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Resumen

La enfermedad celiaca (EC) es una afeccion autoinmune crénica desencadenada por la ingesta
de gluten en personas genéticamente predispuestas, causando inflamacién y dano en el
intestino delgado, lo que afecta la absorcién de nutrientes y puede generar complicaciones si
no se trata. Recientemente, se han logrado avances en la identificacién de biomarcadores para
la EC, especialmente a través de la protedmica y el andlisis de microRNA (miRNA). La
protedmica ha identificado proteinas diferencialmente expresadas en muestras de duodeno
y plasma, sugiriendo alteraciones metabdlicas relevantes para el diagndstico. Por otro lado,
los miRNAs, pequeiias secuencias de ARN no codificantes, juegan un papel clave en la
regulacion inmunolégica y la patogénesis de la EC. Los miRNAs circulantes, por su estabilidad
en fluidos bioldgicos, son prometedores como biomarcadores no invasivos, facilitando el
diagndstico y seguimiento de la enfermedad. En definitiva, la bioinformatica ha sido esencial
para entender las complejas redes moleculares asociadas a la EC. Gracias a los analisis
bioinformaticos, se han identificado genes clave involucrados en las vias de sefalizacion
inmunoldgica y autoinmune, proporcionando una comprension mas profunda de la
fisiopatologia de la enfermedad. Estas herramientas permiten procesar grandes volUmenes
de datos gendmicos y protedmicos, facilitando la identificacién de biomarcadores potenciales
gue pueden mejorar el diagndstico y tratamiento de la EC. Sin embargo, se necesitan mas
estudios para validar estos hallazgos en cohortes mas grandes y explorar su aplicabilidad

clinica.
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Abstract

Celiac disease (CD) is a chronic autoimmune condition triggered by the ingestion of gluten in
genetically predisposed individuals, causing inflammation and damage in the small intestine,
which affects nutrient absorption and can lead to complications if not properly managed.
Recently, significant progress has been made in identifying biomarkers for CD, especially
through proteomics and microRNA (miRNA) analysis. Proteomics has identified differentially
expressed proteins in duodenal and plasma samples, suggesting metabolic alterations
relevant for diagnosis. On the other hand, miRNAs, small non-coding RNA sequences, play a
key role in regulating the immune system and the pathogenesis of CD. Circulating miRNAs,
due to their stability in biological fluids, are promising as non-invasive biomarkers, facilitating

the diagnosis and monitoring of the disease.

In conclusion, bioinformatics has been essential in understanding the complex molecular
networks associated with CD. Through bioinformatic analyses, key genes involved in immune
and autoimmune signalling pathways have been identified, providing a deeper understanding
of the disease's pathophysiology. These tools allow the processing of large volumes of
genomic and proteomic data, aiding in the identification of potential biomarkers that could
improve CD diagnosis and treatment. However, further studies are needed to validate these

findings in larger cohorts and explore their clinical applicability.

Keywords: Celiac disease, bioinformatics, proteomics, miRNA
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1. Marco teorico

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia con base inmunoldgica que afecta a la mucosa
del intestino delgado y es producida por la intolerancia al gluten/gliadina (prolamina) presente
en el trigo, la cebada y el centeno. Se caracteriza por ser una enfermedad multifactorial, en
el que intervienen factores genéticos y ambientales (1). Su prevalencia ha aumentado en los
ultimos afios (se estima en torno a un 1% de la poblacién), debido principalmente a la mayor

implantacion del cribado en individuos de riesgo y a la mejora de herramientas de diagndstico

(2).
1.1. Etiopatogenia

En el paciente celiaco interactian 4 componentes bien definidos: el gluten, Ia

transglutaminasa tisular (TG2), el/los haplotipos HLA-DQ2/DQ8 vy los linfocitos T(2-4).
1.1.1. Gluten dietético

El gluten es un conjunto de proteinas de origen vegetal que esta presente en los cereales como
el trigo, la cebada y el centeno, entre otros. Estd compuesto por dos fracciones: las
prolaminas, que se caracterizan por ser solubles en alcohol; y las gluteninas, que son
insolubles en alcohol. Dependiendo del tipo de prolamina que el cereal tenga, se considerara
perjudicial o no para las personas con celiaquia. Aquellas prolaminas que estan categorizadas
como dafiinas para los celiacos son la gliadina (trigo), la secalina (centeno) y la hordeina
(cebada) (4-9). La avena en la EC es un tema controvertido, pues se conoce que la mayoria de
los pacientes la toleran. Se sabe que contiene alrededor del 10% de contenido del gluten que

tienen el trigo, por lo que puede desarrollar EC en algunos pacientes (3,4).

Las prolaminas tienen un mecanismo de accién que se distingue por su alta resistencia a la
digestion, debido a su elevado contenido en los aminodacidos prolina y glutamina. Como
resultado de esta resistencia a la degradacion enzimatica, en el intestino permanecen
fragmentos de gluten de gran tamafio. Estos péptidos atraviesan la barrera intestinal hasta la
lamina propia, donde son capturados y procesados por las células dendriticas. En este proceso,
la transglutaminasa 2 (TG2), una enzima con multiples funciones, modifica los residuos de
glutamina en posiciones especificas de los péptidos del gluten mediante un proceso de

deaminacién. Esta alteracién aumenta la afinidad de los péptidos por los alelos de
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susceptibilidad del complejo HLA de clase Il. De hecho, existen algoritmos disefnados para
predecir secuencias téxicas basandose en la capacidad de los péptidos de interactuar con
dichos alelos, lo que implica la necesidad de la deaminacién de glutaminas por la TG2. La
combinacion de estos algoritmos con estudios sobre la reactividad de los linfocitos T sugiere
que la respuesta adaptativa de estas células se dirige principalmente a ciertos péptidos del
gluten que cumplen con los criterios de alta afinidad por los alelos de susceptibilidad HLA y la

modificacion selectiva por la TG2(4).

Se considera la gliadina como la prolamina con el mayor componente téxico para los pacientes
celiacos, en concreto predomina la reactividad de los linfocitos T frente a las a-gliadinas. Los
péptidos inmuno-dominantes, tales como la a-gliadina p56-89, inducen respuestas inmunes
especificas en todos los pacientes con EC. La a-gliadina esta compuesta por 33 aminodcidos

(33-mer) capaz de resistir a las proteasas gastricas, pancredticas e intestinales (4,7,8).

Gracias a los avances en el conocimiento de la patogenia de la enfermedad celiaca, se han
identificado dos tipos de péptidos dafiinos: los péptidos tdxicos (19-mer), que inducen una
respuesta innata con un efecto directo sobre el epitelio, provocando cambios rapidos en la
mucosa intestinal, y los péptidos inmunogénicos (33-mer), que activan una respuesta
adaptativa al estimular los linfocitos T del intestino o la sangre periférica de pacientes celiacos
con restriccion HLA-DQ2/DQ8. Ambas vias se interrelacionan y refuerzan mutuamente,
contribuyendo al mantenimiento del dafio intestinal crénico. Sin embargo, aln es necesario
identificar otras secuencias de péptidos tdxicos, determinar sus receptores, comprender
mejor su interaccidn con los enterocitos y el mecanismo de transporte transepitelial de estos

péptidos(4).

En conclusidn, estos péptidos actian como antigenos estimulando reacciones inmunitarias
adversas en individuos genéticamente susceptibles. Debido a estas reacciones inmunitarias,
se produce una respuesta inflamatoria y dafio en la mucosa intestinal (4—9). Estudios recientes
han demostrado que el gluten afecta a la flora del tracto digestivo y disbiosis microbiana oral

(10).
1.1.2. Genéticadela EC

La enfermedad celiaca (EC) es una condicidon multifactorial influida por factores genéticos,

inmunoldgicos y ambientales, aunque los factores genéticos tienen un peso mucho mayor en
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el riesgo de desarrollarla (11). Diversos estudios han demostrado que la EC tiene un fuerte
componente hereditario. De hecho, se estima que aproximadamente el 87% del riesgo de
padecer EC estd relacionado con la genética, mientras que el impacto de los factores

ambientales es significativamente menor (12).

El descubrimiento de la diferencia entre gemelos mono y dicigéticos han permitido a los
cientificos estimar el elevado componente genético de la EC. Este componente es mas elevado
comparado con otras enfermedades inmunoldgicas, tales como la diabetes tipo 1. Asi, se ha
estimado una concordancia para la EC de alrededor del 75-86% para gemelos monocigéticos,

mientras que, en los gemelos dicigéticos la proporcién es del 16-20% (12,13).

La mayor porcion del riesgo genético de desarrollar EC proviene de la presencia de ciertos
alelos del HLA, aunque se han identificado otros genes no HLA que confieren una
predisposicion a la enfermedad. Ademas, estos genes estan involucrados en las respuestas

inflamatorias e inmunes (4,11,14).
1.1.2.1. Genes tipo HLA

El HLA es la denominacién del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC, por sus siglas
en inglés) en los seres humanos. Se ubica en la regidon cromosémica 6p21 y agrupa numerosos
genes implicados en la respuesta inmune. Las proteinas codificadas por estos genes
desempeiian un papel clave en la presentacion de antigenos, ya que se expresan en la mayoria

de las células humanas y permiten al organismo diferenciar entre moléculas propias y externas
(4).

El sistema HLA comprende distintas clases de moléculas, pero las de clase Il son las mas
relevantes en la enfermedad celiaca, destacando especialmente HLA-DQ2 y HLA-DQ8. Estas
moléculas se expresan en la superficie de células presentadoras de antigenos (APC), como las
células dendriticas, los macréfagos y los linfocitos B. Su funcidn principal es la presentacion de
antigenos, como el gluten, al sistema inmunoldgico, especificamente a los linfocitos T

auxiliares (CD4+) (4).

La molécula DQ esta compuesta por una cadena a (codificada por el gen HLA-DQA1) y otra
cadena B (codificada por el gen HLA-DQB1) y conforma un heterodimero. Segun la
combinacién de alelos de DQA1 y DQB1, esta molécula estara asociada o no a la EC. Si en el

DQA1 se encuentra el alelo 05:01 y en el DQB1 se tiene el alelo 02:01, la combinacidn dard

10
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como resultado el haplotipo HLA-DQ2. Por otro lado, si encontramos en el DQA1 el alelo 03:01
y en el DQB1 encontramos el alelo 03:02, la combinacion dara como resultado el haplotipo
HLA-DQ8. También encontramos el haplotipo Half DQ2, utilizado para describir la situacion
genética en la que la persona es portadora de alguno de los alelos del haplotipo DQ2 por

separado (DQA1*0501 o DQB1*0201) (4,11,12,14,15).

El diagndstico genético de los genes HLA-DQ2 y HLA-DQS8 son cruciales para el diagndstico de
la celiaquia. Casi todos los pacientes celiacos (99%) son portadores de uno de estos haplotipos.
Se ha estimado que el 90% de los pacientes con EC expresan el haplotipo HLA-DQ2, alrededor
del 5% de los pacientes con EC expresan el haplotipo HLA-DQS8 y casi el 5% de los individuos

restantes son portadores de al menos uno de los dos genes (Half DQ2)(14).

Tabla 1. Frecuencia de haplotipos y alelos en la poblacién con enfermedad celiaca

Haplotipos Alelos Frecuencia en pacientes con EC
DQ2 DQA1*0501 y DQB1*0201 Aprox. 90%
DQS8 DQA1*0301 y DQB1*0302

Aprox. 5-10%

Half DQ DQA1*0501 o DQB1*0201

Tabla 1: Frecuencia de haplotipos y alelos en la poblacion con enfermedad celiaca. Fuente:

Elaboracién propia

Los haplotipos DR3 y DR4 pertenecen al HLA de clase Il, especificamente al gen HLA-DRBL1.
Estos haplotipos se heredan junto con otros genes que afectan a HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP.
Las variantes HLA-DQ2 y HLA-DQ8 estan en desequilibrio de ligamiento con DR3 y DR4,

respectivamente, por lo que suelen denominarse haplotipos de riesgo DR3-DQ2 y DR4-DQ8.

