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1. Introduccion
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En la sociedad moderna la comida juega un papel muy importante, ademas de
por sus propiedades nutricionales, por su valor socio-cultural. En un mundo
globalizado, la dieta occidental de los paises industrializados se esta imponiendo sobre
los modos tradicionales. Ademas, se estima que en los proximos afos se necesitara un
aumento en la produccién de alimentos alrededor del 70% para cubrir las necesidades
de un mundo en continuo crecimiento [1]. Todo esto, ha sido el caldo de cultivo
perfecto para el enorme desarrollo que la industria alimentaria ha experimentado en
los Gltimos afnos. La industrializacién de la comida es el detonante de una revolucién
alimentaria, donde los usuarios estan expuestos a nuevas formas de comer y sobre todo
a nuevos alimentos. En este contexto, existe un incremento alarmante de las
intolerancias alimentarias (definidas como condicién no dependiente de IgE y donde
interviene el sistema inmune ademds de otros procesos moleculares asociados). Este
incremento en las intolerancias tiene una prevalencia del 20% en la poblacién general,
siendo incluso mayor que la de las alergias alimentarias [2, 3]. Pero es que ademas
dichas intolerancias, representan un problema médico severo ya que por ejemplo, el
nimero de hospitalizaciones debidas a esta causa, se ha disparado en un 500% desde
1990 [4]. Esto no solo refleja un incremento en la prevalencia de las intolerancias, sino
también una mayor concienciacién por parte de la poblacién [5].

Una de las intolerancias alimentarias mds graves, porque representa un problema
socio-sanitario relevante, es la enfermedad celiaca, definida como una enteropatia
inmunomediada cuyo detonante es la existencia del gluten presente en los cereales de
la dieta. Por un lado, los pacientes pueden tardar anos en ser diagnosticados, lo que
afecta de una manera muy importante a su calidad de vida. Por otro lado, los costes
médicos asociados con la enfermedad, especialmente antes del diagnéstico, son muy
elevados [6]. Es por ello que debido a las consecuencias tan importantes de la
enfermedad celiaca en la salud y calidad de vida de los pacientes especialmente de los
ninos, asi como sus implicaciones econémicas en el coste sanitario, en los proximos
apartados nos detendremos en aspectos tales como la etiologia, patogenia o prondstico

para realizar un estudio de los métodos diagnosticos actuales.

1. La condicion celiaca: todo comienza con el consumo de cereales.
A. Composicion del cereal.

Los cereales, principalmente el trigo, cebada, centeno y avena, se encuentran de

manera continua en nuestra dieta. Aportan buena parte de la ingestion de calorias, por
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su consumo directo, o porque se ingieren como constituyentes de buena parte de los
alimentos procedentes de la industria. Esta utilizacién tan masiva del cereal conlleva
que exista una produccion media de entre 3 a 10 toneladas por hectarea cultivada en

los paises industrializados, para mas informacién, ver panel 1 [7].

Panel 1. Produccion de trigo mundial por paises en toneladas por hectarea segun datos de 2014. Una mayor
produccion de cereal, se indica en el mapa por un mayor nimero de espigas de trigo. Informacién extraida de
[7]. Dibujo realizado por Art Keepers (usado con permiso).

Un grano de cereal, estd compuesto en su mayoria por hidratos de carbono, agua,
minerales y vitaminas y en menor proporcion grasas [8]. Su contenido proteico, varia
entre el 8 y el 15% [9], donde el gluten, se corresponderia con el 75 al 85% del
contenido total de proteina en un grano de cereal [10]. Asi pues, lo que solemos l[lamar
gluten se corresponde con una matriz muy compleja de proteinas clasificadas en dos
grandes grupos, por un lado la gliadina o porcién soluble (50%) y por el otro la porcién
insoluble o glutenina (50%) [10]. Estas dos porciones, que también se denominan
prolaminas, tienen un alto contenido en los aminoacidos prolina (38%) y glutamina
(20%) lo que confiere al gluten la capacidad de generar la intolerancia digestiva en los
celiacos, ademds de ser muy apreciado por la industria ya que aporta a los alimentos

propiedades aglutinantes y elasticas [9, 10]; (para una mayor informacion sobre el uso
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del gluten en la industria ver el Panel 2). Otras proteinas similares a la gliadina del trigo
se encuentran en la secalina del centeno, hordeina en la cebada y todas son
responsables de la intolerancia de los celiacos [11]. La porcién similar a la gliadina
existente en la avena, que se denomina avenina, probablemente porque estd presente
en una menor proporcion, suele presentarse segura para la mayoria de los celiacos,

segln se ha mostrado en un meta-andlisis de casos clinicos [12].

e e — = —

| Panel 2: El uso del gluten por la industria alimentaria

‘\ Debido a sus dobles enlaces moleculares, el gluten tiene unas propiedades unicas,

| que le hacen aportar diferente tipo de consistencia durante la produccidn de alimentos y

por tanto es muy apreciado por la industria alimentaria [10]. Es estable incluso en |
condiciones de alta temperatura y actla como agente aglutinante, ademas se expandey |
por esto se adiciona a muchos alimentos procesados. Es interesante destacar que la
composicion del gluten en el grano de cereal, cambia segun la humedad de los cultivos
asi como del tipo de suelo, es decir, que segun el pais o incluso la region de cultivo, las
harinas pueden contener mas o menos gluten, incluso el procesamiento del cereal puede
contribuir con las variaciones de su contenido [18]. La gliadina en el gluten, confiere las
caracteristicas de hidratacién favoreciendo la viscosidad, mientras que la glutenina es
responsable de la cohesion y por tanto de la elasticidad, por ejemplo de una masa. Estas
caracteristicas han hecho que las harinas y el gluten usados por la industria se hayan
seleccionado segun el objetivo final del producto [9]. Por un lado, mejora el sabor, la
textura e incluso la humedad del producto, lo que hace que sea muy apreciado en la
reposteria y en la panaderia. Sin embargo, también se usa en las carnes procesadas,
como componente en dulces, en productos sustitutivos de la carne aptos para veganos,
en salsas e incluso en las cubiertas de ciertos medicamentos. Todo esto hace que el
gluten no solo se introduzca en el alimento formando parte de la harina, sino como un
aditivo. Por ejemplo, muchos de los panes, pasta, pizzas y otros productos de la
reposteria tienen dos aportes de gluten, uno como constituyente de la harina y otro
aislado en forma de aditivo [9].

B. Los cereales, el gluten y el desarrollo de la celiaquia.

En la cultura gastronémica de los paises industrializados, el consumo de los
cereales y principalmente del trigo es muy importante, no solo por su valor nutricional
sino porque tradicionalmente han constituido el eje de la dieta. En Espafia, se consume
una media de entre 25 a 50 kg de pan por persona [13], siendo esta la fuente mas
importante de gluten en la dieta (una rebanada de pan de 30 gramos suele aportar unos

4 gramos de gluten, para mas informacioén, ver panel 3). En un estudio realizado en
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Dinamarca se observé que la poblacién entre los 20-75 afos comen una media de
10.4 gramos de gluten diarios [14]. Dichos valores son similares a los encontrados en
otros paises y como media se considera que consumimos de 5 a 20 gramos de gluten

por dia.

Panel 3. Consumo de pan por persona y por area geografica, segin datos de 2014. Las areas geogréaficas
donde se consume mas pan, se han representado mediante un mayor numero de panes, mientas que
panes mas pequefios y en menor proporcion, reflejan un menor consumo. Informacién extraida de “Bread,
Cakes and Pastries: A Global Market Overview” Euromonitor, Jun 2014 [13]. Dibujo realizado por Art

Keepers (usado con permiso).

Actualmente, las variedades de cereales usadas tienen una composicion de gluten
mayor que aquellas mas antiguas. Ademas el uso de levaduras quimicas o de diferentes
tipos de fertilizantes, favorecen el incremento en el contenido de gluten del cereal [15].
Este incremento en la ingestion del gluten, podria estar relacionado con el incremento
de la celiaquia. De hecho, en un estudio realizado en Finlandia se observé que la
prevalencia de la enfermedad celiaca se ha duplicado en los Gltimos 50 afos [16]. En
otras palabras, hemos creado una industria alimentaria robusta que ofrece productos
variados y mejorados pero que para ciertos sectores poblacionales se estdn volviendo

toxicos. Sin lugar a dudas la occidentalizacién de la dieta junto con otros factores
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relacionados con los habitos higiénicos y médicos pueden ser responsables de este
incremento. Un ejemplo claro se da en una region entre Finlandia y Rusia que se llama
Karelia y cuya poblaciéon por motivos histéricos quedo dividida entre los dos paises.
Aunque su poblacion es genéticamente similar no padecen la enfermedad celiaca de la
misma manera, y asi la Karelia que pertenece a Rusia tiene una prevalencia menor de
enfermedad celiaca que la Karelia Finlandesa, 1 de 496 en Rusia frente a 1 de 107 en
Finlandia [17]. Aunque en ambas poblaciones los nifios estan expuestos a cantidades
de gluten similares, hay una diferencia muy relevante entre la fuente de gluten. Asi los
ninos de la Karelia Rusa tienen una dieta tradicional (ademas de otras practicas como
son los habitos de lactancia) mientras que en la parte Finlandesa, la dieta de estos nifios
se basa en un consumo de alimentos procesados mucho mayor. Una serie de estudios
ha puesto de manifiesto la relacion entre la variedad de trigo y la agresividad e incluso
el desarrollo de la celiaquia. Las variedades de trigo actual tienen 3 genomas el A, B 'y
D, mientras que las variedades mas antiguas, como el einkorn (Triticum monococcum
L. ssp. Monococcum), solo poseen el genotipo A. La presencia del genotipo A
exclusivamente, ha sido asociada con una menor reactividad de los celiacos, mientras
que variedades modernas que son anteriores y posteriores a los afios 50 o la espelta,

producen una mayor reactividad en celiacos, ver Panel 4 [18] .

Panel 4. Diferentes reactividades en los celiacos y la presencia de péptidos de a-gliadina de acuerdo a la variedad

de Trigo, donde se comparan variedades mas ancestrales frente a otras mas modernas. Informacion obtenida de

Kucek, et al. 2015 [18] . Dibujos y gréfica realizados por Art Keepers (usado con permiso).
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Cuando la gliadina del gluten se encuentra en el aparato digestivo, se hidroliza en
péptidos mas pequefios que son muy ricos en prolina y glutamina [19, 20]. Esta
composicion caracteristica, hace que dichos péptidos sean resistentes a su degradacion
digestiva, ya que las proteinas con secuencias repetidas en estos aminodcidos no se
digieren [21]. De hecho, el 50% de la proteina del gluten no se absorbe, ya que el
estomago es impermeable. Sin embargo, los celiacos presentan un incremento de la
permeabilidad intestinal al paso de dichos péptidos [22, 23], probablemente porque
afecten a la biologia y a las uniones entre las células epiteliales de la mucosa [24-26].
Los péptidos asi generados a consecuencia de la degradacion del gluten, son
heterogéneos y no todos tienen los mismos efectos téxicos en el desarrollo de la
celiaquia. Sin embargo, se ha reconocido la existencia de un péptido el p31-43 que
deriva de la a-gliadina, que tiene propiedades inductoras de la respuesta inmunoldgica
innata [27]. Otros péptidos como el 33-mer o p56-89 vy la fraccion corta p57-68 son
inmunogénicos y responsables de la respuesta inmunolégica adaptativa [19, 28, 29].
Otros péptidos con funciones inmunogénicas en menor grado, se encuentran en la y-
gliadina p139-153 y w-gliadina p102-118 [30].

Cuando el gluten procedente de la dieta se ha digerido en los péptidos descritos,
atraviesa la mucosa digestiva [31, 32] para producir el desarrollo de una condicién
autoinmunoldgica [33]. En este contexto la primera respuesta inmune desarrollada es la
innata, donde entre otros, se libera IL-15 por parte de los macroéfagos y de las células
dendriticas, que actia como intermediaria en el dano a la barrera epitelial digestiva
[27, 34-36]. Es interesante constatar, que la produccién de IL-15 se encuentra
aumentada en el epitelio y en la ldamina propria en los celiacos [34, 37-39]. A su vez la
IL-15 es fundamental para la activacion y expansién selectiva de los linfocitos intra-
epiteliales (IELs) [40, 41]. Estas células que aparecen aumentadas en la mucosa de los
celiacos, juegan un papel decisivo en el dafo al epitelio [42, 43]. Otros tipos celulares
involucrados en la lesién de la mucosa son los natural killer que suelen encontrarse
junto con las IELs. En su conjunto, la IL-15 regula el receptor de las IELs para las natural
killer y por otro lado el ligando en las células epiteliales, cuya interaccién favorece un
defecto en el epitelio por aumento en la apoptosis de las células epiteliales. El efecto
resultante, es el incremento en la permeabilidad del epitelio a los péptidos del gluten
[35, 39, 40, 44, 45]. Otras acciones promovidas por el incremento en la IL-15 es la

activacion de linfocitos T y secrecion de citoquinas que promueven el proceso
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inflamatorio [34, 46]. Este efecto pro-inflamatorio de la IL-15, se suma a las citoquinas
liberadas por los linfocitos T CD4+ lo que conlleva la expansiéon de las células
citotoxicas T CD8+* lo que favorece la progresion en el dafo al epitelio [46-52]. A su
vez, los péptidos de gliadina activan la cascada inmunolégica adaptativa, donde la
enzima transglutaminasa 2 (TG2), juega un papel decisivo, ya que los péptidos de
gliadina son un excelente substrato para la enzima, que por el proceso de la
deamidacion transforma la glutamina en glutamato [53, 54]. Asi, la gliadina deamidada
forma complejos con el HLA de las células presentadoras de antigeno, lo que activa los
linfocitos T y en ultima instancia favorece la liberacion de citoquinas y la lesion de la
mucosa digestiva [20, 46, 50-52, 55, 56]. Por otro lado, la activacién de las células T
también conlleva la produccién de anticuerpos anti-TG2 por parte de los linfocitos B,
que reconocerian los péptidos de gliadina deamidada aislados o cuando estan en
combinacién con la enzima TG2, lo que en ultima instancia favorece la formacién de
los autoanticuerpos caracteristicos de la celiaquia [57-60]. El panel 5, muestra un

esquema de todos aquellos intermediarios involucrados en la patogenia de la celiaquia.

C. Factores de riesgo en la enfermedad celiaca.

El factor de riesgo mds importante en el desarrollo de la celiaquia es la presencia
del gluten en la dieta. Sin embargo existen otros factores de riesgo que cuando estdn
presentes favorecen el desarrollo de la enfermedad. Cabe destacar, en primer lugar, el
papel de la genética, ya que casi el 100% de los celiacos presentan un HLA positivo
para DQ2 y DQ8 [61-63]. Otros estudios de asociacién genética han mostrado la
existencia de otras 39 regiones génicas no vinculadas al HLA, pero que estin
relacionadas también, con el incremento en el riesgo de padecer celiaquia [64, 65]. A
pesar de esto, el HLA sigue siendo el marcador genético mas relevante cuyo valor
predictivo negativo es mayor del 99% [66], es decir, los nifios negativos para el HLA lo
son para celiaquia. Sin embargo, su valor predictivo positivo es mucho menor, lo que
pone en relieve que otros factores ambientales puedan estar involucrados en el riesgo
de padecer la enfermedad. Algunas evidencias que avalan este hecho son, por un lado
que el HLA DQ2 o DQ8 se comparte con casi el 40% de la poblacién donde un menor
porcentaje padece la enfermedad [67-69]. Por otro lado, el riesgo de padecer celiaquia
entre familiares con un grado de parentesco de primer orden varia entre el 5y el 20%

[70-72]. Ademds estudios en gemelos idénticos ponen de manifiesto que tan solo el
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Panel 5. Figura esquematica de la cascada de eventos y sus intermediarios que ocurren cuando el gluten esta
presente en la mucosa digestiva de los celiacos. Los péptidos de gluten, atraviesan el epitelio donde producen
activaciéon del componente innato del sistema inmunoldgico, en acciones mediadas por la IL-15, lo que
favorece el dafio al epitelio. La respuesta inmunoldgica adaptativa, es activada por los péptidos de gliadina en
la lamina propia, al ser deamidados por la TG2. Dichos péptidos deamidados son reconocidos por el HLA de
las células presentadoras de antigeno (APC) aunque también mediante las células dendriticas (DC). Los
antigenos asi reconocidos, activan las células T (CD8 y CD4) que favorecen formacién de autoanticuerpos
frente a la TG2 que pueden actuar a nivel local o ser transportados por la sangre. A su vez, las células
dendriticas activan a las células T CD4 especificas que producen citoquinas (IL-21 e IFN-gamma) que activan
a las células intraepiteliales, IELs, que junto con la IL-15 producida por las células dendriticas, orquestan otros
mecanismos inflamatorios. Dibujos realizados por Art Keepers (usado con permiso).

9/“/0—0 péptidos de gluten
0\0—.

IL-15

anticuerpos anti-TG2

75% comparten el riesgo de padecer celiaquia, mientras que el resto de los casos no

tienen dicho riesgo de desarrollar la enfermedad [73]. Todo esto, avala la idea de que
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otros factores ambientales puedan estar involucrados en el desarrollo de la celiaquia.
Un ejemplo de esto, lo encontramos en Suecia, en un periodo que se ha denominado
la epidemia Sueca, donde la enfermedad celiaca se multiplicé por 10 entre los anos
1984-1996. Esta epidemia de enfermedad celiaca, se asocié con un cambio en los
habitos de alimentacion infantil [74].

No esta claro cual es el papel de la alimentacién infantil en el riesgo de padecer
la enfermedad. Por un lado, la introduccién del gluten en periodos mas tardios, a corto
plazo disminuye el riesgo de padecer la enfermedad, sin embargo a largo plazo no
tiene efecto, ya que la enfermedad se termina desarrollando con similar prevalencia
[75]. Por otro lado, la lactancia y su tiempo de duracién, no ha mostrado un papel
protector en el riesgo de padecer celiaquia [75, 76]. Aunque es una cuestion
controvertida, por los escasos datos y por el hecho de que son contradictorios, se ha
propuesto que la cantidad de gluten ingerido podria ser un factor relacionado con el
incremento en el riesgo [77, 78].

Otros factores como la exposicion a antibiéticos [79], la presencia de rotavirus y
de otras infecciones durante la infancia [80, 81], la suplementacién materna con hierro
durante la gestacién [82], o el parto por cesdrea [83] ponen de manifiesto la
implicacion de la flora intestinal y su desarrollo durante la infancia, en el riesgo de
padecer celiaquia. De hecho, se ha observado, que los celiacos presentan una flora
intestinal que difiere de los no celiacos y que no termina de normalizarse cuando el
gluten no esta presente en la dieta [84, 85]. En linea con este concepto, recientemente
se ha descubierto que los nifos con alto riesgo de padecer la enfermedad presentan un
aumento de ciertas poblaciones de bacterias en su flora intestinal que son patogénicas
[86]. Ademas, se ha observado que el HLA- DQ2 tipico de los celiacos, selecciona el
tipo de flora intestinal, favoreciendo la disbiosis intestinal como factor de riesgo en el
desarrollo de la celiaquia [87]. Sin lugar a dudas, lo que todos estos datos ponen de
relieve es la participacion de la dieta, la procedencia y cantidad del gluten ingerido, asi
como la flora intestinal, que junto con otros factores ambientales y sanitarios

incrementan el riesgo de padecer la enfermedad [17, 88]

2. La celiaquia: clinica y epidemiologia.

La presentacion clinica de la celiaquia depende de la edad, la intensidad en la

respuesta al gluten, es decir, la sensibilidad al gluten, asi como su cantidad presente en
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la dieta. Todo esto, junto con otros factores desconocidos, asi como el aumento de la
realizacion de test seroldgicos para deteccion de celiaquia en poblacion de riesgo, han
dado lugar a una descripcion mds detallada de sintomas y por tanto a un conjunto de
sintomas clasicos de facil identificacién, y a una serie de sintomas no cldsicos que
suelen ser mas dificiles de identificar [89]. Asi pues, la presentacion clinica clasica de
la celiaquia suele ocurrir en nifios de menos de 3 afos, mientras que el cuadro clinico
no clasico ocurre en el final de la infancia o durante la vida adulta. Ademads, un
nimero importante de pacientes son clinicamente silenciosos o tienen exclusivamente
manifestaciones extra-digestivas lo que complica considerablemente el reconocimiento
del cuadro sintomatolégico [90].

La presentacion clasica de la celiaquia incluye un sindrome de malabsorcién que
cursa con dolor abdominal, diarrea recurrente o crénica, distensién abdominal,
perdida de peso o retardo en el crecimiento [91, 92]. M4s frecuente en la actualidad es
la presencia de un cuadro clinico no clasico, que incluye vémitos o nauseas,
estrefimiento, irritabilidad, cambios de humor, dolor de cabeza o debilidad [93-96]. El
50% de los nifos presentan un cuadro de pérdida de peso o diarrea, mientras que el
90% tienen dolor abdominal [95]. En nifios de mas de 3 anos, adolescentes y adultos,
la celiaquia se presenta a nivel gastrointestinal por dolor abdominal postprandial o
esteatorrea aunque es habitual la ausencia de dicho cuadro digestivo en pro de un
conjunto de manifestaciones extra-digestivas o fuera del intestino [97]. Asi, en estos
grupos poblacionales, suelen aparecer deficiencia en el hierro, anemia y alopecia o
defectos en la denticion [98]. La fatiga y los dolores musculares o en las articulaciones,
suelen formar parte del cuadro extra-digestivo en el nifo, adolescente y adulto
celiacos, de hecho un 3% de los pacientes con fatiga crénica son diagnosticados de
celiaquia [99, 100]. Otros datos clinicos son la deficiencia de hierro, folatos, vitamina
B12 o vitamina D, que suelen ser habituales en la clinica del celiaco [101]. Diferentes
desordenes hepdticos, han sido descritos como sintomas de la celiaquia, que pueden
cursar como una disfuncién hepatica leve, enfermedades hepaticas crénicas o
enfermedades hepaticas autoinmunes. Es frecuente encontrar un aumento en las
transaminasas hepaticas en el 54% de los nifos y en el 42% de los adultos celiacos,
especialmente para la aspartato aminotransferasa y la alanina aminotransferasa,
mientras que la bilirubina y la gamma-glutamil transaminasa no suelen aparecer

alteradas [102, 103]. Un 24% de los pacientes presentan manifestaciones
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dermatolégicas, tales como la dermatitis herpetiforme que cursa en paralelo a las
alteraciones de la mucosa digestiva [104, 105]. Otras manifestaciones cutaneas de la
enfermedad celiaca son, urticaria, vasculitis cutdnea, eritema nodoso, psoriasis, vitiligo
y otras muchas revisadas extensivamente en la literatura cientifica [106, 107]. Ademas,
otras manifestaciones de la enfermedad aparecen a nivel neurolégico, como son la
ataxia cerebelar al gluten, hipotonia o retraso del desarrollo mental [108]. A su vez, a
consecuencia de la celiaquia, se han descrito convulsiones en nifios y epilepsia o
migranas [109-111]. Otras alteraciones de la enfermedad son, osteopenia vy
osteoporosis [112-114], fibromialgia [115, 116], fallos en la denticién [117], pubertad
retardada, depresion, ansiedad o alucinaciones [97, 118-120].

Desde el punto de vista epidemiolégico, a nivel global la enfermedad celiaca se
produce en un 1% de la poblacién [121-123]. Sin embargo, no todas las poblaciones
presentan los mismos indices, hecho que se explica mediante la distribucién del HLA o
de los factores de riesgo que no son homogéneos. Por ejemplo, en poblacién
Estadounidense, se piensa que la prevalencia en adultos es del 0.95%, mientras que en
nifos es del 0.31% [121, 124, 125]. En este escenario, los grupos poblacionales de
Hispano-Americanos o Afro-Americanos, presentan valores bajos de prevalencia en
torno al 0.3%, mientras que la enfermedad se desarrolla en un 3% en aquellos cuyos
ancestros proceden del norte de la India, o en un 1% para aquellos que proceden de
Europeos [121, 126, 127]. En Europa el cuadro epidemiolégico varia segtn el pais, por
ejemplo, en Holanda, Finlandia, Reino Unido o Suecia el rango de prevalencia se
encuentra entre el 1 y el 3% de la poblacién [128-134]. Sin embargo en ltalia la
prevalencia de la celiaquia es mucho menor con rangos entre 0.2 y 0.74% [135-138].
En Africa la prevalencia es relativamente baja, aunque en determinadas poblaciones en
el norte del continente la prevalencia es del 5.6% [139]. Mientras que en otras
poblaciones del norte de Africa o de oriente préximo la media seria similar a la
mayoria de paises occidentales [140]. Por Gltimo, la prevalencia de la enfermedad en
Asia y Pacifico es muy baja, por un lado porque el perfil genético para HLA es mds
bajo y por otro, porque tradicionalmente el consumo de cereales que contienen gluten
es pequeio [141], aunque con la occidentalizacién de sus dietas la prevalencia de la
celiaquia esta en aumento en estas regiones [142]. Es notorio destacar, el incremento
de la prevalencia de la enfermedad, en casi 5 veces, experimentado en los Gltimos 50

afos [143]. Ademas, la prevalencia de la celiaquia ha sufrido un aumento en los
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altimos 15 a 20 afos en un 50% [16, 144]. El caso de la region mediterrdnea es muy
interesante, ya que en 2010 su prevalencia se encontraba en torno al 1% y sin embargo
se calculé que en 2020 existiria un incremento de un 11% mds [145]. El caso de
Espana es muy relevante, ya que el incremento no ha sido del 11% como se esperaba,
sino en mas del 80%, pasando de una prevalencia del 0.9-1.7% en 2000 a valores de
5.8% actualmente [146, 147]. Un resumen referente a la prevalencia de la celiaquia a

nivel global, se muestra en el panel 6.

Panel 6. Mapa de la celiaquia en el mundo. La gradacion de color marron en el mapa muestra valores de
menor a mayor en la prevalencia de la enfermedad. Por ejemplo, prevalencias por debajo de 0.5 se
representan con los colores mas claros, mientras que valores por encima de 5, se muestran mediante
colores mas oscuros. Los datos hacen referencia o a la prevalencia general y en algunos casos a la
prevalencia medida por el titulo de anticuerpos (seroprevalencia). Los paises donde no se han descrito
valores de prevalencia, se representan en color blanco. Dibujos realizados por Art Keepers (usado con
permiso).

Prevalencia/Seroprevalencia

Estos datos reflejan, que la enfermedad se esta expandiendo de manera
epidémica, debido a los cambios nutricionales en la poblacién, y al incremento masivo
del gluten en la dieta. Por otro lado, muestran que la prevalencia real de la enfermedad
es mucho mayor que la determinada hasta la fecha, donde el diagnostico seria una
pieza clave. Por ejemplo en 2009 en Estados Unidos un 80% de los celiacos no eran

diagnosticados, mientras que en 2014 estos valores decrecieron hasta un 50% [148,
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149]. Actualmente los médicos e incluso los pacientes, estin mas apercibidos de los
sintomas de la enfermedad, lo que facilita su diagnostico, ademas de explicar su
incremento en la incidencia. Por otro lado, los pacientes en algunos casos antes de ser
diagnosticados, se adhieren a la dieta sin gluten, lo que facilita el diagnéstico [148].
Por cierto, el método diagnostico usado tiene un impacto directo en la prevalencia, por
ejemplo, un diagnostico realizado mediante test serologicos detecta mds casos, que
cuando se usan biopsias [150]. Todo esto abre un capitulo fascinante de los métodos
diagnésticos actuales y de la necesidad de encontrar nuevos marcadores, como se

expondra en el apartado siguiente.

