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Resumen
Introduccion: la alteracion histologica en el intestino delgado de los enfermos celiacos produce una pobre absorcion que deteriora o dificulta
una ganancia optima de peso. Esto puede ser el resultado de un aumento de la expresion de las interleuquinas Th17 gluten-especificas.

Objetivo: el objetivo de este estudio fue comparar la expresion de las interleuguinas Th17 en pacientes celiacos con peso normal y sobrepeso/
obesidad.

Métodos: se estudiaron 22 pacientes con reciente diagnéstico de enfermedad celiaca: 15 con peso normal y siete con sobrepeso/obesidad. Se
Palabras clave: tomaron biopsias de intestino delgado para la evaluacion de la expresion de las interleuquinas a través de PCR a tiempo-real.

Enfermedad celiaca Resultados: [os niveles de expresion de las interleuquinas Th17 mostraron una tendencia a ser mas altos en las biopsias de intestino de pacientes
Interleuquinas i con sobrepeso/obesidad en comparacion a los celiacos con peso normal, sin embargo, esta diferencia no fue significativa.

Sobrepeso. Conclusion: el exceso de peso en pacientes celiacos no es influenciado por los niveles de expresion de interleuquinas Th17.

Abstract

Introduction: the histological alteration in the small intestine of the celiac patients produces a poor absorption that deteriorates or hinder an
optimal weight gain. This can be the result of an increase expression of the Th17 gluten-specific interleukins.

Objective: the aim of this study was to compare the expression of Th17 interleukins in celiac patients with normal and overweight/obese
nutritional status.

Methods: a total of 22 patients with newly diagnosed celiac disease were eligible: 15 patients with normal weight and seven overweight/obese.
Key words: Small intestine biopsies were taken for the evaluation of the expression of interleukins through real-time PCR.

Coliac di Results: expression levels of Th17 interleukins showed a tendency to be higher in intestinal biopsies of overweight/obese patients compared to
Dot normal weight celiac subjects; however, this difference was not statistical significant.

Overweight. Conclusion: body weight excess in celiac patients is not influenced by the expression levels of Th17 interleukins.
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INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es un desorden autoinmune intes-
tinal cronico que involucra al gluten dietario como gatillante de la
enfermedad (1), convirtiéndose en una de las causas mas comu-
nes de malabsorcion cronica. Esta enfermedad es el resultado de
un dafio en el intestino delgado con pérdida del area de superficie
absortiva, llevando a una falla de la capacidad para absorber una
cantidad adecuada de calorias (2). La pobre absorcién caracte-
ristica de la enfermedad se manifiesta en bajo peso corporal y,
consecuentemente, en un bajo indice de masa corporal (IMC).

El mecanismo exacto por el cual el gluten dafa la mucosa
intestinal es desconocido. Sin embargo, la reaccion de las células
T a la gliadina deaminada por la transglutaminasa produce una
variedad de citoquinas inflamatorias, las cuales pueden contribuir
al dafio de la mucosa (3). La subpoblacion de linfocitos CD4+
efectores, denominada Th17 (4), tiene propiedades que han sido
asociadas con la activacion de los neutrdfilos, la produccion de
citoquinas y la sintesis de proteasas que causan dafio tisular (5).
En la EC, las células Th17 especificas para gluten son capaces
de producir citoquinas proinflamatorias como IL-17, IL-21, IL-22
y IFNy (6,7). Ademas, se ha observado una mayor expresion de
IL-21 (8), la cual podria estar relacionada con una sobrerregula-
cion de las metaloproteinasas en cultivo de biopsias de pacientes
celiacos no tratados (9). La expresion de la metaloproteinasa de
matriz 1 y la metaloproteinasa 3 induce la degradacion de la
membrana extracelular y la activacion de fibroblastos subepite-
liales en biopsias de pacientes no tratados (10).

Una pobre absorcion en pacientes celiacos produce deterioro
del peso corporal y dificultad en la ganancia de peso. Esto puede
ser el resultado de un aumento en la expresion de interleuquinas
Th17 especifica para gluten (IL-Th17), que genera una mayor ex-
tension del dafio intestinal. Hasta el momento no existen estudios
que relacionen la expresion de interleuquinas del patrén Th17 con
el estado nutricional en pacientes celiacos en enfermedad activa.

Totora y cols. demostraron que en pacientes adultos celiacos
recién diagnosticados el 12,2% presentaban sobrepesoy el 8,1%,
obesidad (11). En el mismo sentido, Kabbani y cols. encontraron
que la prevalencia de sobrepeso y obesidad era del 32% en pa-
cientes celiacos adultos (12).

