentar otras enfermedades autoinmunes (19).

Respecto a la edad de los pacientes incluidos es resaltante que 20% de los pacientes
recientemente diagnosticados tenian edades comprendidas entre 50 y 65 afios. Esto concuerda
con la tendencia creciente del aumento de la incidencia de la EC entre personas de edad
avanzada. En la actualidad se considera que puede diagnosticarse a cualquier edad (172) y en
medida casi igual en nifios y adultos (173).

La proporcién mayoritaria de pacientes con EC fue del sexo femenino. Esto podria
deberse a que mds mujeres que hombres padecen esta enfermedad, como en otros trastornos

autoinmunes, siendo en la EC la proporcién entre mujeres y hombres 2:1 (17).

5.2. Niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 en pacientes celiacos

Este es el primer estudio que reporta los niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2
en pacientes paraguayos con EC. Los pacientes con EC no tratados presentaron mayores
niveles de estos anticuerpos que aquellos que realizaban una DLG, en concordancia con
estudios realizados en otras poblaciones (48,171,174,175).

Todos los pacientes con EC activa (dieta conteniendo gluten), presentaron niveles
positivos de anticuerpos IgA anti-tTG2, a diferencia de otros estudios donde 87% de los
pacientes fueron positivos (48,176). Sin embargo, esta diferencia puede deberse al tamafio de
la poblacién.

Se observaron niveles de anticuerpos IgA anti-tTG2 significativamente menores en
pacientes con DLG de 6 meses a 1 afio de duracién de la dieta en comparacion a pacientes sin

DLG, similar a lo observado en otro estudio (177). Los pacientes con DLG de nuestra
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poblacién presentaron niveles negativos de anticuerpos en porcentaje menor a otros estudios
con un promedio de duracién de 1 afio de la DLG (55,171).

La persistencia de serologia positiva un afio después del inicio de la DLG es altamente
indicativa de contaminacién con gluten en la dieta (178). Sin embargo, no hay un consenso
sobre la relacion entre los niveles de IgA anti-tTG2 y la adherencia a la DLG. Algunos
estudios muestran que los niveles de este auto-anticuerpo se correlacionan con el grado de
cumplimiento dietario y funcionan bien para evaluar adherencia a la DLG (42,174,179). Por el
contrario, otros muestran que la serologia falla en detectar transgresiones dietarias
(56,60,180). En este estudio, el cumplimiento dietario se evalué mediante un cuestionario y
todos los pacientes incluidos manifestaron estar en conocimiento de los alimentos certificados
libres de gluten por la FUPACEL y cumplir con la dieta. Los pacientes de este estudio con
DLG mayor a 1 afio con niveles positivos e indeterminados de auto-anticuerpo podrian haber
ingerido gluten de forma inadvertida, por ejemplo como contaminacién cruzada o presentado
niveles persistentes de IgA anti-tTG2 independiente al cumplimiento de la DLG.

Se estudié ademads la correlacion entre los niveles de anticuerpos IgA anti-tTG2 y la
duraciéon de la DLG, observdndose que los niveles de anticuerpos disminuyen
significativamente a medida que aumentan los afnos de dieta. Este resultado concuerda con lo

reportado por Biirgin-Wolff y col. (181).

5.3. CD14 soluble (sCD14) en pacientes celiacos

sCD14 es una molécula de la respuesta inmune innata, y, en colaboraciéon con LBP,
presenta LPS al complejo TLR4/MD2 en monocitos/macréfagos y como consecuencia se
activan distintas vias de sefializacion que llevan a la activacién de la expresién de genes pro-

inflamatorios, entre ellos de citocinas (97).
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Al inicio de este trabajo de tesis, no se encontraba informacién sobre las moléculas
sCD14 y LBP en la EC. Durante el desarrollo del mismo se realizaron dos reportes (75,182).