3. El diagnostico en la celiaquia: donde estamos y qué nos falta.
3.1 Criterio Diagnostico Actual.

El criterio diagnéstico actual se basa en dos pilares fundamentales, por un lado el
diagnostico serolégico y por otro lado los cambios en la mucosa digestiva,
determinados por histologia [151-153]. Cuando se detecta el cuadro clinico de la
enfermedad y se sospecha que un paciente es celiaco, la primera linea de deteccion
usada es el test serolégico que de ser positivo se confirma mediante una biopsia
intestinal. La medida de anticuerpos circulantes anti-TG2, es el test serolégico mads
usado en la actualidad, ya que este tipo de inmunoglobulina A (IgA) tiene rangos de
sensibilidad ente el 93 y el 95% y de especificidad del 96% [97]. La existencia de estos
anticuerpos en el celiaco, estan asociados con la presencia del gluten en la dieta, de
ahi que se usen en el diagndstico de rutina [154]. Sin embargo, existe otro repertorio
de anticuerpos usados para complementar el diagnéstico serolégico, como es el caso
de las IgA anti-endomisio (EMA). Estos anticuerpos representan diferentes tipos de
inmunoglobulinas anti-TG2, que se miden usando muestras directas del suero de
pacientes incubadas frente a cordén umbilical humano, y por consiguiente presentan
una especificidad y sensibilidad por debajo de la encontrada en la medida directa de
los anticuerpos anti-TG2 [155, 156]. Generalmente, EMA se usa en los casos donde el
titulo de anti-TG2 no esta claro o estd alrededor de 10 (recordemos que valores de méds
de 10 son indicativos de celiaquia) [97]. Debido a que la especificidad y sensibilidad
de EMA es mas baja que la de los anticuerpos anti-TG2 y junto con su mayor costo,

hacen que esta medida no sea tan frecuente en clinica. Un tercer grupo de anticuerpos
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usados, especialmente en ninos de menos de dos afos, son los anticuerpos anti-
gliadina deamidada (DGP) [157]. Por cierto, el rango de especificidad y sensibilidad
para los DGP es mucho mas bajo que para EMA y por supuesto para anti-TG2 y por
tanto se usan como complemento en el diagnéstico [158]. Es interesante constatar que
los pacientes celiacos suelen presentar anticuerpos frente a TG2 y EMA de tipo IgA,
mientras que los anticuerpos DGP son IgA o IgG [157-159]. Algunos pacientes
presentan una deficiencia en IgA donde la medida de sus anticuerpos IgA anti-TG2
daria resultados negativos, mientras que un andlisis para las 1gG anti-TG2 resultaria
positivo. Es por ello, que la deficiencia en IgA en el paciente celiaco, tiene que ser
detectada antes de la realizacion de cualquier test serolégico, ya que puede dar lugar a
un falso negativo [160, 161]. No obstante, dicha deficiencia en IgA, no afecta al cuadro
de sintomas, no existiendo diferencias clinicas entre pacientes que presentan IgA
positiva con aquellos que son deficientes [160]. Por ultimo, la deficiencia en IgA
también es indicativo de celiaquia y de manera indirecta puede apuntar a la presencia
de la enfermedad, ya que suele ser mas frecuente en celiacos que en poblacién general
y ademas se asocia al HLA DQ2 [160, 162-164]. Un dGltimo grupo de anticuerpos que
no se suelen investigar en la clinica, son los anticuerpos anti-reticulina o ARA, que
también son una variante de anti-TG2 y que aparecen depositados en los tejidos, por
ejemplo en la mucosa digestiva; también se han descrito anticuerpos frente a actina,
calreticulina, desmina o la glicoproteina dermal de 90KDa [161, 165-169].

Segln el criterio de la Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y
Nutriciéon Pediatrica (ESPGHAN), aceptado en 2012, el diagnéstico de la celiaquia en
nifos de riesgo se realiza s6lo mediante la identificacién de predisposicion genética,
titulo de anticuerpos anti-TG2 que deben encontrarse 10 veces por encima del limite
patolégico y EMA positivo y siempre que el nifo responda correctamente al
tratamiento, es decir una dieta sin gluten [153]. Sin embargo, en aquellos casos de
ninos donde la serologia no esta clara y en todos los adultos, se realiza una segunda
prueba diagndstica que consiste en la toma de biopsias digestivas. En particular, se
suelen tomar varios fragmentos de las regiones mas préximas del duodeno
comenzando por el bulbo duodenal, ya que un 10% de los nifios con celiaquia sélo
presentan lesiones en esta zona [170], asi como al menos, otras 4 biopsias de las
regiones siguientes al bulbo [171]. A simple vista en muchos casos, no suelen

observarse variaciones en la mucosa y por tanto es necesario realizar un andlisis
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histol6gico que consiste en la visualizacion de la atrofia de las vellosidades y la
hiperplasia en las criptas de Lieberkuhn. Ademds, como la distribucién de las lesiones
puede ser continua o discontinua, es necesaria la toma y el procesamiento de
diferentes muestras histolégicas [172, 173]. En este contexto, la presencia del gluten
gradualmente produce una lesiéon, que se clasifica de acuerdo a un criterio
desarrollado por Marsh [174]. Esta clasificacién, consiste en la descripciéon secuencial
de los cambios histolégicos ocurridos en la mucosa y que comienzan con infiltrados de
linfocitos (Marsh 1), alargamiento de las criptas (Marsh 1) y en la etapa final atrofia de la
vellosidad con hiperplasia de las criptas (Marsh Ill) todo ello representado en el panel
7. Esta etapa final, a su vez, se divide en otras categorias de acuerdo con el mayor o
menor grado de atrofia de la vellosidad [175]. Para cuantificar la lesién se utiliza la
relacion entre la altura de la vellosidad (AV) y la profundidad de las criptas (PC) donde
el ratio seria AV/PC y cuyo valor de morfometria debe ser mayor de 2 para considerarse
indicativo de celiaquia [176]. Ademas, se calcula la presencia de linfocitos y&+ IEL, que
suelen aparecer aumentados en los celiacos, ya que son bastante especificos en la
enfermedad [43, 177, 178]. Otra aproximacién diagnéstica que se realiza, es la medida

en la lamina propia de infiltrados de linfocitos que contienen altos niveles de 1gG, que

en el caso de los celiacos aparecen aumentados [179-181].

Panel 7. Clasificacion Marsh. Cambios en la mucosa intestinal de los celiacos cuando el gluten esta presente,
de acuerdo a la clasificacion Marsh. La vellosidad normal (Marsh 0) da paso a un inflado de linfocitos (Marsh 1)
para posteriormente dar lugar a la elongacion de las criptas (Marsh II) y en una Ultima fase producir atrofia de
la vellosidad e hiperplasia de las criptas (Marsh Ill). Informacion extraida de Marsh 1992 [174]. Dibujos y
grafica realizados por Art Keepers (usado con permiso).

Marsh O Marsh | Marsh Il Marsh lli
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3.2 Limitaciones en el diagndstico: la necesidad de nuevos marcadores.

Existen algunas limitaciones en los métodos diagndsticos actuales para la
celiaquia que tienen un impacto directo en la detecciéon de la enfermedad. En la
clinica, la identificacion de anticuerpos para TG2 se realiza usando test
inmunoenzimdticos ELISA, a partir de muestras de sangre. Los tests usados, suelen
incluir TG2 humana o de cobaya, debido a que ambas presentan una buena
especificidad y sensibilidad [182-184]. Sin embargo, esta deteccién tiene algunos
inconvenientes, por un lado, segin el tipo de kit comercial que se use los resultados
pueden ser diferentes, lo que afecta al diagnostico [185]. Para evitar dicha
heterogeneidad metodolégica, se han sugerido condiciones concretas de realizacion de
los tests [186]. Otra solucién desarrollada para disminuir la heterogeneidad del
diagndstico, ha sido la elaboracion de test de tipo “point-of-care” o test rapidos de
detecciéon de anticuerpos anti-TG2 a partir de una gota de sangre extraida del dedo
[187, 188]. A pesar de que el uso de estos test rapidos podria ser de ayuda en el
diagnostico, no se usan de rutina en clinica y ademas suelen detectar sélo, pacientes
positivos para IgA, es decir no detectan aquellos que son deficientes en IgA. Ademas,
en un amplio ndmero de otras enfermedades, los titulos de anticuerpos anti-TG2 suelen
detectarse en la sangre de estos pacientes, por ejemplo, durante las enfermedades
inflamatorias intestinales, en la infeccion por VIH, en algunas fases del fallo cardiaco o
en otras enfermedades autoinmunes [189-194]. Todo esto complica enormemente la
identificacion del celiaco por el método seroldgico. Lo que si que es cierto, es que los
epitopos de los anticuerpos anti-TG2 encontrados circulantes en los celiacos, son
diferentes a los que se encuentran en esas otras enfermedades. En efecto, se ha
corroborado la existencia de 4 epitopos mayoritarios en los celiacos para la TG2, que
son exclusivos de la celiaquia, aunque sorprendentemente, esta caracteristica no se usa
en clinica, ni se ha introducido en los kits para la identificacién de la enfermedad
celiaca [195, 196]. Debido a esto, la Sociedad Americana de Gastroenterologia
recomienda realizar un diagnostico en paralelo a los niveles de anti-TG2, mediante la
determinacion de la presencia de anticuerpos EMA [197], como indicadores de
celiaquia, ya que solo los anticuerpos de los celiacos dan positivo para EMA cuando se
incuban en cordones umbilicales congelados [194, 198, 199]. Sin embargo, este
método es semi-cuantitativo [200] y relativo al laboratorio donde se realiza, de tal

manera que los resultados entre laboratorios pueden ser muy dispares.
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Otro inconveniente importante en el uso de los anticuerpos para el diagnéstico,
es el desfase existente entre la incorporacién del gluten y la presencia de titulos de
anticuerpos detectables en la sangre, hecho que puede tardar hasta décadas en
producirse [201]. Los anticuerpos anti-TG2, se producen tras la respuesta inmune
originada por la introduccion del gluten en la dieta e inicialmente se depositan bajo la
membrana basal y alrededor de los vasos sanguineos [179, 202, 203]. Estos depositos,
son detectados en pacientes celiacos con atrofia de las vellosidades, e incluso dichos
depositos preceden al desarrollo de los cambios morfolégicos de las vellosidades que
ocurren durante la enfermedad [203-207]. A pesar de que dichos depdsitos intestinales
de anticuerpos podrian ser una herramienta Gtil en el diagnostico de fases iniciales
(especialmente en serologias negativas), son ineficaces ya que de acuerdo con la guia
para el diagnostico actual de la enfermedad, solamente si el titulo de anticuerpos en
sangre es positivo el paciente es biopsiado [153].

La realizacion de una biopsia digestiva es un método caro, invasivo, los cambios
en la mucosa no son observables en fases iniciales de la enfermedad, el porcentaje de
biopsias dafiadas y no adecuadas para el diagnéstico es elevado [208, 209] y no se
recomiendan en la identificacion de la celiaquia de manera aislada. Esto es debido a
que en otras patologias como son las enfermedades inflamatorias intestinales, el VIH o
en la presencia de parasitos intestinales, también se observan lesiones de la mucosa
similares a las encontradas durante la celiaquia [210]. Por otro lado, cuando se realizan
los cortes histolégicos, el espécimen debe orientarse de la manera correcta porque de
no hacerlo asi, podria dar lugar a falsos positivos [182, 211]. Otro factor relacionado
con la dificultad en el diagnostico mediante biopsias, es el hecho de que el desarrollo
de la lesién en la mucosa tarda afos en aparecer [212], junto con que un 10% de los
ninos celiacos presentan sélo pequenas lesiones en la region del bulbo duodenal que
no se acompanan de aumentos en el titulo de anticuerpo en la sangre [170]. Todo esto
puede complicarse, porque algunos pacientes dejan de consumir gluten por su cuenta,
el Unico tratamiento efectivo frente a la celiaquia, y por tanto los cambios histoldgicos
de la mucosa digestiva y los serolégicos pueden resultar negativos. En estos casos,
algunos clinicos recomiendan la reincorporaciéon del gluten [97], lo que plantea
dilemas éticos.

Las biopsias estan desaconsejadas para el diagnostico, especialmente en el caso

de los nifos, siempre y cuando el titulo de anticuerpos sea positivo y respondan bien al
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tratamiento, la dieta sin gluten [153]. Para aquellos nifios de menos de 5 afos la
presencia de anticuerpos en la sangre y los cambios histolégicos de la mucosa
digestiva, pueden tardar de 5 a 10 afios en aparecer, por ejemplo en varones, se ha
observado que la enfermedad se detecta entre los 10-15 6 entre los 35-40 afos de
edad, mientras que en las mujeres la deteccién se realiza entre los 40-45 afios [213].
Recordemos que el gluten se introduce en la dieta antes del ano de edad, luego, este
retraso en el diagnostico lo que realmente estd reflejando es que los marcadores
actuales para la identificacion de la enfermedad, s6lo son utiles en estados avanzados
donde la salud del paciente estda mds comprometida. Es mas, el tiempo medio que se
tarda en realizar el diagnostico de los celiacos suele ser de 13 afos, segln informé
“Celiac UK” en Reino Unido [151, 171]. Ademds, es extrafio que un paciente presente
una crisis celiaca, que es una manifestacién clinica aguda de celiaquia, caracterizada
por una diarrea continua, por la pérdida de peso y otros problemas metabdlicos

asociados, lo que de producirse ayuda al clinico a sospechar la presencia de celiaquia
a pesar de que los marcadores serolégicos sean negativos [214]. Esta caracteristica es
especialmente relevante en el caso de nifios menores de 5 afios, donde la crisis celiaca
es realmente infrecuente, ocurriendo en al rededor del 1.6% de todos los ninos
diagnosticados [215-217].

Otras evidencias que muestran que el diagnéstico actual tiene ciertas ineficacias,
es el hecho de que un 80% de los celiacos no sabe que tiene la enfermedad ya que o
no padece sintomas o el titulo de anticuerpos en sangre es negativo, luego este grupo
no es diagnosticado [171]. Por otro lado, se estima que existen entre un 10 y un 50%
de casos de celiaquia mds, de los que somos capaces de detectar actualmente,
nuevamente debido a la baja tasa de diagndstico [218]. Ademds, como ya se mostr6
anteriormente, la determinacién del perfil genético HLA no es eficaz para hacer un
estudio de celiaquia en la poblacién general, ya que se comparte con un 30% de la
poblacién sana. En definitiva, lo que todos estos datos reflejan, es la necesidad de
encontrar marcadores que puedan identificar al celiaco en etapas iniciales, incluso en

aquellos casos clinicamente asintomaticos (para mas detalles ver el panel 8).
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Panel 8. Representaciéon de los pacientes diagnosticados en comparacion con los no diagnosticados,
mediante un iceberg. De arriba a abajo del iceberg: Celiacos con sintomas y positivos para los marcadores de
diagnéstico, son aquellos celiacos que se diagnostican. Celiacos silenciosos, son celiacos positivos para
marcadores diagnosticos, pero que al ser asintomaticos no son detectados. El ultimo grupo, son los celiacos
latentes, es decir, aquellos celiacos que no tienen sintomas y son negativos para alguno o incluso para todos
los marcadores diagnosticos. Aunque todos los pacientes son positivos para HLA. Dibujos realizados por Art
Keepers (usado con permiso).

Af"” o Celiaco Diagnosticado.
—— [ N Existencia de sintomas y
N < marcadores positivos.
o 5 4
S B~ [ e el = = ===
. — f Celiaco Silencioso. No
1 / tiene sintomas aunque
\‘ 7 . tiene marcadores
. |
—~ positivos.

A

\ | Celiaco Latente. No tiene

\ ! sintomas y alguno o todos
los marcadores son

\ y 7 | negativos.

3.3 Nuevos marcadores de identificacion: caracteristicas y objetivos.

No existe ningln otro marcador de diagnéstico en la actualidad, que sea diferente
a los descritos en los apartados anteriores. Sin embargo la cantidad de evidencias aqui
mostradas, reflejan la necesidad de encontrar marcadores que puedan ayudar en el
diagndstico en etapas iniciales de la celiaquia, antes de que se presenten sintomas o
signos de la enfermedad. Recordemos que los marcadores diagnosticos actuales, se
alteran tras anos, incluso décadas, tras la introduccion del gluten en la dieta. Puesto
que la deteccién de dichos marcadores no es inmediata, un buen porcentaje de
pacientes, no puede ser diagnosticado y necesitard realizar frecuentes visitas a su
médico e incluso hospitalizaciones. Detectar la celiaquia, por tanto, es muy importante

y debe realizarse lo antes posible, en primer lugar porque es relativamente frecuenten
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en la poblacién, y ademas porque presenta un cuadro clinico muy difuso y complejo
que cursa con serios problemas de salud, especialmente en aquellos casos donde el
diagndstico se produce tras décadas desde la ingestion del gluten. Ademas, que un
paciente celiaco continde comiendo gluten, no solo favorece el desarrollo de la
enfermedad a nivel del digestivo, hepatico, cardiovascular, renal, articular, etc, sino que
cuanto mas tiempo se tarda en el diagnostico y por tanto en el tratamiento, existen mas
probabilidades de padecer alguna complicacion.

Una de las complicaciones mds frecuente, especialmente en los pacientes
asintomdticos, es el desarrollo de un adenocarcinoma del intestino. Mientras que en la
poblacién general este carcinoma se produce en un 3%, en los celiacos aparece en
mas del 10% [219, 220]. Este cancer, en los celiacos se produce en el yeyuno y
presenta una supervivencia a los 5 anos del 34% [221, 222]. Una segunda
complicacién a consecuencia de la ausencia diagnostica y la persistencia en el
consumo de gluten en el celiaco es la de una enteropatia asociada a un linfoma de
células T. Este linfoma de tipo non-Hodgkin’s es muy temido en el paciente celiaco
donde cursa con ulceraciones, obstrucciones, perforaciones y linfadenopatias ademas
de presentarse con sintomas gastrointestinales [97]. Desafortunadamente es un cancer
muy agresivo, donde la supervivencia a los 5 afios, puede estar entre el 8 al 20% [223,
224]. Todas estas complicaciones, ademas de las manifestaciones extra-digestivas que
fueron descritas en apartados anteriores, pueden evitarse mediante la adherencia
estricta a una dieta sin gluten.

La dieta sin gluten, consiste en evitar el consumo de cereales o de alimentos que
puedan contenerlos. Se considera que un alimento sin gluten es aquel que tiene menos
de 20mg/kg y el limite de gluten minimo por encima del cual un celiaco padece la
enfermedad es de 50mg por dia [225, Standard for food. Revision 226]. Sin embargo,
cuando el gluten no esta presente, todo el cuadro clinico revierte, la atrofia de las
vellosidades desaparece, asi como los titulos de anticuerpos. Por otro lado, todas las
manifestaciones extra-digestivas de la celiaquia revierten, produciéndose la
disminucién de las transaminasas o desaparicion de las lesiones hepaticas, de algunos
problemas neurolégicos, de las manifestaciones en la piel, o de la osteoporosis
mejorando la densidad mineral ésea. De hecho, los estudios muestran que la calidad
de vida de los pacientes que siguen la dieta sin gluten se normaliza, mientras que los

pacientes en fase activa de la enfermedad tienen calidades de vida bajas [227]. Todo
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esto avala la necesidad de la instauracién inmediata de la dieta sin gluten, aunque para
ello el paciente tiene que ser correctamente diagnosticado. De ahi la importancia de
un diagnostico precoz, que justifica la necesidad de encontrar marcadores de celiaquia
de etapas tempranas. Sin embargo, un 30% de los pacientes no responde a la dieta sin
gluten [228]. De este grupo, la etiologia en la mitad de los casos se corresponde a
contaminaciones por gluten, ya que algunos alimentos que de manera natural no lo
contienen pueden venir contaminados o también el desconocimiento del paciente
puede ser un factor etiolégico [229]. Sin embargo, el otro 50%, es decir, un 15% de los
celiacos, no responden a la dieta sin gluten y presentan un cuadro de sintomas y
manifestaciones extra-digestivas de celiaquia de manera persistente. Otra complicacion
mucho mds severa, son los pacientes celiacos refractarios, que se definen como
celiacos que tienen sintomas de celiaquia persistentes, malabsorcién y atrofia de las
vellosidades tras 12 meses de dieta sin gluten. Esta condicién, aunque solo afecta a un
3% de los celiacos, es muy grave ya que puede conllevar un desenlace fatal, con una
supervivencia a los 5 anos del 44% [223, 230-232], hecho que no se produciria si el
paciente nunca hubiera consumido gluten. Por tanto, las neoplasias a consecuencia del
gluten, junto con las otras complicaciones descritas y especialmente la celiaquia
refractaria, ponen de manifiesto la importancia no sélo del reconocimiento precoz de
la enfermedad, sino de la necesidad de su identificacion incluso antes de la
incorporacién del gluten en la dieta. Un marcador de esta naturaleza, tiene que ser
expresado en nifos de menos de un afo y ademds deberia hacerlo de manera
constitutiva. En otras palabras, debe permanecer inalterado en cualquier etapa de la
enfermedad, a diferencia de los marcadores actuales de fase aguda que son negativos si

el gluten no esta presente.

3.4 Los vasos sanguineos en el celiaco: {Marcadores de Prondstico?

En el ano 2012, en un estudio realizado en la clinica Mayo se describié por
primera vez, la existencia de pacientes que presentaban sintomas de celiaquia, con
diarrea continua y pérdida de peso que tomaban Olmesartan medoxomil, que es un
farmaco anti-hipertensivo que bloquea el receptor de angiotensina Il [233]. El andlisis
histolégico de estos pacientes mostrd, la presencia de atrofia en las vellosidades
intestinales e infiltrados de IEL, aunque los pacientes eran seronegativos para los

anticuerpos anti-TG2 [233]. El Gnico factor etiolégico encontrado para esta enteropatia
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fue el olmesartan, ya que el cuadro clinico no mejoraba con una dieta sin gluten,
mientras que la eliminacion del farmaco implicaba la remision de la enteropatia [233].
Estos mismos descubrimientos han sido confirmados por otros investigadores [210,
234-238]. Lo mas interesante es que, este farmaco, que afecta a la funcion de los vasos
sanguineos, es el detonante de una enteropatia similar a la que ocurre durante la
celiaquia, y ademas en individuos que son también positivos para el HLA DQ2 [210,
233, 239]. Otros farmacos reguladores de la presion arterial, que también son
bloqueantes de angiotensina Il, presentan efectos similares [240-243]. Lo que estos
datos ponen en relieve es que existe una relaciéon directa entre el desarrollo de una
enteropatia cuando los vasos sanguineos de la mucosa digestiva estan afectados, ya que
estamos hablando de farmacos que acttdan a nivel de los vasos sanguineos. Ademas es
digno de ser destacado, que este efecto no ocurre en todos los pacientes que toman el
farmaco, sino sélo en algunos grupos poblacionales entre los que se encuentran
aquellos que tienen un HLA DQ?2, similar al de los celiacos. Estas evidencias apuntan
en la direccién de que cuando los vasos sanguineos estan alterados se pueden producir
lesiones digestivas, al mismo tiempo que pone de relieve que las personas con un HLA
DQ2 tendrian una serie de caracteristicas vasculares que les hacen ser proclives a
padecer dicho cuadro. Y por tanto, todo esto parece apuntar a la posibilidad de que los
vasos sanguineos puedan estar implicados en la patogenia de la celiaquia y de ser asi
merece la pena explorar su potencial como marcador de la enfermedad.

Algunas evidencias reflejan que los celiacos tienen una predisposicién a tener un
perfil vascular diferente. Por un lado, se ha observado que tras la ingestion del gluten,
los pequefios capilares intestinales se encuentran inflamados y alterados en el celiaco,
cosa que no ocurre en los controles [244, 245]. Ademas, en biopsias intestinales post-
mortem de celiacos, los investigadores encontraron grandes diferencias entre los vasos
sanguineos de los controles cuando se comparaban con los celiacos, donde no se
observaba el entramado capilar caracteristico de las vellosidades [246]. Mas
recientemente, se ha descrito que la ingestion de gluten en los celiacos desajusta la
microvasculatura de las vellosidades, asi como afecta a la organizacion de los vasos
sanguineos de la mucosa digestiva, cuando se comparan con los controles [247]. Todos
estos datos, por un lado ponen de manifiesto la existencia de la relacién entre los vasos
sanguineos y el desarrollo de la enteropatia. Pero ademas parecen indicar que el

celiaco tiene una predisposicion vascular diferencial que podria verse seriamente
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afectada en la presencia del gluten. Esta hipdtesis esta avalada por el hecho de que se
han encontrado SNIPs en genes vinculados con los vasos sanguineos en biopsias
intestinales de celiacos, lo que refleja que de manera constitutiva la angiogénesis en el
celiaco podria estar alterada y no s6lo a consecuencia del mecanismo inflamatorio o
como resultado de la cascada autoinmune [248]. Recordemos, segin lo descrito en los
apartados anteriores, la necesidad de identificar un marcador de celiaquia que sea
constitutivo, es decir, cuya presencia sea indicativo de la enfermedad y no el resultado
del devenir de la misma. Ademds, considerando la importancia que tienen los vasos
sanguineos en la biologia del tracto digestivo, una mejor caracterizaciéon del fenotipo
vascular en el celiaco, tal vez pueda arrojar luz y ayudar a encontrar marcadores que

definan la enfermedad incluso antes de la incorporacién del gluten en la dieta.
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2. Hipotesis y Objetivos de la Tesis

2.1 Hipoétesis.

En base a los datos aqui revisados, planteamos la hipétesis de que los vasos
sanguineos de las vellosidades intestinales en los pacientes celiacos, son diferentes de
forma constitutiva a los de las personas sanas. De ser esto asi, es razonable identificar
factores a nivel proteico que definan dichos cambios vasculares y que nos permitan

reconocer de manera precoz a los pacientes celiacos.

2.2 Objetivos.

Basdndonos en todos los datos encontrados hasta la fecha en la literatura
cientifica, proponemos los siguientes objetivos para dar respuesta a las hipdtesis

planteadas en la presente tesis doctoral:

1. El estudio del perfil angiogénico en los celiacos para la identificacién de
marcadores serolégicos, que puedan ser constitutivos de la poblacion celiaca, es
decir, que se encuentren en los celiacos independientemente de la presencia o
ausencia del gluten en la dieta.

2. Lavalidacién de dichos marcadores en nifos, en un estudio clinico.
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3. Material y Métodos
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1. Descripcion de los Pacientes.

El grupo de pacientes incluido en esta fase del estudio, contenia nifios recién
diagnosticados de celiaquia de un ano de edad que estaban en fase activa de la
enfermedad. Estos fueron diagnosticados siguiendo el criterio de la ESPGHAN, (seguln
criterio diagnostico anterior a 2012), donde se observaron cambios histolégicos en la
mucosa digestiva de acuerdo a la clasificacion Marsh con valores iguales o por encima
de Ill. A su vez, niveles circulantes de anticuerpos anti-TG2 y EMA fueron encontrados
positivos. Una vez realizado el diagnostico, estos nifos iniciaron una dieta sin gluten y
para asegurar la remision de la enfermedad, todas las muestras incluidas en el estudio,
se correspondieron con nifos que llevaban dos afos de dieta sin gluten. En estos casos
los nifos presentaron una serologia negativa, es decir, ausencia de anticuerpo anti-TG2
o EMA, asi como una morfologia intestinal normal. Las edades medias del grupo de los
celiacos que no comen gluten incluidos en esta parte del studio, fueron de 3 anos.
Todos los grupos fueron pareados de acuerdo a la edad. Ademas, considerando que la
enfermedad presenta una prevalencia mayor en nifias que en nifios, dos tercios de los
participantes fueron niflas mientras que un tercio se correspondian con nifos. Los
controles incluidos en el estudio debian estar sanos, tener una genética diferente de los
celiacos (HLA diferente del DQ2 o DQ8) vy titulos de anticuerpos EMA y anti-TG2
negativos. Los estudios clinicos realizados fueron aprobados por el comité ético de los
respectivos hospitales donde se situaban los biobancos usados (Bucarest, Rumania y
Tampere, Finlandia). Las muestras fueron dadas voluntariamente por los tutores legales
de los nifos participantes, que firmaron un documento de consentimiento donde se les
explicaba detalladamente el uso y los fines que se iban a dar a las muestras. Todos los
datos clinicos de los participantes incluidos en el estudio, fueron debidamente
almacenados de acuerdo a la legislacion vigente y procesados con absoluta
confidencialidad. Las muestras, a su vez, fueron etiquetadas mediante un cédigo para

mantener la confidencialidad de los participantes.

Los criterios de inclusion y exclusién de pacientes se describen a continuacion:
« Para celiacos en fase activa, titulo de anticuerpos anti-TG2 elevado, asi como
positivos para EMA. Marsh positivo igual o por encima de Ill y un HLA positivo para

DQ2/DQS.
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« Para celiacos en dieta sin gluten: 2 anos tras el diagnostico y la instauracién de
la dieta sin gluten, titulo de anticuerpos anti-TG2 y EMA negativo. Marsh 0 que
consiste en una histologia normal y un HLA positivo para DQ2/DQ8.