En base a estos antecedentes, se planted como hipétesis que
los pacientes celiacos con sobrepeso/obesidad presentarian una
menor expresion de interleuquinas Th17 en comparacion con los
pacientes con estado nutricional normal. Asi, el objetivo de este
estudio fue comparar la expresion de interleuquinas Th17 en pa-
cientes celiacos con peso normal y sobrepeso/obesidad.

METODOS

SUJETOS

Se reclutaron pacientes adultos con diagnéstico de EC (con-
firmados por biopsia), tratados en los centros médicos de la red
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de salud “UC-Christus” de Santiago de Chile, entre los meses
de marzo de 2013 y junio de 2014. Los criterios de inclusion
fueron los siguientes: a) diagndstico de EC por biopsia intestinal;
y b) edad de diagnostico > 18 afios. Este estudio fue aprobado
por el Comité de Etica de la Escuela de Medicina de la Pontificia
Universidad Catdlica de Chile. Todos los pacientes estuvieron de
acuerdo en participar en el estudio y firmaron el consentimiento
informado.

El tamafio muestral se estimo en base a la comparacion de dos
grupos independientes y un tamao de efecto estimado (Hedges’
g) de al menos 1,2 entre el grupo de pacientes normales y el
grupo con sobrepeso/obesidad en la expresion de interleuquinas
Th17. Utilizando un nivel de significancia estadistica de 0,05 y una
potencia estadistica del 80% se determind un tamafio muestral
de siete pacientes por grupo.

EVALUACION ANTROPOMETRICA

El indice de masa corporal (IMC) fue utilizado para definir el
estado nutricional de los pacientes. El IMC fue registrado y clasifi-
cado de acuerdo al criterio de la Organizacion Mundial de la Salud
en: hajo peso (< 18,5), normal (18,5-24,9), sobrepeso (25-29,9)
y obesidad (> 30) (13).

MARCADORES SEROLOGICOS

La determinacion de anticuerpos antitransglutaminasa (TTG) se
realizd en suero de los pacientes mediante kit comercial de ELISA
(Immco Diagnostics, Buffalo, NY). Los anticuerpos antiendomisio
(EMA) se evaluaron mediante inmunofluorescencia indirecta para
IgA (Immco Diagnostics, Buffalo, NY). Para EMA se considera un
test positivo cuando hay fluorescencia en la reaccion, mientras
que para TTG se considera un test positivo cuando hay > 25 Ul/ml.

GENOTIPIFICACION DE ANTIGENOS
LEUCOCITARIOS HUMANOS (HLA)

Previamente se extrajo el DNA total a partir de linfocitos de
sangre periférica con kit de extraccion comercial. La tipificacion
completa de HLA fue con kit comercial (Invitrogen®, Brown Deer,
WI). El proceso de tipificacion se subdividio en cuatro pasos: am-
plificacion de regiones polimérficas por técnica de PCR, desnatu-
ralizacion quimica, hibridizacion y reaccion de deteccion.

BIOPSIA DE INTESTINO DELGADO
La biopsia de intestino delgado fue obtenida por un proce-
dimiento endoscdpico. Se tomaron tres muestras de la porcion

distal del duodeno de cada paciente. La lesion histologica fue
clasificada de acuerdo al criterio de Marsh-Oberhuber (14).
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EXPRESION DE IL-TH17 (IL-17F, IL-17A, IL-21
E IL-26)

EI RNA total fue aislado desde biopsias de duodeno usando el
método de extraccion por Trizol (Invitrogen®, Grand Island, NY)
y retro-transcrito a cDNA mediante el kit cDNA sintetasa (MBI
Fermentas®, Hanover, MD). La PCR cuantitativa (QPCR) fue eje-
cutada en un sistema de PCR a tiempo real AB 7500, utilizando
el método TagMan™ (Applied Biosystems, Foster City, CA). Los
datos de expresion génica fueron recolectados a través del Ct (cy-
cle threshold) de cada gen mediante el programa High Resolution
Melt (HRM) v2.0 provisto por Applied Biosystem (Perkin Elmer,
Foster City, CA). Para la normalizacion de los datos se empled
un gen constitutivo de referencia (glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase, GAPDH). Para comparar la expresion relativa de
los resultados entre las muestras de estudio (peso normal versus
sobrepeso/obesidad), se utilizd el método 222 implementado por
Applied Biosystem (Perkin Elmer, Foster Gity, CA).

ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la significancia estadistica entre los grupos se
utilizé la prueba U de Mann-Whitney. Para evaluar la diferen-
cia entre proporciones se Utilizo el test de proporciones de dos
muestras. Se considerd una significancia estadistica un valor p
de < 0,05. Todos los andlisis estadisticos se hicieron utilizando el
programa Stata 10.1.