En este estudio se encontraron niveles séricos elevados de sCD14 en pacientes con EC
activa en comparacion a los niveles en pacientes celiacos con DLG y controles aparentemente
sanos. A su vez, no se observo diferencia significativa entre los niveles de sCD14 de pacientes
con DLG y controles, similar a lo reportado por (75). Por otro lado, se reporté que pacientes
italianos con EC activa no presentan niveles aumentados de sCD14 en comparacién a un
grupo control (182), argumentando la existencia de un mecanismo efectivo de neutralizacién
de productos microbianos que podrian atravesar la ldmina propia, ya sea por anticuerpos IgA o
células fagociticas. La diferencia con lo encontrado en este estudio, podria deberse a que se
estudia a una poblacién diferente o que este mecanismo propuesto de defensa del sistema
inmune podria ser inadecuado en la mayoria de los pacientes con EC activa de nuestra
poblacién.

El incremento de los niveles de sSCD14 en pacientes con EC activa podria deberse a la
activacion de la respuesta inmune sistémica como consecuencia de un aumento de la
permeabilidad intestinal y posterior traslocaciéon de bacterias de la luz intestinal a la
circulaciéon sanguinea. Esta traslocaciéon microbiana puede conducir a un estado de
inflamacién sistémica promoviendo el desarrollo de patologias (183,184). En individuos
infectados con VIH se observé que la traslocacién microbiana aumenta la activacion inmune
sistémica en respuesta a antigenos bacterianos y se asocia a déficits cognitivos (185). La
presencia de LPS de bacterias gram negativas en la circulacién induce la secrecion de sCD14

por monocitos y macréfagos, asi como de LBP por células hepdticas principalmente (84).
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Ademids, sCD14 puede ser secretada directamente por los hepatocitos (112—-116) y podria
considerarse una proteina de fase aguda (117).

La liberaciéon de sCD14 de células mononucleares también puede ser inducida por
otros ligandos del TLR, asi como por citocinas inflamatorias tales como IL-6 e IL-1p (120).

El hallazgo de niveles similares de sCD14 entre pacientes con DLG e individuos
aparentemente sanos podria explicarse por el hecho de que una vez iniciada la DLG la
inflamacion intestinal disminuye gradualmente y se produce la recuperacién de la mucosa
intestinal (19). Como consecuencia, disminuiria la permeabilidad del intestino y la
traslocacion de productos bacterianos, disminuyendo asi la produccién de las moléculas
indicadoras de traslocacion bacteriana, como sCD14.

Se evaluo si existe diferencia entre los niveles de sCD14 de pacientes celiacos sin DLG
y los pacientes celiacos con DLG con niveles positivos, indeterminados o negativos de
anticuerpos IgA anti-tTG2. Se encontré diferencia entre pacientes celiacos sin DLG y aquellos
con niveles negativos de anticuerpos IgA anti-tTG2. Si bien los niveles de anticuerpos IgA
anti-tTG2 son pobres indicadores de la recuperacion de la mucosa intestinal (52,55-57), es
probable que aquellos pacientes con niveles negativos de autoanticuerpos cumplan mejor con
la DLG y por consiguiente presenten menor grado de inflamacién a nivel intestinal y baja
permeabilidad intestinal. Sin embargo, la seroconversiéon no implica necesariamente la
recuperacion del intestino (55,56).

Al analizar el efecto de la duracién de la DLG, en vista de que varios pacientes con
DLG mayor a 1 afio presentaron niveles positivos de anticuerpos, probablemente el

cumplimiento dietario de estos pacientes no fue 6ptimo, lo cual pudo haber repercutido en el
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grado de dafio intestinal y por ende en la traslocacion de productos bacterianos y los niveles de
sCD14.

También se estudid la correlacion de los niveles de anticuerpos IgA anti-tTG2 y los
niveles de sCD14 en pacientes sin y con DLG, debido a que hasta la fecha la medicion de IgA
anti-tTG2 se utiliza para el seguimiento de los pacientes (4). No se observd correlacion entre
ambas moléculas en estos pacientes, lo cual sugiere que evalian componentes diferentes del
proceso inflamatorio.