« Para controles, titulo de anticuerpos anti-TG2 y EMA negativos. Marsh 0 que
consiste en una histologia normal y un HLA negativo para DQ2 y DQ8.

2. Descripcion de las muestras para estudio de protedomica.

Un total de 10 muestras de suero de ninos controles sanos, 10 nifos celiacos que
comian gluten y los mismos niflos cuando no comian gluten, con edades hasta los 3
anos, fueron incluidos en esta fase preliminar del estudio (estudio clinico fase 1). Todos
los grupos experimentales fueron pareados para una edad similar. Las muestras de
sangre se distribuyeron en una relacién de dos niflas por cada nifio, es decir, 2 tercios
representaban nifas, mientras que un tercio era de varones. Las muestras procedieron
de nifos menores de 3 afos donde la edad se pareo en todos los grupos
experimentales. Los criterios de inclusion y exclusiéon de muestras serologicas siguen lo
descrito en el apartado 1 de material y métodos. Brevemente, los controles sanos que
se usaron fueron nifios y nifas que no tenian una genética compatible con la
enfermedad celiaca y por consiguiente, es imposible que desarrollen la enfermedad.
Por otro lado, los nifos celiacos fueron diagnosticados mediante cambios morfolégicos
en biopsias intestinales. Estos cambios fueron clasificados en la escala Marsh como lII.
Ademas, en los nifos donde se sospechaba celiaquia, el titulo de anticuerpos “anti-
TG2, EMA y en algunos casos DGP fue estudiado en dichas muestras seroldgicas. Sélo
se aceptaron como participantes en este estudio, aquellos nifilos que presentaban titulos
de anticuerpos positivos para EMA y muy elevados para TG2. Ademas, se usaron
muestras que procedian de nifios cuando no comian gluten y por tanto eran negativos
para los marcadores de diagnéstico descritos anteriormente, mientras que el mismo
grupo de nifos, cuando comian gluten, eran positivos para dichos marcadores. Por
altimo, los sueros usados en este estudio inicial fueron combinados en diferentes pules
(grupos) para simplificar el andlisis. Las muestras fueron dadas voluntariamente por los
tutores legales de los nifos participantes, que firmaron un documento de
consentimiento donde se les explicaba detalladamente el uso y los fines que se iban a
dar a las muestras. Todos los datos clinicos de los participantes incluidos en el estudio,
fueron debidamente almacenados de acuerdo a la legislacién vigente y procesados con

absoluta confidencialidad.
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3. Array de protedmica.

3.1 Procesamiento de la muestra de suero.

Para la realizacién de los estudios clinicos incluidos en la presente tesis, se usaron
muestras de sangre, en particular suero. Para la preparacion del suero, 2 ml de sangre
total fueron extraidos por puncién venosa y se agregaron a un tubo para analitica de
sangre. Una vez obtenida la sangre y para favorecer su coagulacién, ésta se dejo
reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos. Las muestras de sangre fueron
procesadas en el mismo dia de recepcion. Transcurrido el tiempo de incubacion vy tras
comprobar la formacién del coagulo, los tubos fueron centrifugados a 2000 g en una
centrifuga para muestras serolégicas, Beckman Coulter (Brea, CA, USA), a 10°C durante
15 minutos. El suero, identificado como el sobrenadante sin restos de células
sanguineas, fue retirado. Aproximadamente unos 500yl de suero fueron obtenidos, para
posteriormente ser fraccionados en diferentes tubos de menor volumen y asi evitar
ciclos de congelacion/ descongelacion sobre la misma muestra. Todas las muestras

fueron entonces almacenadas a -80°C hasta ser analizadas.
3.2 Array.

Las muestras de suero una vez recolectadas, y procesadas como se ha descrito
anteriormente, fueron preparadas para ser usadas en el array de proteémica “Proteome
Profiler Array- Human Angiogenesis Array” (R&D systems, Minneapolis, MN, USA) que
consiste en un array de 54 proteinas relacionadas con la angiogenesis, o el proceso de
formacién y/o destruccién de vasos sanguineos. El suero de los diferentes pacientes fue
combinado y procesado para detectar las 54 proteinas angiogénicas objeto de esta
primera parte del estudio. Para evitar niveles bajos de senal en el array, el suero fue pre-
tratado con 0.025N de acido hydrocloridrico, ya que algunas proteinas circulantes en
la sangre son complejas y aparecen estableciendo uniones entre si, lo que da lugar a
reducciones en la sefal y por consiguiente a falsos negativos. Asi, 250pul del 4cido
fueron incubados durante 15 minutos con el suero. El kit consta de unas membranas de
nitrocelulosa donde se han incorporado anticuerpos frente a las 54 proteinas
relacionadas con la angiogénesis, mediante la técnica del “dot”. Este kit, tiene todos los
reactivos necesarios para determinar las concentraciones de proteinas unidas a los 54
pares de anticuerpos, la composicién de dichos reactivos no se detalla en el kit, de tal
manera que el nombre de cada reactivo se designa por un nimero. Las membranas

fueron, en primer lugar, bloqueadas en buffer de bloqueo para evitar uniones
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inespecificas de las proteinas del suero. Asi, 2ml del buffer del array numero 7 se
agregaron a las membranas y se incubaron durante una hora a temperatura ambiente
en agitacion. Mientras las membranas se estaban bloqueando, 250ul de muestra pre-
tratada con acido hydrocloridrico se incubaron con 750pl del buffer del kit numero 5 y
con 500yl del buffer numero 4, junto con 15pl de un céctel de anticuerpos para la
deteccién de los 54 marcadores de angiogénesis, incubandose todo durante una hora a
temperatura ambiente y en agitacion. Una vez incubada la muestra por un lado, y
bloqueadas las membranas por otro, ambas fueron mezcladas para ser incubadas en
agitacion durante la noche entre 2 y 8 °C. Transcurrido este tiempo, las membranas
fueron lavadas 3 veces con el buffer de lavado (provisto en el kit) durante 10 minutos
en agitacion. Asi, 2ml de “streptavidine” conjugada con peroxidasa de rabano (HRP)
fueron agregados a las membranas que contenian por un lado las proteinas del suero
unidas a los anticuerpos inmovilizados en la membrana y por otro lado, estas mismas
proteinas estaban unidas a anticuerpos biotinilados. Asi se incubaron durante 30
minutos a temperatura ambiente y en agitacion. Las membranas entonces, fueron
lavadas 3 veces, como se ha describié anteriormente. El exceso de liquido fue retirado
de cada membrana, evitando que se secaran, para agregarse Tml del “Chemi Reagent
Mix”, y luego cubrir las membranas con un protector de pldstico. Cuidadosamente, las
burbujas de aire atrapadas entre la membrana y el protector de plastico, fueron
eliminadas y la membrana se dejo en incubacién durante 1 minuto a temperatura
ambiente. La hidrdlisis del sustrato del “Chemi Reagent Mix” por parte de la HRP,
permite la generacion de una sefal fluorescente medible. En condiciones de oscuridad,
las membranas fueron puestas en un casete de auto-radiografia en contacto con una
pelicula de rayos X (GE Healthcare Amersham™ Hyperfilm™ ECL, GE Healthcare,
Chicago, IL, USA) de 1 a 30 minutos, para posteriormente ser reveladas usando un

revelador automatico (CP 1000, Agfa-Gevaert; Mortsel, Bélgica).

4. Cuantificacion de los resultados.

Cada autoradiografia fue adquirida en un escaner en modo de transmisién, para
posteriormente cuantificar la intensidad de la sefal de las proteinas presentes o
ausentes. El kit “Proteome Profiler Array- Human Angiogenesis Array” (R&D systems)
trae un mapa que consiste en una impresion de la localizacién de cada proteina en un

patrén transparente. Fste se sobrepone en la autoradigrafia obtenida, de tal manera que
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se pueden localizar las proteinas con senal positiva (la figura T muestra un ejemplo de
dicho patrén). La tabla 1 muestra, la lista de proteinas incluidas en el kit y la tabla 2
muestra la ubicacién de cada proteina dentro del kit asi como el identificador del gen
de la misma. A su vez, la membrana del kit contiene unos puntos de referencia de
Figura 1. Localizacion de cada proteina dentro del kit “Proteome Profiler Array- Human Angiogenesis

Array” (R&D systems). Este patrdn sirve para localizar la sefial de las proteinas detectadas en una membrana
de nitrocelulosa. La imagen ha sido modificada del manual del kit.

Coordenadas del Array

—NMAT LNOND ANO—N MTINO N0 O
- ———

————

- mMmoOMNw >

Tabla 1. Proteinas incluidas en el array de angiogénesis Proteome profile Array- Human Angiogenesis Array Kit,
R&D y usadas en el presente estudio.

activin a

adamts-1

angiogenin (ang)
angiopoietin-1 (ANG-1)
angiopoietin-1 (ang-2)
Angiostatin/plasminogen

amPHlregulin (AR)

artemin

coagulation factor Il (TF)
cxcl16

dppiv (CD26)

egf

eg-vegf (PK1)

endostatin/collagen xviii

endothelin-1 (ET-1)
FGF acidic (FGF-1)
fof basic (fgf-2)
fgf-4

fgf-7 (KGF)

GDNF

GM-CSF

hb-egf
hgf

igfbp-1
igfbp-2

igfbp-3

il-1betta (il-1f2)

il-8 (cxcl8)

lap (TGF-bettal)
leptin

MCP-1 (ccl2)
mip-1a

mmp-8

mmp-9

nrg1-bettal (hrg1-bettal)

pentraxin 3 (PTX-3 o
TSa-14)

PD-ecgf
pdgf-aa
pdgf-ab/pdgf-bb
persephim

platelet factor (PF4 o
cxcl4)

-41-

Plgf

prolactin

serpin b5 (maspin)
serpin e1 (Pai-1)
serpin f1 (PEDF)
timp-1

timp-4

thrombospondin-1
(TSP-1)

THROMBOSPONDI
N-2 (TPS-2)

uPA
vasohibin
vegf

vegf-c



Nuevos marcadores para la deteccion precoz de la enfermedad Celiaca

Tabla 2. Localizacién de las proteinas incluidas en el array de angiogénesis Proteome profile Array- Human
Angiogenesis Array Kit, R&D asi como el identificador del gen que la expresa.

Coordenadas | Control o Nombre de | ID del gen Coordenadas Control o Nombre | ID del gen
la proteina de la proteina
A1, A2 Punto de referencia N/A C15,C16 IL-18 3553
A5, A6 Activin A 3624 C17,C18 IL-8 3576
A7, A8 ADAMTS-1 9510 C19,C20 LAP (TGF-81) 7040
A9, A10 Angiogenin 283 C21,C22 Leptin 3952
A11,A12 Angiopoietin-1 284 C23,C24 MCP-1 6347
A13,A14  Angiopoietin-2 285 D1, D2 MIP-1a 6348
A15,A16  Angiostatin/ 5340 D3, D4 MMP-8 4317
Plasminogen
A17,A18  Amphiregulin 374 D5, D6 MMP-9 4318
A19,A20  Artemin 9048 D7, D8 NRG1-B1 3084
A23, A24 Punto de referencia N/A D9, D10 Pentraxin 3 (PTX3) 5806
B1, B2 Coagulation Factor Il 2152 D11, D12 PD-ECGF 1890
B3, B4 CXCL16 58191 D13, D14 PDGF-AA 5154
B5, B6 DPPIV 1803 D15, D16 PDGF-AB/PDGF-BB 5155
B7, B8 EGF 1950 D17, D18 Persephin 5623
B9, B10 EG-VEGF 84432 D19, D20 Platelet Factor 4 5196
(PF4)
B11, B12 Endoglin 2022 D21, D22 PIGF 5228
B13, B14 Endostatin/Collagen 80781 D23, D24 Prolactin 5617
XVIII
B15, B16 Endothelin-1 1906 E1, E2 Serpin B5 5268
B17,B18 FGF acidic 2246 E3, E4 Serpin E1 5054
B19, B20 FGF basic 2263 E5, E6 Serpin F1 5176
B21, B22 FGF-4 2249 E7, E8 TIMP-1 7076
B23,B24  FGF-7 2252 E9, E10 TIMP-4 7079
C1,C2 GDNF 2668 E11, E12 Thrombospondin-1 7057
C3,C4 GM-CSF 1437 E13, E14 Thrombospondin-2 7058
C5, C6 HB-EGF 1839 E15, E16 uPA 5328
C7,C8 HGF 3082 E17, E18 Vasohibin 22846
C9, Cc10 IGFBP-1 3484 E19, E20 VEGF 7422
C11, C12 IGFBP-2 3485 E21, E22 VEGF-C 7424
C13,C14 IGFBP-3 3486 F1,F2 Punto de referencia N/A
F23, F24 Control negativo N/A
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sefial que dan valores del 100% de sefial, es decir, con esos puntos control medimos la
intensidad de sefial maxima. Por otro lado, la membrana también contiene unos puntos
donde no hay muestra de ningln tipo y cuya sefal solo se corresponde con el ruido de
fondo.

La intensidad de la sefial de las proteinas, fue medida con el programa de analisis
de imagen, “Image J” [249]. Una vez capturadas las imagenes, fueron exportadas a
“Image )” para ser transformadas en escala de grises, y posteriormente ser cuantificadas
por densitometria. Este método consiste en medir los pixeles de cada punto, en nuestro
caso, de los niveles de expresion de las proteinas que dieron senal positiva en el kit.
Por otro lado, se midi6 la sefal maxima gracias a unos controles provistos localizados
en las membranas, asi como el ruido de fondo o sefal negativa (ver tabla 2 para mas
detalles). Cada proteina relacionada con la angiogénesis e incluida en el array, se
encuentra en la membrana por duplicado y por consiguiente, la seiial final representa
el valor de la media de las medidas de los dos puntos. Ademas, el valor de la sefial del
ruido de fondo fue sustraido de todas las medidas, (ya que se asocia a la auto-
fluorescencia de la membrana o a las uniones inespecificas de los anticuerpos).

4.1 Analysis y obtencion de los datos.

Una vez obtenidos todos los valores de expresion de las proteinas angiogénicas y
tras el calculo del valor medio de cada pareja de duplicados, el ruido de fondo fue
eliminado de dichas cantidades y el valor resultante fue dividido por la sefial maxima.
Esto es necesario ya que cada set de muestras, que representan a los grupos
experimentales, fue cargado en una membrana diferente, y por consiguiente puede
ocurrir que las variaciones encontradas se deban a estas diferencias de sefal intrinsecas
a cada membrana y no a diferencias reales en la muestra de acuerdo al grupo
experimental. Una vez realizada esta normalizacion, la diferencia existente entre los
grupos experimentales fue calculada por el método del “Fold Change”, es decir,
dividiendo el valor de los celiacos no tratados por el control, el valor de los celiacos
que no comen gluten por el control y el valor de los celiacos no tratados por el valor de
los celiacos que no comen gluten. A partir de las diferencias obtenidas, se calcul6 el
logaritmo en base dos de dicho valor normalizado, donde las proteinas sobre
expresadas se representan con valores positivos, mientras que las que estan
disminuidas, lo hacen con valores negativos. El “p” valor o las diferencias en la

significacion estadistica se fijaron en valores de menos de 0.05, que fueron calculados
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por el test Welch’s, un test de eleccion para este tipo de estudios. Con este método, los
valores que diferian 0.5 veces de los controles fueron aceptados como valores
significativos mientras que los que solo diferian 0.3 se consideraron marginales ,

(aunque fueron incluidos también en el estudio).

4.2 Representacion de los resultados por un “heat map” y diagramas de
Venn.

Todas las 54 proteinas estudiadas por proteémica fueron representadas usando un
“heat map” donde la expresion relativa de cada proteina es representada mediante una

gradacion de colores. Para representar dichos valores, se usé la aplicacion web

“heatmapper” (http://www.heatmapper.ca/expression/), donde los valores de expresion

de todas las proteinas pertenecientes a cada grupo experimental fueron introducidas.
Entonces, el algoritmo calcul6 la relacion entre los grupos mediante una clusterizacion
que usa el método del “Complete Linkage”. Este método se basa en el calculo de las
distancias mas cercanas entre proteinas, determinadas por el test de Kedall’s Tau, o un
test que cuenta el numero de desacuerdos entre diferentes sets de muestras, en nuestro
caso de proteinas. Distancias mas largas determinadas por este método, revelan mas
diferencias entre una condicion y otra, mientras que distancias mds préximas reflejan
similitudes. Una vez realizado este andlisis, las diferencias de expresién de los
marcadores angiogénicos fueron expresadas mediante un cédigo de color donde,
valores negativos o rojos, se corresponden con las proteinas que estan disminuidas en
los grupos experimentales en relacion al control, mientras que aquellas que
representan valores positivos o verdes, representan proteinas sobre expresadas. A su
vez, las proteinas que aparecieron aumentadas o disminuidas en relacion al control en

los celiacos, tanto si comian gluten como si no, fueron representadas en un diagrama

de Venn, usando la aplicacién web http://bicinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
[250]. Este tipo de representacién muestra las relaciones que existen entre las proteinas
objeto de nuestro estudio y reconoce qué proteinas son comunes entre los grupos y
cuales no, lo que facilité el analisis y la eleccién de los marcadores candidatos para

una fase clinica posterior.
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5.Test de Enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA) en suero de

pacientes: Fases clinicas 2y 3.

De todos los valores significativos obtenidos en el array descrito anteriormente,
aquellas proteinas que se encontraron aumentadas o disminuidas en relacién con los
controles, fueron seleccionadas. El criterio principal de seleccion de las proteinas
candidatas para su validacién en la fase clinica 2-3, se centré en primera instancia en
los valores de significacion respecto de los controles. Otros criterios secundarios
usados, fueron la existencia de kits ELISA en el mercado, cantidad de muestra a usar en
los kit ELISA asi como su dilucién, el precio de los mismos y sobre todo si éstos eran
especificos de humanos. Algunos kits ELISA estaban indicados primariamente para
raton y aunque reaccionaban con muestras de humanos, decidimos no incluir dichas
proteinas en la validacién. En estos casos, se dio prioridad a aquellos kits ELISA
especificos de proteinas humanas, aunque las diferencias observadas en la prote6émica
fueran menores. A continuacion, se precisan en mas detalle los grupos experimentales
incluidos, asi como los protocolos usados en la deteccion de los marcadores por ELISA.
Por dltimo citar que, los kits usados en esta fase clinica no estaban indicados para

diagnéstico.

5.1 Grupos experimentales, preparacion de muestras y protocolos

especificos de los ELISA usados para cada marcador.

Un total de 450 pacientes y controles, fueron usados en esta parte del estudio, lo
que se corresponde con fases clinicas 2-3. Las muestras de los pacientes o de los
controles procedieron de dos bio-bancos situados en Rumania y en Finlandia (como se
ha descrito en los apartados 1 y 2 del presente material y métodos). Los pacientes o
voluntarios incluidos en el estudio, tenian edades que llegaban hasta los 5 afos. En
algunos casos especificos, edades mayores fueron incluidas. Los grupos experimentales
usados en esta fase clinica, fueron:

1. Controles sanos genéticamente compatibles con los celiacos, es decir,
positivos para HLA DQ2 o DQ8.
2. Controles sanos genéticamente incompatibles con la celiaquia y por

consiguiente, que nunca pueden padecer la enfermedad.
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3. Controles enfermos, es decir, ninos que presentan alguna patologia
digestiva diferente a la enfermedad celiaca y que no son genéticamente
compatibles con la celiaquia.

4. Grupo de celiacos que no comian gluten y por tanto no tienen ninguna
patologia asociada.

5. El mismo grupo de nifos celiacos cuando comian gluten donde se
observaron cambios histolégicos en la mucosa digestiva, asi como un elevado
titulo de anticuerpos, (como quedé descrito en los apartados 1y 2 del presente
material y métodos).

Los criterios de inclusién de pacientes para el grupo de los celiacos explicados en
el apartado 1 del presente material y métodos, incluyen la presencia de sintomas,
acompanados de titulos de anticuerpos EMA y anti-TG2 positivos para celiacos en fase
activa, mientras que valores nulos de anticuerpos y ausencia de sintomas, para aquellos
celiacos tras dos anos de dieta sin gluten. EIl HLA fue determinado en los nifos
incluidos en esta fase del estudio, usandose como un tercer criterio de inclusién/
exclusion. En el momento de la realizacion de esta parte del trabajo, los nifios ya no
eran biopsiados para su diagnéstico, y por consiguiente los criterios de inclusion/
exclusion se basaron exclusivamente en la presencia/ausencia de un cuadro clinico, y
de los titulos de anticuerpos circulantes [153]. A su vez, los controles fueron divididos
principalmente en dos categorias. Por un lado nifos sanos, con genotipos diferentes del
HLA DQ2/DQ8, ausencia de cuadro clinico y titulos de anticuerpos nulos. Por otro
lado, incluimos un grupo de controles sanos que tienen un HLA DQ2/DQ8 similar al
de los celiacos, pero que no son celiacos. El criterio de inclusién de estos nifios
consistié en, la presencia del genotipo de celiaquia, ausencia de cualquier sintoma
clinico, titulo de anticuerpos negativo y la presencia de gluten en su dieta. A este grupo
suelen pertenecer los hermanos de aquellos nifios celiacos diagnosticados en nuestro
estudio. Para algunos marcadores, un tercer grupo de controles fue agregado, donde se
incluyen nifos con otros trastornos digestivos, que presentan un cuadro clinico
diferente de celiaquia, ausencia de anticuerpos anti-EMA y anti-TG2 y presencia de
gluten en la dieta.

Los datos epidemiolégicos muestran que por cada dos mujeres que padecen de
celiaquia solo hay un hombre y por consiguiente las muestras experimentales se

repartieron de la misma manera, es decir, 2 tercios de las muestras incluidas en los
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grupos controles o en los grupos de celiacos se correspondian con nifias y un tercio
fueron muestras de nifios [213]. Los estudios clinicos realizados fueron aprobados por
el comité ético de los respectivos hospitales donde se situaban los bio-bancos y fueron
registrados de acuerdo a la legislacion. Las muestras fueron dadas voluntariamente por
los tutores legales de los nifios participantes, que firmaron un documento de
consentimiento donde se les explicaba detalladamente el uso y los fines que se les iban
a dar. Todos los datos clinicos de los participantes en el estudio fueron debidamente
almacenados de acuerdo a la legislacion vigente y procesados con absoluta
confidencialidad. Las muestras a su vez fueron etiquetadas con un cédigo para
mantener la confidencialidad de los participantes.

Las muestras de sangre se prepararon para la obtenciéon de suero como se
describi6 en el apartado 2 del presente material y métodos. Una vez obtenido el suero,
la muestra fue diluida en buffer de dilucién (provisto con el kit) si asi era necesario.
Una muestra control fue usada para testar que los valores de los marcadores estudiados
entraran dentro de la curva de calibrado del kit y la dilucién se realizo de acuerdo a
esta informacién. A continuacién, se detalla el protocolo del ELISA para cada

marcador.

5.1.1 ELISA para “Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 4” TIMP-4.

El test usado es un ELISA tipo “Sandwich” de Abcan (Cambridge, UK, para mas
detalles sobre el kit revisar la tabla 3), que viene preparado para la deteccién de
TIMP-4 de origen humano en muestras de suero. Todos los reactivos fueron preparados
de acuerdo a las instrucciones facilitadas por el fabricante. El suero una vez preparado,
fue diluido 10 veces en el buffer de dilucién suministrado con el kit. Entonces, 100 pl
de los estandares y de muestra de todos los grupos experimentales incluidos en el
estudio, fueron agregados a una placa de 96 pocillos que contiene anticuerpos
inmovilizados frente a TIMP-4. Tras una incubaciéon de 2,5 horas a temperatura
ambiente, el contenido del pocillo fue descartado, quedando solo aquellas proteinas
que se corresponden con TIMP-4 y que estaban unidas a los anticuerpos absorbidos a
la superficie del pocillo. Posteriormente, tras unos lavados, 100 pl de anticuerpo frente
a TIMP-4 conjugados con “Biotin”, fueron agregados a cada pocillo para ser incubados
durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras 4 lavados en buffer de lavado,

(suministrado con el kit), 100pl de buffer de detecciéon que contiene HRP conjugada
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con “Streptavidine” fueron agregados a cada pocillo e incubados 45 minutos a
temperatura ambiente. Entonces, tras 4 lavados, 100pul de sustrato “3,3’,5,5'-
Tetramethylbenzine” (TMB) fueron agregados a cada pocillo y la presencia de HRP
produjo un compuesto coloreado proporcional a la cantidad de proteina detectada, tras
una incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad.
La reaccién de color fue parada por la adicién de 50pl de solucién stop (suministrado
con el kit), para medir las variaciones de color a 450nm. Finalmente, se realizo una
curva donde se tomaron los valores de concentracién de los patrones estandares y se
representaron en el eje de las “X” frente a los valores de absorbancia en el eje de las

“Y”. Para poder calcular la concentracién de TIMP-4 de cada muestra, el valor de

Tabla 3. Informacion de los kits ELISA usados en el presente estudio.

abcan TIMP4 Human ELISA Kit

TIMP-4 ab113328

ab100614
NRG1 beta 1 Human ELISA Kit, abcam
http://www.abcam.com/nrg1-beta-1-human-
elisa-kit-ab100614.html

NRG-1 BETA1

HUMAN
PENTRAXIN 3
(PTX3)
Pentraxin 3 ELISAKIT
Aviscera Bioscience
http://www.aviscerabioscience.com/
Product_Systems/PTX3/PTX3.html

ADAM Metallopeptidase with
Thrombospondin Type 1 Motif, 1
(ADAMTS1) ELISA Kit
http://www.antibodies-online.com/kit/415114/
ADAM+Metallopeptidase+with+Thrombospo
ndin+Type+1+Motif+1+ADAMTS1+ELISA/

ADAMTS-1

RAB0407 Sigma
Human Angiostatin ELISA Kit
Angiostatin http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/
docs/Sigma/Bulletin/1/rab0407bul.Par.
0001.File.tmp/rab0407bul.pdf
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absorbancia fue interpolado en la curva de patrones. El valor asi obtenido fue
multiplicado por 10 ya que este es el factor de dilucion usado y fue representado
usando Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para evitar la variabilidad
en los resultados debido a errores metodoldgicos, cada estdndar o muestra fueron
incluidos por duplicado. La concentracién final se obtuvo a partir de la media de los

valores de absorbancia de cada pareja de duplicados.

5.1.2 ELISA para “Neuregulin” o NRG1-p1.

El test usado es un ELISA tipo “Sandwich” de Abcan (Cambridge, UK, para mas
detalles sobre el kit revisar la tabla 03). Este kit no estaba testado por el fabricante, para
la deteccion en suero de NRG1-1. Por esto, antes de su uso, hicimos pruebas donde
observamos que los niveles de la proteina eran medibles. Todos los reactivos y los
estandares fueron preparados previamente a la realizacién del kit de acuerdo al
protocolo facilitado por el fabricante. Las muestras de los pacientes y de los voluntarios
sanos, incluidos en el estudio clinico, no fueron diluidas y 100ul de las mismas fueron
cargadas en sus correspondientes pocillos donde los anticuerpos anti-NRG1-B1 estaban
inmovilizados. Tras una incubacién durante la noche a 4°C, las proteinas no unidas a
los anticuerpos fueron succionadas del pocillo, para posteriormente ser lavadas,
durante 4 veces, en buffer de lavado. Asi, 100ul de anticuerpos anti-NRG1-B1
conjugados con “Biotin”, fueron agregados a cada pocillo, e incubados durante 1 hora
a temperatura ambiente y en agitacion. Posteriormente, cada pocillo fue lavado 4 veces
en buffer de lavado, para seguidamente agregar HRP conjugada con “Streptavidin”. Tras
una incubacién de 45 minutos a temperatura ambiente y en agitacion, se repitieron los
lavados descritos anteriormente, para agregar seguidamente 100pl de TMB. La reaccién
coloreada se produjo a temperatura ambiente durante 30 minutos en agitacion y fue
detenida mediante la adicién de 50pl de solucién de stop (suministrada en el kit). La
absorbancia a 450nm fue medida a consecuencia de la reaccién de color producida y
los valores de concentracién de los estandares fueron representados en relacion a sus
correspondientes valores de absorbancia. La concentracion de NRG1-1 en las
muestras de pacientes asi como en los donantes sanos, fue calculada a partir del valor
medio de las absorbancias respectivas de cada pareja de duplicados, tras la

interpolacién en la curva estdndar. El valor de concentracién calculado fue

representado usando Prism 6 (GraphPad Software).
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5.1.3 ELISA frente a “Pentraxin-3”.

