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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia cronica autoinmune, con
inflamacion principal a nivel del intestino delgado, gatillada por la exposicion al gluten
de la dieta en individuos genéticamente susceptibles. Las citoquinas inflamatorias se en-
cuentran implicadas en la patogénesis de la EC, entre ellas una citoquina relevante es el
interferon gamma (IFN-y). Los niveles de esta citoquina se encuentran alterados en la EC
y se relaciona con dafios a la mucosa intestinal. La dieta libre de gluten (DLG) es el Unico
tratamiento efectivo para la EC.

Objetivo: Determinar el efecto de una DLG sobre los niveles circulantes de IFN-y en pacien-
tes adultos paraguayos con EC.

Métodos: Se incluyeron 40 pacientes con EC, de los cuales 20 no presentaban DLG debi-
do a su diagndstico reciente y 20 presentaban una DLG. Ademés, se incluyeron 15 sujetos
controles aparentemente sanos.

Resultados: Los pacientes con EC sin DLG presentaron niveles séricos de IFN-y aumen-
tados respecto al grupo control. Contrariamente, los pacientes con DLG no presentaron
diferencias en los niveles de la citoquina al comparar con el grupo control.

Conclusién: Los niveles séricos de la citoquina pro-inflamatoria IFN-y se encontraron ele-
vados en los pacientes adultos con EC sin una DLG en comparacion a individuos contro-
les, lo cual aporta informacion sobre el proceso inflamatorio presente en este grupo de
pacientes.

Effect of gluten-free diet on interferon gamma (IFN-y) levels in patients with celiac
disease

ABSTRACT

Introduction: Celiac disease (CD) is a chronic autoimmune enteropathy, with inflammation
mainly at the small intestine triggered by exposure to dietary gluten in genetically suscep-
tible individuals. Inflammatory cytokines are implicated in the pathogenesis of CD, among
them a relevant cytokine is interferon gamma (IFN-y). Levels of this cytokine are altered in
CD and its expression has been linked to intestinal mucosal damage. The gluten-free diet
(GFD) is the only effective treatment for CD.
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Aim: To determine the effect of GFD on circulating levels of IFN-y in adult Paraguayan
patients with CD.

Methods: 40 patients with CD were included, of which 20 did not present GFD due to re-
cent diagnosis and 20 presented a GFD. In addition, 15 apparently healthy controls were
included.

Results: Patients with CD without GFD had increased serum IFN-y levels compared to the
control group. In contrast, patients with GFD did not show differences in cytokine levels
when compared to the control group.

Conclusion: Serum levels of the pro-inflammatory cytokine IFN-y were found to be elevated
in adult CD patients without a GFD compared to controls, which provides information about

(P. Langjahr)

INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia cro-
nica autoinmune, con inflamacién principal a nivel del
intestino delgado, gatillada por la exposicion al gluten
de la dieta en individuos genéticamente susceptibles'.
En los paises occidentales, la prevalencia se situa en-
tre 0,6% -1%2.

Ladigestionincompleta del gluten generafragmentos
de gliadina que sufren una reacciéon de desaminacion
por la enzima transglutaminasa tisular (tTG) y de esa
forma son presentados a linfocitos T CD4+ induciendo
su activacion, proliferaciéon y liberacion de citoquinas
pro-inflamatorias. Las citoquinas inflamatorias se en-
cuentran implicadas en la patogénesis de la EC, tanto
a nivel intestinal como sistémico®. En el tejido intestinal
inflamado las citoquinas son producidas por los linfoci-
tos T y otras células. Ademas, en pacientes con EC se
encuentran alterados los patrones de citoquinas circu-
lantes con respecto a individuos sanos*. Los niveles de
citoquinas circulantes alterados pueden llevar a mani-
festaciones extra-intestinales en la EC56.