Correlacionar los niveles de sCD14 con el estado de la mucosa intestinal (linfocitos
intraepiteliales, grado de atrofia) de los pacientes es relevante a fin de determinar su potencial
utilidad como marcador seroldgico de dafio intestinal. Si bien se contaba con los estudios de
anatomia patoldgica de biopsia de varios de los pacientes con EC activa incluidos en este
estudio, se present6 la limitante que las biopsias fueron evaluadas por diferentes patélogos con
distintos criterios y clasificaciones histolégicas. Para relacionar los niveles de sCD14 con el
estado de la mucosa intestinal surge la necesidad que los andlisis histoldgicos sean informados
con un sistema normalizado como la clasificacion Marsh, el cual se encuentra poco
implementado en el pais.

En base a los resultados obtenidos, los niveles de sCD14 podrian estar relacionados
con la actividad de la EC. Esta informacion sirve de base para realizar estudios posteriores, ya

que deberia confirmarse en una cohorte mayor de pacientes con EC activa.
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5.4. Proteina de unién a LPS (LBP) en pacientes celiacos

LBP es una proteina de fase aguda, que participa en la respuesta inmune innata,
transfiriendo el LPS al complejo TLR4/MD-2 (97). A pesar de ser una proteina de fase aguda,
los niveles séricos de LBP no estuvieron elevados significativamente en los pacientes con EC.
Sin embargo, este resultado es similar a lo observado con otras proteinas de fase aguda en la
EC, como la proteina C reactiva y la proteina amiloide A sérica, que tampoco se encuentran
elevadas (62).

No se observo diferencia significativa de los niveles séricos de LBP entre pacientes
con EC activa y el grupo control, en concordancia con lo reportado recientemente por Uhde y
col. (182).

Existe una disparidad en el comportamiento de LBP en la inflamacion crénica inducida
por LPS (150). Esto podria deberse al comportamiento dual de LBP frente a la exposicion al
LPS, donde concentraciones bajas de LBP estimulan la activacion inducida por LPS de las
células mononucleares y un aumento de la concentraciéon de LBP neutraliza el LPS durante la
exposicion aguda e inhibe la activacion celular a fin de atenuar sus efectos (186).

En nuestro estudio, una exposicion cronica moderada al LPS explicaria por qué los
niveles de LBP no se encuentran aumentados en la mayoria de los pacientes con EC activa.
Este hecho podria confirmarse a través de la medicion en suero de los niveles de LPS.

Al evaluar si existe diferencia entre los niveles de LBP de pacientes celiacos sin DLG
y los pacientes celiacos con DLG no se encontré diferencia significativa, sugiriendo que los

niveles de LBP en la EC no se relacionan con la actividad de la enfermedad.
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5.5. Consideraciones finales

Este es el primer estudio sobre los niveles de anticuerpos anti-tTG2 en pacientes
celiacos de la poblacién paraguaya y uno de los primeros que evalia el estado de las
moléculas sCD14 y LBP en la EC.

Este trabajo sugiere que los pacientes con EC activa presentan niveles de sCD14
aumentados con respecto a pacientes con EC no activa o controles aparentemente sanos.

Los niveles de anticuerpos IgA anti-tTG2, medidos normalmente para evaluar la
respuesta al tratamiento durante el seguimiento de la DLG en la EC, no se correlacionan con la
recuperacion de la mucosa intestinal (52,55-57). Se han estudiado potenciales marcadores de
dafio intestinal medibles de forma no invasiva, principalmente en suero, que permitan evaluar
el estado de la mucosa intestinal (62-64,69-71,75,82,83). Sin embargo, ain faltan
procedimientos validados que permitan la implementacion de los mismos. Por lo tanto, se
presenta la necesidad de nuevos marcadores de dafio intestinal de la EC que puedan ser
evaluados de manera no invasiva.