En algunos casos, como en el haplotipo DR3-DQ2, los dos alelos que conforman el
heterodimero HLA-DQ2.5 (DQA105:01 y DQB10201) se encuentran en el mismo cromosoma,
lo que se conoce como codificacién en cis. En cambio, en individuos heterocigotos con los
haplotipos DR5-DQ7 y DR7-DQ2, los dos alelos del heterodimero de riesgo estan ubicados en

cromosomas distintos, lo que se denomina codificacion en trans.

11
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Los haplotipos HLA-DQ2.5, tanto en cis como en trans, representan un alto riesgo de
desarrollar enfermedad celiaca. Sin embargo, la variante HLA-DQ2, especificamente el dimero

HLA-DQ2.2, se asocia con un riesgo significativamente menor (Figura 1) (15).

HLA-DQ2 HLA-DQ2 Predisposition
Haplotype heterodimer for celiac disease
()
HLH Very high
DR3-DQ2 — 0201 H 0501 0301 [— »
DQB1* DQA1* DRB1* I I
#0025 N\
(>
DR5-DQ7 — 0301 H 0505 — 11/12 — » glg Very high
DR7-DQ2 —] 0202 |H 0201 |+ 07 [— m
DQB1* DQA1* DRB1*
Low
DR7-DQ2 — 0202 —-— 07 — )
DQB1* DQA1* DRBT1* I
F 022 N
HLA-DQs8
@,
El High
DR4-DQ8 — 0302 03 [ 04 — »

DQB1* DQA1* DRBT*
DQs

Figura 1: Relacion entre la enfermedad celiaca (EC) y el locus HLA. La molécula HLA-DQ2 es el
principal determinante genético de riesgo para la EC. La mayoria de los pacientes celiacos
presentan el heterodimero HLA-DQ2.5, el cual estd codificado por los alelos HLA-DQA105

(cadena a) y HLA-DQB102 (cadena 8), pudiendo encontrarse en cis en el haplotipo DR3-DQ2
o en trans en individuos heterocigotos DR5-DQ7 y DR7-DQ2.2. Una variante de HLA-DQ2, el
dimero HLA-DQ2.2, codificado por los alelos HLA-DQA102:01 y HLA-DQB102:02, se asocia
con un riesgo bajo de desarrollar la enfermedad. En los casos en los que DQ?2 estd ausente, la

mayoria de los pacientes expresan HLA-DQ8, codificado por el haplotipo DR4-DQ8 (15).

La susceptibilidad a la EC también esta relacionada con la cantidad de heterodimeros DQ2.5
presentes en el organismo. Aquellos individuos que son homocigotos para el haplotipo DR3-

DQ2, asi como los heterocigotos con la combinacién DR3-DQ2/DR7-DQ2, presentan los niveles

12
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mas elevados de estos heterodimeros, lo que se asocia con el mayor riesgo genético de

desarrollar la enfermedad (4,15).

Por otro lado, los pacientes con EC refractaria (pacientes que no mejoran con una dieta
estricta sin gluten o DSG) tienen una mayor frecuencia de homocigosidad para DR3-DQ2 (44-
62%) en comparacion con otros pacientes celiacos (20-24%). Ademads, se ha propuesto que un

efecto similar, dependiente de la dosis, también podria darse en el caso de las moléculas DQ8
(4).

Existe, por tanto, una fuerte asociacién entre los genes que codifican las moléculas HLA de
clase Il y la EC, sin embargo, la presencia de dichos genes no es suficiente para desarrollar la
EC. Un 30% de la poblacién general presenta los alelos de riesgo, pero sdlo el 1% de este grupo
es diagnosticado con EC(16). Por tanto, un estudio genético DQ2/DQ8 positivo no implica un
diagnéstico de EC. Asi, el papel del HLA queda relegado a casos dudosos y grupos de riesgo,
ya que la prueba genética posee un alto valor predictivo negativo y la ausencia de DQ2 y DQ8

practicamente excluye la EC (17,18).
1.1.3. Inmunologia de la EC

El mecanismo de patogenia en la EC adn es desconocido, pero el modelo mas aceptado
sostiene que depende de la inmunidad adaptativa tras la estimulacion de los linfocitos T CD4+.
Estos son estimulados por péptidos del gluten que han sido modificados por la
transglutaminasa tisular y la restriccion por moléculas HLA-DQ2/DQ8, que producen citocinas
proinflamatorias. Cabe mencionar, que el gluten también activa la inmunidad innata y la

citotoxicidad epitelial mediada por los linfocitos intraepiteliales (3,4).

Sin embargo, aun no se tiene explicacidn de por qué sdlo algunos individuos portadores del
genotipo HLA de riesgo (HLA-DQ2 o HLA-DQ8) desarrollan la EC. Algunos estudios han hablado
de la influencia de los factores ambientes (por ejemplo, la composicidn de la flora intestinal)
en la capacidad de inducir una respuesta inmune innata, aumentando la probabilidad del

individuo de desarrollar la EC(3,10).

El modelo patogénico combina diversos factores, incluyendo los que afectan al epitelio de la
lamina propia (LP), la digestién parcial y el transporte transepitelial de péptidos, el efecto

directo del gluten sobre el epitelio, la activacidon y proliferacion de linfocitos intraepiteliales

13
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(LIE), y el reconocimiento de péptidos de gluten por linfocitos T especificos con restriccién

HLA-DQ2, tras su modificacion por la transglutaminasa tisular (TG2) (Figura 2) (3,4).

Gluten
Digestion incompleta
Y \j
Acumulacion Efecto directo
de fragmantos > ~ sobre epitelio
ficos en Pro y Gin (inmunidad innata)
Aumento de
permeabilidad
A
Paso de fragmentos Activacion LIE
a LP de la mucosa y Citotoxicidad
Accién de laTGt IL15-NKG2D/MICA

Activacién/finciéon
APCsy CDs

l

—— | Citocinas

Activacién de
—— | CélulasT especificas

con restriccion DQ .
Anticuerpos

Figura 2: Representacion esquemdtica de los principales procesos implicados en la patogenia

de la enfermedad celiaca(3).
1.1.4. Paso de péptidos de gluten a través del epitelio

En condiciones normales, el paso de los péptidos del gluten a través del epitelio intestinal se
produce porque las proteinas son previamente hidrolizadas por enzimas (peptidasas gastricas
y pancreaticas), generando péptidos de menor tamafio o aminodacidos libres. Estos atraviesan
el epitelio intestinal mediante el contransporte dependiente de iones de hidréogeno y del
transporte activo secundario acoplado con sodio. Algunos péptidos, debido a su tamafio, no
se pueden absorber y se acumulan en la luz intestinal. Para que puedan atravesar el epitelio

lo podran hacer mediante una de las 4 rutas alternativas (Figura 3) (3,4):
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e \Via paracelular: Ocurre por efecto de la zonulina, una proteina que modifica la
estructura del citoesqueleto celular y compromete las uniones estrechas del epitelio
intestinal. La gliadina estimula su liberaciéon, lo que debilita la conexién entre los
enterocitos y permite el transito de péptidos a través de la barrera intestinal.

e Via transcelular: Involucra la endocitosis de péptidos por los enterocitos, su
degradacidn en los lisosomas y su posterior transporte hacia la membrana basal. En Ia
enfermedad celiaca, esta ruta parece estar alterada, facilitando el transito de péptidos
no degradados hacia la LP.

e Retrotranscitosis: Se fundamenta en la funcion del receptor CD71 de transferrina,
presente en los enterocitos. Este receptor favorece el transporte de complejos
formados por péptidos de gliadina y anticuerpos IgA secretora (slgAl), evitando su
degradacion enzimatica a lo largo de su paso por el epitelio.

e Captacion directa: Ciertas células dendriticas mieloides de la LP, que presentan HLA-
DQ y TG2 en su membrana, son capaces de captar estos péptidos directamente y

promover su procesamiento por el sistema inmunoldgico.

Lumen Péptidos de gluten slgA-péptido '\\H :
o (\ %) N L
B cD71

®

Lamina propria

Figura 3. Transporte de gliadina a través de la capa epitelial. 1) Ruta paracelula. 2) Ruta
transcelular. 3) Retrotranscitosis. 4) Captacion directa. TJ: tight-junctions (uniones estrechas);
CEl: células epiteliales in testinales; DC: célula dendritica; slgA: inmunoglobulina A

secretora(4).
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El paso de péptidos del gluten a través del epitelio no solo esta determinado por la funcion de
la barrera intestinal, sino también por la expresién génica y las sefales de fosforilacién
involucradas en el metabolismo, la proliferaciéon y la adhesién celular. En pacientes con
enfermedad celiaca activa, se ha observado un incremento en el transporte transepitelial
mediado por el interferon y (INF-y), liberado por células T activadas. Ademas, el
procesamiento de estos péptidos en el epitelio esta alterado, lo que podria permitir el paso

de péptidos téxicos (19-mer) e inmunogénicos (33-mer) a la LP (4).
1.1.5. Factores inmunoldgicos: respuesta adaptativa al gluten
1.1.5.1. Transglutaminasa tisular (TG2)

La activacion de la respuesta inmune adaptativa al gluten en la EC se produce por la

transglutaminasa tisular (TG2). La TG2 induce la modificacién enzimdtica de los

La transglutaminasa tisular (TG2) es el componente que explica la activacion de la respuesta
inmune adaptativa al gluten. La TG2 provoca la modificacién enzimdtica de los péptidos de
gliadina inmunodominantes, lo que resulta en la adicién de cargas negativas en determinados
residuos de aminodcidos. Este cambio aumenta la afinidad de los péptidos por las moléculas

HLA-DQ2/DQ8 (4,19,20)(Figura 4).

La TG2 es una enzima que participa en los procesos de apoptosis celular y remodelacién de la
matriz extracelular durante la reparacién de tejidos. La TG2 se encuentra en algunos drganos
y tejidos del cuerpo. Generalmente la encontramos a nivel intracelular, pero aparece fuera de
las células cuando se produce dafio tisular. En condiciones normales, la TG2 se expresa en el
subepitelio, en la mucos de la LP y en el tejido conectivo que circula por las criptas. Pero, en
pacientes con EC, se expresa adicionalmente en la superficie apical de los enterocitos

(4,19,21).

Como se ha mencionado antes, esta enzima esta involucrada en el mecanismo de transporte
por retrotranscitosis para el paso de los péptidos de gliadina a través del epitelio. Se ha
demostrado que la TG2 puede interactuar con el receptor de la transferrina CD71 y con las

IgAs en la superficie apical de los enterocitos (4).

Es importante sefialar que los efectos de la TG2 sobre los péptidos del gluten también ocurren
en condiciones con pH inferior a 7.0, es decir, en situaciones no fisiolégicas. Bajo estas

condiciones, la gliadina, que contiene mas del 30% de glutamina, es susceptible a las
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modificaciones inducidas por la enzima. Este proceso es clave en la enfermedad celiaca, ya
que los péptidos desaminados tienen una mayor afinidad por las moléculas HLA-DQ,

especialmente hacia las moléculas HLA-DQ2 (4,22).
1.1.5.2. Linfocitos T CD4+

La respuesta adaptativa en la EC estd mediada por las células T especificas de la LP. La
activacion de la respuesta requiere de la presentacion de antigenos por las células
presentadores de antigenos (CPAs), que expresan en sus membranas las moléculas HLA-
DQ2/DQ8 (4). Estas moléculas poseen un sitio de unidn a péptidos con caracteristicas
especiales que les permiten adaptar secuencias peptidicas: HLA-DQ2 favorece los
aminodacidos de carga negativa en posiciones centrales (P4, P6 o P7), mientras que HLA-DQS8

prefiere los aminodcidos en posiciones mas externas (P1 o P9) (3).

En los individuos que no desarrollan la EC, aproximadamente el 80% de los macréfagos suelen
expresar las moléculas HLA-DQ en sus membranas y se caracterizan por tener un fenotipo
tolerogénico CD103+CD11c+. En cambio, en los pacientes con EC, la mayoria de CD parecen
provenir de monocitos de sangre periférica presentando un fenotipo proinflamatorio
(CD14+CD11c+). Se piensa que la diferenciacién hacia dicho fenotipo proinflamatorio se debe

a la presencia de altos niveles de INF- a en la mucosa intestinal de los pacientes con EC (23).