La respuesta inmune de tipo TH1 caracteristica de la
EC da lugar a la produccion de la citoquina interferéon
gamma (IFN-y) 7. En un estudio que evalué el perfil de
citoquinas en la mucosa duodenal, se observo que los
niveles de ARN mensajero de IFN-y en la EC activa se
encuentran elevados respecto a controles sanos, EC
inactiva y EC refractaria®. Ademas, al realizar andlisis
del transcriptoma de muestras de biopsia intestinal de
pacientes con EC, se determind que el IFN-y puede
diferenciar con claridad entre pacientes celiacos e in-
dividuos sin la patologia®. En pacientes celiacos sin y
con deficiencia selectiva de IgA, se detectaron niveles
séricos elevados de IFN-y respecto a controles sanos,
lo que podria ser Util en el diagndstico en estos casos,
debido a los falsos negativos de las pruebas serolé-
gicas basados en IgA que se presentan en pacientes
con deficiencia de IgA™.

the inflammatory process present in this group of patients.

Los niveles séricos de citoquinas pro-inflamatorias,
entre ellos IFN-y, se correlacionan con la densidad de
linfocitos T regulatorios (Tregs) FOXP3+ en la lamina
propia de la mucosa del intestino delgado, sugiriendo
el papel de estas citoquinas en el mantenimiento peri-
férico de las Tregs FOXP3+'".

ElUnicotratamiento efectivodela EC esunadietalibre
de gluten (DLG) estricta de por vida. La DLG resuel-
ve los sintomas, mejora las lesiones histologicas y la
calidad de vida, y previene las complicaciones asoci-
adas a la patologia, en la mayoria de los pacientes?.

En nifios con EC activa (sin DLG), que presentaban
niveles séricos elevados de citoquinas inflamatorias y
anti-inflamatorias respecto a controles sanos, posterior
a una DLG los niveles de citoquinas se normalizaron
casi en su totalidad*.

En individuos con EC tratada con DLG y sometidos a
un desafio de consumo de gluten a corto plazo, se de-
mostré un aumento significativo del nimero de células
periféricas productoras de IFN-y™2. Ademas, frente al
desafio con gluten en pacientes con EC se detectaron
elevaciones tempranas de interleuquina (IL)-2, IL-17,
IL-22, IL-8 e IFN-y, lo cual implica una activacion rapida
de los linfocitos T productores de citoquinas'.

Escasos estudios han evaluado los niveles de esta
citoquina inflamatoria en pacientes adultos'. El objeti-
vo de este estudio fue determinar el efecto de una DLG
sobre los niveles circulantes de IFN-y en pacientes
adultos paraguayos con EC.
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MATERIALES Y METODOS
Pacientes y controles

El presente estudio corresponde a un disefio obser-
vacional descriptivo con componente analitico, trans-
versal. Se incluyeron pacientes adultos (con 18 afios
cumplidos o mayor), de ambos sexos, con diagndstico
de EC realizado por un gastroenterélogo siguiendo cri-
terios clinicos, seroldgicos e histologicos, provenientes
de distintos centros hospitalarios y reclutados con la
colaboracién de la Fundacion Paraguaya de Celiacos
(FUPACEL). De ellos, 20 eran pacientes celiacos sin
DLG y 20 pacientes celiacos con DLG. Estos ultimos
presentaron un minimo de 6 meses de duraciéon de la
dieta y manifestaron realizar la dieta en forma correc-
ta y recibir asesoramiento nutricional por un nutricio-
nista sobre alimentos certificados libres de gluten. Se
excluyeron pacientes con otras enfermedades autoin-
munes, deficiencia de IgA total, cancer o embarazo.
Ademés, se incluyd un grupo de 15 individuos con-
troles aparentemente sanos. Los criterios de inclusion
para controles fueron: adultos (con 18 afios cumpli-
dos), de ambos sexos, que refirieron no presentar en-
fermedad y una dieta normal incluyendo gluten. Todos
los participantes incluidos recibieron informacioén sobre
el estudio y firmaron un consentimiento informado

Se realizé un cuestionario a todos los participantes
incluidos en el estudio, con el fin de recoger informa-
cioén sobre sus caracteristicas clinicas y demogréficas.
Se obtuvieron muestras de suero de los pacientes y
controles, las cuales se conservaron a — 20 °C hasta el
momento del andlisis.

El trabajo conté con la aprobacion del Comité Cienti-
fico y de Etica del Instituto de Investigaciones en Ci-
encias de la Salud, Universidad Nacional de Asuncion
(UNA) y del Comité de Etica de la Facultad de Ciencias
Quimicas, UNA.