Los datos obtenidos sobre los niveles de sCD14 y LBP en este estudio contribuyen
como base para estudios futuros que evaltden el posible uso de estas proteinas inflamatorias,
como marcadores de inflamacién y dafio a nivel intestinal. Adicionalmente, estos datos
permiten aumentar el conocimiento existente sobre la EC y moléculas de la respuesta inmune

innata.

5.6. Proyecciones

Una de las fortalezas de este estudio es que los sueros de los individuos reclutados

fueron preservados por congelamiento permitiendo la creacion de una seroteca de pacientes
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celiacos sin y con DLG, que no presentan otra enfermedad autoinmune. A partir de esto
podrén realizarse estudios adicionales para ampliar los conocimientos referentes a la EC.
Como proyeccion de este estudio, se considera correlacionar los niveles de sCD14 con
niveles de citocinas inflamatorias, asi como también realizar la medicién de la molécula
sCD14 a nivel intestinal, sitio donde ocurre la inflamacién en la EC, a fin de comparar con los

hallazgos encontrados en la periferia.
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6. CONCLUSIONES

66



Pacientes con EC activa presentan niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 elevados
respecto a los niveles de pacientes celiacos con DLG. Este es el primer reporte de los
niveles de IgA anti-tTG2 en pacientes paraguayos. Se observé una correlacion
significativa inversa entre los niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG2 y la duracién
de la DLG.

La molécula sCD14 se encontro elevada en el suero de pacientes con EC activa respecto a
los pacientes con DLG e individuos aparentemente sanos. Ademds, no se observo
diferencia entre los niveles séricos de sCDI14 de pacientes con DLG e individuos
aparentemente sanos.

No se observé correlacion entre los niveles séricos de sCD14 con los niveles séricos de
anticuerpos IgA anti-tTG2. Tampoco se observo correlacion entre los niveles séricos de
sCD14 y la duracion de la DLG.

No se observd diferencia significativa entre los niveles séricos de LBP de pacientes
celiacos no tratados, pacientes celiacos con DLG e individuos aparentemente sanos.

No se observé correlacion entre los niveles séricos de LBP con los niveles séricos de
anticuerpos IgA anti-tTG2. Tampoco se observé correlacion entre los niveles séricos de

LBP y la duracién de la DLG.
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8.1. Anexo 1

HOJA INFORMATIVA

Titulo del proyecto: “Estudio de las proteinas CD14 soluble y proteina de unién a
lipopolisacarido en la enfermedad celiaca”

Propésito: Este trabajo busca describir si las proteinas inflamatorias proteina de uni6n a
lipopolisacérido (LBP) y CD14 soluble (sCD14) estan relacionadas con la enfermedad celiaca.

Antecedentes: La enfermedad celiaca cursa con inflamacion en el intestino si se consume gluten, el
cual estd presente en todos los alimentos que incluyan en su preparacién harinas derivadas de trigo y
otros cereales. Las proteinas LBP y sCD14 que estidn presentes en la sangre y en el intestino, pueden
favorecer la inflamacion en varias enfermedades.

Procedimientos: Se tomard una muestra de sangre de una vena del brazo (5-10 mL) y se mediran los
niveles de LBP, sCD14 y anticuerpos IgA anti-transglutaminasa tisular. En caso de tener la posibilidad
técnica se medirdn ademas otras proteinas de la inflamacidn relacionadas con la enfermedad celiaca:
las citocinas inflamatorias y proteinas de fase aguda.

Beneficios: Si Ud. opta por participar en el estudio se le dara el resultado gratuito de la prueba de IgA
anti-transglutaminasa tisular (prueba de control de la enfermedad celiaca) en un plazo de 10-20 dias.
La medicién de las proteinas LBP, sCD14, citocinas y proteinas de fase aguda se realizard con fines de
investigacién y no afectan el curso ni el tratamiento de la enfermedad celiaca; si Ud. lo solicita se le
entregara los resultados de estas pruebas.

Ademds, su participacién ayudard a generar mayor conocimiento sobre la inflamacién en la
enfermedad celiaca.

Riesgos: No existen riesgos y la molestia es minima para la toma de muestra de sangre venosa.