Para detectar los niveles de “Pentraxin-3”, se us6 un ELISA cuantitativo tipo
“Sandwich” de Aviscera Biosciences (Santa Clara, CA, USA, para mas detalles ver la
tabla 03), que se compone de todos los reactivos necesarios para la identificacion de la
proteina en muestras de suero. Todos los reactivos fueron preparados de acuerdo a las
instrucciones del fabricante, antes de la realizacién del kit. Entonces, 100 pl de los
estandares y de muestra sin diluir, de todos los grupos experimentales incluidos en el
estudio, fueron agregados a una placa de 96 pocillos que contiene anticuerpos
inmovilizados frente a “Pentraxin-3”. Tras una incubacién de 2 horas a temperatura
ambiente y en agitacion, cada pocillo se lavo en buffer de lavado (suministrado por el
kit). Entonces, 100 pl de anticuerpo para la deteccién de “Pentraxin-3” conjugado con
HRP fueron agregados a cada pocillo, e incubados 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion. Una nueva serie de lavados fue realizada, para inmediatamente agregar
100p! del sustrato TMB que seria incubado durante 15 minutos a temperatura ambiente
en condiciones de oscuridad. La reaccién de color, del azul al amarillo proporcional a
la concentracion de proteina existente en la muestra, fue detenida en 100 pl de
solucion de parada (suministrada por el kit). La densidad 6ptica en cada pocillo, fue
medida a 450nm durante los primeros 15 minutos después de detener la reaccion de
color. Los valores de concentracién de los patrones estandares, se representaron frente
a sus valores de absorbancia, donde se interpol6 el valor de absorbancia de las
muestras problema y asi se calculo su concentracién. El valor de concentracion, asi
obtenido, fue representado usando Prism 6 (GraphPad Software). Para evitar la
variabilidad en resultados debido a errores metodolégicos, cada estandar asi como
muestra fueron incluidos por duplicado. La concentracién final se obtuvo a partir de la

media de los valores de absorbancia de cada pareja de duplicados.

5.1.4 ELISA para “A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin 1”
(ADAMTS-1).

Para la deteccion de ADAMTS-1 de origen humano en muestras de suero, un
ELISA tipo “Sandwich” de Antibodies online GmbH (Aachen, Alemania, para mas
detalles sobre el kit revisar la tabla 03) fue usado. Al ser un kit comercial, todos los

reactivos y los estandares fueron preparados de acuerdo a las instrucciones dadas por
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el fabricante. Asi, 100 pl de estdndares o de muestra fueron agregados a una placa de
96 pocillos que contenian anticuerpos frente a ADAMTS-1 de origen humano. Las
muestras de suero fueron diluidas 1:1000 en buffer de dilucién provisto con el kit. Tras
una incubacién de 2 horas a 37°C, el contenido del pocillo fue descartado para
eliminar el exceso de proteinas no unidas a los anticuerpos en el pocillo.
Posteriormente, 100 pl de buffer de deteccién A, que consiste en un segundo
anticuerpo contra ADAMTS-1 conjugado con “Biotin”, fueron agregados a cada pocillo
para ser incubados durante 1 hora a 37°C. Tras 3 lavados en buffer de lavado
(suministrado con el kit), 100 pl de buffer de deteccién B fueron agregados a cada
pocillo e incubados durante 30 minutos a 37°C. Dicho buffer consiste en “Avidin”
conjugada con HRP, ya que la “Avidin” presenta una muy alta eficiencia de union a la
“Biotin”. Finalmente, 90 pl de una solucién de sustrato que contiene TMB fue agregada
a cada pocillo e incubada durante 10-20 minutos a 37°C. En aquellos pocillos donde
ADAMTS-1 estaba presente, la adicién de TMB produjo una reaccion coloreada por su
hidrélisis con la HRP. Para evitar la saturacién en el color, la reaccién fue detenida por
la adicion de 50 pl de acido sulfarico (suministrado con el kit). Asi, las variaciones de
color, que son proporcionales a la cantidad de proteina presente, fueron detectadas en
un espectrofotometro a 450nm. Una curva donde se representaron los valores de
concentracion de los patrones estdndares en el eje de las “X” frente a los valores de
absorbancia en el eje de las “Y”, fue usada para interpolar el valor de absorbancia de
las muestras de los pacientes y controles. El valor de la concentracién de ADAMTS-1
calculado para cada muestra, fue multiplicado por el factor de dilucién y representado
usando Prism 6 (GraphPad Software). Todos los estandares y las muestras fueron
incluidas por duplicado, para evitar las variaciones en los resultados debidos a errores
metodoldgicos, y el valor final de la concentracién se obtuvo como resultado de la

media de las medidas de absorbancia para cada pareja de duplicados.

5.1.5 ELISA para “Angiostatin”.

El test usado es un ELISA tipo “Sandwich” de Millipore (Burlington, MA, USA,
para mas detalles sobre el kit revisar la tabla 03), que viene preparado para la
deteccién de “Angiostatin” de origen humano en muestras de suero. Todos los reactivos
fueron preparados de acuerdo a las instrucciones facilitadas por el fabricante. El suero

una vez preparado, fue diluido 3 veces en el buffer de dilucién suministrado con el kit.
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Entonces, 100 pl de los estandares y de muestra de todos los grupos experimentales
incluidos en el estudio, fueron agregados a una placa de 96 pocillos que contiene
anticuerpos inmovilizados frente a “Angiostatin”. Tras una incubacién de 2,5 horas a
temperatura ambiente, el contenido del pocillo fue descartado, quedando solo aquellas
proteinas que se corresponden con la “Angiostatin” y que estaban unidas a los
anticuerpos absorbidos a la superficie del pocillo. Posteriormente, 100 pl de anticuerpo
frente a “Angiostatin” conjugado con “Biotin”, fueron agregados a cada pocillo para ser
incubados durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras 3 lavados en buffer de lavado,
(suministrado con el kit), 100pl de buffer de detecciéon que contiene HRP conjugada
con “Streptavidin” fueron agregados a cada pocillo e incubados 1 hora a temperatura
ambiente. Entonces, 100pl de sustrato TMB fueron agregados a cada pocillo y la
presencia de HRP produjo un compuesto coloreado proporcional a la cantidad de
proteina detectada, tras una incubaciéon de 30 minutos a temperatura ambiente en
condiciones de oscuridad. La reaccién de color fue parada por la adiciéon de 50ul de
solucion stop (suministrado con el kit), para medir las variaciones de color a 450nm.
Finalmente, se realizo una curva donde se tomaron los valores de concentracién de los
patrones estandares y se representaron en el eje de las “X” frente a los valores de
absorbancia en el eje de las “Y”. Para poder calcular la concentracién de “Angiostatin”
de cada muestra, el valor de absorbancia fue interpolado en la curva de patrones. El
valor asi obtenido fue multiplicado por 3 ya que este es el factor de dilucién usado y
fue representado usando Prism 6 (GraphPad Software). Para evitar la variabilidad en los
resultados debido a errores metodolégicos, cada estandar o muestra fueron incluidos
por duplicado. La concentracion final se obtuvo a partir de la media de los valores de

absorbancia de cada pareja de duplicados.

5.2 Analisis estadistico de los resultados de los ELISA.

Una vez finalizados todos los test ELISA, los valores de la concentracion de las
proteinas fueron introducidos en Prism 6 (GraphPad Software), para su posterior analisis
estadistico. Antes de seleccionar el test estadistico apropiado, un primer muestreo de
los datos fue realizado para determinar la homocedasticidad de la varianza de cada
grupo de proteinas. Si las variables son homoceddasticas, es apropiado usar un test
ANOVA, mientras que si no son homogéneas, el test Kruskal-Wallis es la alternativa no

paramétrica de eleccién. En el caso de nuestro resultados, todas las proteinas
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estudiadas resultaron ser no homocedasticas, y por consiguiente se prefiri6 el uso de un
test Krukal-Wallis. Consideramos los valores significativos, cuando como resultado del
test estadistico, obtuvimos diferencias menores de 0.05. A los grupos de proteinas que
resultaron significativas, se les incluyé en un segundo test “post hoc” donde se
estudiaron las diferencias existentes en cada grupo experimental mediante el test de
Dunn’s. Todos los valores de las proteinas se representaron en diagramas de barras
donde la significacion se expresa por asteriscos, (1 asterisco refleja diferencias de al
rededor de 0.05, 2 representan diferencias de menos de 0.01, 3 6 mas representan
valores tremendamente significativos con diferencias de 0.001 6 0.0001
respectivamente). A su vez, el error medio estandar fue calculado y representado en
cada grafica.

En aquellos marcadores donde se observaron diferencias significativas respecto a
sus grupos control, la especificidad y sensibilidad del marcador fue estudiada mediante
la elaboracién de una curva de caracteristica operativa del receptor o ROC. Esta
representacion, relaciona la especificidad y sensibilidad de un marcador considerando
la cantidad de valores positivos verdaderos frente a los falsos positivos, asi como los
negativos verdaderos frente a los falsos negativos. S6lo se aceptaron aquellas curvas
ROC que resultaron estadisticamente significativas, y en éstas, el drea bajo la curva que
representa el porcentaje de la sensibilidad-especificidad fue calculado. Cuando este
area fue mayor del 90%, el marcador se acepto como muy fiable, valores de entre 80%
y 90% se tomaron como fiables, mientras que los valores de menos del 80% se
consideraron poco o muy poco fiables. A su vez, el indice de Youden o Youden’s ] fue
calculado a partir de las curvas ROC. Este valor es considerado como un test estadistico
fiable para determinar el valor umbral de un marcador a partir del cual un paciente es

positivo 0 negativo.

6. Células.

6.1 Obtencidn de Fibroblastos a partir de Biopsias Digestivas.

Los fibroblastos usados en nuestros estudios, fueron aislados a partir de biopsias
frescas obtenidas para el diagnéstico de pacientes en los biobancos ya descritos en el
apartado 1 de materiales y métodos. Estas biopsias procedian de pacientes positivos
para celiaquia, de acuerdo a los criterios descritos en el apartado 1 de materiales y

métodos. El protocolo para el aislamiento de fibroblastos, ha sido descrito
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anteriormente [251]. Brevemente, las biopsias fueron lavadas con PBS sin calcio ni
magnesio (GIBCO, Finlandia) y cortadas en pequefios fragmentos que fueron incubados
en medio HAM’s F12 (GIBCO), que contiene “liberase blendzyme” (ROCHE, Finlandia)
a 37°C durante 3 horas en un incubador para células. Tras esta incubacién, el medio de
cultivo fue centrifugado a 100g durante 5 minutos a 4°C para separar los fragmentos de
tejido de los fibroblastos. Las células asi obtenidas, fuero cultivados en una placa petri
en medio de cultivo, Ham’s F12 (GIBCO), suplementado con un 10% de suero bovino
(FBS, GIBCO) y 4% de penicilina/estreptomicina (GIBCO). Las células se dejaron en
cultivo hasta confluencia para, posteriormente realizar sucesivos pases. Una vez
establecida la linea celular, una pequena fracciéon de células, fue tefida para
marcadores especificos de fibroblastos y asi corroborar la presencia de este tipo celular.
Las células usadas en los experimentos se usaron en pases mayores de 3 pero siempre
menores de 10. Para los experimentos se usaron 8 lineas celulares procedentes de 4

pacientes celiacos, 2 lineas del sexo femenino y dos del sexo masculino.

6.2 Obtencion de células de riesgo.

Al momento del nacimiento diferentes cordones umbilicales de nifos en riesgo de
padecer celiaquia o controles sin riesgo, fueron recolectados. Un nifio en riesgo de ser
celiaco, se definié porque dicho nifo, tenia un grado de parentesco de primer o
segundo orden con familiares donde varias generaciones han sufrido de celiaquia.
Ademas estos nifos son positivos para el HLA. Los cordones fueron guardados en PBS y
almacenados hasta ser procesados en las 24 horas siguientes al nacimiento. Una vez
recepcionados en el laboratorio, los tres vasos sanguineos que se encuentran en el
cordén, fueron lavados mediante inyeccion de unos 50-70 ml de PBS. Este lavado
permitié la eliminacién de restos de sangre y otros tipos celulares. Tras el lavado, una
inyeccion de colagenasa al 10% con medio EGM-2 (GIBCO), fue inyectada en los
vasos sanguineos. El medio de cultivo, que contenia la colagenasa fue retenido dentro
del vaso sanguineo durante un tiempo de entre 5 a 10 minutos, para tomar
exclusivamente el endotelio vascular. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo que
contenia colagenasa junco con las células endoteliales fue almacenado. A su vez,
sucesivos lavados en PBS fueron realizados para tomar el maximo posible de células
disgregadas que pudieran quedar en el vaso sanguineo del cordén umbilical. Todas

estas fracciones fueron mezcladas y centrifugadas a 500 g durante 10 minutos a
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temperatura ambiente. Una vez eliminado el sobrenadante, las células asi obtenidas
fueron resuspendidas y cultivadas en medio EGM-2 (GIBCO) especifico de células
endoteliales y que estd suplementado con 10% FBS (GIBCO) y 5% penicilina/
estreptomicina (GIBCO) asi como otros factores de crecimiento suministrados por la
casa comercial. Las células permanecieron en cultivo durante diferentes pases
sucesivos. Anticuerpos frente al marcador angiogénico PECAM conjugados con
ficoeritrina (Abcan), fueron incubados 1 hora a temperatura ambiente con las células.
Tras una serie de lavados, la sefial del marcador y por tanto la pureza del cultivo de
células endoteliales, fue determinada por citometria de flujo. Las células fueron
mantenidas en cultivo al menos 3 pases sucesivos y usadas en los experimentos entre el
pase 3 y 10. Para los experimentos se usaron 6 lineas celulares que procedian de 3

controles y 8 lineas celulares procedentes de 4 nifnos de riesgo de celiaquia.
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4. Resultados
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1. Protedmica del suero de pacientes: Fase clinica 1.

1.1 Estudio de marcadores angiogénicos en celiacos.

El primer objetivo en el presente trabajo fue determinar si los celiacos durante la
fase activa de la enfermedad o cuando no comen gluten, y por tanto no estdn enfermos,
presentan un perfil angiogénico especifico que los diferencia de los controles que no
son celiacos, mediante un estudio de fase clinica 1 (es decir en menos de 10
pacientes). Este perfil, de ser diferencial, podria por si mismo constituir un conjunto de
marcadores Utiles en la identificacion de los celiacos. Asi, centramos nuestros esfuerzos
en estudiar 54 proteinas que se relacionan con la angiogénesis mediante un “array de
proteémica”, donde las diferencias en los niveles circulantes en el suero de estas
proteinas son observables de manera semi-cuantitativa. Los criterios de inclusion y
exclusion para los participantes en esta fase del estudio, descritos en el apartado 1 de
material y métodos, determinaron la inclusién de un total de entre 6 a 10 muestras por
grupo experimental.

La figura 2, muestra los resultados del array, donde se observan las diferencias de
expresién en los niveles circulantes de las 54 proteinas relacionadas con la
angiogénesis entre los grupos experimentales. Tras el analisis por densitometria de la
expresion de las proteinas en dichas membranas, un total de 33 proteinas, se
encontraron alteradas en los celiacos en relaciéon con sus controles (tablas 4-6). Al
comparar los celiacos en la fase activa de la enfermedad con los controles sanos,
encontramos que 17 proteinas relacionadas con la angiogénesis, estaban sobre
expresadas mientras que otras 11 se encontraban disminuidas (tabla 4). Para discriminar
cuales de estas proteinas estan simplemente alteradas a consecuencia de la fase activa
de la enfermedad y no porque sus valores sean constitutivos en los celiacos, realizamos
otros dos analisis. Por un lado, se estudiaron las diferencias de expresion de las
proteinas circulantes relacionadas con la angiogénesis en los celiacos cuando no
comen gluten en comparacién con los controles sanos (tabla 5). En este caso, 8
proteinas relacionadas con la angiogénesis, estaban sobre expresadas mientras que
otras 25 se encontraban disminuidas, cuando se establecieron comparaciones con los
controles sanos. Un ultimo analisis donde se compararon los niveles de proteinas de
ninos celiacos en la fase activa de la enfermedad, o los valores de aquellos mismos
ninos tras dos anos de dieta sin gluten (tabla 6), mostré que 29 proteinas se encuentran

aumentadas mientras que otras 4 estaban disminuidas.
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Figura 2. Perfil vascular en controles sanos, celiacos que comian gluten (UCD) y celiacos que no comian
gluten (GFD) para 54 proteinas relacionadas con la angiogénesis (Proteome profile Array). Cada punto refleja
los niveles circulantes de cada proteina relacionada con la angiogénesis, que son detectadas en el suero de
los controles sanos, UCD y GFD respectivamente. Cada proteina es detectada por duplicado y los pixeles de
cada pareja fueron normalizados usando los puntos de referencia que se encuentran en los bordes de la
membrana.

5 minutos exposicion 10 minutos exposicion

ucbD Control

GFD

-58-



Nuevos marcadores para la deteccion precoz de la enfermedad Celiaca

Tabla 4. Valores de expresidn de proteinas obtenidos en muestras de suero de nifios por el Proteome profile
Array, cuando se comparan el grupo de celiacos que comen gluten, con los controles sanos. Los resultados se
expresan en el logaritmo en base 2 de la diferencia de expresidn. Valores positivos significan niveles de la
proteina mayores en los celiacos, valores negativos significan expresiones menores en los celiacos cuando se
comparan con el control sano.

Nombre de la Proteina log2 fold change Nombre de la Proteina log2 fold change
Celiaco no tratado vs Celiaco no tratado vs
Control Control
| TIMP-4 418 PDGF-aa 0.48
NRG1-betta1 (hrg1-betta1) 3.89 FGF acidic (FGF-1) 0.43
EGF 3.34 PDGF-ab/pdgf-bb 0.42
Pentraxin 3 (PTX-3 0 297 HB-EGF -0.31
TSg-14)
EG-VEGF (PK1) 2.59 VEGF-c -0.32
HGF 248 IL-8 (cxcl8) -0.33
Thrombospondin -2 (TPS-2) 2.46 Activin a -0.35
MIP-1a 0.87 GDNF -0.73
FGF basic (fgf-2) 0.82 PD-ECGF -0.76
ADAMTS-1 0.75 Artemin -0.79
Amphiregulin (AR) 0.66 FGF-7 (KGF) -0.84
MCP-1 (ccl2) 0.53 Endothelin-1 (ET-1) -1.14
Plgf 0.52 Leptin -1.91
Endostatin/collagen xviii 0.50 FGF-4 -3.48
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Tabla 5. Valores de expresion de proteinas obtenidos en muestras de suero de nifios por el Proteome profile
Array, cuando se comparan los grupos de celiacos que no comen gluten con los controles sanos. Los resultados
se expresan en el logaritmo en base 2 de la diferencia. Valores positivos de expresién significan niveles
circulantes de la proteina mayores en los celiacos, mientras que valores negativos reflejan una menor expresién
en relacion con el control sano.

Nombre de la Proteina log2 fold change Nombre de la Proteina log2 fold change
Celiaco que no come Celiaco que no come
gluten vs Control gluten vs Control

| TIMP-4 3.94 Amphiregulin (AR) -0.73

NRG1-betta1 (hrg1- 242 Plgf -0.76

betta1)

EG-VEGF (PK1) 1.16 Vasohibin -0.79

Pentraxin 3 (PTX-3 0 1.15 Thrombospondin-2 -0.83

TSg-14) (TPS-2)

IL-8 (cxcl8) 1.03 PD-ECGF -0.96

Serpin b5 (maspin) 0.67 HGF -1.01

CXCL16 0.46 Artemin -1.03

ADAMTS-1 0.42 MMP-8 -1.12

IGFBP-2 -0.30 Leptin -1.16

Endothelin-1 (ET-1) -0.38 GDNF -1.17

EGF -0.45 Activin a -1.42

VEGF-c -0.48 uPA -1.48

VEGF -0.49 MIP-1a -1.87

Persephim -0.57 HB-EGF -2.37

Angiopoietin-1 (ang-2) -0.57 GM-CSF -3.09

FGF acidic (FGF-1) -0.58 MCP-1 (ccl2) -5.49

FGF-4 -0.63
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Tabla 6. Valores de expresion de proteinas obtenidos a partir de muestras de suero de nifios usando el
Proteome profile Array, cuando se comparan los grupos de celiacos que comen gluten con los mismos nifios
cuando no lo comen. Los resultados se expresan en el logaritmo en base 2 de la diferencia. Valores positivos
muestran una mayor expresién de proteinas, mientras que valores negativos reflejan una expresion menor.

Nombre de la Proteina log2 fold change Nombre de la Proteina log2 fold change
Celiaco no tratado vs Celiaco no tratado vs
Celiaco no come gluten Celiaco no come gluten
| MCP-1 (ccl2) 6.36 Vasohibin 0.78
Thrombospondin-2 (TPS-2) 4.54 FGF basic (fgf-2) 0.74
EGF 3.69 VEGF 0.64
MIP-1a 2.67 IL-1betta (il-12) 0.61
Pentraxin 3 (PTX-3 0 2.21 NRG1-betta1 (hrg1-betta1) 0.53
TSg-14)
GM-CSF 211 GDNF 0.48
HB-EGF 2.07 PDGF-ab/pdgf-bb 0.47
HGF 1.91 Coagulation factor IIl (TF) 0.42
uPA 1.44 Angiopoietin-1 (ang-2) 0.40
Amphiregulin (AR) 1.42 VEGF-c 0.39
Plgf 1.28 PDGF-aa 0.38
EG-VEGF (PK1) 1.20 Persephim 0.31
Serpin b5 (maspin) 1.18 Leptin -0.75
Activin a 1.10 Endothelin-1 (ET-1) -0.76
FGF acidic (FGF-1) 1.04 IL-8 (cxcl8) -1.26
MMP-8 0.98 FGF-4 -3.89
ADAMTS-1 0.79
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1.2. Analisis de los candidatos potenciales para el reconocimiento

precoz de la enfermedad celiaca.

Dos herramientas fueron utilizadas para discriminar, aquellos marcadores
constitutivos en los celiacos, es decir los que no se modifican en ninguna fase de la
enfermedad, de los que se alteran a consecuencia de la fase activa de la celiaquia, asi
como de las relaciones que existen entre ambos grupos, mediante un mapa de
expresion o “heat map” (apartado A) y por la elaboraciéon de diagramas de Venn

(apartado B).

A. Mapas de Expresion o “heat map”.

Para determinar que las diferencias encontradas entre los grupos no se deben a la
casualidad se realiz6 un agrupamiento de los valores de expresion de proteinas
obtenidos en el array. Tras dicho andlisis, mostrado en la figura 3, panel A, se observé
que los sets de muestras se agrupan de acuerdo al grupo experimental al que
pertenecen. En otras palabras, no existen diferencias entre todos los grupos de las
muestras que proceden de los nifios que son celiacos en fase activa, los grupos de los
ninos celiacos en dieta sin gluten, o de los controles sanos. Sin embargo, aunque cada
grupo experimental es igual entre si, encontramos que diferia de los otros grupos
experimentales (como muestra la figura 3 panel A). A su vez, los celiacos que no
comen gluten, se encuentran mas proximos a los celiacos no tratados pero mas
distantes de los controles, como muestra la figura 3 panel A. Ademds, el mapa de
expresiones o “heat map” en la figura 3 panel B, revel6 la existencia de un
considerable grupo de proteinas que aparecen inalteradas en los celiacos
independientemente de la fase de la enfermedad, es decir de si comen o no gluten
cuando se comparan con los controles. Mientras que en el mismo analisis, se
observaron otras proteinas cuya expresion es diferente en la fase activa de la celiaquia,

pero que se hacen similares a los controles durante la dieta sin gluten (figura 3, panel
B).
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Figura 3. “Heat map” o0 mapa de expresiones de 54 proteinas angiogénicas incluidas en el estudio. El panel A
representa el cluster de los datos, es decir, la relacién existente entre los diferentes pules de muestras de cada
grupo experimental. Se observa que los controles sanos y los celiacos que no comen gluten (GFD) son mas
préximos en términos de marcadores que los celiacos que comen gluten (UCD). En el panel B, se observa el
mapa de expresion de las proteinas angiogénicas estudiadas donde la gradacion de color, representa valores de

proteinas circulantes en suero disminuidas (rojo) 0 aumentadas (verde).
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B. Diagramas de Venn.

Todas las proteinas encontradas en el array de angiogénesis que diferian
significativamente de los controles, fueron representadas en un diagrama de Venn, para
determinar aquellas que son comunes entre los grupos de celiacos durante la fase
activa de la enfermedad y en la dieta sin gluten, pero diferentes de los controles. La
figura 4 panel A muestra un total de 22 proteinas cuyos niveles de expresion diferian en
todos los celiacos respecto de los controles. Un andlisis mas exhaustivo reveld, que los
valores de expresion de un total de 13 proteinas eran similares entre los grupos de
celiacos independientemente de la fase de la enfermedad (figura 4 panel A). De éstas,
un total de 8 proteinas que son, “Endothelin”, “Leptin”, FGF-4, VEGF-C, “Activin A",

GDNF, PD-ECGF y “Artemin” se encontraron disminuidas en los celiacos respecto de
los controles (figura 4, paneles B y D). Mientras que otras 5 proteinas, TIM-4, NRG1-f1,
“Pentraxin-3”, EG-VEGF, y ADAMTS-1 (figura 4, paneles C y D) aparecieron

aumentadas.
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Figura 4. Diagramas de Venn. Aquellas proteinas detectadas en el array y cuyos valores de expresién en
celiacos que comian gluten (UCD), o en aquellos mismos cuando no lo comian (GFD), diferian 0.5 veces al valor
de los controles sanos, fueron representadas en un diagrama de Venn. Este diagrama, representa las proteinas
comunes entre los grupos y por tanto facilitd la determinacién de aquellas similares entre los celiacos no importa
la fase de la enfermedad, pero que son diferentes a los controles. Este grupo de proteinas en comun es muy
interesante, ya que pueden ser consideradas como marcadores de la enfermedad celiaca independiente de la
ingestion de gluten. El panel A representa todas las proteinas comunes entre los celiacos pero diferentes a los
controles, mientras que los paneles B y C representan las que estan disminuidas o aumentadas respectivamente.
El Panel D, es una enumeracién de las proteinas encontradas en comun entre los celiacos por este tipo de
analisis.

A. Todas las Proteinas B. Proteinas Disminuidas

UCDvsC GFDvs C UCDvs C GFDvsC

16
(61.5%)

C. Proteinas Aumentadas D. Proteinas Comunes
TIMP-4 Endothelin-1 (ET-1)
NRG1-31 Leptin
Pentraxin 3 FGF-4
EG-VEGF VEGF-C
ADAMTS-1 Activin a
GDNF
PD-ECGF
Artemin
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1.3. Estudio de los marcadores angiogénicos en cultivos celulares privados de
las acciones del sistema inmunitario.