Las moléculas HLA-DQ2 y DQ8 presentan nuevos epitopos complejos formados por TG2-
gluten-péptidos a las células T CD4+ en la mucosa de la [dmina propia (LP). Los linfocitos T
activados provocan una respuesta proinflamatoria, caracterizada por la liberacion de
citoquinas Th1, con predominio de IFN-y, IFN-a, IL-18 e IL-21, junto con una disminucion de
las citoquinas reguladoras IL-10 y TGF-B. Este proceso inflamatorio puede ser responsable de

las lesiones tipicas observadas en la enfermedad celiaca primaria (4,24,25).
1.1.5.3. Respuesta al gluten de las células B

La enfermedad celiaca (EC) se distingue por la presencia de diversos autoanticuerpos séricos
y moléculas extrafias. Se ha identificado la TG2 como el principal autoantigeno, con una fuerte

reactividad contra el anticuerpo anti-endomisio(26).

Los anticuerpos IgA Anti-TG2, producidos por células plasmaticas en la ldmina propia del
duodeno, aumentan en los pacientes con enfermedad celiaca activa, especialmente en las

areas lesionadas. Estos depdsitos de IgA especificos para TG2 se encuentran en todas las
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etapas de la enfermedad, incluso antes de la apariciéon de sintomas o lesiones intestinales.

(26,27).

Las células B son células presentadoras de antigenos profesionales que interactian con el
antigeno a través del receptor BCR. En condiciones normales (sin enfermedad celiaca activa),
el intestino contiene pocas células B virgenes o de memoria, siendo la mayoria plasmoblastos

o células plasmaticas en la ldmina propia, con baja expresion de moléculas HLA-II(4).

Durante la EC activa, los linfocitos B juegan un papel crucial como células presentadoras de
antigenos en los nédulos linfaticos mesentéricos, donde amplifican la respuesta de las células
T al gluten. Lo logran al presentar complejos TG2-gluten a las células T CD4+, lo que favorece

la produccién adicional de anticuerpos (26,27).

Ademas de su funcidon como células presentadoras de antigenos, los linfocitos B se diferencian
en células plasmaticas productoras de anticuerpos, como el anti-TG2 (IgA e IgG), cuyos niveles
estan elevados en la mucosa duodenal durante la enfermedad celiaca activa y pueden
detectarse incluso antes de la aparicién de sintomas o dafo tisular. También producen

anticuerpos anti-gliadina y anti-endomisio, que contribuyen a la respuesta inmune (4,26,27).

Los depdsitos de IgA especificos para TG2 en el intestino pueden agravar la inflamacién al
favorecer la absorcién del gluten y activar los receptores Fc en los granulocitos locales. Este
proceso se revierte al eliminar el gluten de la dieta, lo que reduce los niveles de anticuerpos

anti-TG2 y disminuye la respuesta inflamatoria (4).
1.1.6. Factores inmunoldgicos: inmunidad innata

En la enfermedad celiaca, algunos péptidos de la gliadina pueden activar la respuesta inmune
innata al interactuar con células epiteliales y dendriticas, aunque aln no se comprende
completamente su mecanismo de accion. Péptidos como p31-43 y p31-49 no son reconocidos

por células T CD4+, pero afectan el trafico intracelular y provocan estrés celular (4).

Se ha observado un aumento de IL-15, COX-2, CD25 y CD83 en la lamina propia, lo que indica
activacion inmune. Ademas, en las células epiteliales, la mayor expresién de moléculas MHC

clase | sugiere una intensa respuesta inmunoldgica (4).

Algunos péptidos de gliadina pueden imitar al EGF, prolongando la activacion del EGFR y
favoreciendo el daio epitelial, mientras que otros activan células dendriticas a través del TLR4,
desencadenando inflamacidon. También pueden estabilizar HLA-E, afectando la regulacién

18



Adela Arias Rodriguez
Revisién exhaustiva de los marcadores nutrigenomicos en la celiaquia

inmune, y aumentar la permeabilidad intestinal al unirse a CXCR3, facilitando la entrada de

mas péptidos inmunogénicos (4).

Estos mecanismos muestran cdmo la gliadina no solo activa la respuesta adaptativa, sino que
también altera la barrera intestinal y promueve inflamacién, contribuyendo al dafio

caracteristico de la enfermedad celiaca (4).
1.1.6.1. Linfocitos Intraepiteliales (LIE)

Los linfocitos intraepiteliales (LIE) son un grupo diverso de células inmunitarias situadas en la
base de los enterocitos a lo largo del intestino. Se dividen en LIE naturales (T TCRaB y T TCRyd)
y LIE inducidos (T TCRap CD4+ y T TCRap CD8af+), desempefiando funciones clave en la
defensa contra infecciones, la memoria inmunitaria y el mantenimiento de la integridad

epitelial (4,28).

A pesar de su papel protector, los LIE pueden contribuir a enfermedades como la celiaquia y
la inflamacidn intestinal. En la enfermedad celiaca (EC), el aumento de células T con TCRaf se
asocia con atrofia vellositaria y un fenotipo citotéxico. Ademads, hay un incremento de LIE con
TCRy&+, una alteracién persistente incluso con una dieta sin gluten. Estos linfocitos pueden
activarse en presencia de inflamacién, interactuar con células epiteliales a través de
receptores como NKG2D y CD94, y desencadenar la destruccidon de enterocitos, favoreciendo

la atrofia vellositaria y la hiperplasia de criptas (4,28).

Otras células inmunitarias también pueden estar implicadas en la EC. Las células natural killer
(NK), esenciales en la respuesta contra virus y células tumorales, se encuentran reducidas en

pacientes con EC activa, lo que sugiere una alteracion en su funcion (4,28).

Las células NKT, que combinan caracteristicas de las NK y las células T al expresar TCR y
receptores CD3 e IgG, pueden producir IL-10 y otras citoquinas con funciones
inmunorreguladoras. Sin embargo, su papel en la EC no esta del todo claro, ya que podrian

influir en la modulacién de la respuesta inmune en la enfermedad (4,28).
1.1.7. MICROBIOTA INTESTINAL EN LA EC

La ingesta de gluten es el principal desencadenante ambiental responsable de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, sin embargo, la exposicion al gluten no explica
completamente su desarrollo(4). Por tanto, se han investigado otros factores ambientales que
pueden contribuir a desarrollar la EC como es la composicion de la microbiota intestinal(10).
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Los estudios realizados sobre la influencia de la microbiota intestinal en la EC son limitados,
pero se ha sugerido que una disbiosis intestinal podria influir en la aparicion y la progresién
de la EC. El efecto de la composicion de la microbiota intestinal sobre la etiopatogenia de la
EX, podria estar relacionado con su actividad proteolitica y su capacidad para generar péptidos

toéxicos e inmunogénicos (10,29-32).

Se han detectado alteraciones en la microbiota intestinal en pacientes con EC en tratamiento
de DSG, lo que sugiere que tales desequilibrios no son solamente una consecuencia
secundaria de la EC. Los estudios epidemiolégicos publicados hasta ahora indican que factores
ambientales perinatales y postnatales que influyen en el riesgo de desarrollar EC, también
influyen en la composicidn de la microbiota intestinal. Dichos factores incluyen el tipo de parto
(parto natural o parto por cesarea), alimentacion del lactante (duracién de la lactancia
materna), la edad gestacional, infecciones repetidas en etapas tempranas y la ingesta de
antibioticos(30,32). Por otro lado, se ha revelado que el genotipo HLA-DQ junto con los
factores ambientales podrian influir sobre la composicidon de la microbiota (29,31). Aunque
estos estudios se centran en bebés con alto riesgo de padecer EC, por lo que se puede llegar

a conclusiones no generalizables a la poblacién (10).

Se ha propuesto el tratamiento de con probidticos en la EC. Los resultados de los estudios de
intervencion con bacterias probidticas realizados en humanos son prometedores, pero se
necesitan mas estudios de un mayor alcance para poder confirmar este tipo de intervenciones

en pacientes con EC(33—-35).

Por otro lado, se estd estudiando la deteccidn de nuevos biomarcadores para el diagndstico y
tratamiento de la EC mediante el estudio de la metaboldmica y la lipiddmica usando
herramientas bioinformaticas. Aunque se recalca la necesidad de mas estudios en la poblacién

para ampliar el conocimiento actual sobre la metabolémica y la lipidémica en la EC(36).
En la tabla 1 se recoge un resumen de la patogénesis de la enfermedad celiaca(6).

Tabla 2. Patogénesis de la enfermedad celiaca

Factores Fisiopatologia

1. Gluten de trigo, centeno y cebada. Las licodinas y las gluteninas son ricas en prolina, lo que
. las hace resistentes a la protedlisis por enzimas géstricas y pancreaticas. Varios péptidos
Gluten dietético . . . . o - - -

de gliadina largo activan el sistema inmunitario. Los péptidos no digeridos también pueden

afectar la microbiota intestinal.
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Genética

Predisposicién genética: HLA-DQ2 y HLA-DQ8 contribuyen al 20% y 40%, respectivamente,
del riesgo genético. Se trata de MHC de clase |l expresados por células presentadoras de
antigenos (APC).

42 regiones no-HLA se han asociado con la enfermedad celiaca. Se estima que representan
el 15% del riesgo genético: IL18R1, IL18RAP, STAT4STAT4, CD28, CTLA4, ICOS,
CCR4CCR1CCR1, CCR1, CCR2, CCR3CD3E, IL1R1IL1R1, IL12A, IL2, IL21, TNFAIP3TNFAIP3,
ELMO1, PRKCQ, SOCS1SOCS1, ICOSLG e IRAK1. Estos genes pertenecen a la activacion del
receptor de citoquinas-citoquinas, la via JAK-STAT, la sefializacién de los receptores de
células T, la red inmune intestinal para la produccion de IgA, la sefializacién NF-KB y las
moléculas de adhesidn celular. Cabe destacar que muchos de estos genes pertenecen al
punto de control inmunitario y a la via de inmunooncologia.

Inmune

Generacion de respuestas de células T especificas de gluten: presencia de linfocitos T CD4+
especificos de gluten, anticuerpos contra gliadina y de enzima TG2, y citocinas
proinflamatorias.

Generacion de autoanticuerpos: activacion y diferenciacion en células plasmaticas de
linfocitos B especificos de gluten y TG2, generacidn de autoanticuerpos que circulan y se
depositan en la mucosa. Estos autoanticuerpos son responsables del aumento de la
permeabilidad de la barrera epitelial.

Citoquinas en el sistema inmunitario de la mucosa intestinal: IFN gamma e IL-21 se
producen por linfocitos T CD4+ especificos del gluten. Secrecion de IL-15, IL-18 e inhibicidn
de linfocitos T regulatorios FOXP3 positivos (Tregs).

Linfocitos intraepiteliales (IEL): aumento en la enfermedad celiaca y su cantidad se
correlaciona con la atrofia mucosa. Los IELs muestran la transformacion citotodxica e
inducen apoptosis de células epitelial intestinales a través de FAS-L, perforina, grania B y
NKG2D. NKG2D interactia con MICA en células epiteliales.

Activacion innata: desregulacion de la produccién de IL-15 y activacidn de la respuesta
inmune innata, incluyendo la induccidn del estrés epitelial.

Medioambiente

Microorganismos: disbiosis intestinal (microbiota intestinal desequilibrada) y mayor
prevalencia de genes especificos de virulencia microbiana aislados de pacientes con
enfermedad celiaca.

Otros, fumar

La patogenia de la enfermedad celiaca es multifactorial e incluye el gluten de la dieta y factores

genéticos, inmunes y ambientales.

Adaptacién de Carreras, 2022(6)

1.2. DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD CELIACA

Debido a que la EC es una enfermedad multifactorial, su diagndstico resulta complicada, lo

gue hace que sea una enfermedad que se diagnostique con menos frecuencia de lo que se

deberia. Los métodos diagndsticos de la EC es una combinacidon de signos y sintomas clinicos,

pruebas serolégicas y biopsias del intestino delgado (37,38).