Confidencialidad: La identidad de cada participante serd confidencial y su nombre no aparecerd en
ningtn reporte de este estudio. Todos los datos y resultados del estudio serdn confidenciales y no seran
dados a conocer a ninguna otra persona que no sean los investigadores de este proyecto. Toda la
informacién se procesara en forma de codigos y serd almacenada en una computadora con acceso
restringido a investigadores de este estudio.

Alternativas: Ud. puede optar por no participar en este estudio en cualquier momento sin que esto
afecte el proceso rutinario de su atencion en la comunidad.

Si decide participar: Su muestra serd almacenada durante 5 afios en el Departamento de Inmunologia
del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, sélo para la realizacién de estudios referentes a
la enfermedad celiaca. En caso de que éstas sean usadas en futuras investigaciones, se solicitard
nuevamente autorizacion, si no es posible obtenerla directamente de los pacientes, debe ser del Comité
de ética.

A quien contactar: Para cualquier duda o problema relacionado con el estudio, Ud. puede contactar al
Dpto. de Inmunologia del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, teléfono (0981)342399,
con la BC. Silvia Ferreira, la Dra. Patricia Langjahr o la Dra. Vivian Giménez, de lunes a viernes, de
7:30a 13 hs.
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8.2. Anexo 2

HOJA INFORMATIVA
Grupo control

Titulo del proyecto: “Estudio de las proteinas CD14 soluble y proteina de union a
lipopolisacarido en la enfermedad celiaca”

Propésito: Este trabajo busca describir si las proteinas inflamatorias proteina de unién a
lipopolisacédrido (LBP) y CD14 soluble (sCD14) estan relacionadas con la enfermedad celiaca.

Antecedentes: La enfermedad celiaca cursa con inflamacion en el intestino si se consume gluten, el
cual estd presente en todos los alimentos que incluyan en su preparacién harinas derivadas de trigo y
otros cereales. Las proteinas LBP y sCD14 que estdn presentes en la sangre y en el intestino, pueden
favorecer la inflamacion en varias enfermedades.

Para que este estudio sea util, es necesario comparar los resultados de los pacientes celiacos con los
obtenidos con un grupo de personas que no tengan este tipo de enfermedad.

Procedimientos: Se tomard una muestra de sangre de una vena del brazo (5-10 mL) y se mediran los
niveles de LBP, sCD14 y anticuerpos IgA anti-transglutaminasa tisular. En caso de tener la posibilidad
técnica se medirdn ademas otras proteinas de la inflamacion relacionadas con la enfermedad celiaca:
las citocinas inflamatorias y proteinas de fase aguda.

Beneficios: Si Ud. opta por participar en el estudio se le dara el resultado gratuito de la prueba de IgA
anti-transglutaminasa tisular (prueba de control de la enfermedad celiaca). Este serd entregado en un
plazo de 10-20 dias. La medicién de las proteinas LBP, sCD14, citocinas y proteinas de fase aguda se
realizard con fines de investigacién y no afectan el curso ni el tratamiento de la enfermedad celiaca; si
Ud. lo solicita se le entregara los resultados de estas pruebas.

Ademds, su participaciéon ayudard a generar mayor conocimiento sobre la inflamacién en Ia
enfermedad celfaca.

Riesgos: No existen riesgos y la molestia es minima para la toma de muestra de sangre venosa.

Confidencialidad: La identidad de cada participante serd confidencial y su nombre no aparecerd en
ningtn reporte de este estudio. Todos los datos y resultados del estudio serdn confidenciales y no seran
dados a conocer a ninguna otra persona que no sean los investigadores de este proyecto. Toda la
informacién se procesara en forma de codigos y serd almacenada en una computadora con acceso
restringido a investigadores de este estudio.

Alternativas: Ud. puede optar por no participar en este estudio en cualquier momento sin que esto
afecte el proceso rutinario de su atencion en la comunidad.