Para determinar que las diferencias angiogénicas observadas en nuestro estudio se
deben a un genotipo/fenotipo intrinseco en los celiacos y no son consecuencia de otros
factores secundarios que el sistema inmune pueda ejercer sobre la bidloga vascular,
realizamos un estudio de los marcadores en fibroblastos que derivan de biopsias
digestivas de celiacos. La tabla 7, muestra los valores de expresion de las 13 proteinas
candidatas como marcadores en nuestro estudio, cuando se detectan en fibroblastos de
biopsias intestinales, y se comparan con los niveles de las mismas proteinas en el suero
de los nifios controles. Como resultado, se observé un perfil similar para las proteinas
“Pentraxin-3”, NRG1-B1, EG-VEGF, ADAMTS-1 y TIMP-4, del que obtuvimos en el
suero de los celiacos independientemente de la fase de la enfermedad cuando se
comparaban con los controles. Eso significa que cuando una de estas proteinas se
encontraba aumentada en el suero de los celiacos, también se encontrada aumentada
en los fibroblastos. Sin embargo, la expresién de dichas proteinas angiogénicas en
fibroblastos mostré valores ligeramente mayores que en el suero (tabla 7). Por otro lado,
la expresion de las 13 proteinas angiogénicas varia segin el sexo, especialmente para
la proteina FGF-4 que aparece aumentada exclusivamente en los fibroblastos que
derivan del sexo masculino (tabla 7). Mientras que la “Artemin”, “Leptin” vy
“Endothelin-1" s6lo aparecen disminuidas en los fibroblastos que derivan de biopsias
del sexo femenino, como muestra la tabla 7. Para determinar si el tejido intestinal
podria ser el mayor contribuyente de los niveles en sangre de los marcadores
encontrados en los celiacos, establecimos una correlacion entre todos los valores de
expresion encontramos en los fibroblastos y sus mismos valores en la sangre, como
muestra la figura 5. Cuando se correlacionaron los valores de expresién de las 54
proteinas para angiogénesis en fibroblastos en comparaciéon con el suero de los
celiacos, se observo una correlacién significativa y positiva con un valor bajo de r (r=
0.2724), como muestra la figura 5 panel A. Mientras que al considerar sélo los niveles
de expresion de las 13 proteinas encontradas como candidatas tras la proteémica, los
valores del coeficiente de correlacién encontrados fueron elevados y positivos ademds

de ser tremendamente significativos (r= 0.7143, figura 5 panel B).
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Tabla 7. Valores de expresion de proteinas relacionadas con la angiogénesis obtenidos a partir de muestras
de cultivos de fibroblastos, procedentes de biopsias intestinales de celiacos, tras sucesivos pases en cultivo.
Los valores de expresion de las proteinas angiogénicas se obtuvieron usando el “Proteome profile Array”.
Para el andlisis solo se seleccionaron aquellas proteinas que no se alteran en el suero de los celiacos
independientemente de la fase de la enfermedad cuando se compran con los controles. Los valores de
expresion mostrados en la tabla, son el resultado de comparar la expresién de las proteinas en los
fibroblastos con los valores de las mismas proteinas presentes en el suero de los controles. Los resultados se
expresan como el logaritmo en base 2 de la diferencia. Valores positivos muestran una mayor expresion de
proteinas en el grupo de los celiacos en comparacion con los controles, mientras que valores negativos
reflejan una expresién menor. ns- no existen diferencias.

Celiacos Sueros vs Fibroblastos Niias Fibroblastos Nifios

Control Sueros vs Control Suero vs Control Suero
| Pentraxin 3 >0.5 3.95 3.85
NRG1-p1 >0.5 3.74 5.58
EG-VEGF >0.5 2.82 4.18
ADAMTS-1 >0.3 2.55 3.66
TIMP-4 >0.5 1.87 2.97
FGF-4 <-0.5 ns 3.12
VEGF-C <-0.3 ns ns
PD-ECGF <-0.5 ns ns
Activin A <-0.5 ns ns
Artemin <-0.5 -0.65 ns
Leptin <-0.5 -1.19 ns
Endothelin-1 <-0.3 -1.75 ns
GDNF <-0.5 ns ns
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Figura 5. Correlacion entre los valores en células y suero de nifios celiacos. Las proteinas relacionadas
con la angiogénesis detectadas en cultivos de fibroblastos fueron comparadas con los valores de las mismas
proteinas cuando se encuentran en la circulacién de nifios celiacos. Como resultado se obtuvo un coeficiente
de correlacién positivo ademas de valores de p menores de 0.05, lo que confirma la existencia de dicha
correlacion. El significado funcional de este resultado muestra que cuando un marcador aumenta su expresion
en las células, este se ve aumentado también en el suero de los nifios celiacos. El panel A representa la
correlacion existente cuando se incluyen las 54 proteinas incluidas en el array, mientras que el panel B
representa la comparacion cuando se incluyen exclusivamente aquellas proteinas seleccionadas como

potenciales marcadores tras nuestro analisis.
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2. Estudio de las proteinas candidatas encontradas en el suero de

celiacos: fases clinicas 2-3.

Una vez determinada la existencia de un perfil distintivo en celiacos a nivel de
expresion de proteinas relacionadas con los vasos sanguineos, cabe preguntarse si los
niveles de estos marcadores se mantienen constantes en una poblacién de pacientes
mayor. Por otro lado, aunque improbable, conviene corroborar que dicho perfil no se
corresponde exclusivamente al HLA DQ2 o DQ8, sino que es exclusivo de los
celiacos, mediante la incorporacion de un grupo control con similar carga genética
pero sin celiaquia. Es necesario, por tanto, demostrar que estds proteinas pueden
constituirse como marcadores para la determinacion de la enfermedad celiaca, en un
estudio clinico donde se contemple el uso de un mayor nimero de muestras de

pacientes, y donde los marcadores se midan mediante técnicas estandar (ELISA).

2.1 Validacion de las proteinas que aparecen en celiacos independiente de la
fase de la enfermedad: su adecuacion como marcadores de pronostico.

Las proteinas incluidas en esta fase del estudio, fueron TIMP-4, NRG1-B1,
“Pentraxin-3” y ADAMTS-1. Para realizar la validaciéon de las 4 proteinas asi
seleccionadas, se usaron sueros de ninos en la fase activada enfermedad o el suero del
mismo nifio tras su remisién, que se compraron con controles sanos o enfermos con

diferente o similar perfil HLA compatible con la celiaquia.

A. Validacion de TIMP-4.

La figura 6, panel A, muestra la concentracion de TIMP-4 en el suero de nifios
celiacos independiente de la fase de la enfermedad, cuando se comparan con el suero
de los controles sanos que tienen un HLA diferentes o similar al de los celiacos. Como
muestra la figura, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos. Para
descartar, la hipétesis de que las diferencias pudieran estribar en las diferentes etapas
de la enfermedad, realizamos el andlisis considerando cada grupo independientemente
por separado, como muestra la figura 6 panel B. Como resultado del analisis

estadistico, no se obtuvieron tampoco diferencias entre los grupos analizados.
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Figura 6. Concentracion de TIMP-4 en pg/ml. Los niveles de la proteina fueron analizados en un total de
54 muestras mediante un ELISA especifico. El panel A muestra los valores de TIMP-4 cuando se comparan
todos los controles con todos los celiacos independientemente de la fase de la enfermedad. B representa los
niveles de la proteina cuando se estudian los grupos por separado. Las barras representan los valores de
TIMP-4 + el valor del error medio estandar. UCD- celiaco no tratado, GFD- celiaco en dieta sin gluten, n.s- no
existen diferencias significativas con p>0.05.
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B. Validacién de NRG1-B1.

Cuando se compar6 la concentracion para NRG1-B1 en el suero de todos los
celiacos independiente de la fase de la enfermedad frente a todos los controles sanos
positivos o negativos para HLA DQ2/DQ8, o con los controles enfermos, encontramos
diferencias tremendamente significativas con valores de “p” < 0.001, como se
representa en la figura 7 panel A. Para descartar la posibilidad de que las diferencias
encontradas para NRG1-B1 fueran consecuencia de algin grupo experimental de
manera individual, la concentraciéon del marcador fue analizada en cada grupo por
separado (figura 7 panel B). Asi, tras el analisis, no encontramos diferencias
significativas cuando se compararon los celiacos entre si, o los controles también entre
si. Por otro lado, un estudio de la sensibilidad y especificidad para NRG1-B1 fue
realizado, donde comparamos el grupo de los celiacos independientemente de la fase
de la enfermedad, frente a todos los controles (figura 7, panel C). El drea bajo la curva
ROC fue del 72.84%. Sin embargo, al explorar la homogeneidad en la distribucién de
los diferentes valores de concertacion para NRG1-B1, encontramos en los celiacos la
existencia de dos subgrupos de concentraciones para el marcador que eran

estadisticamente diferentes (figura 8, panel A). Por un lado, el 62.5% de los nifios
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Figura 7. Concentraciéon de NRG1-B1 en pg/ml. Los niveles de la proteina fueron analizados en un total de
106 muestras mediante un ELISA especifico. El panel A muestra los valores de NRG1-81 cuando se comparan
todos los controles con todos los celiacos independientemente de la fase de la enfermedad. B representa los
niveles de la proteina cuando se estudian los grupos por separado. UCD- celiaco no tratado, GFD- celiaco en
dieta sin gluten. Las barras representan los valores de NRG1-pf1 + el valor del error medio estandar. ***
valores significativos de p< 0.001. n.s- diferencia no significativa con p>0.05. C curva ROC donde se
representa la especificidad y sensibilidad del marcador cuando se comparan los celiacos independientemente
de la fase de la enfermedad con todos los controles. El &rea bajo la curva es del 72.84%
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celiacos incluidos en nuestro estudio, presentaban valores de NRG1-B1 por debajo de
5000 pg/ml, mientras que un 37.5% tenian concentraciones circulantes del marcador,
mayores de 5000 pg/ml (figura 8, panel B). Cuando representamos la especificidad y
sensibilidad para los valores mayores de 5000 pg/ml en el suero de los celiacos
independientemente de la fase de la enfermedad, frente a los controles, se observé un
area bajo la curva del 95.56% (figura 8, panel C). Asi, 5000 pg/ml (segin el indice de

Youden, 5350 pg/ml) constituirian un valor umbral por encima del cual, la

Figura 8. Andlisis de las subpoblaciones de pacientes celiacos para NRG1-B1. Del analisis de los valores
de NRG1-B1 para celiacos se observo la presencia de dos subpoblaciones, donde algunos pacientes presentan
valores mayores de 5000 pg/ml. El panel A muestra los dos subconjuntos de concentraciones para NRG1-31.
Las cajas representan la dispersion de los valores de NRG1-B1 donde se representa el valor medio mediante
una linea que atraviesa la caja. **** valores significativos de p<0.0001. B, porcentaje de nifios celiacos que
tienen valores de NRG1-1 circulando en sangre, por debajo y por encima de 5000 pg/ml. C muestra la curva
ROC donde se representan la especificidad y sensibilidad del marcador cuando se comparan los valores de
concentracion de NRG1-$1 por encima de 5000 pg/ml en celiacos independientemente de la fase de la
enfermedad frente a todos los controles. El &rea bajo la curva es del 95.56%
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concentracion de la proteina serviria como marcador en la determinacién de la
celiaquia para este subgrupo de pacientes. Para descartar la posibilidad que la fase de
la enfermedad se encuentre detras de estas diferencias, comparamos el porcentaje de
aquellos nifos que tienen valores por encima o por debajo del valor umbral durante las

fases de la celiaquia. Como muestra la figura 9, los porcentajes del marcador cuando la
NRG1-B1 sobrepasa el valor umbral de 5000 pg/ml son similares. Por un lado, los

celiacos no tratados suponen el 41.6%, mientras que en los que siguen una dieta sin

gluten el marcador aparece en esta concentracién en un 36.1%.

Figura 9. Distribucion de los pacientes para NRG1-1. En la figura se muestran los porcentajes de los
pacientes que tienen valores de NRG1-B1 por debajo o por encima de 5000 pg/ml, de acuerdo a la fase de la
enfermedad. Para calcular dichos porcentajes el numero total de celiacos no tratados o en dieta sin gluten se
tomo independiente y sobre estos valores totales se calculd el porcentaje de aquellos nifios que tienen el
marcador por encima o por debajo del valor umbral de 5000 pg/ml. UCD- celiaco no tratado, GFD-celiaco en
dieta sin gluten.
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Para descartar que estos resultados se deban a la funcién inmunolégica en los

celiacos, establecimos una comparacion donde enfrentamos los valores de
concentracion de NRG1-B1 en celiacos en relacién con el titulo de anticuerpos

circulantes. En este contexto, encontramos que los valores de NRG1-B1 elevados

aparecen en paralelo a una menor severidad de la fase activa de la celiaquia
(r=-0.2292; 95% CI = -0.5875 a 0.2042), aunque esta correlacion no alcanzé la

significacion estadistica en el rango del 95% de confianza. Finalmente, cuando se
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correlacionan los niveles de NRG1-B1 con la edad, observamos la presencia de una
relacién significativa y negativa (r=-0.4151, 95% Cl= -0.6544 a -0.1002; **p= 0.0096),
es decir, los nifos mas pequefios, presentan valores de concentracion de NRG1-B1
mayores y viceversa. Por otro lado, el sexo no parece ser un factor que influya en la
aparicion de las subpoblaciones de NRG1-1 en celiacos, puesto que no encontramos

ninguna correlacién en nuestro analisis.

C. Validacion de “Pentraxin-3".

La validacion de la proteina “Pentraxin-3” se determind mediante un test ELISA
usando muestras de suero de ninos celiacos y controles. La figura 10 panel A, muestra
la concentraciéon del marcador en el suero de nifos, cuando se comparan todos los
celiacos frente a todos los controles. El grupo control estaba constituido por nifios
sanos con similar o diferente HLA DQ2/DQ8, asi como un grupo de nifios enfermos de
otras patologias digestivas diferentes de la celiaquia. Mientras que, el grupo de los
celiacos estaba representado por nifios en ambas fases de la enfermedad. Tras la
realizaciéon de las comparaciones, no se encontraron diferencias significativas entre
ambos grupos (figura 10, panel A). Sin embargo, para descartar la posibilidad de que
las diferencias radiquen en alguno de los grupos experimentales introducidos de
manera individual, comparamos cada grupo por separado (figura 10 panel B). De
nuevo, no se encontraron diferencias significativas, aunque los valores de probabilidad
eran proximos a 0.05. Ademas, el grupo de los ninos celiacos durante la fase activa de
la enfermedad, mostré un incremento en la concentracion del marcador respecto de los
otros grupos, aunque el valor de “p” result6 ser marginal (p = 0.07, figura 10, panel B).
Como resultado de este analisis exploratorio, también observamos que el grupo de los
celiacos que no come gluten, tenia concentraciones circulantes de “Pentraxin-3”
menores, al ser comparado con todos los controles, de los que por cierto, diferia
significativamente (figura 10, panel C).

Finalmente para determinar si los valores de “Pentraxin-3” encontrados en
celiacos tratados eran buenos marcadores de prondstico, realizamos un estudio de la
relacion entre la especificidad y sensibilidad del marcador cuando se comparan los
celiacos que no comen gluten frente a todos los controles. El drea bajo la curva,
resultado del analisis ROC, mostr6 valores del 80% (figura10, panel D). Recordemos

que dreas del 80% convierten a la “Pentraxin-3” en un marcador relativamente bueno
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para el pronéstico de la celiaquia. Por ultimo, calculamos el valor de corte para el
grupo de celiacos que no come gluten, cuando se compara con todos los controles,

mediante el indice de Youden. Asi, dicho valor de corte para “Pentraxin-3” resulto en

0.48 ng/ml, y por tanto, valores del marcador por debajo de esta concentraciéon son

indicativos de celiaquia.

Figura 10. Niveles de “Pentraxin-3” en ng/ml. A, Concentracion de “Pentraxin-3" cuando se comparan
los valores de todos los controles con los de todos los celiacos. B, Representacion de los niveles de
“Pentraxin-3" en cada grupo tomado independiente. C, Comparacién entre todos los controles con los
celiacos en dieta sin gluten. Las barras representan el valor medio de concentracién para “Pentraxin-3” +
el error medio estandar. * valores significativos de p< 0.05. UCD- celiaco no tratado, GFD-celiaco en dieta
sin gluten. D, Especificidad y sensibilidad de la “Pentraxin-3" cuando se comparan los controles con los
celiacos en dieta sin gluten. El &rea bajo la curva ROC es del 80%.

p=0.07
A n.s. B ¢ J
—_—
1.5+ 8-
E £
£ £ 6+
2 1.04 2 —‘7
- -
£ s 4
% — 3
5 0.5 £
€ € 24
e s
. = 1
0.0 . r N N : ° N
Control Celiaco «° «° R &
& & ©
%) B &®
F &
Q@ o\ \00'
&so
GO
C * D.
. , ROC Control vs GFD
150-
1.5+ 80%
£ —I_ g, 100-
2 1.0 2
P a
£ 3 50
g -
(/2]
£ o054
[=
[]
o
c T T 1
0.0 . | . | 0 50 100 150
Control GFD

100% - Specificity%

-75-



Nuevos marcadores para la deteccion precoz de la enfermedad Celiaca

D. Validacion de ADAMTS-1.

Como resultados del array de proteémica, ADAMTS-1 se encontré aumentado en
los celiacos ya sea en el suero o en fibroblastos intestinales, independientemente de la
fase de la enfermedad como se mostré anteriormente. Para validar dicho marcador, la
concentracion de la proteina fue medida en pacientes y controles, mediante ELISA a
partir de muestras de sangre. El estudio, se realiz6 en nifios celiacos en la fase activa de
la enfermedad, o cuando seguian una dieta sin gluten frente a controles sanos con
diferente o similar HLA y controles enfermos. Para entender el potencial de ADAMTS-1
como marcador de deteccion de celiaquia, establecimos una comparacién entre todos
los controles frente a todos los celiacos, donde no se observaron diferencias
significativas entre los grupos (figura 11 panel A). Sin embargo, cuando estudiamos la
concentracion de la proteina considerando cada grupo por separado, observamos
notables diferencias entre los grupos experimentales. La figura 11 panel B muestra
dichos resultados, donde observamos que los grupos controles presentan diferencias
significativas con los celiacos, especialmente con aquellos que se encuentran siguiendo
una dieta sin gluten. Por otro lado es importante destacar las diferencias tan grandes
encontradas en la concentracién serologica de ADAMTS-1, ente los grupos controles
segln el tipo de HLA. En efecto, cuando el HLA de los controles difiere del de los
celiacos (es decir diferente al DQ2/DQ8), los niveles de ADAMTS-1 estan por encima
del valor de la proteina para celiacos (figura 11, panel B). Mientras que cuando se
analiza la concentracion de ADAMTS-1 en controles sanos para un HLA compatible
con celiaquia, observamos que los niveles del marcador en dicho grupo, estan muy por
debajo de lo observado en los celiacos, especialmente en aquellos donde el gluten no
esta presente en la dieta (figura 11, B). Por ultimo, los nifios celiacos que se encuentran
en fase activa de la enfermedad, presentan valores de ADAMTS-1 por encima de los
controles con HLA compatible con celiaquia (aunque no alcanzaron la significacion
estadistica), mientras que estos mismos celiacos de fase activa, presentan valores de
ADAMTS-1 por debajo de aquellos que siguen una dieta sin gluten (figura 11, panel B).
Para descartar la posibilidad de que otras patologia digestivas cursen con variaciones
de la expresion de ADAMTS-1, similares a las encontradas en los celiacos
especialmente durante la dieta sin gluten, establecimos una comparacién entre un
grupo de controles enfermos de otros trastornos digestivos, con los celiacos en ambas

fases de la enfermedad, como muestra la figura 11 panel C. En los nifios que presentan
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trastornos digestivos que no son celiaquia se observan valores de ADAMTS-1 por
debajo de los que tienen los celiacos en fase activa (aunque no hay diferencias
significativas) y mucho mas marcadamente con los celiacos en dieta sin gluten, como

muestra la figura 11, panel C.

Figura 11. Niveles de ADAMTS-1 en ng/ml. A, Concentracion de la proteina cuando comparan los valores de
todos los controles con los de todos los celiacos. B, Representacion de los niveles de ADAMTS-1 en cada
grupo tomado independiente. C, Comparacién entre otros controles enfermos con los celiacos en las diferentes
fases de la enfermedad. Las barras representan el valor medio de concentracién para ADAMTS-1 % el error
medio estandar. Las diferentes letras representan valores significativos de p< 0.001, mientras que n.s significa
que no existen diferencias estadisticas. UCD- celiaco no tratado, GFD-celiaco en dieta sin gluten.
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Para determinar si la concentracién de ADAMTS-1 encontrada en los celiacos,
especialmente en una dieta sin gluten, puede ser un buen marcador para la deteccion
precoz de la celiaquia, realizamos un analisis de la especificidad y sensibilidad del
marcador mediante curva ROC. Cuando comparamos todos los controles sanos con los
celiacos que no comen gluten, obtuvimos valores de area bajo la curva del 83.33%.
Estos valores convierten a ADAMTS-1, en un marcador relativamente bueno para la
identificacion de la celiaquia aun cuando no existe gluten en la dieta. Sin embargo, al
comparar sélo aquellos valores de ADAMTS-1 en los controles genéticamente
compatibles con celiaquia, con los celiacos en una dieta sin gluten, el drea bajo la
curva se incrementa al 92.26% (figura 12, paneles A'y B).

Figura 12. Especificidad y Sensibilidad de ADAMTS-1. A, Concentracion de la proteina cuando se
comparan los valores de los controles con HLA similar a los celiacos con los celiacos que no comen gluten.
Las barras representan el valor medio de concentraciéon para ADAMTS-1 + el error medio estandar. ***
representan valores significativos de p< 0.001. GFD-celiaco en dieta sin gluten. B, Representacion de la
sensibilidad y especificad para ADAMTS-1 mediante una curva ROC, cuando se comparan los celiacos que

no comen gluten con los controles compatibles genéticamente con la enfermedad celiaca. El &rea bajo la
curva es del 92.26%
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Finalmente, teniendo en cuenta todos estos resultados, calculamos el indice de
Youden que es el valor del intervalo de concentracion para ADAMTS-1, donde los
celiacos podrian ser diagnosticados incluso cuando el gluten no estd incorporado en la
dieta. Asi, para niveles de ADAMTS-1 mayores de 62.4 ng/ml los celiacos pueden ser
identificados en mds del 92% en relacién con los que no lo son, cuando comparten el
HLA DQ2 y DQ8, como muestra la figura 13. El valor predictivo positivo para el
marcador cuando se comparan los celiacos que no comen gluten con los controles
sanos positivos para HLA DQ2/DQ8, se determiné en un 93%. Por otro lado, cuando la
concentracion en suero para ADAMTS-1 es mayor de 469 ng/ml, los celiacos pueden

identificarse con mds del 83% frente a poblacién que no es genéticamente compatible
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con la celiaquia, sin necesidad de evaluar el perfil del HLA, como muestra la figura 13.

En este caso el valor predictivo positivo cae hasta el 76%.

Figura 13. Rango de valores en ng/ml donde ADAMTS-1 seria positivo en celiacos. Representacion del
rango de valores donde un paciente celiaco seria diagnosticado, descartando los falsos positivos o
negativos. Las cajas representan la dispersién de los datos en cada grupo y la linea central el valor de la
media. Las lineas de puntos muestran los valores del cut off obtenidos a partir del indice de Youden. El valor
maximo en el intervalo es de 469 ng/ml si se compara ADAMTS-1 con la poblacién sana negativa para HLA
de celiaquia. El limite de deteccion minimo es de 62.4ng/ml si se comparan con los controles sanos positivos
para HLA.
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2.2 Validacion de los marcadores en células endoteliales de cordones
umbilicales.

Diferentes lineas de células endoteliales procedentes de cordones umbilicales de
bebes en alto riesgo de padecer celiaquia fueron aisladas. Estas, se compararon con
células procedentes de controles en bajo riesgo de padecer la enfermedad y con
células endoteliales comerciales (HUVECS). Asi, todas las lineas celulares fueron
cultivadas, y 54 proteinas relacionadas con la angiogénesis se analizaron mediante un
array de protedmica a partir de extractos de proteinas extraidos de dicho material. La
tabla 8 muestra las diferencias de expresion para los marcadores TIMP-4, NRG1-B1,
“Pentraxin-3” y ADAMTS-1, cuando se comparan las células que proceden de bebes
con alto riesgo de padecer celiaquia, frente a los controles. ADAMTS-1 fue el Gnico

marcador que mostré un incremento de expresion de mas de 0.5 unidades arbitrarias,
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donde ademas aparecieron diferencias significativas cuando se compararon las lineas

celulares de bebes de riesgo, frente a los controles. TIMP-4 también mostr6 valores

"\n

significativos para “p” aunque su expresion resultd ser marginal, es decir, sélo difiere
0.34 con respecto del control, como muestra la tabla 8. Por dltimo, la expresion de
NRG1-B1 y “Pentraxin-3” no resulto ser significativa al comparar todas las lineas
celulares entre si (tabla 8). Sin embargo, los niveles de expresion para “Pentraxin-3”
resultaron estar muy por debajo en células de riesgo cuando se compararon con los

controles, aunque como muestra la tabla 8, no encontramos diferencias significativas.

Tabla 8. Expresion de los potenciales marcadores en células endoteliales de cordon umbilical. Los
niveles de expresion de los marcadores angiogénicos potenciales para la determinacién de la celiaquia,
fueron estudiados en células endoteliales que proceden de bebes con alto riesgo de padecer la enfermedad,
frente a controles de bajo riesgo. Color verde: valores sobre expresados en bebes en riesgo frente a
controles. Color amarillo: valores frontera en el limite de las diferencias de expresion. Color blanco: no hay
diferencias de expresion entre los grupos. * valores significativos de p < 0.05; n.s- no existen diferencias
significativas.

Nombre Ninos en Riesgo vs
Control sin riesgo
| ADAMTS-1 1.7711 &
TIMP-4 1.3401 *
NRG1-B1 1.2873 n.s
Pentraxin 3 0.0731 n.s

3. Estudio de “Angiostatin” como marcador de celiaquia.

La concentraciéon de “Angiostatin” fue medida por ELISA en el suero de nifios,
donde los grupos experimentales se dividieron entre, celiacos en ambas fases de la
enfermedad y controles sanos con HLA diferente o similar al de los celiacos. La figura
14 panel A, muestra la concentracién de “Angiostatin” circulante en la sangre de todos
los celiacos independientemente de la fase de la enfermedad, frente a todos los
controles. Como resultado de este andlisis, observamos diferencias significativas donde
los valores de concentracién para “Angiostatin” respecto de los controles, aparecieron
aumentados. Cuando realizamos un andlisis de las diferencias entre grupos
experimentales (figura 14, panel B), observamos que tan solo el grupo de los celiacos
durante la fase activa de la enfermedad, presenta diferencias significativas respecto de
los controles, o de los celiacos en la dieta sin gluten, (que por cierto es similar

estadisticamente a los controles). Esto refleja que “Angiostatin” es una proteina
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modulada en respuesta al gluten durante la fase activa de la enfermedad y por tanto
cabe preguntarse si esta proteina podria ser un buen marcador para la identificacion de

la celiaquia.

Figura 14. Valores de “Angiostatin” en ng/ml. A, Concentracién de la proteina cuando se comparan los
valores de todos los controles con los celiacos. B, Representacion de los niveles de “Angiostatin” en cada
grupo experimental, tomado independiente. Las cajas representan todos los valores de concentracion para
‘Angiostatin”. La linea central es el valor de la media. * representan valores significativos de p< 0.05, **
p<0.01. UCD- celiaco no tratado, GFD-celiaco en dieta sin gluten.
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Cuando analizamos la especificidad y sensibilidad de “Angiostatin” en celiacos
durante la fase activa frente a todos los controles, observamos una area bajo la curva
ROC del 95.11%, como muestra la figura 15, panel A. Sin embargo, su especificidad y
sensibilidad cuando se consideran todos los celiacos independientemente de la fase de
la enfermedad, cay6 hasta el 84.21% (resultado no mostrado). A su vez, del analisis de
curva ROC se desprende, que el valor a partir del cual los niveles de “Angiostatin” son
representativos de los celiacos en fase aguda es de 230.6 ng/ml, (figura 15, panel B).
Cuando esto mismo se calculé entre ambas fases de la enfermedad, obtuvimos un valor
umbral de 253 ng/ml. En otras palabras, a la luz de nuestros resultados, cuando un nifo
que come gluten independientemente de su HLA, tiene los niveles de “Angiostatin” por
encima de 230.6 ng/ml, estariamos ante un caso de celiaquia de fase aguda. Si este
mismo nifo, abandona el gluten, los niveles de la “Angiostatin" se encontrarian por

debajo de 253 ng/ml lo que seria indicativo de la remisién para un celiaco.
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Figura 15. Especificidad y Sensibilidad para “Angiostatin”. A, Representacién de la sensibilidad y especificad
para “Angiostatin” mediante una curva ROC, cuando se comparan los celiacos en fase activa de la enfermedad,
con todos los controles. El area bajo la curva es del 95.11% B, Concentracion de la proteina cuando se comparan
los valores de todos los controles con los celiacos durante la fase activa de la enfermedad. Las cajas representan
el valor medio de concentracion para Angiostatin + los valores maximo y minimo. La linea de puntos representa el
valor del cut off obtenido a partir del indice de Youden. Dicho valor estd estimado en mas de 230.6 ng/ml. ****
representan valores significativos de p< 0.0001. UCD-celiaco en fase activa de la enfermedad.
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Por ultimo, estudiamos si la concentracién de dicho marcador ocurre en paralelo
a la presencia de anticuerpos en la sangre de los celiacos durante la fase aguda de la
enfermedad. Como resultado del andlisis, no encontramos ninguna correlacién
significativa entre los niveles de anticuerpos y la concentracion de ADAMTS-1.
Tampoco encontramos una correlacién, en relaciéon con el sexo o la edad (datos no

mostrados). Ademas, observamos que aquellos nifios celiacos que tienen niveles de
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anticuerpos mdas bajos o mas elevados, no presentaban ningin perfil distintivo

concomitante para “Angiostatin”.
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5. Discusion de los resultados
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1. Protedmica del suero de pacientes: Fase clinica 1.