Determinacién de IgA anti-transglutaminasa

Los niveles séricos de anticuerpos IgA anti-tTG se
determinaron utilizando el ensayo de inmunoabsor-
cion ligado a enzima (ELISA) en pacientes celiacos
(AESKULISA, Wendelsheim), segun las instrucciones
del fabricante. Los niveles séricos de anticuerpos IgA
anti-tTG se clasificaron en positivos (>18 U/mL), inde-
terminados (12-18 U/mL) y negativos (< 12 U/mL), de
acuerdo con las especificaciones del fabricante.

Determinacion de IFN-y

La cuantificacion de la citoquina IFN-y en suero se

realizé mediante el método de ELISA (DuoSet ELISA,
R&D Systems), de acuerdo con las indicaciones del fa-
bricante.

Analisis estadistico

Para el anédlisis estadistico se utilizd el programa
GraphPad Prism 8, calculando la mediana, 1C95%.
Para determinar la distribucion de las variables se a-
plicé la prueba de Kolmogorov-Smirnov y para esta-
blecer si existen diferencias entre los niveles séricos
de IFN-y de pacientes y controles, se aplico la prueba
de Mann-Whitney.

El céalculo de correlacion entre los niveles de IFN-y
y los de anticuerpo IgA anti-t(TG) se realizé utilizando
la prueba de Spearman. En todos los anélisis se consi-
der¢ estadisticamente significativo p<0,05.

RESULTADOS

Se incluyeron 40 pacientes con EC, de los cuales 20
no presentaban DLG debido a su diagndéstico reciente
(EC activa) y 20 presentaban una DLG de minimo 6
meses de duracion. Ademas, se incluyeron 15 sujetos
controles aparentemente sanos. Las caracteristicas
demograficas y laboratoriales de los sujetos de estudio
se representan en la Tabla 1. En los pacientes anali-
zados se observé un predominio del sexo femenino.
Respecto a la edad, los pacientes recién diagnostica-
dos presentaron una edad promedio de 36,05 afios,
con un rango comprendido entre los 19 y 65 afos.

A fin de determinar el efecto de la DLG sobre los
niveles séricos de la citoquina inflamatoria IFN-y, se
cuantificé la citoquina en los grupos de pacientes con
EC que presentaban o no DLG, asi como en el grupo
control.

Tabla 1 Caracteristicas de los sujetos de estudio.

C (n=15) EC EC-DLG

Edad, afnos

- (promedio+DE) 35,93+14,47 | 36,05+12,96 37,95+16,04
Sexo, n (%)

- Femenino 11(73,33) 15 (75) 16 (80)

- Masculino 4 (26,67) 5(25) 4 (20)
Ac IgA anti-tTG, n (%)

- Negativo 15 (100) - 15 (75)

- Positivo - 20 (100) -

- Indeterminado - - 5(25)
Duracion de la DLG, n (%)

- 0,5-1 afio - - 2(10)

->1afo - - 18 (90)

C: control, EC: Enfermedad celiaca, EC-DLG: Enfermedad celiaca y
dieta libre de gluten, Ac anti-tTG: anticuerpo anti transglutaminasa
tisular, DLG: dieta libre de gluten, DE: desviacion estandar.
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Figura 1 Niveles séricos de interferon gamma (IFN-y) en controles
(C) (n=15), pacientes con enfermedad celfaca sin dieta libre de glu-
ten (EC) (n=20), pacientes con enfermedad celiaca con dieta libre de
gluten (EC-DLG) (n=20). Test de Mann-Whitney, *p=0,0497. La linea
horizontal representa la mediana de cada grupo.
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Figura 2 Andlisis de correlacion entre los niveles séricos de IgA anti-
transglutaminasa tisular (tTG) con los niveles de interferén gamma
(IFN-y) en pacientes celiacos sin dieta libre de gluten (DLG) (n=20).
Prueba de correlacion de Spearman, r=-0,1444, p=0,5437.
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Figura 3 Anadlisis de correlacion entre los niveles séricos de interferén
gamma (IFN-y) y la duracién de la dieta libre de gluten (DLG) en afios
en pacientes con EC (n=20). Prueba de correlacién de Spearman,
r=0,02640, p=0,9120.