1.2.1. Sintomatologia

La enfermedad celiaca (EC) presenta una gran variabilidad clinica. Los sintomas mads

frecuentes son los trastornos gastrointestinales tanto en nifios como en adultos, aunque
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también pueden aparecer manifestaciones extraintestinales, como dermatitis herpetiforme,
artritis, neuropatia periférica, anemia por deficiencia de hierro y deficiencia de folatos. En
algunos casos, la enfermedad puede ser asintomatica y detectarse Unicamente mediante
cribado en grupos de riesgo, como familiares de pacientes con EC o personas con

enfermedades autoinmunes, como la diabetes tipo 1 (37,38).
Existen cinco fenotipos principales de EC (38):

e EC clasica: Se manifiesta principalmente con sintomas digestivos y problemas de
absorcidn intestinal. Afecta a cerca del 50% de los pacientes y se confirma mediante
pruebas seroldgicas positivas y la presencia de atrofia de vellosidades en la biopsia
intestinal.

e EC atipica: Predominan sintomas fuera del sistema digestivo, como osteoporosis,
trastornos neuroldgicos y anemia ferropénica, mientras que las molestias digestivas
son leves o inexistentes. Actualmente, es la forma mas comun de la enfermedad.

e ECsilenciosa: No provoca sintomas evidentes, pero los pacientes presentan pruebas
seroldgicas positivas y atrofia de vellosidades en la biopsia intestinal.

e EC latente: Se detecta en personas con serologia positiva, pero sin dafio intestinal
visible en la biopsia. Sin embargo, tienen un mayor riesgo de desarrollar sintomas en
el futuro.

e ECrefractaria: Ocurre cuando los sintomas y el dafio intestinal persisten a pesar de una
dieta estricta sin gluten. Es poco frecuente y supone un reto en su diagndstico y

tratamiento.
1.2.2. Pruebas seroldgicas

El diagndstico de la EC se basa en la combinacién de pruebas seroldgicas y biopsia intestinal.
Entre los marcadores mas utilizados estan los anticuerpos anti-Endomisio (EmA) y los
anticuerpos anti-transglutaminasa tisular (TG2), que presentan alta sensibilidad y
especificidad. Aunque los anticuerpos EmA son considerados el estandar de oro, su uso es mas
costoso y subjetivo. Por ello, las pruebas automatizadas de ELISA para anticuerpos anti-TG2

son mas comunes en la practica clinica (37,38).

Las pruebas de anticuerpos anti-gliadina han sido reemplazadas por los ensayos de péptidos

de gliadina desamidada (DGP), que pueden detectar casos que no se identifican con las
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pruebas convencionales. Sin embargo, estas pruebas no se utilizan ampliamente. En pacientes
con deficiencia selectiva de IgA, es necesario realizar pruebas en el isotipo IgG.
Aproximadamente un 10% de los pacientes con EC son seronegativos, por lo que su
diagnodstico depende de la biopsia y la respuesta a una dieta sin gluten. También existen
pruebas rapidas comerciales para detectar anticuerpos anti-DGP y anti-TG2, aunque su uso

clinico aln requiere mas validacién(37,38).
1.2.3. Biopsia del intestino delgado

El andlisis histolégico del intestino delgado es clave en el diagndstico de la EC, ya que permite
identificar atrofia vellosa, linfocitosis intraepitelial e hiperplasia de criptas. Sin embargo, estos
hallazgos no son exclusivos de la enfermedad celiaca y pueden estar presentes en otras
condiciones, como infecciones, enfermedades autoinmunes o efectos secundarios de ciertos
farmacos. En algunos casos, los pacientes pueden tener anticuerpos positivos sin evidencia
clara de dafio intestinal en la biopsia, lo que se conoce como enfermedad celiaca potencial.
Ademas, las lesiones pueden ser irregulares y limitarse a areas especificas del intestino, lo que
dificulta la interpretacién de las muestras. Para obtener un diagndstico preciso, es

fundamental garantizar la calidad de las biopsias y su correcta evaluacién (37,38).
1.2.4. Pruebas complementarias

En situaciones en las que el diagndstico no es concluyente, pueden emplearse pruebas

adicionales, como (38):

e Tipaje genético HLA: La ausencia de los haplotipos HLA-DQ2 o HLA-DQS8 practicamente

descarta la enfermedad celiaca.

e Inmunohistoquimica: La cuantificacidn de linfocitos intraepiteliales CD3+ y y6+ en la

mucosa intestinal puede ser Gtil en casos dudosos.

e Deteccién de autoanticuerpos IgA en la mucosa intestinal: Se pueden identificar

depdsitos de IgA anti-TG2 en biopsias congeladas.

e Pruebas de respuesta inmunoldgica al gluten: Métodos como ELISPOT y citometria de
flujo permiten detectar células T especificas para gluten en sangre, incluso en

pacientes que siguen una dieta sin gluten.
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Aunque algunas de estas herramientas son prometedoras, su uso clinico sigue siendo limitado
y, en la mayoria de los casos, el diagndstico se basa en la serologia, la biopsia y la respuesta a

una dieta libre de gluten(39).
1.3. TRATAMIENTO

La EC no tratada tiene consecuencias y complicaciones que pueden llegar a ser graves,
incluyendo fracturas patolégicas, linfoma intestinal, neoplasias epiteliales (laringe, es6fago) y
EC refractaria. La EC refractaria es aquella en la que persisten los sintomas y la inflamacién o
atrofia intestinal a pesar de la dieta sin gluten. Es una forma infrecuente de EC que constituye
un reto diagndstico y terapéutico (38). Diversos estudios han demostrado un aumento en la

mortalidad a largo plazo de los pacientes no tratados(39).

El dnico tratamiento que se conoce actualmente para la EC es una dieta libre de gluten. Si la
dieta se lleva de manera adecuada, el 70% de los pacientes mejoran de manera importante
en las primeras dos semanas. Sin embargo, los anticuerpos se negativizan entre 6 y 12 meses
después de iniciar la dieta. En cuanto a la recuperacion de la histologia en el intestino puede
tardar afios. Ademas de la dieta, los pacientes tienen que prestar atencién a las deficiencias

vitaminicas(38,39).

Actualmente se encuentran en investigacion y desarrollo diferentes tratamientos y avances
tecnolégicos para el tratamiento complementario junto con la dieta sin gluten. La necesidad
de tratamientos alternativos se debe a que la dieta libre en gluten es ineficaz para algunos
pacientes (entre el 2 y el 5%). Los enfoques innovadores abarcan un amplio espectro de
estrategias, incluida la degradacién enzimatica del gluten, la inhibicién de la permeabilidad
intestinal, la modulacién de la respuesta inmunitaria, la inhibicion de la enzima
transglutaminasa 2 (TG2), el bloqueo de la presentacion de antigenos por HLA-DQ2/8 vy la

induccion de tolerancia (40,41).
1.4. La bioinformatica en la nutricion

La bioinformatica es una disciplina que une la Informatica y las ciencias biolégicas. Dicha
disciplina aparecié durante la ultima década del siglo XX gracias a los avances de la ingenieria

genética y las nuevas tecnologias de la informacién (42).
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La necesidad de la bioinformatica surgidé del alto volumen de datos de los resultados
experimentales de hoy en dia. Mientras, que hace unos afios, los resultados de experimentos
podian interpretarse sobre el cuaderno de laboratorio, hoy se necesitan bases de datos y

técnicas de visualizacidn sélo para almacenarlos y comenzar a estudiarlos (42,43).

Actualmente vivimos en la llamada "era post-gendmica”, donde no solo la gendmica, sino
también otras disciplinas "émicas", dependen de la bioinformatica para integrar y analizar los
enormes voliumenes de datos que generan. La bioinformatica, como campo transversal, redne
multiples disciplinas cientificas y se enfoca en el desarrollo de herramientas que permitan
comprender el flujo de informacidn desde los genes hasta las estructuras moleculares. Este
conocimiento abarca desde sus funciones bioquimicas y fisiolégicas hasta su impacto en la
salud y las enfermedades, posicionandola como un pilar esencial en la biologia moderna vy la

medicina de precision (44).

Uno de los campos en los que se esta empezando a incluir la bioinformdtica es en el campo
de la nutricién. Cientificos, en los que se incluyen nutricionistas, hacen hincapié en el potencial
de la bioinformdtica en la nutricién de precision y su papel, clave para mejorar la salud y
prevenir enfermedades crénicas no transmisibles como las cardiovasculares, la diabetes o el

sindrome metabdlico (45).
1.4.1. La bioinformatica en la celiaquia

Actualmente, la EC se diagnostica mediante una combinacién de los sintomas de los pacientes,
pruebas seroldgicas, biopsias endoscdpicas del intestino delgado (métodos invasivos) y, a
veces, el tipaje de los genes HLA-DQ2/DQ8. Hasta el momento, no se ha desarrollado una
prueba diagnéstica que excluya totalmente los métodos invasivos y la nueva tendencia es el
uso de la bioinformatica con el objetivo de descubrir nuevos marcadores biolégicos para el

diagnostico de la EC y la evaluacion prondstica(36).

Las herramientas bioinformaticas permiten analizar grandes voliumenes de datos gendmicos
y microbioldgicos, facilitando la identificacién de nuevas variantes genéticas asociadas a la
enfermedad, asi como de alelos de riesgo diferentes al HLA-DQ2/DQ8, como por ejemplo, el
estudio de microRNA (miARN) (46). La identificacion de nuevos biomarcadores en la EC
mediante herramientas bioinformdaticas también incluye el estudio de la metaboldmica, la

lipidédmica o la protedmica(36,47).
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En conclusion, estas técnicas estdn ayudando a mejorar la precision en la deteccién de alelos
HLA y no HLA, asi como a identificar patrones microbianos que podrian influir en el desarrollo

de la enfermedad, abriendo nuevas vias para terapias dirigidas (6).
2. Justificacion

El estudio de la EC a través del uso de herramientas bioinformaticas se justifica por su
incremento en la incidencia de la enfermedad. Se piensa que los cambios en los patrones de
alimentacion actuales son la causa de este incremento. Algunos de estos cambios son el
aumento en la consumicién de comida ultraprocesada y de alimentos que contienen alto
contenido en gluten. Por otro lado, la EC se muestra con diferentes patrones sintomatolégicos
y las intervenciones médicas para la enfermedad comienza después de la aparicién de dichos

sintomas(48).

Actualmente, el Unico tratamiento disponible es la dieta sin gluten (DSG); sin embargo, no es
efectiva en todos los pacientes. El manejo a lo largo de la vida de esta enfermedad representa
una carga econdémica significativa para los sistemas de salud. Ante esta situacion, los esfuerzos
terapéuticos deberian enfocarse en la Medicina Predictiva, Preventiva y Personalizada
(MPPP)(49). Una comprensién profunda de los mecanismos moleculares de la enfermedad es
un pilar fundamental en este enfoque, y la bioinformatica juega un papel clave en este

proceso, ya que permite vincular hallazgos y patrones de cada caso con los de otros (38,39).

Las investigaciones mediante herramientas bioinformaticas han logrado integrar datos de
estudios moleculares, gendmicos y de conectividad biolédgica. Este enfoque ha revelado
nuevos niveles de complejidad en los sistemas bioldgicos, lo que contribuye a una mejor
comprensién de los mecanismos de las enfermedades, al desarrollo de métodos de
diagndstico mas precisos y a la creacién de estrategias terapéuticas y preventivas

innovadoras(50).