1.1 Estudio de marcadores angiogénicos en celiacos.

El' Primer objetivo del presente trabajo consisti6 en el analisis del perfil
angiogénico de los celiacos, indistintamente de la fase de la enfermedad, para explorar
la posibilidad de que dicho perfil sea constitutivo de la poblacién y por tanto pudiera
servir como criterio predictivo. Este andlisis, queda justificado por la relevancia que
tienen los vasos sanguineos en la mucosa digestiva ya que son cruciales tanto en su
arquitectura, fisiologia y funcionalidad. Por un lado, el intestino delgado, que presenta
una superficie de 250 m2 necesita un aporte sanguineo considerable para garantizar
sus necesidades en oxigeno asi como la absorcion y difusién de nutrientes. Ademas, el
flujo de sangre a través de la circulacién espldcnica intestinal, representa una cuarta
parte del gasto ventricular izquierdo [252] y tiene un volumen equivalente a 10 veces
el flujo sanguineo que, por ejemplo, recibe el misculo esquelético [253]. Esto implica
el desarrollo de una red muy densa de vasos sanguineos que ocupan un drea total
similar a la de un campo de tenis [254]. Desde el punto de vista arquitectonico, el
plexo vascular submucoso se ramifica, hasta penetrar en la mucosa donde un Unico
vaso llega hasta el apex de la vellosidad. Este, se divide en pequefios capilares que
terminan uniéndose a la vénula y de ahi a la vena de la capa submucosa. Todo este
entramado vascular esta auto-regulado, para garantizar un flujo continuo y estable de
sangre, por un lado mediante las contracciones del miusculo liso de los vasos
intestinales y por otro mediante la acumulacién de metabolitos reguladores del flujo
sanguineo. En este contexto, la presencia de alimento conlleva cambios en el flujo
sanguineo intestinal [255]. Por ejemplo, en el yeyuno, su flujo aumenta
considerablemente cuando se recibe alimento [256-258]. Ademas, la cantidad de
alimento [259, 260] o si el contenido de la dieta es mayor en grasas y glucosa, se
estimula la secrecion de hormonas vasoactivas resultado en un mayor flujo sanguineo,
lo que no ocurre con las proteinas [261-263].

En linea con estos hallazgos, el gluten se corresponde con la fraccién proteica del
cereal y su presencia teéricamente no deberia afectar a la funcionalidad de los vasos
per se. Aunque no hay evidencia experimental directa de la accién del gluten sobre los
vasos sanguineos, algunos datos apuntan a que no tendria efecto mientras que otros
sugieren acciones indirectas. Por un lado, se ha observado por MRI en personas sanas,

que la ingestion de gluten en la comida no afecta al tiempo de vaciado géstrico cuando
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se comparan con aquellas dietas que no contienen gluten [264], recordemos que dicho
tiempo de vaciado se relaciona con la liberacién de péptidos vasoactivos y por tanto
con la variacién en la funcién circulatoria intestinal [265]. En contraposicién, cuando
se compara el efecto de una dieta que contiene gluten con una donde esta exento, se
observa, un incremento en la motilidad géstrica y de la vesicula biliar [266], lo que
podria indirectamente alterar el flujo sanguineo intestinal [267, 268]. A pesar de estas
discrepancias y del hecho de que el flujo sanguineo intestinal se pudiera ver afectado
con la presencia de gluten en la dieta, lo que no se ha observado es un cambio de la
arquitectura de los vasos sanguineos intestinales cuando el gluten esta presente. Sin
embargo, al estudiar la arquitectura vascular en biopsias de celiacos se observa que
durante la fase activa de la enfermedad, existe una desregulacion de la
microvasculatura de la mucosa, donde el numero de los vasos sanguineos asi como su
organizaciéon se encuentran alterados [247]. A su vez, la madurez de los vasos
sanguineos determinada por la presencia del marcador “a- Smooth Muscle Actin”, se
encontr6é disminuida en la microvasculatura digestiva en celiacos durante la fase activa
de la enfermedad [247]. Por cierto, estas alteraciones vasculares en el ndmero,
arquitectura y madurez de los vasos, pueden explicar algunos de los sintomas de los
celiacos, como la desnutricion, a la vez que podrian participar en la patogenia por
ejemplo facilitando la infiltracion de linfocitos [269].

Cuando los celiacos siguen una dieta libre de gluten, la arquitectura vascular
revierte haciéndose similar a la de los controles, todo ello en paralelo a la remisién de
los sintoma clinicos y de los cambios histolégicos de la mucosa intestinal [247]. Otras
observaciones posteriores han puesto de manifiesto, que los anticuerpos anti-TG2, que
se producen en respuesta al gluten en los celiacos, se encuentran depositados al
rededor de los vasos sanguineos [247]. Ademas se ha observado que estos mismos
anticuerpos afectan a la permeabilidad vascular [269], a la movilidad de las células
endoteliales, asi como a la dindmica de los vasos [270], a través de intermediarios
como son RhoA o RhoB [269, 271]. Por Gltimo, el tratamiento farmacolégico a nivel de
la actividad enzimatica de la TG2 o de sus intermediarios en las células endoteliales,
revierte estas acciones anti-angiogénicas [196, 271-273]. Queda claro, que la
presencia del gluten en la dieta de los celiacos activa una cascada de proteinas
intermediarias que favorecen la desregulacién de los vasos sanguineos intestinales. En

linea con estos hallazgos, en nuestro estudio hemos encontrado que los sueros de
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ninos celiacos durante la fase activa, es decir, cuando comen gluten, presentan un
perfil de proteinas circulantes que estan asociadas con la regulacién de la arquitectura
y fisiologia vascular, diferente al que se observa en los controles. Sin embargo, de
acuerdo también a nuestros resultados, el perfil de marcadores angiogénicos en
celiacos cuando comen gluten en muchos casos no difiere de los niveles de las mismas
proteinas encontradas en celiacos durante la dieta sin gluten y todos ellos difieren, a su
vez, de los niveles encontrados en los controles. Nuestros resultados, por tanto, reflejan
un perfil constitutivo en marcadores de vasos sanguineos en la poblacion celiaca.

Dicho perfil, seria independiente de las variaciones angiogénicas encontradas
debidas a la presencia del gluten en la dieta y como consecuencia de la existencia de
anticuerpos anti-TG2, lo que acentuaria, sin lugar a dudas, las diferencias angiogénicas
encontradas durante la fase activa de la enfermedad. Esta interpretaciéon de nuestros
resultados y por tanto de la existencia en celiacos de un perfil angiogénico especifico e
independiente del estado de la enfermedad, se corrobora con un estudio GWAS
realizado a partir de biopsias intestinales de nifios celiacos, donde se analizaron las
secuencias de diferentes genes implicados. En dicho estudio se observé la aparicion de
“single nucleotide polymorphisms” (SNIPs) en regiones del genoma que afectan a
genes implicados en la angiogénesis [248]. A su vez, estas variaciones se potenciaban
durante la fase activa de la enfermedad, donde la presencia del gluten iniciaba la
expresion o represion de genes implicados en el proceso angiogénico [248]. Cuando
este efecto se compard con el de los anticuerpos anti-TG2 sobre cultivos de células
endoteliales o fibroblastos, los resultados de expresién encontrados fueron
contradictorios, evidenciando que las variaciones angiogénicas encontradas no se
deben solo a la presencia del gluten y a sus intermediarios (anticuerpos anti-TG2), sino
que se relacionan con variaciones intrinsecas en el genoma de los celiacos [248]. En
otras palabras, la presencia del gluten exacerbaria la expresion o represién de genes
relacionados con la angiogénesis que de manera constitutiva presentan un perfil de
expresion diferencial en celiacos.

La expresién de proteinas relacionadas con los vasos sanguineos en celiacos
durante una dieta sin gluten, se traduce en una morfologia y, aparentemente,

I//

funcionalidad de los vasos “normal”. A pesar de esta aparente normalidad, los datos
aqui presentados muestran que a nivel molecular existen diferencias en niveles de

expresion de algunos intermediarios involucrados en el proceso de formacion vy
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funcionalidad de los vasos. Los resultados encontrados en nuestro estudio, arrojan luz y
muestran por primera vez que los celiacos presentan un perfil vascular a nivel
molecular diferente que puede ser estudiado para la identificaciéon de la celiaquia,
incluso antes de la incorporacién del gluten en la dieta. Cabe por tanto preguntarse
cuales de estas proteinas que se modifican, lo hacen en ambos grupos de celiacos de la
misma manera y por consiguiente pueden considerarse como marcadores constitutivos

en la identificacion de la poblacion celiaca.

1.2. Analisis de los candidatos potenciales para el reconocimiento
precoz de la enfermedad celiaca: Mapas de Expresion o “heat map” y

diagramas de Venn.

El criterio para encontrar un potencial candidato que sirva en la identificacion de
la celiaquia, debe consistir en un marcador que se exprese de manera diferencial en
celiacos respecto de los controles, pero que no se encuentre alterado en ninguna de las
fases de la enfermedad. Estos marcadores constitutivos de la enfermedad serian
importantes para el pronostico de la celiaquia, incluso antes de la incorporacién del
gluten en la dieta. Por otro lado, es necesario discriminar aquellos marcadores que sé6lo
se ven alterados durante el periodo activo de la enfermedad y por tanto estdn
vinculados directamente con los cambios ocurridos en dicha fase. Estos marcadores
serian Utiles en el reconocimiento de la celiaquia durante fases agudas y podrian ser
complementarios a los marcadores utilizados habitualmente en la clinica, tal vez
incluso cuando sus niveles no fueran detectables o no se presentara sintomatologia. Por
consiguiente, para discriminar este tipo de marcadores realizamos dos analisis por un
lado un mapa de expresion o “heat map” y por otro lado, la elaboracién de diagramas
de Venn. Como ya se coment6 en el apartado de los resultados, cuando se realiza el
agrupamiento de los valores de expresion de proteinas obtenidos en el array,
observamos que los sets de muestras se agrupaban de acuerdo al grupo experimental,
mientras que cada grupo experimental diferia de los otros. Este resultado da solidez a
los valores de expresion de proteinas relacionadas con los vasos sanguineos vy
determina que las diferencias encontradas entre los grupos no se deben a la casualidad.
Aunque no es el caso, ya que los valores de proteinas analizadas por “heat map” son
homogéneos, pudiera ser que existieran grandes diferencias entre pacientes lo que

afectara a la consistencia y posterior reproducibilidad de los marcadores encontrados,
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lo que se habria detectado por este método. Ademds, el mapa de expresiones o “heat
map” también revel6 la existencia de un considerable grupo de proteinas que aparecen
inalteradas en los celiacos independientemente de la fase de la enfermedad. Este
conjunto de proteinas, es muy interesante, por ser indicativo de la poblacion celiaca y
por consiguiente, dichas proteinas podrian ser potencialmente Utiles en su prondstico
cuando el gluten no estd presente.

Los andlisis de agrupacion y Venn, avalan la hipétesis de la existencia de
variaciones intrinsecas de la poblacién celiaca, que podrian considerarse como
marcadores de prondstico. Esto se explicaria por el hecho de que los celiacos presentan
niveles de expresion de marcadores angiogénicos muy diferentes del de los controles
no celiacos y en el analisis por agrupacion o “cluster”, los celiacos (tratados y en
menor medida los no tratados), muestran distancias en la expresion de proteinas de
angiogénesis mayores respecto de los controles sanos. Por otro lado, recordemos que
los celiacos durante la fase activa de la enfermedad presentan una respuesta
angiogénica dependiente del gluten. En este contexto, las diferencias de los marcadores
de angiogénesis existentes entre celiacos y no celiacos, podrian encontrarse
enmascaradas por el efecto anti-angiogénico del gluten en los celiacos no tratados. De
ahi, que el grupo de los no tratados muestre distancias en la agrupacion entre medias
de los celiacos tratados y los controles. Todo ello apunta a que los marcadores
encontrados en los celiacos podrian ser constitutivos de la poblacion, y esa es la razén
por la que se separan en la agrupacion de los niveles de los controles.

Sin embargo hay una cuestion que hay que aclarar antes de dar por validada
dicha hipétesis. Por definicién, los controles incluidos en nuestro estudio presentaban
un genotipo diferente del HLA DQ2 o DQ8 que es caracteristico de los celiacos. Esto
se hizo asi, para evitar incluir nifios en el grupo control que pudieran ser celiacos no
diagnosticados, ya que un genotipo diferente del HLA DQ2/Q8 es incompatible con la
enfermedad celiaca. Sin embargo, pudiera ser que la naturaleza de las diferencias
encontradas entre celiacos y controles en nuestro estudio, radique especificamente en
el haplogrupo del HLA, es decir, que el tipo de HLA sea la causa detrds de las
diferencias encontradas entre los grupos experimentales. Esto cobra mucha relevancia,
si se tiene en cuenta que al rededor del 40% de la poblacion sana, es decir no celiaca,
es HLA DQ2 y en menor proporcion DQ8 [67, 274]. De ser el tipo de HLA la razén de

las diferencias encontradas, los potenciales marcadores resultado de nuestro estudio,
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no serian especificos de celiacos y por tanto inttiles para el pronéstico de la
enfermedad. Sin embargo, de acuerdo a la literatura cientifica no parece que exista un
vinculo directo que relacione el tipo de HLA, especialmente en el caso del DQ2/DQ8,
con la expresién de proteinas relacionadas con los vasos sanguineos. Si que se asocia
con la respuesta inmune y en este contexto se han descrito acciones pro o anti-
angiogénicas como consecuencia indirecta y por tanto secundaria a los efectos
inmunolégicos. Un ejemplo de esto ocurre durante el cancer de pecho (mama), donde
existe un incremento en la expresion de moléculas de HLA G y DQ que resulta en un
aumento de la agresividad del tumor. Este efecto ocurre en paralelo a un incremento de
los vasos sanguineos promovidos por las células del estroma ya que los linfocitos T, en
esa combinacion de HLA, son menos citotoxicos [275, 276]. Si que se ha observado,
que la molécula soluble de HLA-G1, esta asociada con la modulacién de la actividad
de las células endoteliales mediante la inhibicién en su proliferacién, migraciéon o
formaciéon de estructuras vasculares in vitro [277]. Por otro lado, en modelos de ratén
que expresan HLA DQ8 existe una susceptibilidad a padecer miocarditis autoinmune,
y aunque exista un fallo en el corazén, no se observa que dicho fallo exista como
relacion directa entre el HLA y algin potencial defecto vascular, si no mds bien a
consecuencia de un aumento de los infiltrados de células del sistema inmunolégico
[278]. Los datos recopilados de la literatura, son contradictorios entre si, en algunos
contextos aumentan los vasos sanguineos, mientras que en otros disminuyen lo que
apunta a que la regulaciéon angiogénica no estd vincula directamente a la presencia de
un HLA concreto. A la luz de todos estos datos, no parece que los vasos sanguineos se
vean alterados por mecanismo directos relacionados al tipo de HLA, mds alla de
acciones puntuales y dependientes de contexto, debidas a la funcién inmunitaria. Sin
embargo, para descartar la posibilidad de que el tipo de HLA se vincule con cierta
respuesta vascular, un grupo control de no celiacos que comparte genotipo HLA
DQ2/8 con los celiacos, fue incluido en la validacién posterior de los marcadores
encontrados en esta fase del estudio, como se discutirda mas adelante en el presente
trabajo. Ademas, es importante descartar la posibilidad de que la respuesta
inmunoldégica asociada al tipo de HLA, pueda afectar de manera secundaria a la
angiogénesis siendo ésta la causa de las variaciones descritas. De ser esto asi, los
marcadores de angiogénesis encontrados en nuestro estudio, no serian constitutivos de

la celiaquia y por tanto no servirian para pronosticar la enfermedad. Para responder
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esta cuestion, el perfil angiogénico de células que derivan de biopsias digestivas de
celiacos fue estudiado. Estas células presentan algunas particularidades que las hacen
interesantes para nuestro estudio, ya que tras sucesivos pases en cultivo, se encuentran

libres de células o factores solubles del sistema inmunolégico.

1.3. Estudio de los marcadores angiogénicos en cultivos celulares privados de
las acciones del sistema inmunitario.

Un estudio de los marcadores encontrados, en células que derivan de biopsias
digestivas de celiacos fue realizado, para determinar que las diferencias angiogénicas
observadas son debidas a la existencia de un genotipo/fenotipo intrinseco de celiaquia
y no como consecuencia de otros factores secundarios relacionados con el sistema
inmune o de su participacion en la bidloga vascular. En el momento en que se realiz
el presente trabajo, el criterio de la ESPGHAN en relacién con el diagnéstico de la
celiaquia y de obtencion de biopsias intestinales en nifos habia cambiado, a favor del
estudio basado exclusivamente en el titulo de anticuerpos [153]. Por consiguiente, al
existir métodos diagndsticos alternativos, la obtencién de biopsias intestinales plante6
cuestiones éticas. Lo que nos permitié tener acceso a un nimero muy reducido de
biopsias, aunque suficiente para aislar lineas celulares. Debido a la fragilidad de las
biopsias de la mucosa intestinal, la rapidez y facilidad en la que el tejido se deteriora y
por el valor de obtener una biopsia digestiva cuando no es una metodologia que se use
en el diagnostico de manera habitual, decidimos aislar células de dicho material en vez
de usar la biopsia entera. Ademas usar una biopsia de celiaco en fase activa, no es
posible, ya que no permite descartar el efecto del sistema inmune en la configuracién
vascular. Otra opcion seria el uso de biopsias procedentes de nifos celiacos que no
comen gluten ya que en este caso la funcién inmune esta normalizada, pero existe una
dificultad anadida a la hora de obtener dicho material ya que el seguimiento de la dieta
sin gluten y la remision de la fase activa de la enfermedad, se realiza a través de
muestras seroldgicas y no por la obtencion de biopsias segln criterio de ESPGHAN
[153]. Por todos estos motivos decidimos usar las células aisladas de dicho material.

La obtencién de células de la mucosa es un proceso complejo, ya que una vez
obtenidas las biopsias digestivas, la morfologia del epitelio y la capa mucosa cambia
con mucha rapidez, lo que reduce el nimero de células disponibles que se pueden

aislar. Esto afecta principalmente a las células del epitelio y en menor grado a las
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células endoteliales. Debido al poco numero de biopsias al que tuvimos acceso y por
la propia metodologia, el aislamiento de células endoteliales no fue posible. Sin
embargo, para entender las diferencias encontradas en nuestro estudio y descartar el
efecto que pudiera tener el sistema inmunolégico en este proceso, es importante
encontrar tipos celulares que ademas de ser obtenidos con facilidad puedan ser claves
en la regulacién de la fisiologia del tejido, incluyendo la formacion de vasos
sanguineos.

De todas las poblaciones celulares existentes en los tejidos y en particular en el
intestinal, los fibroblastos, son el tipo celular mas frecuente. Entre sus funciones se
encuentran, la de constituir el esqueleto estructural de los tejidos [279]. Ademas son
células implicadas en la homedstasis del tejido contribuyendo con la formacién de la
matriz extracelular, liberacion de factores de crecimiento, reparacion y en la respuesta
inflamatoria [279-282]. Son células mesenquimales capaces de alterar su fenotipo y
diferenciarse en otros tipos celulares en situaciones patoldgicas o frente a estrés, por
ejemplo durante la reparacién de heridas o en el cancer [283, 284]. Ademas tienen la
capacidad de regular el proceso de formacion de vasos sanguineos mediante la
liberacion de factores moduladores de la angiogénesis [285]. Si atendemos a su
localizacién en el tejido intestinal, los fibroblastos son las células sobre las que se
apoya el epitelio de la mucosa junto con una capa densa de matriz extracelular [286].
A su vez, esta lamina basal se asienta sobre un conjunto de fibras de coldgeno donde
los fibroblastos sub-epiteliales son las células mayoritarias [287]. Debido a su
importancia en la fisiologia de la mucosa intestinal, el hecho de que es el tipo celular
mas abundante en la mucosa, asi como por su participacién en la formacion de vasos
sanguineos y la facilidad en su aislamiento a partir de biopsias intestinales, los
fibroblastos son el mejor candidato para descartar el papel del efecto inmunolégico en
las diferencias angiogénicas observadas en los celiacos. Ademas, sucesivos pases en
cultivo eliminan el efecto de las citoquinas y otros factores liberados por el sistema
inmunolégico que puedan ser la causa de las diferencias observadas.

Asi, como se describi6 en el apartado de resultados, encontramos la presencia de
expresion de 13 marcadores angiogénicos candidatos en los fibroblastos, de los que al
menos 5 de ellos, presentaban valores consistentes con los encontrados en el suero de
los celiacos. A su vez, la expresion de estas 5 proteinas en fibroblastos es ligeramente

mayor que en el suero. Las proteinas que circulan en la sangre se pueden encontrar
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diluidas si la aportacion de dichos valores se deben a un tejido concreto o aumentadas
por su acumulacién, debido a la produccién en diferentes localizaciones. Ademds, que
los valores de expresion de una proteina puedan aparecer aumentados en un tejido en
relacion con sus valores en sangre, pueden deberse también a acciones paracrinas
dentro del mismo tejido. Nuestros datos no pueden descartar ninguna posibilidad,
aunque por un lado altos niveles de expresién de estas proteinas en el tejido reflejarian
que tienen acciones paracrinas, ademds que pueden estar reflejando que el tejido

intestinal podria ser el mayor contribuyente de los niveles de al menos “Pentraxin-3”,

NRG1-B1, EG-VEGF, ADAMTS-1 y TIMP-4 en la sangre. De hecho, cuando se
correlacionaron los valores encontrados en las proteinas para angiogénesis en
fibroblastos en comparacién con el suero de los celiacos, se observo la existencia de
una correlacién significativa y positiva, lo que significa que cuando la expresion de las
proteinas angiogénicas aumenta en los fibroblastos, también aumenta en el suero de
los celiacos y por tanto parece indicar que sélo afectaria a los niveles de aquellas
proteinas que estan sobre expresadas. Esta relacion, cobra mas relevancia al establecer
las comparaciones con los 13 potenciales marcadores que estan alterados en los
celiacos respecto de los controles. Parece por tanto, que nuestros datos apuntan a la
idea de que el tejido intestinal presenta un fenotipo vascular diferente, y que este afecta
a los niveles circulantes de dichos marcadores. En este puzzle, los fibroblastos de la
mucosa digestiva, podrian jugar un papel fundamental en el establecimiento y
adquisicion de un determinado perfil vascular en los celiacos. De hecho, en
fibroblastos de la cavidad oral se ha observado la expresion de citoquinas que
promueven entre otras acciones, un incremento de la respuesta vascular [288]. Lo mas
interesante es que estas acciones se originan en fibroblastos que expresan un HLA DRy
DQ [288]. Ademds en un estudio donde se compararon 63 tipos de fibroblastos
procedentes de diferentes localizaciones en el cuerpo, se observo que los fibroblastos
de la mucosa intestinal se diferenciaban del resto, que por cierto eran homogéneos
entre si. Estos fibroblastos intestinales estan altamente especializados y expresan genes
con funciones relevantes en la regulacién transcripcional, produccién de ligandos
sefalizadores y moléculas de remodelado y regulacién de la matriz extracelular por
cierto mediante la expresion de diferentes sub-unidades de ADAMTS o de TIMP [289],
todo ello relevante en el proceso de formacién de vasos sanguineos. Ademas esta

especializacién de los fibroblastos, podria estar involucrada en la diferenciacion de los
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mastocitos y de la proliferacién de células epiteliales o del muisculo liso, asi como en el
proceso de reclutamiento de células inmunolégicas [290-293]. Todo esto, mediante la
expresion por parte de los fibroblastos de un céctel de factores humorales, entre los
que se encontrarian reguladores de la angiogénesis, para el mantenimiento de la
homedstasis del tejido intestinal [289, 294-296].

En linea con los hallazgos anteriores, se ha observado que los fibroblastos
intestinales obtenidos de biopsias de celiacos, presentan una morfologia diferente en
relaciéon con los controles, independientemente del estado de la enfermedad del que
procedan, es decir de la presencia o ausencia del gluten [251]. Ademas, esas
diferencias morfolégicas se traducen en una menor movilidad y velocidad de las
células, asi como una reduccién del 50% de la enzima TG2, que por cierto presenta un
aumento en su actividad enzimatica [297]. Recordemos que la TG2 es una enzima con
acciones muy relevantes en el proceso de formaciéon de la matriz extracelular asi como
de la formacién de vasos sanguineos, y un aumento de esa actividad conlleva un efecto
anti-angiogénico [272, 298]. En otras palabras, los fibroblastos intestinales en los
celiacos presentan un fenotipo caracteristico que podria, a la luz de nuestros
resultados, estar implicado en los niveles de expresion de algunos de los marcadores
angiogénicos encontrados en el suero de los celiacos, independiente de su
participacion en la patogenia de la celiaquia. Sin embargo, nuestros resultados,
presentan un factor limitante como es el bajo numero de lineas celulares usadas.
Estudios posteriores estdn garantizados, sin lugar a dudas, para esclarecer la
participacion de estas células en una angiogénesis diferencial en la celiaquia.

Por ultimo, los valores de expresién de los marcadores vasculares encontrados en
fibroblastos intestinales, presentan un perfil diferencial dependiente del sexo. Como se
mostré en el apartado de los resultados, los fibroblastos que procedian de biopsias del
sexo femenino comparten un perfil mas similar al observado en el suero de los
celiacos, que cuando procedian de biopsias del sexo masculino. Se sabe que hombres
y mujeres presentan diferencias en relacion a los vasos sanguineos aducidas a la
participacion hormonal [299-301]. Sin embargo se ha observado, mas alla de la accién
hormonal, que cultivos de células endoteliales procedentes de cordones umbilicales de
ninos y de ninas, muestran diferencias en la funcién angiogénica [302]. Nuestros
resultados podrian ser un reflejo de dichas diferencias, aunque es interesante destacar

que todas las proteinas que aparecen aumentadas en el suero de los celiacos también
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lo hacen en los fibroblastos independientemente del sexo. Esto, podria estar reflejando
la importancia de la sobre expresién de estas 5 proteinas desde un punto de vista
funcional en la celiaquia. En otras palabras, estas proteinas angiogénicas, serian
marcadores de identificacién de la celiaquia muy consistentes, ya que no parecen estar
asociados al sexo. Ademads, estos resultados plantean la cuestion de si el perfil vascular
podria ser una de las causas de la patogenia de la celiaquia, y por consiguiente podria
explicar el por qué la enfermedad es mds frecuente en el sexo femenino. Finalmente
los resultados mostrados en relacién con los fibroblastos apuntan a que los marcadores
encontrados en el suero de los celiacos, probablemente no se deban a la participacion
del sistema inmunolégico, favoreciendo la hipotesis de que los marcadores
encontrados son intrinsecos de la poblaciéon celiaca. Por dltimo, los resultados
mostrados con los fibroblastos, ponen de manifiesto la aportacién de la mucosa
intestinal en los niveles de los marcadores relacionados con los vasos sanguineos,

encontrados en la sangre de celiacos.
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2. Estudio de las proteinas candidatas encontradas en el suero de

celiacos: fases clinicas 2-3.

Tras establecer la existencia de un perfil distintivo en celiacos a nivel de expresion
de proteinas relacionadas con los vasos sanguineos, nos preguntamos si los niveles de
estos marcadores se mantenian constantes en una poblacién mayor de pacientes. Asi
pues, validamos la existencia de dichos marcadores en un estudio clinico donde se

incluyeron un mayor nimero de muestras de suero de nifios.