Si decide participar: Su muestra serd almacenada durante 5 afios en el Departamento de Inmunologia
del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, sélo para la realizacién de estudios referentes a
la enfermedad celiaca. En caso de que éstas sean usadas en futuras investigaciones, se solicitard
nuevamente su autorizacion, si no es posible obtenerla directamente, debe ser del Comité de ética.

A quien contactar: Para cualquier duda o problema relacionado con el estudio, Ud. puede contactar al
Dpto. de Inmunologia del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud, teléfono (0981)342399,
con la BC. Silvia Ferreira, la Dra. Patricia Langjahr o la Dra. Vivian Giménez, de lunes a viernes, de
7:30a 13 hs.
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8.3. Anexo 3

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del proyecto: “Estudio de las proteinas CD14 soluble y proteina de unién a
lipopolisacarido en la enfermedad celiaca”

D T (Nombres/s y Apellidos/s)
He leido la hoja de informacién que me ha entregado y he podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el procedimiento, sus beneficios y riesgos.

Comprendo que mi muestra serd almacenada y mis datos personales serdn resguardados.

He respondido un cuestionario.

He hablado COM......ooiiieeiiieeeceeeeeeeee e (Nombre del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones
Doy libremente mi conformidad para participar en la investigacion: SI NO
Fecha...... VT S Firma del participante....................ceeevenne. CINC e

Datos de contacto del participante para nuevo consentimiento
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8.4. Anexo 4

CUESTIONARIO

Titulo del proyecto: “Estudio de las proteinas CD14 soluble y proteina de uniéon a
lipopolisacarido en la enfermedad celiaca”

IMPORTANTE: Toda la informacion contenida en este cuestionario es estrictamente
confidencial y su uso es exclusivo para el proposito de este proyecto.

Preguntas sobre los criterios de inclusion:

e Edad: |:|

o ;Fue diagnosticado con Enfermedad Celiaca por su médico?:

1= Si

2= _No

Si respondi6 “Si”, responda las siguientes preguntas:

e /Sigue una dieta libre de gluten?

1= Si*

2= No

*Especifique duracion de la dieta: 1=_____Menos de 6 meses 2=____Mads de 6 meses

*( Estd en conocimiento de los alimentos certificados libres de gluten?: 1= Si 2=___ No
*;Cumple estrictamente con la dieta?: 1= Si 2= No

Preguntas sobre los criterios de exclusion:

o ;Presenta enfermedad autoinmune o inflamatoria crénica como Artritis reumatoide, Lupus,
Enfermedad de Crohn u otras, diferente a la enfermedad celiaca?

1=_____Si (Especifique enfermedad(es): )
2= No

o ;Presenta enfermedad crénica del higado?

1= Si

2= No

e ;Presenta o presento infeccion o fiebre en los ultimos 7 dias?
1= Si

2= No

Datos del paciente

Nombres y apellidos:

Sexo: 1=___ Femenino 2= Masculino

Teléfono de contacto:

Cadigo:

Resultados

Anticuerpos anti-transglutaminasa tisular:
LBP:

sCD14:
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8.5. Anexo 5

CUESTIONARIO
Grupo control

Titulo del proyecto: “Estudio de las proteinas CD14 soluble y proteina de uniéon a
lipopolisacarido en la enfermedad celiaca”

IMPORTANTE: Toda la informacion contenida en este cuestionario es estrictamente
confidencial y su uso es exclusivo para el propoésito de este proyecto.

Preguntas sobre los criterios de inclusion:

e Edad: |:|

Preguntas sobre los criterios de exclusion:

o Presenta alguna enfermedad inflamatoria o autoinmune, tales como enfermedad celiaca,
esclerosis miltiple, enfermedad de Crohn, lupus?

1= Si (Especifique enfermedad(es): )

2= No

Datos del paciente

Nombres y apellidos:

Sexo: 1=____ Femenino 2=____ Masculino
Teléfono de contacto:

Codigo:_

Resultados

Anticuerpos anti-transglutaminasa tisular:

LBP:

sCD14:
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