3. Objetivos

3.1. Objetivo general

El objetivo principal de este trabajo es identificar nuevos biomarcadores para la EC mediante

técnicas bioinformaticas.
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3.2. Objetivos especificos
En cuanto a los objetivos especificos se propone:

e Seleccionar aquella informacién disponible en los ultimos 10 afos acerca de la
busqueda de nuevos biomarcadores para la EC mediante el uso de herramientas
bioinformaticas.

e Conocer qué herramientas y técnicas bioinformaticas son las que se estdn usando
actualmente para el estudio de la EC.

e Seleccionar articulos cientificos que hayan comprobado de manera experimental los
resultados obtenidos con las herramientas bioinformaticas.

e Comprobar si los nuevos biomarcadores pueden ser objetivo diana para otro tipo de
tratamiento en la celiaquia complementarios a una DSG.

e Comprobar si existen biomarcadores potenciales para el diagndstico de la EC para

evitar técnicas invasivas como las biopsias del duodeno.
4. Materiales y métodos

4.1. Busqueda inicial

Las primeras busquedas se realizaron en octubre de 2024 combinando los términos ‘celiac
disease’ y ‘coeliac disease’ en las bases de datos PubMed y Science Direct. También se realizé
una busqueda en la base de datos espafola Dialnet usando como términos clave ‘enfermedad
celiaca’ y ‘celiaquia’. Posteriormente se amplié la busqueda con una combinacién usando los
operadores booleanos AND y OR segun conviniera, de los términos ‘bioinformatics’,
‘biomarkers’, ‘biological markers’, ‘nutrigenomic’, ‘genetic’, ‘HLA’, ‘HLA-DQ2’, ‘HLA-DQS’,
‘treatment’, ‘diagnosis’, ‘prevention’. En el caso de la base de datos de Dialnet, se realizé la
misma busqueda, pero usando los términos en espafiol. Estas busquedas arrojaron una
cantidad considerable de resultados, muchos repetidos entre las bases de datos y poco utiles

para la revisién, pero nos dieron una vision amplia del tema de la EC.
4.2. Busqueda sistematica

La busqueda sistematica se resume en el diagrama de flujo siguiendo las declaraciones

PRISMA (Figura 4). La busqueda sistemdtica se realiz6 nuevamente en enero de 2025, en
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Pubmed y ScienceDirect, acotando los resultados a las publicaciones realizadas en los ultimos

10 anos, es decir desde 2014, inclusive, hasta la actualidad.

La combinacién de términos que se usaron para la busqueda en Pubmed fue la siguiente:
("celiac disease" OR "coeliac disease") AND (bioinformatics) AND (biomarkers OR "biological

biomarkers"). Los resultados obtenidos fueron 38 articulos.

Por otro lado, en la base de datos de ScienceDirect, la busqueda con la misma combinacién
de términos utilizada en PubMed arrojé Unicamente 2 articulos, los cuales ya estaban
presentes en esta Ultima base de datos. Debido a esta duplicacién, la seleccién final de

articulos se llevd a cabo exclusivamente a partir de PubMed.

Antes de proceder a la seleccién de articulos la revisidn, se establecieron criterios de inclusién

y exclusion.

Criterios de inclusion:

Los articulos que se hayan publicado en los ultimos 10 afios, es decir, entre 2014 y
principios de 2025 (exclusidon ya tomada en cuenta previamente).

- Articulos de investigaciones empiricas en muestras humanas.

- Articulos que incluyan herramientas bioinformaticas para la deteccion de nuevos
biomarcadores en la EC.

Articulos que estudien Unicamente los biomarcadores relacionados con la EC.

Criterios de exclusion:

No incluir articulos que sean revisiones sistematicas, libros, manuales o estudios

de casos unicos.

- Articulos que no usen herramientas bioinformaticas para el procesamiento de los
datos.

- Investigaciones en muestras no humanas.

- Estudios que incluyan otras enfermedades como la diabetes tipo 1 o la colitis

ulcerosa.

De los 36 articulos que quedaron eliminando los duplicados, se eliminaron aquellos que
realizaban los estudios en muestras no humanas, articulos que estaban en idioma diferente a
inglés o espanol y revisiones sistemdaticas. Con estos filtros, se eliminaron 5 articulos.
Posteriormente, se descartaron articulos que investigaban otras enfermedades (por ejemplo,
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la colitis ulcerosa, la diabetes...) o que no usasen técnicas bioinformaticas. Mediante este

cribado se seleccionaron 21 articulos para su elegibilidad.

Mediante la lectura de los Abstracts o los articulos completos, sobre todo, haciendo hincapié

en la metodologia, por el uso de herramientas bioinformaticas, se seleccionaron 5 articulos.

29



Identificacion

Tamizaje

Incluidos

Adela Arias Rodriguez

Revisién exhaustiva de los marcadores nutrigenomicos en la celiaquia

Identificacion de nuevos estudios a través de bases
de datos y archivos

Identificacion de nuevos estudios a través
de otros métodos

Registros identificados desde:

PubMed (n = 38)
ScienceDirect (n = 2)

A\ 4

Registros cribados (n = 36)

A 4

Publicaciones buscadas para
su recuperacion: (n = 31)

Registros eliminados
antes del cribado:
Registros duplicados: (n
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referencias:
GoogleScholar: (n = 0)

v

Publicaciones no

A 4

Publicaciones evaluadas
para elegibilidad: 21

recuperadas: (n = 5)

Documentos no
encontrados: (n = 0)

Registros buscados para
recuperacion: (n = 0)

Registros excluidos:
- Incluya otras

A 4

Nuevos estudios incluidos
en la revisién: 5

enfermedades (n = 8)
- No use herramientas
bioinformaticas (n = 3)

Publicaciones evaluadas
para elegibilidad: (n = 0)

Total estudios incluidos
en la revisién: 5

A

Figura 4: Diagrama de flujo PRISMA(51).
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5. Resultados

5.1. Seleccion de estudios

Se identificaron un total de cinco estudios que cumplian con los criterios de inclusidn vy
abordaban el uso de herramientas bioinformaticas para la identificacion de biomarcadores en
la enfermedad celiaca (EC). Estos estudios fueron seleccionados tras una revision sistematica

de la literatura y un analisis detallado de sus metodologias y hallazgos.
5.2. Caracteristicas de los articulos

Las caracteristicas de los estudios se ven reflejadas en la tabla 3. Los cinco estudios incluidos
en esta revisién fueron publicados entre 2015 y 2025 y se enfocaron en el uso de herramientas
bioinformaticas para la identificacién de biomarcadores en EC. Estos estudios se llevaron a
cabo en China, Irdn e Italia, empleando metodologias basadas en el analisis de datos émicos
obtenidos de diferentes fuentes bioldgicas, como plasma, biopsias duodenales y bases de
datos genéticas y protedmicas. El disefio de los estudios fue observacional, con enfoques
transversales o retrospectivos. Cuatro de ellos analizaron muestras bioldgicas para identificar
biomarcadores a través de técnicas de protedmica y transcriptdmica, mientras que un estudio
se basé exclusivamente en el andlisis de bases de datos gendmicas y protedmicas para

detectar biomarcadores génicos relacionados con la EC.

En total, los estudios incluyeron 319 participantes, con tamafios muestrales que oscilaron
entre 10 y 120 individuos por estudio. Uno de los estudios se realizé en poblacidon adulta e
incluyd 45 pacientes con EC recién diagnosticados y 45 controles sanos, con edades promedio
de 48.2 £ 10.8 y 47.9 £ 15.8 afios, respectivamente. Otros tres estudios se centraron en
poblacién pedidtrica con EC, con tamafos muestrales de entre 33 y 120 participantes,
distribuidos en pacientes con diagndstico confirmado de EC, pacientes en tratamiento con
dieta sin gluten (DSG) y controles sanos. Un estudio adicional recopilé datos de bases de datos

genéticas y protedmicas sin incluir directamente muestras bioldgicas de pacientes.

Las muestras bioldgicas utilizadas en los estudios incluyeron plasma y biopsias duodenales,
mientras que el estudio basado en analisis bioinformatico recurrié a bases de datos como CTD,
GeneCards y DISEASES para la identificacién de genes y proteinas implicadas en la EC. Tres

estudios utilizaron plasma para la deteccién de proteinas y microARN circulantes como
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biomarcadores potenciales, mientras que otros tres estudios analizaron biopsias duodenales

para evaluar la expresién de microARN y proteinas en el tejido intestinal afectado.

Para el andlisis de los datos, los estudios emplearon diversas técnicas y herramientas
bioinformaticas. Se utilizaron métodos de analisis protedmico y redes de interaccion proteina-
proteina mediante herramientas como STRING y Cytoscape. Asimismo, se realizaron analisis
de expresién diferencial de proteinas y genes a través de técnicas como WGCNA, KEGG y GO
Pathways, con el objetivo de determinar la funcién bioldgica de los biomarcadores
identificados. El analisis de microARN y transcriptémica se llevé a cabo mediante RNA-Seq,
gPCR y Western Blot, utilizando software especializado como DESeq2, TargetScan,
miRTarBase y GeneMANIA. Ademads, algunos estudios implementaron algoritmos de
aprendizaje automatico, como random forest, support vector machines (SVM) y regresion
logistica, para mejorar la precision de la identificacion de biomarcadores. Finalmente, se
realizaron estudios de redes génicas, analisis de enriquecimiento de vias metabdlicas e

interacciones genéticas con herramientas como Enrich, WebGestalt y GEO2R.

Los estudios incluidos tenian como objetivo principal la identificacion de biomarcadores para
el diagndstico y seguimiento de la EC. Dos estudios evaluaron proteinas plasmaticas y tisulares
con la finalidad de desarrollar pruebas diagnésticas no invasivas, mientras que tres estudios
se enfocaron en la identificacién de microARN circulantes y tisulares como biomarcadores de
la EC. Ademas, un estudio utilizé bases de datos bioinformaticas para analizar la expresién

génica y los genes clave involucrados en la enfermedad.

Los criterios de inclusidn de los estudios contemplaron pacientes con diagnéstico confirmado
de EC mediante biopsia duodenal y pruebas seroldgicas, asi como controles sanos sin
evidencia de la enfermedad. En los estudios pediatricos, se consideraron tanto pacientes con
EC activa como aquellos en tratamiento con DSG. Entre los criterios de exclusion se incluyo la
presencia de enfermedades autoinmunes concurrentes distintas a la EC, el uso previo de una
dieta sin gluten en estudios que requerian evaluar la expresién de biomarcadores en pacientes
con EC activa, y la calidad insuficiente de las muestras bioldgicas o datos genéticos

incompletos en estudios de bioinformatica.
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Autor/a/es Pais Objetivo Participantes Muestra Metodologia
(47) China Evaluar la fisiopatologia de la EC e 45 pacientes recién Plasma y duodeno 1. Recoleccion de muestras y poblacion del estudio en la fase de
identificar  posibles marcadores  diagnosticados con EC descubrimiento.
circulantes para su diagndstico (48.2+10.8 afios) y 45 pacientes 2. Andlisis mediante cromatografia liquida, espectrometria de masas y
mediante el analisis bioinformaticoy como controles sanos bioinformatica.
el aprendizaje automatico. (47.9 £15.8). 3. Identificacién de posibles biomarcadores diagndsticos en plasma mediante
WGCNA y aprendizaje automatico.
4. Uso del método Mfuzz y aprendizaje automatico para explorar
biomarcadores de proteinas plasmaticas en la atrofia de vellosidades
intestinales en CeD.
5. Recoleccion de muestras plasmaticas para la validacion mediante ELISA.
(52) Irdn Deteccién de nuevos biomarcadores Pacientes que se han sometido a Datos genéticos y 1. Obtencidn de los datos genéticos procedentes de las bases de datos CTD,

génicos relacionados con la EC
mediante el uso de herramientas
bioinformaticas para el procesamiento
de datos procedentes de diferentes
bases de datos.

una endoscopia del tracto
gastrointestinal  superior  con
frecuencia y que se les ha
realizado una  biopsia  del
duodeno.

protedmicos
bases de
diferentes
GeneCards
DISEASE).

de 3
datos
(CTD,

y

GeneCards y DISEASE.

2. Busqueda de los genes compartidos en las 3 bases de datos mediante el
software del Diagrama de Venn.

3. Analisis funcional mediante la base de datos Enrich.

4. Anilisis topoldgico de redes: se uso la base de datos String para construir
las redes; las interacciones proteina-proteina (PPI) se construy6 mediante el
software Cytoscape; analisis de enriquecimiento mediante WebGestalt.