2.1 Validacion de las proteinas que aparecen en celiacos independiente de la
fase de la enfermedad: su adecuacion como marcadores de pronostico.

De todos los marcadores encontrados como resultado del estudio basado en el
array de 54 proteinas relacionadas con la angiogénesis, centramos nuestros esfuerzos
en la validacién de aquellos marcadores que aparecieron aumentados en celiacos
independientemente de la fase de la enfermedad, pero que diferian de los controles. El
interés en estos marcadores radica en el hecho de que podrian ser constitutivos de la
enfermedad y Gtiles en la identificacién de los celiacos independientemente de la fase

donde se encuentren. Asi, un total de 4 proteinas fueron seleccionadas para la siguiente
fase del estudio. Estos marcadores son, TIMP-4, NRG1-1, “Pentraxin-3” y ADAMTS-1.
Las proteinas que como resultado del array de proteémica aparecieron reguladas a la
baja en el suero de celiacos cuando se comparaban con los controles sanos, no fueron
incluidas en esta fase del estudio. Solo aquellas proteinas que se sobre expresan en
fibroblastos muestran valores correlacionados con el suero, y debido a las
discrepancias que encontramos para los niveles de expresion de dichas proteinas en
relacion con el sexo, decidimos no incluir estos marcadores en la presente fase del

estudio.

A. Validacion de TIMP-4.

Como resultado del estudio de proteémica, los valores de expresion de TIMP-4
aparecieron aumentados en los celiacos respecto de los controles, independientemente
de la fase de la enfermedad. Debido a que sus niveles de expresion fueron maximos en
los celiacos y ademas esta proteina no se habia descrito anteriormente durante la

celiaquia, TIMP-4 era uno de los marcadores candidatos para ser validados en una fase
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clinica posterior. Ademds, puesto que el HLA DQ2/DQ8 aparece en el 30-40% de la
poblacién, en esta parte del estudio incluimos un control sano con un genotipo
compatible para celiaquia y asi se descarté posibilidad de que las diferencias no fueran
exclusivas de los celiacos. Como resultado de nuestra validaciéon, no encontramos
diferencias entre los grupos para TIMP-4, lo que refleja que dicho marcador no es
constitutivo de la poblaciéon celiaca, y por consiguiente no puede ser usado para
discriminar a los celiacos de la poblacién sana.

Aunque la proteémica es una metodologia que se ha desarrollado enormemente
durante los Gltimos afos y es una de las aproximaciones experimentales mas (til en el
reconocimiento de marcadores, aun no existe un consenso de cuales son las mejores
practicas en dicha materia. Esta ausencia de consenso, afecta a la reproducibilidad de
los resultados asi obtenidos y por ejemplo, el tipo de andlisis realizado o la
normalizacién de los datos son factores que afectan al resultado final [303]. Para evitar
este efecto, decidimos usar un kit comercial de proteémica donde nos centrabamos
s6lo en estudio de 54 proteinas angiogénicas, donde sus niveles de expresion se miden
mediante anticuerpos. Un factor limitante en los estudios de marcadores mediante
técnicas de protedmica, y también en el kit que usamos, es el coste. Debido al precio
de la aproximacién, no es posible abordar la metodologia mediante la utilizacion de
muestras individuales sino usando grupos de muestras o pules. En este sentido parece
que las variaciones encontradas entre la primera fase del estudio y la segunda se deban
principalmente a las muestras usadas, ya que como se ha comentado, en la primera
fase del estudio, usamos mezclas de sueros de pacientes. Esta manera de aproximarse a
la identificacion de marcadores puede traer errores en los resultados, debido a que no
todas las muestras pueden tener los mismos niveles de un marcador y por eso es
importante realizar un estudio de validacion posterior. En este contexto, es posible que
alguna de las muestras introducidas en el estudio inicial de proteémica pudieran tener
valores de TIMP-4 muy elevados en los celiacos o muy bajos en los controles, y por
tanto, introdujeran un sesgo en el resultado afectando a la reproducibilidad del

resultado.

B. Validacion de NRG1-31.
El segundo marcador que presenta mas diferencias de expresion tras el analisis

por proteémica es NRG1-B1, donde sus niveles se encontraban muy elevados en
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celiacos independientemente de la fase de la enfermedad cuando se comparaban con
los controles sanos. La validacién de estos resultados mostré la existencia de
diferencias significativas de todos los celiacos independientemente de la fase de la
enfermedad frente a los controles. Donde ademas no existian diferencias en los
celiacos independientemente de la fase de la enfermedad cuando se compararon los
celiacos entre si. Estos resultados avalan la hipétesis de que los celiacos presentan un
perfil angiogénico distintivo, detectable y que puede ser constitutivo de la poblacién al
menos para NRG1-B1. Ademds es la primera vez que la alteracion de dicha proteina se
describe en el celiaco.

Aunque es dificil predecir su participacién en el curso de la celiaquia, los niveles
de NRG1-B1, que son el producto de un gen que expresa la sintesis de una

glicoproteina de membrana que por “splicing” alternativo da lugar a diferentes

isoformas (de acuerdo con “gene cards” https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?

gene=NRG1) que estan implicadas en la fisiologia pero también en escenarios
patolégicos [304-306]. De todas las variantes de la proteina NRG-1, el marcador
encontrado en los celiacos, es la NRG1-B1, que se origina a partir de las
modificaciones post-traduccion realizadas por la rotura entre los aminoacidos 20 y 242
del fragmento de la glicoproteina en contacto con el espacio extracelular [307]. El
péptido de 223 aminoacidos asi segregado, no solo estaria presente en el espacio
extracelular sino que puede movilizarse a la sangre [308]. En algunas condiciones
patolégicas relacionadas directa o indirectamente con la inflamacion, estos niveles de
NRG1-B1 asi circulantes, pueden encontrarse alterados respecto de los controles como
se ha observado en la diabetes [309], el Parkinson [310], la esquizofrenia [308], el
cancer de mama [304, 311] o las enfermedades cardiovasculares [312]. En linea con
estos resultados, en nuestro estudio, hemos encontrado niveles detectables de dicha
proteina en los celiacos independientemente de la fase de la enfermedad. Ademas los
niveles circulantes de NRG-1 se han usado como marcador de prognosis, o de
deteccién en enfermedades tales como, el cancer de mama [311], el Alzheimer [313],

cancer de pancreas [314], incluso como marcador en el seguimiento de la efectividad
de farmacos [306]. Por consiguiente, cabe preguntarse si los niveles de NRG1-B1
encontrados en los celiacos podrian ser dtiles para pronosticar la existencia de la

enfermedad, incluso cuando el gluten no estd presente en la dieta.
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El andlisis de la especificidad y sensibilidad mediante curva ROC mostré valores

del 72.84%, lo que hace de los niveles circulantes de NRG1-B1 un marcador regular
en el prondstico de la celiaquia. Sin embargo, casi un 40% de los celiacos
independientemente de la fase de la enfermedad, presentaban concentraciones
circulantes del marcador mayores de 5000 pg/ml. Ademds, el analisis de la
especificidad y sensibilidad mostré que niveles por encima de dicha concentracién
umbral podria constituir un marcador excelente de identificacion para este subgrupo
dentro de la celiaquia (recordemos que el valor del drea bajo la curva en estas
condiciones, fue de casi el 96%). Aunque es dificil interpretar la naturaleza, detras de
dichas diferencias, la fase de la enfermedad no parece estar relacionada. Sin embargo,
la relevancia bioldgica de la NRG1-B1 podria explicar la presencia de estos subgrupos,
ya que su expresion es importante a nivel del endotelio vascular, donde tendria efectos
beneficiosos promoviendo el caracter pro-angiogénico del endotelio, facilitando su
proliferacion, supervivencia y protegiéndolo frente a la toxicidad mediada por estrés
oxidativo [315-320]. Todo ello, debido entre otros elementos, a la presencia de factores
angiogénicos como son VEGF o “angiopoetin-1” [321]. Aunque en nuestro estudio,
observamos un incremento de la expresién de EC-VEGF en celiacos, también vimos
una disminucién de C-VEGF, y no encontramos modificaciones de los niveles de VEGF
o “angiopoietin-1” lo que hace dificil que esta pueda ser la causa de la presencia de las
dos subpoblaciones. Por otro lado, ha sido sugerido que NRG1-B1 se podria acumular
debido a la reduccién en la presencia de sus receptores ERBB3 o ERBB4 [317, 322], lo
que podria determinar, en nuestro caso, la coexistencia de los dos subgrupos de
acuerdo a la expresion del receptor. Sin embargo, nuestros datos ni avalan, ni rechazan
dicha hipétesis, que de ser asi, podria apuntar a la existencia de un fenotipo
antiangiogénico en los celiacos, a pesar de los elevados niveles de NRG1-B1. Una
evidencia indirecta de este fenémeno, y de la existencia de un potencial fenotipo
antiangiogénico en los celiacos a pesar de los niveles de NRG1-B1, se observa en los
accidentes cerebro-vasculares, donde el riesgo en nifios celiacos cuando comen gluten
es ligeramente mayor para, tras 5 anos de dieta sin gluten, hacerse similar al del resto
de la poblacién [323]. Esto pone de manifiesto, un potencial cardcter antiangiogénico

del fenotipo del celiaco, donde parece que la NRG1-B1 aunque este elevada, no puede

actuar al menos a nivel del endotelio vascular, ya que aquellos nifios que presentan
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valores de la proteina mayores, deberian tener una proteccion frente a este tipo de
eventos, cosa que no parece OCurrir.

Otra evidencia del fenotipo antiangiogénico en el celiaco a pesar de los elevados
niveles de NRG1-B1, radica en el hecho de que como resultado de nuestro analisis, los
niveles de VEGF o de “angiopoietin” no se encontraron alterados en los celiacos. Sin
embargo, en modelos animales experimentales de fallo cardiaco, se ha observado que
el tratamiento con NRG1-B1, incrementa la expresion de ambas proteinas lo que
favorece la pronta recuperaciéon del tejido por incremento en la vasculatura [324],
hecho que no se ha observado ocurra en nuestra poblacién. Por otro lado, la NRG1-B1
es una proteina asociada con la funcién inmunoldgica, donde su variacién en la
concentracion o incluso la presencia de mutaciones en su secuencia de aminoacidos,
podria afectar a las poblaciones de células inmunes y disminuir la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias o atenuar el deposito de anticuerpos [319, 325-329]. En
paralelo, los niveles elevados de la NRG1-B1 promueven acciones beneficiosas a nivel
del tejido, sobre todo en estados patolégicos, donde esta proteina fomenta la expresion
de mediadores para la regeneracion tisular, mientras que atenda los mecanismos
inflamatorios [320, 325]. Asi, para determinar si la existencia de los dos subgrupos
pudiera relacionarse con la funcién inmunolégica de los celiacos, establecimos una
comparacién donde enfrentamos los valores de concentracion de NRG1-B1 en celiacos
en relaciéon con el titulo de anticuerpos circulantes, como una medida indirecta de la
funcién inmune en estos pacientes y a su vez de la agresividad de la enfermedad [330].
Como se mostr6 en el apartado de resultados, la correlaciéon entre niveles de NRG1-B1
con la funcién inmunolégica de los celiacos parece mostrar la existencia de una
tendencia a que cuando la concentraciéon de NRG1-B1 estd aumentada, la funcién
inmune medida por el titulo de anticuerpos es menor. Sin embargo, antes de descartar
esta hipotesis, dado el hecho de que tras establecer dicha correlacién no se obtuvieron
valores significativos, cabe mencionar que el resultado puede verse afectado porque en
este estudio sélo se incluy6 un reducido ndmero de muestras donde se conocian los
valores exactos de anticuerpo anti-EMA o anti-TG2. En otras palabras, pudiera ser que
los diferentes valores de la proteina encontrados en los subgrupos para NRG1-f1,

fueran causa de variaciones inmunitarias, (ya que como se mostr6 en el apartado 1.3

de resultados, células deprivadas de la funcién inmune son responsables de los
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elevados niveles NRG1-B1 en el suero de pacientes). Esto, se traduciria en una
reduccion de la agresividad en la fase activa de la enfermedad en paralelo a los niveles
de concentracién de la proteina. Dada la potencial relevancia de este fenémeno no
solo en el prondstico y en la agresividad de la enfermedad, sino también incluso como
potencial herramienta en el tratamiento farmacoldgico de los celiacos, estudios donde
se incluyan un mayor nimero de participantes, estan garantizados para discriminar la

naturaleza de dichas diferencias.
Finalmente, los niveles de NRG1-B1 se correlacionan de manera negativa con la
edad, es decir, los nifos mds pequefos, presentan valores de concentracion de NRG1-

B1 mayores aunque el sexo no parece ser un factor que influya en la aparicién de las

sub-poblaciones de NRGT1-B1 segin se mostr6 en el apartado de resultados. En
conjunto, todos estos resultados ponen en relieve que aunque la presencia de NRG1-
B1 es constitutiva de la poblacion celiaca, sus valores podrian usarse como criterio
para el reconocimiento de la celiaquia independientemente de la presencia de gluten o

no en la dieta, especialmente en niflos que poseen valores umbral por encima de 5000

pg/ml y que tienen edades menores.

C. Validacion de “Pentraxin-3".

Como resultado del primer estudio para encontrar potenciales marcadores de
pronostico mediante proteémica y del analisis “heat map” y diagrama Venn, los niveles
de “Pentraxin-3” se encontraron elevados en los celiacos independiente de la fase de la
enfermedad, cuando se compararon con los controles sanos. Por este motivo,
realizamos una validaciéon posterior, a través de un ELISA, donde medimos los niveles
de la proteina en el suero de cada paciente y participante. Como se mostr6 en el
apartado de resultados, la concentracién de “Pentraxin-3” aparecia aumentada en los
celiacos durante la fase activa de la enfermedad (aunque no alcanzé la significacion
estadistica), mientras que en aquellos celiacos que no comen gluten, disminuia
significativamente respecto de los controles. Ademas la especificidad y sensibilidad del
marcador, mostré que “Pentraxin-3” es un marcador relativamente bueno para la
identificacion de la celiaquia cuando el gluten no esta presente en la dieta, siempre y
cuando sus niveles estén por debajo de 0.48 ng/ml, lo que significa que por debajo de

este valor umbral, los celiacos serian diagnosticados con una alta especificidad y
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sensibilidad. A pesar de todos estos resultados, los datos obtenidos en esta fase del
estudio no concuerdan con aquellos encontrados tras la proteébmica, donde se
observaban valores de expresion de “Pentraxin-3” similares entre celiacos
independientemente de la fase de la enfermedad y mayores que los controles. Como ya
se explicd en apartados anteriores, por la propia metodologia en la que se abordan los
estudios por proteémica, es decir, utilizando conjuntos de muestras y no individuos
aislados, es posible introducir sesgos en los anélisis y por tanto sus resultados deben ser
validados.

Lo que nuestros datos muestran es que los celiacos no tratados presentan una
tendencia a tener los niveles de “Pentraxin-3” un poco mas elevados que los controles,
mientras que cuando los pacientes estan tratados, porque siguen una dieta sin gluten,
sus niveles se encuentran por debajo, lo que convierte a la “Pentraxin-3” en un posible
marcador de pronostico de la celiaquia, cuando los nifios no estan comiendo gluten.
Sin lugar a dudas estas diferencias en la expresion de “Pentraxin-3” reflejan que la
modulacion de dicha proteina en los celiacos es dependiente de la fase inmunolégica
relacionada con la ingestién de gluten. En este contexto, se sabe que la “Pentraxin-3”
es una proteina que responde a fase aguda en situaciones inflamatorias vy
autoinmunolégicas, como ocurre en el lupus sistémico eritematoso o en la artritis
reumatoide, donde “Pentraxin-3” aumenta en el suero de los pacientes, relaciondndose
su concentracion en sangre con la severidad de los sintomas [331, 332]. En celiacos
adultos, la presencia del gluten durante la fase aguda de la enfermedad, conlleva
aumentos de “Pentraxin-3” en la sangre de los pacientes en paralelo con la presencia
de anticuerpos anti-gliadina deamidada, mientras que en la dieta sin gluten dichos
valores se hacen similares a los controles [333]. Ademdas la concentracion de la
proteina esta asociada con la agresividad de la enfermedad celiaca, ya que se observan
valores mayores cuando las biopsias intestinales presentan un Marsh mas elevado
[334]. En nuestro estudio, encontramos un perfil similar para “Pentraxin-3”, ya que los
ninos celiacos en la fase activa de la enfermedad expresan valores mas elevados que
los celiacos en dieta sin gluten o que los controles aunque, no alcanzaron la
significacion estadistica. Por otro lado, a diferencia de los estudios en adultos, nuestros
resultados si que muestran una disminucion significativa de los niveles de “Pentraxin-3”

en los celiacos durante la dieta sin gluten, respecto de los controles o de los celiacos
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en fase aguda. Estas diferencias entre estudios probablemente estan relacionadas con el
papel de la “Pentraxin-3” en la inmunidad.

Los nifios no tienen la misma respuesta inmunologia que los adultos y en
particular, su respuesta innata mediada por el componente celular muestra respuestas
débiles a los estimulos inflamatorios, o presenta cascadas de sefalizaciéon inmaduras
que afectan a la secrecién de moléculas bioactivas como son TNF-a o IL-15 [335-341].
En el contexto de la enfermedad celiaca, se ha hipotetizado que la presencia del
gluten, activa la respuesta innata mediada por IL-15 [334] que facilitaria la produccién
de “Pentraxin-3” por parte de los macrofagos, neutréfilos o fibroblastos [35], dicha
expresion controlaria la respuesta inflamatoria ya que la “Pentraxin-3” podria
interactuar con TNF-a o IL-15 [334, 342]. A su vez, la sobre expresion de “Pentraxin-3”
tras la exposicion al gluten, modularia otras respuestas inmunoldgicas intestinales
mediadas a través del TLR4 y del NF-kB [343]. Recordemos que en el caso de los
nifos, todos estos componentes se encuentran expresados en un grado menor, lo que
facilitaria también una menor expresiéon de “Pentraxin-3”, como se desprende de los
resultados de nuestro estudio. Esta respuesta al gluten durante la fase aguda diferencial
entre nifos y adultos a nivel inmunolégico, explicaria la diferencias encontradas en los
niveles de “Pentraxin-3” entre nuestros resultados en nifos y estudios previos en
adultos. Por otro lado, en adultos celiacos durante la dieta sin gluten, los valores de
“Pentraxin-3” son similares a los controles, mientras que en nuestro estudio, los nifios
celiacos presentan una concentracién de la proteina significativamente menor cuando
se comparan con los controles. A este respecto, los estudios realizados en adultos
tienen una limitante, puesto que miden los niveles de “Pentraxin-3” tras un afo de
dieta sin gluten, sin embargo aunque la morfologia de la mucosa digestiva se encuentre
en remision, otros factores solubles y expresados a consecuencia de la fase activa de la
celiaquia, tardan mds afos en normalizarse, por eso se ha sugerido la necesidad de un
tiempo mayor de seguimiento especialmente en adultos [344]. Ademds el adulto puede
tardar décadas en ser diagnosticado lo que favorece un deterioro de los mecanismos
fisiolégicos y regulatorios al mismo tiempo que es frecuente que tenga otras
enfermedades inflamatorias asociadas, lo que sin lugar a dudas afecta a los niveles de
“Pentraxin-3” incluso durante la dieta sin gluten [345], como hemos observamos en

nuestro estudio con nifios, en comparacién con estudios anteriores en adultos.
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Por dltimo, es interesante analizar el papel del aumento o disminucién de los
niveles de “Pentraxin-3” en el contexto vascular de los celiacos, tratando de encontrar
una funcién como agente estimulador o inhibidor de la angiogénesis. En este contexto,
se sabe que los niveles de la “Pentraxin-3” afectan directa o indirectamente a la
biologia vascular. Por un lado, afectando a células endoteliales [332], y por otro, a
componentes del vaso sanguineo muy vinculados a la respuesta inflamatoria, como es
el caso de las arteritis, de las vasculitis o incluso de la enfermedad arterial coronaria,
donde los defectos en la morfologia y funcién de los vasos sanguineos corren en
paralelo con incrementos de la “Pentraxin-3” [346-348]. De hecho, la elevacion de
dicha proteina tendria un efecto anti-angiogénico ya que afecta a la proliferacion y
quimiotaxis de las células endoteliales [349] o a la produccién de otros factores de
crecimiento relacionados con la angiogénesis, como es el FGF [350]. Por otro lado,
niveles bajos de la proteina también ejercerian acciones antiangiogénicas
disminuyendo la formacién de vasos o contribuyendo con la agregacion plaquetaria y
la trombosis [351, 352]. Estos datos ponen de manifiesto que los niveles de
“Pentraxin-3” fuera del rango fisiol6gico, ya sea por aumento o disminucién, tienen un
cardcter inhibitorio de la angiogénesis. Lo que explicaria que los celiacos en fase activa
tengan una menor angiogénesis y a su vez apunta a la posibilidad de que los mismo
celiacos, cuando el gluten no se incluye en la dieta, también contintien presentando un

fenotipo antiangiogénico.

D. Validacion de ADAMTS-1.

El array de protedmica, mostré que la proteina ADAMTS-1 estaba aumentada en
los celiacos ya sea en el suero o en fibroblastos intestinales, independientemente de la
fase de la enfermedad como se mostr6 en el apartado resultados. Tras la validacion del
marcador mediante un ELISA observamos por un lado que la concentraciéon de
ADAMTS-1 en celiacos es mayor que en los controles sanos compatibles con el HLA de
la celiaquia, mientras que es menor que los valores para los controles sanos con un
HLA diferente del DQ2/DQ8. Esto pone en relieve, las diferencias tan grandes
existentes para este marcador dependiendo solamente del genotipo para el HLA.
Recordemos que los controles negativos para HLA DQ2/DQ8 presentan
concentraciones de ADAMTS-1 muy por encima de aquellos controles con un HLA

positivo. Ademds los ninos celiacos presentan concentraciones para ADAMTS-1
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mayores que los controles enfermos de otras enfermedades diferentes de la celiaquia,
como se mostr6 en el apartado de resultados. A pesar de esta variacion, dichos
resultados hay que tomarlos con cautela, ya que el perfil genético de los nifos
controles que tienen trastornos digestivos no es conocido. Estos nifios podrian ser DQ2
o DQ8 de ahi que puedan presentar valores tan similares a los controles sanos para
DQ2 o DQ8 positivos. Por otro lado, aunque estos nifios son negativos para los
anticuerpos anti-TG2 y EMA, no han sido biopsiados, esto significa que pueden no
haber sido diagnosticados de enfermedad celiaca aun siendo celiacos, ya que padecen
trastornos digestivos.

Por otro lado, como mostr6 en el apartado de resultados, los valores de
ADAMTS-1 encontrados en celiacos, especialmente en una dieta sin gluten, pueden ser
buenos marcadores para la deteccién precoz de la celiaquia ya que encontramos
valores de especificidad y sensibilidad de mds del 92%. Asi, los niveles de ADAMTS-1,
podrian discriminar de una manera eficaz, la celiaquia especialmente cuando los nifios
siguen una dieta sin gluten, frente a los controles con el mismo perfil genético DQ2 y
DQ8. Aproximadamente un 30-40% de la poblacién sana es compatible con el perfil
genético de los celiacos, especialmente para el DQ2 [67, 274]. Sin embargo, una
determinacion del perfil HLA no es suficiente para poder hacer un diagnéstico de la
predisposicion a la celiaquia, debido a que este HLA se comparte con otros dos tercios
de poblacién sana, que por cierto nunca desarrollara la enfermedad. En este contexto,
ADAMTS-1 es un marcador cuyos niveles se ven asociados al HLA y por consiguiente
es capaz de diagnosticar la celiaquia cuando el gluten no esta presente en la dieta, con
una sensibilidad y especificidad muy altas. Aunque no hemos encontrado una relacién
directa entre ADAMTS-1 y el HLA DQ2 o DQS8 de los celiacos, en otros escenarios
patolégicos, se observan relaciones entre el tipo de HLA y la producciéon de otros
miembros de la familia de ADAMTS. Por ejemplo, durante la psoriasis o en la pirpura
trombocitopénica trombdética, el HLA no s6lo predispone a padecer la enfermedad
(como en la celiaquia), sino que favorece que varie la expresion y la funcionalidad de
algunas formas de ADAMTS [353, 354]. La relacién entre tipos de HLA y niveles de
ADAMTS, puede explicar las diferencias que observamos entre grupos controles, donde
observamos que para un HLA DQ2 y DQ8 positivo en nifos sanos, los niveles de
ADAMTS-1 son menores, que los que encontramos en nifos sanos que no tienen dicho

perfil HLA. Sin embargo, en celiacos y especialmente en aquellos que siguen una dieta
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sin gluten, los niveles de esta proteina se encuentran muy elevados en relacién con los
nifos no celiacos pero positivos para DQ2 y DQ8, esto refleja que los niveles de esta
proteina se encuentran elevados de manera constitutiva en los celiacos. Sin embargo, la
concentracion de ADAMTS-1 durante la fase activada enfermedad, disminuye y aunque
presentan una tendencia a ser mayor que la encontrada en los controles sanos con
similar HLA, no alcanzo la significacion estadistica. A la luz de nuestros resultados, es
dificil explicar la naturaleza de las diferencias aqui mostradas. Sin embargo, se ha
observado que en otros procesos inflamatorios y autoinmunolégicos, la existencia de la
enfermedad aguda conlleva la produccién de anticuerpos frente a otras proteinas de la
familia ADAMTS, lo que afecta a su expresién o a su funcionalidad. De hecho, en las
fases activas de la purpura trombocitopénica trombdtica y de otras microangiopatias,
los niveles de ADAMTS-13 se ven reducidos por la produccion de anticuerpos frente a
esta proteinas, este hecho resta funcionalidad a la proteina al mismo tiempo que afecta
a su concentracion [354-356]. Algo similar puede ocurrir durante la fase activa de la
celiaquia, donde hemos observado que los niveles de ADAMTS-1 se encontrarian
reducidos. Por cierto, cabe destacar que ciertos estimulos inflamatorios pueden estar
implicados en la regulacion de los niveles de expresion de ADAMTS-1, hecho que seria
muy relevante en la celiaquia en fase aguda y que podria ser la causa detras de la
disminucién de expresién de la proteina observada, respecto de sus niveles en celiacos
tratados [357].

Si atendemos a la funciéon de ADAMTS-1, como es una proteasa localizada en el
espacio extracelular, estd implicada en la degradacion proteolitica del coldgeno y de
los proteoglicanos del condroitin sulfato [358-362]. Debido a esta actividad, participa
en la reorganizacion de la matriz extracelular, lo que tiene un efecto inhibitorio en la
formacién de los vasos sanguineos [363, 364]. Ademas, dichas acciones
antiangiogénicas por parte de ADAMTS-1, se encuentran potenciadas porque secuestra
el factor proangiogénico VEGF inhabilitdndolo para su funcién [364], como también
interviene en la liberacion de otros factores activos inhibitorios de la angiogénesis
[365]. En condiciones fisiologicas, existe una regulacién de los vasos sanguineos
mediante la liberacién de factores proangiogénicos que cuando abundan, como es el
caso del VEGF, favorecen el aumento de ADAMTS-1, que regula y frena el incremento
en la formacién de dichos vasos sanguineos [366]. Sin embargo durante la celiaquia,

independientemente de las fases de la enfermedad, los niveles de VEGF se encuentran
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inalterados y son similares a los controles sanos (como observamos tras el estudio de
protedmica; resultados no mostrados), aunque los niveles de ADAMTS-1 permanecen
elevados (cuando el gluten no esta presente) o disminuidos (en la presencia del gluten).
Todo esto, parece indicar que la variacién de la proteina ADAMTS-1 obedeceria a una
regulacién patolégica y constitutiva de la poblaciéon celiaca. En otros contextos
patolégicos, se ha observado que la desregulacién de ADAMTS-1 se traduce en una
reorganizacion patolégica de la matriz extracelular que conlleva una alteracién
también en el niimero de vasos [367]. Y esto de ser asi en los celiacos, confirmaria la
hipétesis de que los celiacos presentan un fenotipo antiangiogénico.