La mediana (IC 95%) de los niveles séricos de
IFN-y en pacientes con EC sin y con DLG fue de 562,9
(374,2-1073) pg/mL y 468,8 (374,4-1136) pg/mL, res-
pectivamente, y en el grupo control fue de 449 (270,4-
594,3) pg/mL.

Los pacientes con EC sin DLG presentaron niveles
séricos de IFN-y aumentados respecto al grupo control
(p=0,0497) (Figura 1). No se encontr¢ diferencia entre
los niveles de IFN-y de los pacientes con EC con DLG
y el grupo control (p=0,139). Al comparar los niveles de
la citoquina de pacientes sin DLG con los de pacientes
bajo una DLG (EC tratados), no se encontrd una dife-
rencia estadisticamente significativa (p=0,476).

Todos los pacientes incluidos en el estudio presen-
taron niveles de IgA total dentro del rango de referen-
cia. A su vez, todos los pacientes con EC sin DLG pre-
sentaron niveles de anticuerpos IgA anti-tTG positivos,
con una mediana (IC 95%) de 3986 (324,1-6620) U/mL.
Se analiz¢ la relacion entre los niveles séricos de IFN-y
y los niveles del auto-anticuerpo IgA anti-tTG en los pa-
cientes con EC sin DLG, no encontrandose correlacion
entre ambos parametros (p=0,5437) (Figura 2).

Ademas, se analizo la relacion entre los niveles séri-
cos de IFN-y y la duracién de la dieta en los pacientes
tratados con DLG. Se determind que la duracion de
la DLG no se correlaciona con los niveles séricos de
IFN-y detectados en estos pacientes (p=0,9120) (Figu-
ra 3).

DISCUSION

En este estudio se analizaron pacientes paraguayos
adultos con EC siny con DLG. La mayoria de los pacien-
tes con EC fueron del sexo femenino, en concordancia
con lo reportado en esta patologia®.

Se encontraron niveles séricos de IFN-y aumentados
en pacientes con EC sin DLG respecto al grupo control.
Hasta nuestro conocimiento, ningun estudio previo se
enfoco en el andlisis del efecto de la DLG sobre los
niveles de IFN-y en pacientes latinoamericanos. Este
resultado, concuerda con lo reportado en otras pobla-
ciones, tanto en pacientes adultos'® como en pacien-
tes pediatricos®. Un resultado similar también fue re-
portado en pacientes con EC y deficiencia selectiva de
IgA™°.

Los niveles de IFN-y a nivel intestinal aumentan fren-
te al consumo de gluten®. Esto provocaria el aumento
a nivel periférico de la citoquina, como se observé en
este estudio en los pacientes que se encontraban con-
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sumiendo gluten (grupo de pacientes con EC sin DLG).
Al analizar los niveles de IFN-y en pacientes tratados
con DLG, no se encontré diferencia con los niveles del
grupo control.

Estos resultados, en conjunto, muestran que la cito-
quina se encuentra elevada en los pacientes con enfer-
medad activa y los pacientes bajo una DLG presentan
niveles similares a los del grupo control. Estos hallaz-
gos concuerdan con lo reportado en otro estudio’. Sin
embargo, en otra poblacion se encontraron valores de
la citoquina significativamente elevados en pacientes
con DLG respecto al grupo control®, lo cual podria
deberse al tamafio de muestra o poblacion estudiada
diferente con respecto a nuestro estudio. Ademas, en
el grupo de pacientes con DLG se observd mayor dis-
persion de los valores de IFN-y, de forma similar a otros
estudios*®.

A fin de evaluar el efecto del tiempo de duracién de
la DLG y los niveles séricos de IFN-y, se realizé un ané-
lisis de correlacion. No se encontré correlacion entre
ambos pardmetros, en concordancia a lo reportado an-
teriormente’®.

CONCLUSION

En conclusion, los niveles séricos de la citoquina
pro-inflamatoria IFN-y se encontraron elevados en los
pacientes adultos con EC sin tratamiento con una DLG
en comparacion a individuos controles, lo cual aporta
informacion sobre el efecto de la DLG sobre el proceso
inflamatorio en pacientes con EC.
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