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Resumen

Las proteinas de almacenamiento de los granos de trigo son la base de una amplia variedad de
productos alimenticios de elaboracion casera e industrial. No obstante, esas proteinas son toxicas
para un grupo de individuos (pacientes con enfermedad celiaca EC). Las gliadinas y las gluteni-
nas presentes en trigo, asi como sus equivalentes en la cebada y el centeno, (también llamadas
prolaminas), estan evolutivamente relacionadas y presentan un elevado grado de homologia. El
resultante del amasado de estas proteinas, en presencia de agua, genera una masa viscoelastica que
se denomina gluten.

Los anticuerpos policlonales y monoclonales especificos de las prolaminas han sido una herra-
mienta muy util para caracterizar las propiedades estructurales y conformacionales de las prola-
minas y particularmente, para el andlisis basado en técnicas inmunoquimicas del contenido de
gluten en productos alimenticios.

Esta determinacion es de relevancia para la salud humana, ya que los pacientes celiacos deben se-
guir una estricta dieta (llamada dieta libre de gluten), el tinico tratamiento efectivo para recuperar
la histologia y funcionalidad del intestino delgado.

Se han usado solventes acuosos, tales como el etanol al 60-70%, para la extraccion de las prolami-
nas de harinas y de productos alimenticios. Este método no es selectivo y por lo tanto, resulta en
una compleja mezcla de proteinas que asociado a su baja solubilidad en soluciones acuosas, su ele-
vado grado de homologia y por como consecuencia, su reactividad cruzada, provocan dificultades
en el analisis inmunoquimico de las proteinas derivadas del gluten.

Las prolaminas generan una respuesta inmune exacerbada en la mucosa intestinal de los pacientes
con EC. Los linfocitos T son una pieza clave en esta respuesta andmala frente a un componente
dietario. No obstante, nuevas perspectivas en el conocimiento sobre la inmunidad innata dirigen
la atencion hacia algunos péptidos de gliadinas que también pueden producir reacciones inflama-
torias que podrian intervenir en la patogenia de EC.

Palabras clave

Gliadinas, gluteninas, prolaminas, proteinas toxicas, productos libres de gluten, enfermedad ce-
liaca.
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1. Introducciéon

Los granos de cereal son una de las mas importantes fuentes de proteinas en la nutriciéon humana.
El trigo y el arroz representan mds del 70% de los granos de cereal consumidos mundialmente. La
mayoria de los cultivares de trigo que se utilizan corresponden a variedades del Triticum aestivum
L. hexaploide (con tres genomas codificados AABBDD), las cuales son usadas comunmente para
fabricar pan. El Triticum durum, tetraploide (genomas A y B), se usa primariamente para la pro-
duccién de pastas. Particularmente, el uso a escala masiva de las proteinas de trigo, se debe a sus
propiedades biofisicoquimicas, las cuales le otorgan la capacidad de formar una estructura parti-
cular llamada gluten. Esta estructura se obtiene de la harina de trigo por medio del lavado en pre-
sencia de agua y por la eliminacion de algunos componentes solubles, principalmente el almidén.
Como resultado, se obtiene una masa elastica y cohesiva capaz de retener gas, el cual se genera por
la fermentacién producida por microorganismos, usualmente levaduras. El trigo y los demas cerea-
les nocivos para la EC se han visto ampliamente distribuidos desde hace unos 500 afos, apenas una
veinteava parte del lapso que ha transcurrido desde el desarrollo de la agricultura. Las proteinas de
almacenamiento de los granos de trigo son la base de una amplia variedad de productos alimen-
tarios de elaboracion casera e industrial. Debido a su capacidad de formar estructura, el gluten
también se utiliza extensamente en la formulacion de otros alimentos y es clave en el desarrollo de
muchos productos en la industria alimentarial-3. No obstante, estas proteinas son toxicas para pa-
cientes con enfermedad celiaca (EC). En este capitulo, examinaremos los aspectos estructurales de
estas proteinas toxicas para comprender su papel en la patogenia de la EC, asi como los principios
involucrados en los métodos para la certificacion de los alimentos libres de gluten.