Por otro lado, en estados inflamatorios como es la reparacion de heridas, se ha
observado que durante la fase inicial donde la inflamacién es relevante, ADAMTS-1
permanece disminuida lo que favorece la proliferacion de fibroblastos y células
endoteliales [368], algo que también se ha observado en los celiacos durante a fase
activa, especialmente para fibroblastos intestinales [369, 370]. En otras palabras, la
inflamacion asociada en celiacos durante la fase activa, favoreceria la presencia de
bajos niveles de ADAMTS-1 que implica aumentos de la proliferacién de fibroblastos y
cambios en la matriz extracelular, que junto con otras proteinas como la TG2
contribuirian con la patogenia de la enfermedad. Por el contrario, la elevacién
patologica de ADAMTS-1 inhibe las acciones del FGF en el contexto de la inflamacién
cuando los estimulos inflamatorios se reducen [368], lo que por un lado detiene la
proliferacion de células endoteliales y de los fibroblastos, mientras que por otro
disminuye indirectamente la formaciéon de vasos sanguineos. Asi, es concebible que
ADAMTS-1 actué de la misma manera en celiacos donde durante la dieta sin gluten,
cuando el estimulo inflamatorio ha cesado, ADAMTS-1 volveria a aumentar de manera
patolégica, pudiendo detener la proliferacion de los fibroblastos de la mucosa o en los
vasos sanguineos, ejerciendo acciones antiangiogénicas en pro un perfil vascular
inhibitorio. En definitiva, ADAMTS-1 es un marcador de diagnéstico precoz de
celiaquia, ya que sus niveles aparecen constitutivamente alterados en nifios celiacos
cuando no incorporan gluten en la dieta. Los niveles de este marcador, son sensibles
para distinguir a los celiacos de aquellos en la poblacién que comparte el mismo HLA
cuando su concentracion en sangre estd por encima de 62.4 ng/ml, aunque también es
sensible para discriminar la celiaquia frente a poblacién incompatible genéticamente,

cuando los niveles de ADAMTS-1 son mayores de 469 ng/ml.
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2.2 Limitaciones de nuestro estudio de validacion.

Los estudios incluidos en el presente trabajo, ya sean los resultantes de la
proteémica o los validados por ELISA en suero, ponen de manifiesto la existencia de al
menos 3 marcadores (NRG1-B1, “Pentraxin-3” y ADAMTS-1), que se encuentran
circulantes en la sangre de los celiacos principalmente durante la dieta libre de gluten.
A la luz de nuestros resultados, parece que estos marcadores podrian ser Utiles en el
prondstico de la celiaquia aun cuando el gluten no se ha incluido en la dieta. Sin
embargo, la propia metodologia usada en nuestro estudio puede introducir sesgos que
conviene descartar, antes de aceptar el uso de dichos marcadores en clinica. Es
importante destacar que la incorporacion del gluten en la dieta comienza al rededor de
los 6 meses de edad. Sin embargo, en nuestros estudios, los nifios que comian gluten
fueron primeramente diagnosticados de celiaquia, para seguir una dieta sin gluten y es
este el periodo donde la concentracion de los 3 marcadores fue medida. En este
contexto, cabe la posibilidad que la presencia del gluten altere la fisiologia de los nifios
celiacos, que a consecuencia de ello ven los valores de dichos marcadores alterados
incluso cuando el gluten ya no estd presente en la dieta. De ser asi, los marcadores
descritos en este trabajo no serian constitutivos de celiaquia, sino una consecuencia de
la posible impronta que el gluten pueda dejar. Es importante descartar dicha
posibilidad mediante la realizaciéon de un estudio prospectivo, donde se estudien los
valores de los marcadores en nifios antes de la ingestion del gluten (al rededor de 6
meses), para correlacionar su presencia con el posterior desarrollo de la celiaquia.

Aunque un estudio prospectivo, no ha sido realizado adn, durante la toma de
muestras para el presente trabajo, el biobanco que suministré las muestras de sangre
aqui usadas, también recolecto células endoteliales que derivan de cordones
umbilicales de nifios en riesgo de padecer celiaquia. A este grupo, pertenecen nifios
con una relacién de parentesco de primer y segundo grado, en familias donde la
celiaquia esta presente en varias generaciones. Este material es lo mds parecido a
muestras que proceden de nifos antes de la incorporacién del gluten y por
consiguiente decidimos analizarlo. De todos los marcadores validados en nuestro
estudio, ADAMTS-1 fue el Gnico que mostré un incremento de expresion significativo,
cuando comparamos las lineas celulares de bebes de riesgo, frente a los controles.
Como resultado del andlisis en el suero de celiacos, especialmente durante la dieta sin

gluten, (descrito en el apartado de resultados del presente trabajo), los valores de
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ADAMTS-1 se encontraron aumentados respecto de los controles. Los resultados aqui
mostrados con células endoteliales de bebes de riesgo, apuntan a la idea de que al
menos, los valores de ADAMTS-1, podrian encontrarse alterados en la poblacién
celiaca de manera constitutiva. Los demas marcadores (TIMP-4, NRG1-B1 o
“Pentraxin-3”), no mostraron diferencias significativas entre los grupos. Aunque la
expresion de “Pentraxin-3” aparecié muy disminuida en relacionan los controles. Estos
resultados se han de tomar con cautela por dos motivos. En primer lugar, que un
marcador no aparezca aumentado en las células endoteliales de bebes en riesgo de
celiaquia, no significa que no sea constitutivo de la poblacion celiaca, ya que los
niveles del marcador en sangre se deben a la aportacién de diferentes tipos celulares.
Por otro lado, no sabemos atn si los nifios en alto riesgo de ser celiacos, incluidos en
esta fase del estudio, desarrollaran la enfermedad. Aunque si que es interesante
observar, que células procedentes de ninos con riesgo de celiaquia que aun no han
comido gluten, sobre expresan ADAMTS-1. Sin lugar a dudas, una validacion

prospectiva, demostrara la relevancia clinica de los descubrimientos aqui descritos.

3. Estudio de “Angiostatin” como marcador de celiaquia.

Aunque los niveles de la proteina “Angiostatin” no se encontraron alterados entre
celiacos y controles tras el array de protedmica, algunos estudios preliminares que
realizamos mostraron que esta proteina podia estar alterada en los celiacos. Por este
motivo, decidimos incluirla en nuestro estudio. La concentracién de “Angiostatin” esta
aumentada en los celiacos durante la fase activa de la enfermedad, para luego caer y
hacerse similar a los controles durante la dieta sin gluten, como se mostré en el
apartado de resultados. Esto refleja que la “Angiostatin” es una proteina modulada en
respuesta al gluten durante la fase activa de la enfermedad.

Si atendemos a su funcién, la “Angiostatin” es una proteina de 38KD que se
escinde a partir del “Plasminogen” hepatico, que cuando se activa, se rompe en
fragmentos mas pequenos en la sangre, del que la “Angiostatin” se corresponderia con
los aminodcidos entre las posiciones 79 a 466 [371-373]. Desde el punto de vista
funcional, esta proteina estd relaciona con la inhibicién de la angiogénesis, porque
afecta a la proliferacién, migracion o a la capacidad de formar tubos en células
endoteliales, mientras que aumenta la apoptosis, o disminuye la permeabilidad de los

vasos sanguineos [373-375]. Sin embargo, estas acciones no son directas, sino que se
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realizan, o bien a través de estimulos inflamatorios que alteran la produccién de su
precursor, “Plasminogen” [376], o mediante una regulacién ejercida por las citoquinas.
Asi, por un lado ciertas citoquinas controlan la expresién de dicha proteina, como se
observa tras la inhibicién farmacolégica de TNF-a en la colitis ulcerosa [377]. O por
otro lado, las citoquinas bloquean las acciones anti-angiogénicas de “Angiostatin”,
como se observa tras la ablacién de la IL-12, ya sea por la reduccion de su sintesis o de
su receptor [378]. Ademds, el incremento en la “Angiostatin", favorece la sintesis y
liberacion de citoquinas, donde los macréfagos responden a incrementos de dicha
proteina aumentando la liberacion de IL-12 [378].

Las acciones de la “Angiostatin” no solo se circunscriben a las citoquinas, ya que
presenta otros efectos sobre el componente celular inmunolégico. Por ejemplo,
aumentos en la produccion de “Angiostatin” pueden regular y reducir el numero de
infiltrados, como se ha observado en ciertos contextos tumorales [379]. Sin embargo,
esta regulacion no es unidireccional, ya que los niveles de “Angiostatin” afectan a las
células inmunologicas, mientras que la actividad de dichas células es responsable de la
expresion de la proteina. Este proceso, esta muy marcado en los neutrdfilos, que
generan actividad proteasa, lo que favorece la sintesis de “Angiostatin" [380], mientras
que elevados niveles de la proteina inactivan su migracion [381]. En su conjunto, lo
que todos estos datos reflejan es que la “Angiostatin” actia como un intermediario
entre el sistema inmunoldgico y la regulacion de la angiogénesis, donde los niveles de
la proteina ejercen un conjunto de acciones reguladoras, que finalmente se traducen en
la alteracion de la angiogénesis. Esto puede ser muy relevante durante la celiaquia,
especialmente en la fase activa de la enfermedad, donde se observa un incremento en
el reclutamiento de neutréfilos [382], lo que explicaria el aumento de la “Angiostatin”
observado en nuestro estudio. La elevacién serolégica de dicha proteina, explicaria a
su vez, el incremento de IL-12 observado en la sangre de nifios celiacos durante la fase
activa [383], que junto con las acciones de la TG2 [269-272], resultarian en los
cambios morfolégicos encontrados en los vasos sanguineos de la mucosa digestiva de
celiacos [247] durante la fase activa. La eliminacion del gluten, suprime los infiltrados
de neutréfilos [382], lo que explicaria la disminucién de los niveles de “Angiostatin”
observados en nuestro estudio y por consiguiente una “normalizaciéon” de la estructura

vascular digestiva [247] a través de la reduccion de la IL-12 [383].
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Independientemente de la participacién en la patogenia de la enfermedad celiaca
por parte de la “Angiostatin”, cabe preguntarse si esta proteina podria ser un buen
marcador para la identificaciéon de la celiaquia. En efecto, de su especificidad y
sensibilidad en celiacos durante la fase activa mostré valores de mas de 95% lo que
determina que la “Angiostatin” es un buen marcador en la determinacién de la
celiaquia para ninos donde el gluten ya estd incorporado en la dieta. Todo esto,
especialmente cuando se sobrepasa el valor umbral de 230.6 ng/ml, por encima del
cual ya podemos decir que el nifo se encuentra en la fase aguda de la enfermedad.
Ademas, como ya se mostré en los resultados, si se abandona el gluten, los niveles de
la “Angiostatin” se reducirian progresivamente y se encontrarian por debajo de 253 ng/
ml. En otras palabras, esto seria indicativo de la remision para un celiaco. Sin embargo,
para que este marcador sea Util en el diagnéstico de la celiaquia de fase aguda, su
elevacion debe ser anterior a la presencia de los titulos de anticuerpos, que aparecen
en la sangre de los celiacos y que se usan de rutina en el diagnéstico. Recordemos que
existe un desfase entre la incorporacion del gluten en la dieta y la presencia de titulos
detectables de anticuerpos en la sangre de los pacientes, lo que dificulta el diagndstico.
Es importante, por lo tanto, determinar si los niveles de “Angiostatin” se encuentran
elevados en la sangre antes de la deteccién de los anticuerpos anti-TG2 o EMA.
Algunas evidencias, apuntan a la idea de que los niveles de "Angiostatin" se elevarian
rapidamente en los estadios iniciales de la enfermedad. Asi, la expresién de esta
proteina se incrementa como consecuencia de la actividad inmunolégica innata, lo
que evidencia que los niveles de “Angiostatin” circulantes aparezcan probablemente,
mucho antes de que se puedan detectar los anticuerpos tipicos de celiaquia, ya que
éstos son un producto de la inmunidad adquirida. Aunque en nuestro estudio no se ha
determinado el momento de la elevacién de “Angiostatin” en relacién con la aparicion
de anticuerpos EMA o anti-TG2, lo que si sabemos, es que la presencia de ambos
marcadores obedece a procesos independiente. En efecto, cuando enfrentamos los
valores de “Angiostatin” con los niveles de anticuerpos en la sangre de los ninos
celiacos incluidos en nuestro estudio, no encontramos una correlacién significativa
entre ambos. Tampoco encontramos una correlacion, en relacién con el sexo o la edad.
Ademas, observamos que aquellos ninos celiacos que tienen niveles de anticuerpos
mas bajos o mas elevados, no presentaban ningtn perfil distintivo concomitante para

“Angiostatin”. En otras palabras, los niveles del marcador, se modulan
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independientemente de la presencia o ausencia de los anticuerpos tipicos de celiaquia,
lo que parece apuntar a la hipétesis de que “Angiostatin” pudiera servir como marcador
de fases iniciales de la enfermedad, cuando el gluten se acaba de introducir en la dieta.
Sin lugar a dudas, estudios posteriores a la presente tesis, seran necesarios para
determinar en que momento de la enfermedad los niveles de “Angiostatin” se elevan en
la sangre respecto del titulo de anticuerpos. Otra posible aplicacién, de la elevacion de
“Angostatin” en la sangre, podria ser el seguimiento de los pacientes que siguen una
dieta sin gluten. Recordemos que niveles de “Angiostatin” en celiacos por debajo de
253 ng/ml son indicativos de una adherencia correcta a la dieta sin gluten. Esta
evaluacion, podria ser de especial interés en aquellos casos atipicos donde el titulo de

anticuerpos no esta bien definido.

4. Implicaciones de nuestro estudio.

4.1 Implicaciones diagndsticas.

De todos los potenciales marcadores encontrados inicialmente en nuestro

estudio, la NRG1-B1, “Pentraxin-3”, ADAMTS-1 y “Angiostatin” mostraron resultados
consistentes y Utiles en la identificacién de los celiacos especialmente cuando el gluten
no esta presente. Ademds salvo para “Pentraxin-3”, todos los marcadores aqui
encontrados, no han sido descritos anteriormente para la celiaquia, y por tanto
constituyen una herramienta muy novedosa especialmente en el diagnéstico. De
acuerdo con los resultados obtenidos en la fase clinica de nuestro estudio, ambas
proteinas, ADAMTS-1 y “Angiostatin”, son marcadores tremendamente sensibles y
especificos para la identificacion de los celiacos.

Es interesante destacar, que ADAMTS-1 es un marcador de los celiacos
especialmente cuando el gluten no estd presente, y por tanto es util para la
identificacion de la enfermedad, antes de la incorporacién del gluten. Este marcador,
aparece aumentado frente a los individuos que no son celiacos pero que son
genéticamente compatibles, recordemos que el DQ2/DQ8 del HLA aparece en todos
los celiacos pero también se comparte con otro 30% de la poblacién sana. Como los
niveles de ADAMTS-1 son especificos de celiaquia, sus valores pueden ser usados para
discriminar quienes son celiacos de los que no lo son, incluso cuando comparten la
misma genética DQ2 o DQ8. En otras palabras, esta proteina podria usarse para

discriminar en ese 30% de la poblacién genéticamente compatible, quienes realmente
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padecen la enfermedad. A su vez, los niveles de este marcador pueden ser
complementados, simultineamente con “Pentraxin-3”, ya que esta proteina estd
disminuida durante la dieta sin gluten, y ambas medidas pueden incrementar la
sensibilidad del diagnéstico. Ademas, como los niveles de “Pentraxin-3” son distintivos
de los celiacos que no comen gluten frente a controles, independientemente del HLA,
esta medida complementa a la de ADAMTS-1, que si es especifica del HLA. Otra
combinacion posible, es la identificacion de ADAMTS-1 junto con NRG1-B1, ya que
esta Gltima proteina aparece aumentada en el suero de ninos celiacos
independientemente del estado de la enfermedad, y difiere de los valores de los
controles independientemente de si son o no genéticamente compatibles. A su vez,
esta proteina es muy sensible para la identificacién de la celiaquia, especialmente en
un 40% de los pacientes que se corresponden con nifos de edades mas tempranas,
donde, la NRG1-B1 aparece muy elevada. Una de las limitaciones en el uso de
ADAMTS-1, es que es una proteina muy eficaz para discriminar la celiaquia, pero
principalmente en una poblacién genéticamente compatible. Sin embargo, de acuerdo
con nuestros resultados, su combinacién con “Pentraxin-3” y con NRG1-B1,
especialmente si los valores de esta Gltima estan por encima de 5000 pg/ml, puede
facilitar la identificacion de nifos celiacos frente a cualquier poblacién tenga o no el
HLA compatible. En otras palabras, la identificacién de ADAMTS-1 junto con NRG1-f1
y “Pentraxin-3”, podria estar indicada para discriminar aquellos casos de nifios que no
tienen una genética compatible de la celiaquia, sin necesidad de hacer un test
genético.

Finalmente, la “Angiostatin” aparece aumentada exclusivamente en nifios celiacos
que comen gluten. Por tanto, a la luz de nuestros resultados, “Angiostatin” constituye
un marcador de fase activa, es decir, cuando se incorpora gluten en la dieta y seria un
complemento de ADAMTS-1 junto con los otros dos marcadores. En este caso, la
combinacién de ADAMTS-1, NRG1-B1 y “Angostatin” podria facilitar el diagndstico de
ninos celiacos cuando el gluten estd presente en la dieta. Esta identificacion seria dtil,
especialmente en fases iniciales, donde no necesariamente existe un cuadro clinico y
los marcadores serolégicos usados, no son aun detectables. Sin embargo, tras la
eliminacién del gluten, la combinacién de “Pentraxin-3” y “Angiostatin” facilitaria el

seguimiento de la recuperacién durante las fases iniciales de la dieta sin gluten. La
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figura 16 muestra un algoritmo diagnéstico donde se describen los posibles escenarios
de usos de los marcadores, en relacién con la presencia o ausencia del gluten en la

dieta.

Figura16. Algoritmo diagnéstico donde se describen los posibles usos de los marcadores de acuerdo con
la edad del paciente, asi como la presencia del gluten en la dieta y del genotipo HLA compatible 0 no con
la celiaquia. Dibujos realizados por Art Keepers (usado con permiso).

A Si...

HLA DQ2/DQ8
ADAMTS-1 >62.4 y < 469 ng/ml

-+
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NRG1-B1 > 5000 pg/ml
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M Activa

1
Angiostatin > 230.6 ng/ml Nifio > 1 afio

C.
Si...

HLA DQ2/DQ8 Y
ADAMTS-1 >62.4 y < 469 ng/ml Remision
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4.2 Implicaciones en la patogenia y tratamiento de los celiacos.

Otro hecho importante que se desprende de nuestros resultados, es la existencia
de un perfil vascular concreto y caracteristico de la celiaquia. Para entender la
repercusioén de dicho perfil, conviene recordar algunos hechos relacionados con la
formacién de los vasos sanguineos. La angiogénesis se define como la formacion de
nuevos vasos sanguineos a partir de los pre-existentes. En condiciones fisioldgicas, el
proceso de formacion de estos vasos, esta determinado por una serie de pasos
regulados por potentes moléculas de sehalizacion. El proceso angiogénico estd
regulado en primera instancia por agentes, quimicos, mecanicos o biolégicos que
controlan el inicio de una cascada compleja de acontecimientos [384]. Como la
mayoria de los vasos sanguineos, se encuentran localizados en la membrana basal de
los tejidos [385], el primer paso del proceso de angiogénesis conlleva la modificacion
de la union de las células en el tejido, asi como del soporte donde se localizan. Por un
lado, las células endoteliales pierden su capacidad de unirse entre si [386], mientras
que las células en el estroma, como los fibroblastos, macréfagos, neutréfilos y otros
tipos celulares, son activados lo que favorece el comportamiento de movilidad y de
proliferacion de las células endoteliales [387]. En paralelo, la matriz extracelular es
degradada y asi se altera su composicion, todo ellos mediante la actividad de diferentes
enzimas, como la TG2. Entonces, el perfil modificado de fibronectina, colageno, o
laminina favorece la interacciéon con determinadas integrinas que en dltima instancia
regulan la motilidad y la diferenciacion de las células endoteliales [388, 389]. La nueva
rama vascular que, por tanto, estd en formacioén, implica la diferenciacion de las
células endoteliales en células “tip” que tienen una capacidad de movilidad importante
[390], entonces, el fenotipo de las células “tip” cambia a “stalk” y por tanto adquieren
un fenotipo proliferativo, donde se forma el lumen del vaso y en ultima instancia se
genera un nicho donde la sangre puede circular [391]. Sin embargo, este proceso
angiogénico que ocurre en condiciones fisiolégica, adquiere relevancia especialmente
durante la inflamaciéon crénica y la autoinmunidad [392]. Asi, los marcadores
encontrados en nuestro estudio, ademas de describir una regulacién vascular diferente
en celiacos frente a otros grupos de poblacién, determinarian su potencial implicacién
en el desarrollo de un perfil anti-angiogénico.

En efecto, niveles elevados de ADAMTS-1, como los observados en celiacos,

reducirian la proliferacion de células endoteliales y de fibroblastos, lo que conlleva una

-115-



Nuevos marcadores para la deteccion precoz de la enfermedad Celiaca

disminucién de las moléculas sefalizadoras del proceso angiogénico [364, 365] vy
ademas alteraria la estructura de la matriz extracelular [363]. Todas estas acciones
podrian verse potenciadas por una potencial insensibilidad a los niveles de NRG1-B1 o
las variaciones de la “Pentraxin-3”, que en ultima instancia afectan a las células
endoteliales, fibroblastos, células inmunolégicas y a su capacidad de orquestar la
cascada angiogénica [307, 332, 349-352]. Dichas diferencias permanecerian
subclinicas, ya que segtin se observa, los vasos sanguineos en celiacos durante la dieta
sin gluten son “normales” en morfologia y funcién y similares a los controles [247]. Sin
embargo, cuando el gluten estd presente, la “Angiostatin" aumenta, lo que tendria un
efecto inhibitorio en la proliferacion y migracion de células endoteliales o la capacidad

de formar vasos [373-375], y esto se sumaria a los incrementos de “Pentraxin-3” o a los

niveles constitutivos ya existentes para ADAMTS-1 y NRG1-f1, afectando en su
conjunto a la funcién y morfologia de los vasos sanguineos encontrados en el celiaco
durante la fase aguda [247]. Todas estas variaciones se resumen en la figura 17.

Cabe destacar, que todos los cambios descritos se realizan frente a una
modulacién mediada por el gluten, donde esta proteina, activaria la cascada de
autoinmunidad en individuos con el perfil inmunolégico correcto (determinado entre
otros factores por el HLADQ2 y DQ8). Y en este contexto, el fenotipo vascular tendria
que ser también uno concreto, especifico y distintivo de los celiacos. En otras palabras,
el gluten de la dieta solo puede producir enfermedad celiaca, cuando la persona tiene
el perfil inmunolégico correcto, concomitante con un perfil angiogénico concreto. Esta
idea esta reforzada, por el hecho de que no todos los que presentan un HLA DQ2 o
DQ8 (que es propio de celiaquia) son de hecho celiacos. Recordemos que entre el 30 y
el 40% de la poblacién son positivos para el HLA, de los que como maximo un tercio
desarrollaran la celiaquia, que curiosamente ocurre en aquellos que tienen el perfil
angiogénico descrito en el presente trabajo. Los resultados aqui mostrados, avalarian la
presencia de eventos vasculares que son independientes aunque estan relacionados
entre si. Por un lado, una inhibiciéon vascular silenciosa que ocurre en el celiaco
cuando no come gluten, y por otro lado una serie de defectos vasculares inhibitorios
que se manifiestan cuando el gluten estd presente. Estos Gltimos, se originarfan como
consecuencia de la presencia de anticuerpos anti-TG2, de la inflacién crénica y de

otros factores que ya han sido discutidos anteriormente en el presente trabajo.
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Figura 17. Cuadro donde se resume el papel de los nuevos marcadores en la patogenia de la enfermedad a
través de una modificacion constitutiva de los vasos sanguineos en el celiaco. El panel A muestra las
modificaciones de los vasos cuando el gluten no esta presente y por tanto los vasos son disfuncionales,
aunque dicha caracteristica permanece subclinica. El panel B represente la cascada de eventos ocurridos
cuando el gluten estd presente donde la enfermedad se origina por la presencia de un genotipo/fenotipo
inmunoldgico adecuado concomitante a un genotipo/fenotipo vascular concreto. EC- célula endotelial, SI-
sistema inmunolégico, ECM- matriz extracelular. Dibujos realizados por Art Keepers (usado con permiso).
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A la luz de nuestro resultados, la celiaquia se originaria por la presencia de un
perfil angiogénico inhibitorio diferencial y constitutivo del celiaco que no es
consecuencia sino la causa en el devenir de la enfermedad, junto con un sistema
inmunolégico propio de la celiaquia. Este hecho, no sélo estd avalado con los
resultados mostrados en el presente trabajo, sino también con datos publicados
recientemente, donde los niveles de una proteina anti-angiogénica, (“Pigment
Epithelium-Derived Factor”), se encuentran aumentados en poblacién celiaca adulta
independientemente de la presencia o ausencia del gluten, y por tanto del efecto
regulatorio de los vasos sanguineos que pudiera tener la inflamacién crénica y los
anticuerpos anti-TG2 [393]. En otros contextos de enfermedad autoinmunolégica
digestiva como es la enfermedad inflamatoria intestinal, la mucosa de estos pacientes
presenta un incremento en los vasos sanguineos, que expresan marcadores concretos
constitutivos, como son ciertas integrinas [394]. Mientras que otros intermediarios de la
respuesta angiogénica se expresan como consecuencia de la agresividad de la
enfermedad [395]. En estos pacientes, por un lado la inflamacién crénica mediada por
citoquinas [396, 397] y un componente inmunolégico alterado [398-400] favorecerian
la aparicién de un perfil vascular caracteristico. Sin embargo, los vasos sanguineos
alterados constitutivamente, mediante variaciones en su permeabilidad o en el
transporte y difusién de nutrientes y factores de crecimiento, son la causa detras de la
inflamacion exacerbada o de la autoinmunidad inflamatoria [396, 401], y por tanto
estan directamente vinculados con la patogenia. En otras palabras, existiria una
regulacion patologica de la angiogenesis propia de la actividad de la enfermedad,
simultdneamente a un perfil vascular propio del grupo poblacional que padece la
enfermedad vy sin el cual la propia enfermedad no se desarrollaria. A la luz de todos los
resultados aqui mostrados, hipotetizamos la posibilidad de que el tipo de vasos
sanguineos en los celiacos, sea causa y al mismo tiempo efecto y por consiguiente, si
no existe el componente inmune propio del celiaco, ni el vascular adecuado, la
persona no desarrollard la celiaquia, aunque el gluten esté presente en la dieta. Por
altimo, la hipétesis del perfil angiogénico, como una de las causas de la celiaquia junto
con el perfil inmunolégico, abre un capitulo muy interesante, no sélo en la
identificacion y patogenia de la enfermedad, sino en su tratamiento. En efecto,
diferentes farmacos han sido descritos para aumentar los vasos sanguineos modulando

algunos de los intermediarios antiangiogénicos encontrados en nuestro estudio, como
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las estatistas para “Angioestatin” [402] o las catequinas para reducir los niveles de
ADAMTS-1 [403]. Sin lugar a dudas, estudios posteriores al presente trabajo, estn
garantizados para esclarecer el papel fascinante del perfil vascular en los celiacos y
encontrar aplicaciones en el diagnostico y por qué no, en el tratamiento de estos

pacientes.
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6. Conclusiones

1. Los celiacos presentan un perfil diferencial relacionado con los vasos
sanguineos, independientemente de la presencia del gluten en la dieta. Este perfil
diferencial es constitutivo de la poblacién celiaca. A su vez, dicho perfil, que
coincide con un fenotipo antiangiogénico, implica la sobre expresion y

disminucion de diferentes proteinas relacionadas con los vasos sanguineos.

2. Los niveles de ADAMTS-1, NRG-1 B1 aparecen alterados constitutivamente
en los celiacos y muestran valores de sensibilidad y especificidad muy elevados
en fases clinicas 2 y 3, lo que los hace ser buenos candidatos para la
identificacion de la celiaquia en nifios cuando el gluten no estd presente en la
dieta. Otros marcadores como “Pentraxin-3” o “Angiostatin” pueden ser
complementarios en la identificacion del celiaco y mas dtiles en casos donde el
gluten esté introducido o en el seguimiento de los pacientes durante la dieta sin

gluten y la remisién de la fase activa de la celiaquia.
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