5. Anélisis funcional de las redes: mediante los genes obtenidos mediante el
software de Cytoscape se realizd un andlisis funcional mediante la
herramienta GeneMania.

6. Anadlisis de la expresidn génica mediante el uso de la base de datos GEO
mediante la busqueda con las palabras clave: Celiac Disease + Duodenum.

7. Busqueda de los genes compartidos entre las 3 bases de datos (CTD,
DISEASE y GeneCards) + los genes obtenidos en la base de datos GEO,
mediante el software del Diagrama de Venn.

8. Analisis estadistico y analisis de enriquecimiento en Enrich (Omim, Gene
Ontology y vias metabdlicas).

9. Construccion y analisis de las redes usando el software Cytoscape.

10. Anadlisis funcional mediante la base de datos GeneMania.
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(53) Italia Deteccién de microRNA circulantes 120 participantes entre 3 y 15 Suero 1. Recoleccidn de muestras de sangre de pacientes pediatricos de los 3
como biomarcadores no invasivos afios pertenecientes a 3 grupos: grupos (Control, EC, EC en tratamiento con DSG).
para el diagndstico de la EC pediatrica. i i i
- Pacientes con EC (n=40) 2. Aislamiento de RNA.
- Pacientes con EC siguiendo una 3. Descubrimiento de microRNA circulantes mediante secuenciacion de RNA
DSG (n=40) (HHlumina).
- Grupo control sano (n=40) 4. Andlisis bioinformatico de RNA-Seq.
5. Validacion de miRNAs desregulados por qPCR.
6. Analisis estadistico.
(54) Italia Deteccion de microRNA circulantes y 1) 28 pacientes pedidtricos Biopsias duodenoy 1. Recoleccidon de muestras de biopsias de duodeno y muestras sanguineas.
en tejido de duodeno y sus dianas sometidos a endoscopia  plasma i6n del de las biopsi | i
genéticas con la finalidad de descubrir  gastrointestinal (8 controles y 20 2. Extraccion del ARN de las biopsias y plasma sanguineo.
nuevos biomarcadores para la EC. pacientes con EC no tratatada). 3. PCR cuantitativa en tiempo real.
2) 36 pacientes pedidtricos (12 4. Western Blot para la extraccién de proteinas.
controles, 17 pacientes con EC
activa y 7 pacientes con EC en 5. Andlisis estadistico.
tratamiento con DSG.
(55) Italia Explorar el papel de la desregulacién  Biopsias duodenales de pacientes  Biopsias duodeno 1. Recoleccidn de muestras de biopsias duodenales.
del transcriptoma mediada por miRNA  pedidtricos con EC (n=33) y sujetos islami . L
enla EC. control (n=10) para la 2. Aislamiento de ARN, miARNA y secuenciacion de ARNm.
secuenciacion de miRNA. Algunos 3. Andlisis de expresion diferencial de la secuenciaciéon de miRNA y del ARN.
pacientes con EC (n=6) y controles
(n=5) estaban disponibles para la 4. Construccién de la red de transcripcién diana de miRNA.

secuenciaciéon de ARN.

5. Andlisis de enriquecimiento.

(o)}

. Andlisis de enriquecimiento de tipos celulares.
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5.3. Resultados de los articulos seleccionados

Los resultados obtenidos en los estudios analizados se reflejan en la tabla 4. Estos estudios se
centran en la identificacion de biomarcadores en tejido duodenal y plasma/suero sanguineo
con el objetivo de evaluar su potencial como predictores de la enfermedad celiaca (EC). Para
ello, se emplearon diversas herramientas bioinformaticas que permitieron analizar datos
Omicos, patrones de expresion génica y redes de interaccién molecular, facilitando asi una

mejor comprensién de los mecanismos subyacentes a la enfermedad.
5.3.1. Protedmica

El andlisis de Li y colaboradores (2024) se centra en la identificacion de biomarcadores
diagnodsticos no invasivos en pacientes con enfermedad celiaca (EC), mediante un andlisis
protedmico de plasma y biopsia de duodeno. Para este estudio, se utiliza la proteémica de
adquisicion dependiente de datos en cuatro dimensiones (4D-DIA), una técnica avanzada de
espectrometria de masas que combina varios parametros para identificar y cuantificar
proteinas. Los resultados mostraron proteinas diferencialmente expresadas (PED) reguladas

al alza y a la baja en muestras de duodeno y plasma (Figura 5).
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Figura 5: Andlisis protedmico de muestras duodenales (a, b, ¢, d) y de muestras plasmdticas
(e, f, g, h) en pacientes con EC. a) Grdfico de volcdn de las PED. b) Mapa de calor de las PED.
¢) Histograma del andlisis de GO. d) Andlisis de enriquecimiento de KEGG de las PED. e)
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Grdfico volcdn de las PED. f) Mapa de calor de las PED. g) Histograma del andlisis de GO. h)
Andlisis de enriquecimiento de KEGG de las PED(47).

En las muestras de duodeno, el analisis de ontologia genética (GO) reveld que las PED estaban
principalmente involucradas en la regulacién de procesos bioldgicos (Figura 5c¢). Ademas, el
analisis KEGG indico que las PED estaban asociadas con importantes vias metabdlicas, como
la secrecidn biliar, metabolismo de farmacos (citocromo P450) y sefializacién del receptor
activado por peroxisomas (PPAR) (Figura 5d). Estos resultados sugieren alteraciones

metabdlicas relevantes en la EC(47).

En el andlisis de plasma, las PED estuvieron asociadas con la regulacién de procesos bioldgicos,
metabolismo de compuestos nitrogenados y otras vias metabdlicas (Figura 5g, 5h). Se
utilizaron tres algoritmos de aprendizaje automadtico (XGBClassifier, LinearSVC vy
RandomForest) para seleccionar 17 proteinas clave. Posteriormente, se validaron tres de ellas
(FGL2, TXNDC5 y CHGA) mediante ELISA, observandose una mayor expresiéon de FGL2 y
TXNDCS en los pacientes con EC (Figura 6d). Los analisis de curvas ROC indicaron que FGL2 y
TXNDCS tienen un gran potencial como biomarcadores diagndsticos para EC (Figura 6e)(47).
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Figura 6: Tres métodos de aprendizaje automdtico o machine learning para seleccionar
moléculas caracteristicas. a) Los puntajes de contribucion significativos de las caracteristicas
identificadas por XGBClassifier, LinearSVC y RandomForest. b) Diagrama de Venn de los tres

algoritmos de aprendizaje automadtico. c) Diferencia en la distribucion de las cuatro
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caracteristicas entre las diferentes categorias de muestras. d) Histograma de los resultados
de ELISA para las proteinas FGL2, TXNDC5 y CHGA. e) Curva ROC de las proteinas FGL2,
TXNDC5 y CHGA(47).

Ademas, se realizé un analisis de proteinas plasmaticas para identificar patrones de expresiéon
relacionados con los diferentes grados de atrofia de las vellosidades del intestino delgado,
utilizando el método Mfuzz. De las 1.682 proteinas analizadas, se seleccionaron 460 con
expresion significativa, agrupandolas en cuatro grupos. El grupo 1 mostrd una asociacién con
procesos bioldgicos relevantes, como el cancer colorrectal y la regulacion biosintética (Figura
7). Se identificaron nueve DEP relacionadas con el grado Marsh, y mediante aprendizaje
automatico se seleccionaron cuatro proteinas clave (FABP5, CPOX, BHMT, PPP2CB) que
mostraron un buen potencial para discriminar entre los grados de atrofia intestinal (Figura

8)(47).
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Figura 7: Agrupamiento de proteinas plasmdticas y andlisis funcional. a) Grdfico resumen del
andlisis de agrupamiento de patrones de expresion. b) Diagrama de Venn del grupo 1y las

proteinas diferencialmente expresadas(47).
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Figura 8: Tres métodos de aprendizaje automdtico o machine learning para seleccionar
moléculas caracteristicas. a) Los puntajes de contribucion significativos de las caracteristicas
identificadas por XGBClassifier, LinearSVC y RandomForest. b) Diagrama de Venn de los tres

algoritmos de aprendizaje automdtico. c) Diferencia en la distribucion de las cuatro
caracteristicas entre las diferentes categorias de muestras. d) Curva ROC de las proteinas

FABP5, CPOX, BHMT y PPP2CB(47).

En el estudio de las dmicas en |la EC también encontramos la investigacion realizada por Noori
y colaboradores (2020). En este estudio, se utilizaron bases de datos como Comparative
Toxicogenomics Database (CTD), DISEASES y GeneCards, las cuales recuperaron un total de
2656 genes relacionados con la EC. De estos, 54 genes fueron identificados como comunes en
las tres bases de datos mediante un diagrama de Venn (Figura 9). Posteriormente, se
realizaron analisis funcionales utilizando herramientas como Enrich, Cytoscape (Figura 10),
GeneMANIA (Figura 11) y WebGestalt (Figura 12). Los resultados mostraron que los genes
asociados a la EC estan principalmente involucrados en el sistema inmunolégico y las vias de

sefnalizacidn relacionadas con enfermedades autoinmunes(52).
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DISEASE

GeneCards

Figura 9: Diagrama de Venn de la interseccion entre todos los genes de la EC obtenidos de 3

bases de datos publica(52).
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Figura 10: La red relacionada con los 54 genes de la EC se construyd utilizando el software
Cytoscape. El tamafio de los nodos estd determinado por su grado, y los genes clave (hub
genes) se muestran en el centro. Los bordes mds oscuros indican, como ejemplo, como el

nodo central (IL6) interactua con todos los nodos asociados(52).
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Figura 11: Andlisis funcional de la red de interaccion establecida por los 11 genes principales

obtenidos de GeneMANIA(52).

Entre los genes mds relevantes, se identificaron STAT1, ALB, IL10, IL2, IL4, IL17A, TGFB1, IL1B,

IL6, TNF e IFNG, los cuales tienen un papel clave en la regulacién del sistema inmunoldgico y

en la patogenia de la EC. Ademas, se destaco que 25 de los 54 genes fueron clasificados como

"genes semilla" en la base de datos WebGestalt (Figura 12)(52).
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Figura 12: Interaccion proteina-proteina de los 54 genes en WebGestalt. Se determind la
subred de genes semilla (nodos grandes) conectados a los primeros nodos conectados (nodos

pequefos)(52).

Se realizd un andlisis adicional de expresién diferencial mediante la herramienta GEO2R en
diversas series de datos del Gene Expression Omnibus (GEO). Los resultados mostraron que,
en comparacion con los controles, en los pacientes celiacos habia genes significativamente
expresados en varias series de datos, como GSE76168, GSE87460, GSE87458, GSE87457,
GSE112102 y GSE102991. Entre los genes mas destacados, IRF1 y STAT1 fueron comunes entre

los genes significativos de GEO y los 54 genes relacionados con la EC (Figura 13)(52).
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Figura 13: Diagrama de Venn de la interseccion entre los genes comunes de la EC en 3 bases
de datos publicas y los genes en los conjuntos de datos de GEO (datos de microarreglo y RT-

PCR)(52).

A partir de estos hallazgos, se identificaron nueve genes clave (IRF1, STAT1, IL17A, TGFB1, ALB,
IL10, IL2, IL4 e IL1B) que estdn fuertemente asociados con la EC. Estos genes podrian servir
como biomarcadores para el diagndstico, el entendimiento de la patologia y el desarrollo de

tratamientos mas efectivos para la enfermedad celiaca(52).
5.3.2. microRNA en la EC

En la busqueda de nuevos biomarcadores diagndsticos para la EC, encontramos la
identificacion de microRNA o miRNA circulantes. Se trata de una nueva tendencia en el estudio
de enfermedades autoinmunes, con el objetivo de descubrir novedosos biomarcadores. Los
miRNA son pequefios ARN no codificantes (18-22 nucledtidos) que regulan la expresion génica
a nivel postranscripcional y estan implicados en diversos procesos biolégicos como el

desarrollo, la proliferaciéon y la apoptosis(56—58).