2. La Clasificacion de las Proteinas de los Cereales

El trigo, la cebada (Hordeum vulgare L.) y el centeno (Secale cereale L.) son miembros de la tribu
Triticeae, por lo que estan evolutivamente emparentados. Todos contienen grupos de proteinas,
que poseen un elevado grado de homologia y que comparten propiedades fisicoquimicas. La ave-
na, aunque se halla en la misma subfamilia, pertenece a la tribu Aveneae y presenta algunas carac-
teristicas diferentes (Figura 1)!-3.
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Eamilia Gramineas

Subfamilia Pooideas Bambusocideae Panicoideae
Tribu Triticeae Aveneae Oryzeae Andropogoneae Paniceae
Género Triticum Secale Hordeum Avena Oriza Zea  Sorghum  Penisetum
\ 20 2 | v OV Vv ¥ v
Nombre Trigo Centeno Cebada Avena Arroz Maiz Sorgo Mijo

Figura 1. Relaciones taxondmicas entre los cereales.

Las proteinas del endosperma del grano de trigo son mezclas complejas que fueron originalmente
clasificadas por T.B. Osborne de acuerdo con su solubilidad en cuatro fracciones (1907): albiumi-
nas (solubles en agua); globulinas (solubles en soluciones salinas); gliadinas (solubles en etanol al
60-70%) y gluteninas (unicamente solubles bajo condiciones mas agresivas, a saber, acidos, agen-
tes reductores, detergentes, urea, etc.).

Las gliadinas y las gluteninas, tanto como sus homologos en cebada y centeno, son llamadas pro-
laminas. Este nombre se debe a su elevado contenido de los aminodcidos prolina y glutamina, los
cuales junto a la fenilalanina, representan el 60 al 80% del total de su contenido de aminoacidos.
Las prolaminas son sintetizadas y depositadas en el endosperma del grano como una fuente pri-
maria de nitrégeno para la sintesis de proteinas que ocurre durante la germinacion. El proceso de
la molienda produce la harina de trigo, el ingrediente primario, esencial para la manufactura de
alimentos.

Como proteinas de almacenamiento, las gliadinas y las gluteninas comprenden casi la mitad del
contenido de proteinas de la harina de trigo?. Las gliadinas son monémeros, con pesos molecu-
lares en el rango de 30 hasta 60kDa, mientras que las gluteninas, forman polimeros entre cadenas
a través de uniones por puentes disulfuro con pesos moleculares que oscilan desde 80kDa hasta
millones. Como consecuencia de este entrecruzamiento, las gluteninas son poco extraidas cuando
se usa etanol acuoso (solvente mds cominmente usado) de los productos amasados, y aun menos
en aquellos que han recibido tratamiento térmico.

Las gliadinas han sido clasificadas en a-, B-, y- y w-gliadinas, basandose en su movilidad electro-

forética en condiciones de pH 4cido (pH=3, A-PAGE)>. El mismo procedimiento ha sido usado
para describir los componentes homologos de la cebada y el centeno.
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3. Caracteristicas Estructurales y Propiedades Biofisicoquimicas

La estructura primaria de las prolaminas presenta regiones extensas de secuencias repetidas debi-
das a insercion y duplicacion a lo largo del proceso evolutivo, lo que ha generado un elevado grado
de polimorfismo. Las regiones repetitivas estan formadas por unidades de 4 a 9 aminodacidos de
longitud. Estas unidades incluyen una o mas unidades de prolina y glutamina, lo que explica el
elevado contenido de estos dos aminoacidos en las prolaminas.

La tabla 1 muestra una clasificacion de las prolaminas de acuerdo con su composicion y secuencia
de aminodacidos!3.

Tabla 1. Clasificacion de las prolaminas de trigo, centeno y cebada.

Prolaminas
Gliadinas (monémeros) Gluteninas (agregados)
Trigo w-gliadinas a-, B-gliadinas y-gliadinas LMW glu- HMW glu-
Pobres en S Ricasen S
Cebada C hordeinas - y-hordeinas B hordeinas D hordeinas
Centeno w-secalinas - y-secalinas | LMW-secalinas HMhWn -asseca-

LWM = Bajo Peso Molecular ; HMW = Alto Peso Molecular

La secuencia de aminodcidos para la a-gliadina fue la primera en ser descrita®. Es una proteina
de 30kDa, soluble en etanol. Posteriores investigaciones revelaron que la estructura global de las
prolaminas, la cual consiste en secuencias tipicas en el extremo N terminal, conservando domi-
nios y regiones repetitivas. Estas caracteristicas pueden hallarse en los componentes homologos
del trigo, la cebada y el centeno. Las regiones N terminales de las w-gliadinas y las w-secalinas
por ejemplo, presentan un elevado grado de homologia y las secuencias repetidas representan un
80% de la molécula’. Se hallaron dos secuencias de consenso: PQQPY y PQQPFPQQ, las cuales
explican el elevado contenido de prolina (P) y glutamina (Q) que se ha observado en estas protei-
nas. Elandlisis de las secuencias de las aveninas reveld que, aunque efectivamente, existen algunas
secuencias de consenso de unidades repetidas, estas son diferentes de las del trigo, la cebada y el
centeno.