RESULTADOS

Se reclutaron y aceptaron participar en el estudio un total de
22 pacientes con diagnostico reciente de enfermedad celiaca,
21 mujeres y un hombre. La tabla | muestra las caracteristicas
clinicas de ambos grupos. El grupo de pacientes con sobrepeso/
obesidad presentd una alta frecuencia del genotipo HLA DQ2-DQ8
en comparacion con el grupo con IMC normal, y esta diferencia
fue significativa.

Con respecto a la expresion de los genes evaluados, se en-
contré una tendencia a una mayor expresion de Th17F e IL-26
en el grupo de pacientes con sobrepeso/obesidad, aunque esta
diferencia no alcanzo significancia estadistica (Fig. 1).

DISCUSION

El presente estudio demostrd que en pacientes celiacos con la
enfermedad activa, la expresion de IL-Th17 no era diferente entre
pacientes con estado nutricional normal y pacientes con sobre-
peso/obesidad. Los pacientes celiacos con sobrepeso y obesidad
fueron el 32% de la muestra total, similar a lo reportado en el
estudio de Kabbani (12). La causa del exceso de peso corporal
presente en la enfermedad activa o no tratada, a pesar de la
malabsorcion de la vellosidad intestinal atrofiada, no es clara. Una
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Tabla I. Caracteristicas de los pacientes
de acuerdo al estado nutricional

Sobrepeso/

Normal obes|i3dad
Numero de pacientes (n) 15 7
Edad (afios) 42 (33-51) 45 (32-57)
IMC (kg/m?) 21,7 (20,5-23,3) | 26,8 (25,8-30,9)*
EMA positivo (%) 46,7 42,9
TTG-IgA (Ul/ml) 25,5 (8,1-160,0) 24,0 (6,7-62,9)
HLA DQ2 (n) 7 3
HLA DQ8 (n) 6 1
HLA DQ2-DQ8 (n) 0 3
Marsh 1 0 1
Marsh 2 2 2
Marsh 3a 2 3
Marsh 3b 2 0
Marsh 3c 8 2

Los resultados se presentan como mediana y rango. *p < 0,05, prueba U de
Mann-Whitney y test de proporcion de dos muestras.

posible explicacion puede estar relacionada con el mecanismo
de compensacion duodeno-yeyuno a través de un aumento de la
absorcion en segmentos distales del intestino (15). La hipdtesis
compensatoria se refiere a la adaptacion intestinal que consiste
en cambios morfoldgicos de la mucosa, incluido un aumento de
la altura de la vellosidad, de la profundidad de la cripta y del
numero de células epiteliales (16). Esto podria explicar que no
existan diferencias en el patron de interleuquinas en pacientes
con distinto IMC. En este sentido, un peso corporal mayor podria
ser consecuencia de la hipdtesis compensatoria.

La respuesta Th17 estimula la produccién de citoquinas y
promueve la sintesis de proteasas que producen dafo tisular.
También esta relacionado a la activacion de neutréfilos (17), que
favorece la induccion de la respuesta inflamatoria. Sin embargo,
nuestro estudio no muestra diferencia entre el patrén de expre-
sion de las interleuquinas Th17 de pacientes con peso normal en
comparacion a los con sobrepeso/obesidad. Esta respuesta podria
ser a nivel local en el duodeno sin generar cambios en areas mas
extensas del intestino. Por otro lado, esto podria estar explicado
por la condicion inflamatoria que acompafa a la adiposidad. En
este sentido, un estudio reciente en nifios con enfermedades au-
toinmunes reportd que la obesidad era un factor independiente
que se asociaba a una elevada frecuencia de células Th17 cir-
culante (18). Estos ultimos antecedentes abren la posibilidad de
futuras lineas de investigacion en las cuales sea factible estudiar
el rol del estado inflamatorio de la obesidad en la patogenia de
la enfermedad celiaca.

Una de las limitaciones de este estudio es que no se dispone
de antecedentes de la ingesta alimentaria y de la capacidad de
absorcion de los pacientes. Estas dos variables podrian contribuir
a explicar la malnutricién por exceso observada.
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Figura 1.

Comparacion entre los niveles de expresion relativa del mRNA de IL-17A (A), IL-17F (B), IL-26 (C) y IL-21 (D) en pacientes celiacos con peso normal (IMC 18,5-24,9 kg/m?)
versus sobrepeso/obesidad (IMC > 25 kg/m?) usando PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR). Los niveles de los transcritos fueron normalizados con GAPDH RNA (prueba

U de Mann-Whitney).

CONCLUSIONES

El exceso de peso corporal en pacientes celiacos no esta in-
fluenciado por los niveles de expresion de interleuquinas Th17.
Es necesario realizar estudios que evallen la masa intestinal y la
capacidad absortiva del intestino que nos permitan explicar la alta
prevalencia de exceso de peso en estos pacientes.
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