En el estudio de la enfermedad celiaca, se han centrado tanto en los miRNA del tejido del
duodeno como en los miRNA circulantes, que son aquellos que se encuentran fuera de las
células. Los miRNA circulantes son muy estables, ya que son resistentes a la digestidon por
ARNasas, condiciones de pH extremos, altas temperaturas, al almacenamiento prolongado y

42



Adela Arias Rodriguez
Revisién exhaustiva de los marcadores nutrigenomicos en la celiaquia

multiples ciclos de congelacion y descongelacion. Por lo tanto, el estudio de miRNA circulantes
procedentes de fluidos biolégicos como el suero, plasma, saliva u orina resulta muy

interesante para emplearse como nuevos biomarcadores no invasivos(56—58).

Los miRNA se expresan de manera diferencial en la EC, donde se han identificado miRNA
expresados tanto de manera positiva o negativa en pacientes con EC activa. Su estudio en los
ultimos anos se basa en una combinacién de andlisis bioinformaticos y datos experimentales.
Por lo tanto, los miRNA pueden convertirse en unos biomarcadores importantes para la EC,

asi como usarse como predictores en pacientes en tratamiento con DSG.

En el estudio de los miRNA, cabe mencionar la investigacidon de Buoli Comani y colaboradores
(2015). El estudio utilizd una combinacion de técnicas experimentales y herramientas
bioinformaticas para analizar los miRNA en biopsias de duodeno y plasma sanguineo de
pacientes con EC. Utilizaron herramientas como mirTarBase, TargetScan, microRNA.org y Miro
para predecir las dianas de los miRNA y el software Quantity One 4.1.1 para analizar la
intensidad de las seiiales en los experimentos de Western blot. Aunque los resultados en
biopsias de duodeno mostraron miRNA desregulados en pacientes con EC, los miRNA
circulantes en pacientes tratados con DSG no mostraron resultados significativos. Ademas,
cabe mencionar que los resultados se compararon con otro estudio realizado en adultos, y
parecer ser que la desregulacion de NOD2 y CXCL2 por la disminucion de expresién de miR-
192-5p no se producia en los pacientes pedidtricos. Por lo tanto, la expresion de los miRNA en
pacientes EC difiere segin la edad del paciente. Sin embargo, hacen hincapié en que los
resultados son prometedores y que se deberia analizar un panel mds amplio de miRNA
plasmaticos para proporcionar informacién confiable en el diagndstico de la EC con el objetivo

de reducir la necesidad del uso de procedimientos invasivos(54).

El estudio de Felli y colaboradores (2022) también hace un uso extensivo de herramientas
bioinformaticas y experimentales. Para el descubrimiento de los miRNA circulantes, los
investigadores secuenciaron el ARN vy realizaron un andlisis bioinformatico del RNA-Seq
utilizando herramientas como el paquete FastQC y la plataforma Galaxy para asegurar la
calidad de las secuencias. Se eliminaron los adaptadores y se recortaron las bases de baja
calidad utilizando TrimGalore. Las lecturas se alinearon con el genoma de referencia hgl9
usando Bowtie2, y la cantidad de lecturas se contabilizd con HTSeg-count. Los miRNA

diferencialmente expresados fueron identificados utilizando el paquete DESeq2, con
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correccion de efectos de lote aplicada mediante el método COMBAT. Para representar estos
resultados, se utilizé un analisis de componentes principales (PCA) que reveld que el grupo de
pacientes con EC tratada con DSG se superponia en su perfil de miRNA con los controles sanos,
mientras que los pacientes con EC activa mostraron una clara diferencia. Este analisis permitio
identificar 13 miRNA que se expresaban diferencialmente, de los cuales tres (miR-192-5p, miR-

215-5p y miR-125b-5p) pudieron discriminar entre los tres grupos de estudio (Figura 14a)(53).

Para validar los resultados obtenidos mediante RNA-Seq, los investigadores también utilizaron
la técnica de gPCR. Se identificaron 13 miRNA que fueron obtenidos tanto por RNA-Seq como
por qPCR, de los cuales 8 mostraron sobreexpresién y 5 subexpresion en pacientes con EC en
comparacion con los controles, asi como en pacientes con EC en tratamiento con dieta sin
gluten (DSG) frente a los controles. Los resultados mostraron una clara separacién en el mapa
de calor de los miRNA expresados (Figura 14b), donde los miRNA sobreexpresados se ubicaban
en la parte superior y los regulados a la baja en la parte inferior. Este patrén de expresion fue
claramente distinto en los pacientes con EC en comparacién con los controles y los pacientes

tratados con DSG(53).

De los 13 miRNA analizados, tres (miR-192-5p, miR-215-5p y miR-125b-5p) fueron capaces de
discriminar entre los tres grupos de estudio: control, EC activa y EC tratada con DSG. Ademas,
un algoritmo de modelo lineal generalizado (GLMNET) confirmé que estos miRNA tienen el
potencial de ser utilizados para discriminar entre pacientes con EC y los grupos control. Los
miRNA identificados estdn involucrados en procesos bioldgicos clave como la apoptosis, las

transiciones del ciclo celular y la respuesta inmunoldégica(53).

Este estudio también validé que la DSG puede restaurar los niveles de miRNA desregulados
en pacientes con EC, lo que subraya la importancia de los miRNA circulantes como posibles
biomarcadores de la EC, ademas de proporcionar un enfoque robusto utilizando tanto analisis

bioinformaticos como experimentales para su validacién(53).
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Figura 14:Andlisis PCA y mapa de calor. a) Andlisis de componentes principales (PCA) de los
datos de RNA-Seq para los grupos CTRL (control), CD (pacientes con enfermedad celiaca) y
GFD (pacientes en tratamiento con dieta libre de gluten). Las regiones coloradas representan
la distribucion de los datos para cada categoria, mientras que el cada simbolo (cuadrado,
rectdngulo y circulo) representa un paciente. b) Mapa de calor de los miRNA circulantes
significativos que son capaces de diferenciar los tres grupos analizados (CTRL, CD y GFD)

obtenidos por gPCR (53).

Luise Tan y colaboradores (2021) realizaron un estudio sobre la regulacidn postranscripcional
de genes en la enfermedad celiaca (EC) mediante el andlisis de miRNA. Utilizando
herramientas bioinformaticas, identificaron miRNA diferencialmente expresados vy
construyeron una red de interaccién miRNA-diana. Este andlisis destaco el papel de los miRNA
en vias inmunitarias y metabdlicas, y su contribucién al desequilibrio del metabolismo lipidico
en el intestino delgado, lo que agrega complejidad a la desregulacién del transcriptoma en la

EC.

Se realizd un analisis de componentes principales (PCA) para correlacionar el perfil de miRNA
en pacientes con EC con los controles sanos. Los resultados mostraron una clara separacién

significativa entre ambos grupos (Figura 15a). El mismo andlisis se aplicd a los perfiles de
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expresion de ARNm en biopsias de pacientes con EC y controles, revelando una expresion
diferencial entre los grupos (Figura 15b)(55).

Small intestinal biopsies
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Figura 15: Andlisis de expresion de miRNA y genes en la enfermedad celiaca (EC). Se
generaron perfiles de expresion a partir de biopsias intestinales mediante secuenciacion de
nueva generacion. El andlisis de componentes principales (A) para miRNA-seq y (B) para
mRNA-seq muestra una clara separacion entre controles (negro) y pacientes con EC activa
(gris). Se identificaron 2030 pares miRNA—transcripcion con correlacion negativa significativa

(R < -0,7), resaltando su potencial papel en la regulacion de genes clave en EC(55).

En el estudio, se construyd una red de interaccion miRNA-diana mediante herramientas
bioinformaticas, integrando datos de prediccion (TargetScan, microTCDS) y validacion
experimental (TarBase, miRTarbase). Se identificaron 2030 pares miRNA-diana con
correlacién negativa significativa, destacando la regulacién coordinada de genes clave en la

ECvy el papel de familias de miRNA en su desregulacién transcriptomica (Figura 16)(55).
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Figura 16: Red de interaccion miRNA-diana en la enfermedad celiaca (EC). Se muestran las
interacciones entre miRNA diferencialmente expresados y sus genes diana con correlacion
negativa significativa (R < -0,7, p < 0,05). Los miRNA (diamantes) y genes (circulos) estdn
coloreados segun su log,(fold change), con tonos rojos indicando sobreexpresion y azules
subexpresion en pacientes con EC. El tamaiio de los nodos representa el numero de
interacciones, destacando la regulacion coordinada de genes clave en procesos

inmunoldgicos y metabdlicos(55).

El andlisis de enriquecimiento de vias en este estudio se centrd en identificar las vias bioldgicas
asociadas con las transcripciones diana de miRNA, utilizando herramientas bioinformaticas
como el paquete R clusterProfiler y la plataforma REVIGO para reducir la redundancia de
términos GO. Se descubrié que las transcripciones reguladas a la baja estaban relacionadas
con el metabolismo lipidico, mientras que las reguladas al alza se asociaban con vias
inmunoldgicas y del ciclo celular. Adema3s, se priorizaron las transcripciones diana con apoyo

experimental, destacando que las transcripciones de miRNA como miR-31-3p, miR-22-5p y
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miR-30a-3p afectan vias similares, como la diferenciacidon de linfocitos (Figura 17). Este
enfoque bioinformatico permitié identificar patrones clave en las interacciones miRNA-

transcripcion y sus implicaciones funcionales en EC(55).
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Figura 17: Andlisis de enriquecimiento de los genes objetivo, asociados con los miARN
individuales dentro de la red de transcripcion miARN-objetivo. El eje y representa los
términos de Gene Ontology (GO), que resumen grupos de términos seleccionados por
REVIGO. Los miARN se ordenan segun su cambio en el pliegue (fold change) en la
comparacion entre la enfermedad celiaca (EC) y los controles, desde el cambio en el pliegue
mds bajo (miR-31) hasta el cambio en el pliegue mds alto (miR-1260b). La significancia del
enriquecimiento se indica mediante una escala de colores (FDR), y la relacion de genes
(GeneRatio) refleja la proporcion de genes objetivo de cada miARN en relacion con el numero

total de genes en cada via. Esta figura destaca el impacto funcional de miARN especificos y

sus genes objetivo a través de diversos procesos bioldgicos(55).

En el analisis de enriquecimiento de tipos celulares se utilizé xCell y GSVA para investigar los

tipos celulares enriquecidos en biopsias de pacientes con EC. Los resultados mostraron un
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enriquecimiento de células inmunes (células B y T) y un agotamiento de células epiteliales
intestinales. Los miRNA regulados negativamente en EC estaban asociados con células
epiteliales, mientras que los regulados positivamente estaban asociados con células inmunes

(55).

Por ultimo, se realizd un andlisis bioinformatico que vinculé genes de regiones de riesgo
genético asociadas a la EC con una red de transcripcion miRNA-diana. De los 118 genes
considerados, 102 se expresaron en las biopsias y 13 estaban presentes en la red de
transcripcion miRNA-diana. Un ejemplo es STAT1, que se asocia con los miRNA miR-22-5p y

miR-30a-3p, cuya interaccion esta respaldada por evidencia experimental (Figura 18)(55).
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Figura 18: Subconjunto de la red de interaccion miRNA-transcripcion diana. Solo se muestran
los genes que se superponen con los genes EC priorizados. Las lineas de conexion gruesas
indican que la interaccion se validd experimentalmente previamente. Después de la
correccion de la composicion del tipo de célula (puntuacion de enriquecimiento basada en
miRNA para células epiteliales intestinales y células CD3+), los miRNA indicados con un
asterisco todavia muestran una tendencia entre EC y controles (FDR: * 0,05-0,1, **

<0,05)(55).
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Autor/a/es Técnicas/herramientas bioinformaticas Resultados Biomarcadores Limitaciones Conclusiones
(47) - Andlisis estadistico = uso de software R: t-Student (variables - Duodeno > Sobreexpresados: Tamafio limitado de la muestra de Las proteinas FGL2 y TXNDC5 como
continuas), Chi-cuadrado (variables categdricas), algoritmoK-nearest CYP2C9, CYP344, HMGCS2, nuestro estudio. posibles  biomarcadores para el
neighbors (KNN) para estimar valores faltantes, coeficiente de CELA3B, CELA2A; Infraexpresados: diagnéstico no invasivo de la EC. Las
correlacion de Pearson y el indice de Youden para determinar CAMP, LTF, ELANE, DEFA3, proteinas FABP, CPOX, BHMT y PPP2CB
sensibilidad y especificidad. ADGPE2 como biomarcadores potencialmente
. , i . . asociados con la clasificacién patolégica
- Andlisis de proteinas diferencialmente expresadas mediante GOyKEGG - Plasma —> Sobreexpresados: de la atrofia vellosa en el intestino
Pathways: saber qué funciones desempefian las DEPs y cdmo FAM234A, TRHDE, APOC3, delgado.
interactan en procesos bioldgicos. FGFBP2, KRTB2; Infraexpresados:
GNMT, GLUCY1Al1, PCMTD1,
- Construccion de redes de interaccidn proteina-proteina con STRING y KRT13, IGHD
visualizacién de las redes con Cytoscape.
- WGCNA: analisis de redes de coexpresion génica ponderada. Se empled
para identificar modulos de genes altamente correlacionados y explorar
relaciones entre genes y fenotipos o rasgos bioldgicos.
- Método de agrupamiento difuso o fussy clustering (Mfuzz). Se empled
para el analisis de expresion diferencial de las proteinas plasmaticas en
pacientes con EC con diferentes grados de Marsh.
- Algoritmos machine learning/ ensemble method: combinacién de
regresion logistica, random forest y support vector machine- SVM.
(52) - Andlisis dmicos mediante bases de datos: CTD, DISEASES y GeneCards.  Se identificaron 54 genes de los No se mencionan. Los genes IRF1, STAT1, ALB, IL10, IL2, IL4,

Se seleccionaron los genes comunes en las tres bases de datos y se usé
un diagrama de Venn para realizar un andlisis mas profundo.

- Herramientas bioinformaticas: Enrich, GeneMANIA, Cytoscape y
WebGestalt para evaluar la funcién de los genes; GEO2R para el analisis
de la expresion génica.

cuales se seleccionaron algunos
para realizar un estudio de redes
génicas y analisis bioinformaticos.
Se seleccionaron 25 genes para el
Seed Genes y se identificaron 11
genes como Hub Genes:

- Seed Genes (WebGestalt): IL17A.
TGFB1, STAT1, ALB, IL10, IL2, IL4,
IL1B, IL21, FUT2, IL5, IGF1, CD8O,
TLR4, IGFBP3, IL2RA, TGM2,
CXCL10, CTLA4, IFIHI, HP, IRF1,
IL15, NAGS, HLA-DRB1

IL17A, TGFB1, IL1B, IL6, TNF e IFNG
como posibles biomarcadores para la EC
e involucrados en la regulacion del
sistema inmunolégico. El
descubrimiento de nuevos
biomarcadores diagndsticos para la EC
permite comprender mejor la patologia
de la enfermedad vy desarrollar
tratamientos mas eficaces.
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- Hub Genes (Cytoscape): STAT1,
ALB, IL10, IL2, IL4, IL17A, TGFB1,
IL1B, IL6, TNF e IFNG

(53) 1) Andlisis bioinformatico de RNA-Seq Deteccién de 13 miRNA capaces Numero limitado de pacientes y El uso de los microRNA circulantes
Id lidad i la olataf | | de discriminar entre grupos de controles para el estudio. identificados como nuevas
R Con.tro e calidad: se uso FastQC en la plataforma Galaxy para evaluar pacientes con EC, pacientes con EC herramientas de  diagndstico vy
la calidad de los datos de RNA-Seq. en tratamiento con DSG vy seguimiento para la EC pediatrica.
- Preprocesamiento: eliminacion de adaptadores y recorte de bases de ~ controles sanos. Ademds, mi-192- Ademés, comprobaron el efecto de la
baja calidad con TrimGalore. 5p, miR-215-5p y miR-125b-5p DSG en la regulacion de algunos miRNA.
pudieron discriminar entre los 3
- Alineamiento: lecturas mapeadas contra el genoma de referencia hgl9  grupos con alta precisién vy
con Bowtie2. especificidad.
- Conteo de lecturas: se cuantificaron las lecturas alineadas con HTSeq-
count.
- Andlisis diferencial: se identificaron miRNA diferencialmente
expresados con DESeq2, aplicando correcciones de lote con COMBAT.
- Se realiz6 PCA para visualizar la variabilidad de los datos y distinguir los
miRNA entre los tres grupos (Control, EC y DSG).
2) Uso de la bioinformatica para el estudio estadistico
- Se utilizan herramientas computacionales avanzadas como R
Bioconductor, GLMNET, CARET y pROC.
(54) 1) PCR cuantitativa en tiempo real 1) Muestras de biopsia de Numero limitado de pacientes y Los miRNA circulantes y de tejido de

- Identificacion de objetivos de miRNA: se emplearon bases de datos y
herramientas  bioinformdticas como  mirTarBase, TargetScan,
microRNA.org y Miro para predecir las posibles dianas de los miRNA.

- Andlisis de la expresion génica y miRNA: normalizacion y el célculo de
la expresion relativa junto con la técnica de laboratorio experimental
qPCR.

2) Western Blot

- Para la identificacién de proteinas se uso el software Quantity One
4.1.1 para analizar la intensidad de las sefiales en el Western Blot.

- Analisis de imédgenes de las membranas de Western Blot mediante el
FluorS Multilmager. El software proceso las imagenes para cuantificar la
expresion de proteinas.

duodeno:

- miRNA regulados positivamente:
miR-21-5p, miR-21-3p, miR-486-
5p.

- miRNA regulados
negativamente: miR-192-5p, miR-
31-5p, miR-338-3p.

2) Anélisis en plasma: resultados
similares observados en biopsias,
pero en presencia de DSG no se
pudieron detectar valores
comparables de maneras
significativa con los controles.

controles. El estudio se realizd en
plasma, que puede contener una
mayor cantidad de contaminantes de
PCR y no tuvieron en cuenta si habia
hemdlisis.

duodeno como biomarcadores para la
EC en pacientes pediatricos. Sin
embargo, recalcan que las alteraciones
en la expresion de los miRNA podrian
afectar de manera diferentes a la de los
adultos.
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(55)

1) Aislamiento y secuenciacién de ARN: Kit miRVana, giazol, TruSeq Small
RNA Sample Prep, HiSeq 2500, miRBase 22, human_glk_v37 ensemble
Release 75.

2) Expresion diferencial miRNA y RNA: R DESeq2 (v1.26.0), correccion de
Benjamini-Hochberg (FDR).

3) Red de transcripcion miRNA-diana: TargetScan (v7.2), microTCDS
(v7.0), TarBase (v7.0), miRTarBase (v7.0), correlaciones de Pearson,
RedeR.

4) Andlisis de enriquecimiento de vias: R clusterProfiler (v3.14.3), Gene
Ontology (GO), REVIGO.

5) Enriquecimiento de tipos celulares: xCell, R GSVA (v1.34.0), atlas de
expresion de miRNA

Construccion de una red que
incluye 2030 interacciones de
transcripcion miRNA-diana,
incluidos 423 pares validados
experimentalmente. En andlisis de
vias revelé que las interacciones
estdn  implicadas en  vias
relacionadas con el sistema
inmunitario y en vias metabdlicas
(por ejemplo, el metabolismo de
los lipidos). La red incluye 13 genes
que se han relacionado con la
desregulacion  por  variantes
gendmicas asociadas a la EC,
incluido STAT1.

Una limitacién en la investigacion de
miRNA es que la mayoria de las
interacciones  miRNA-transcripcion
diana han sido predichas por
algoritmos de prediccion de diana
pero no han sido validadas
experimentalmente.

Los miRNA desregulados en la EC
podrian influir en vias metabdlicas, del
ciclo celular e inmunitarias. Se requieren
estudios funcionales para validar su
papel en la patogénesis, idealmente con
enfoque en tipos celulares especificos.
Futuros estudios comparativos con otras
enfermedades intestinales (como la
enfermedad de Crohn) pueden aportar
mas informacién. Comprender mejor
estos mIiRNA podria facilitar la
identificacion de biomarcadores y
nuevas terapias para la EC.
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6. DISCUSION

Los estudios revisados destacan un avance significativo en la identificaciéon de biomarcadores
para la enfermedad celiaca (EC), tanto en el contexto de proteémica como de analisis de
miRNA. La protedmica, como se muestra en el analisis de Li y colaboradores (2024), ha
revelado proteinas clave que se expresan diferencialmente en muestras de duodeno y plasma,
sugiriendo alteraciones metabdlicas cruciales en la EC. El uso de técnicas avanzadas de
espectrometria, como la protedmica de adquisicion dependiente de datos en cuatro
dimensiones (4D-DIA), ha permitido identificar proteinas con potencial diagndstico, como
FGL2 y TXNDCS5, que podrian usarse para mejorar el diagndstico de esta enfermedad. Estos
biomarcadores también muestran promesas en la diferenciacidn de los diferentes grados de

atrofia intestinal, lo que subraya su relevancia clinica.

Por otro lado, el estudio de los microRNAs (miRNA) en la EC ha demostrado que estos
pequefios ARN no codificantes desempenan un papel esencial en la regulacién del sistema
inmunoldgico y en la patogenia de la enfermedad. Los miRNA circulantes son atractivos como
biomarcadores no invasivos debido a su estabilidad en fluidos bioldgicos, lo que facilita su uso
en el diagndstico de la EC. El trabajo de Buoli Comani y colaboradores (2015) y Felli y
colaboradores (2022) sefiala que ciertos miRNA, como miR-192-5p y miR-215-5p, podrian
servir para diferenciar entre EC activa y pacientes tratados con dieta sin gluten (DSG). Estos
hallazgos resalten cdmo los miRNA podrian reflejar el estado inflamatorio y de reparacion

intestinal en los pacientes celiacos.

Ademas, los analisis bioinformaticos realizados en los estudios revisados, como los de Noori y
colaboradores (2020) y Luise Tan y colaboradores (2021), evidencian la complejidad de la red
de interacciones moleculares asociadas con la EC. El analisis de genes relacionados con la EC
revela una fuerte implicacién en el sistema inmunolégico y en las vias de sefializacidon
autoinmunes, lo que resalta la importancia de estudiar las interacciones genéticas para
comprender mejor la fisiopatologia de la enfermedad. Los enfoques bioinformaticos en
combinacidn con andlisis experimentales permiten identificar genes clave como STAT1, IL6 y
TNF, que podrian ser utilizados como biomarcadores para el diagnéstico y tratamiento de la

EC.
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7. Conclusiones

La identificacién de biomarcadores para la EC, tanto a nivel protedmico como de microRNA,
representa un avance significativo en la mejora del diagndstico y tratamiento de esta
enfermedad. Las técnicas avanzadas de protedmica y las herramientas bioinformaticas han
permitido identificar proteinas clave como FGL2 y TXNDC5, que podrian servir como
biomarcadores diagndsticos no invasivos y como indicadores de la progresiéon de la
enfermedad. Ademas, los miRNA circulantes, debido a su estabilidad y facilidad de medicién
en fluidos bioldgicos, muestran un gran potencial para discriminar entre pacientes con EC

activa y aquellos tratados con una dieta sin gluten.

Por otro lado, los andlisis funcionales de genes relacionados con la ECy las redes de interaccién
molecular ofrecen una vision mas profunda sobre los mecanismos subyacentes de la
enfermedad. Los avances en la investigacién de las interacciones entre miRNA y sus genes
diana han proporcionado una comprensién mas completa de los procesos biolégicos alterados
en la EC, especialmente aquellos involucrados en la regulaciéon inmunoldgica y metabdlica. Sin
embargo, se requieren mas estudios para validar estos biomarcadores en cohortes mas
grandes y explorar su aplicabilidad clinica en el diagndstico y seguimiento de la enfermedad

celiaca.
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