Basandose en su peso molecular, las prolaminas pueden ser divididas en: Peso Molecular Alto
(HMW, por sus siglas en inglés), Peso Molecular Medio (MMW) y Peso Molecular Bajo (LMW).
Las proteinas del grupo HMW incluyen las HMW-gluteninas (trigo), HMW-secalinas (centeno) y
las D-hordeinas (cebada), con pesos moleculares en el rango de 70-90kDa. El motivo de secuencia
QQPGQG es muy frecuente en la region repetitiva.
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En el grupo MMW el peso oscila entre 50-70kDa, e incluye w-gliadinas, w-secalinas (centeno) y
C-hordeinas (cebada). Las secuencias estan tipicamente formadas por repeticiones de QPQQPFP
y QQQFP. En el grupo LMW, el peso molecular oscila entre 30-45 kDa e incluye a-/p-gliadinas
y y-gliadinas (trigo), y-secalinas (centeno) y y-hordeinas (cebada); estas contienen cisteinas que
forman enlaces disulfuro intracadena. Debe recalcarse que las proteinas homdlogas a las a-/p-
gliadinas, no se hallan en el centeno, ni en la cebadal:3. La secuencia repetitiva tipica en estas
proteinas es QPQQPFP. Dentro de este mismo grupo existen otras proteinas con puentes disulfuro
intercalado como LMW-GS (trigo), y75k-secalinas (centeno) y B-hordeinas (cebada) (Figuras 2
y 3A).

La estructura secundaria de las prolaminas contiene regiones de a-hélice en los extremos N y
C terminales, asi como en algunas secuencias intercaladas. Las regiones repetitivas adoptan una
estructura conocida como giro-f. La unidad estructural de giro-p se compone de cuatro residuos;
los enlaces de puente de hidrogeno se hallan entre el grupo carboxil y el grupo de amidas del
cuarto residuo!?. La regularidad de las secuencias repetitivas y de la estructura giro-p determi-
nan la formacién de una estructura cilindrica con 13 residuos por giro, llamada espiral-p. Los
giros-p predominan en las w-gliadinas. También se hallan en las gluteninas HMW y en menor
grado, en las y-gliadinas. En estos casos la distribucion de los giros-f es irregular. En contraste
en las a-gliadinas, esta estructura se restringe solo a unos pocos dominios cerca de la region N
terminal; que son mas irregulares y pueden contener secuencias intercaladas con una estructura
de a-hélice!0. Las prolaminas son estructuras proteicas compactas con una elevada estabilidad fisi-
coquimicall. Su rigida estructura secundaria se preserva, ain bajo condiciones desnaturalizadoras
leves!?y solo las condiciones desnaturalizadoras fuertes, tales como la urea 4M, pueden alterar su
estructural’.

PROLAMINA HMW: Subunidad HMW (1Dx5)
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Figura 2. Esquema de la estructura de las gluteninas HMW y de las gliadinas ricas en azufre. La-
lineas que conectan 1 al 8, indican los puentes disulfuro entre cisteinas, mientras que SH indica las
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posiciones de los residuos de cisteinal.

A Glia-«8  PFPQPQLPY B
Glia-=2 PQPQLPYPQ
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Figura 3. Pépticos toxicos en las a-gliadinas. Esquema de la estructura de a-gliadina. S: secuencia
N terminal. R: dominio repetitivo. NR: dominios no repetitivos separados por regiones de poliglu-
tamina (Q). Se indican algunas de las secuencias descritas como péptidos toxicosS. B. Secuencia de
a-gliadinas de los aminodcidos del 57 al 89 (conocidos como 33mer) incluyendo tres epitopos toxicos
solapados que se hallan presentes una, dos y tres veces’.

4. Procedimientos de Extraccion de Prolaminas

Los solventes acuosos, tales como el etanol acuoso al 60-70%, 0.01 M de acido acético o 1 M de
urea entre otros, han sido usados para la extraccion de prolaminas a partir de las harinas. Estos
no son medios de extraccion selectivos y por lo tanto, da como resultado mezclas complejas de
proteinas!“. Ya que las prolaminas presentan una elevada tendencia a agruparse en la presencia de
solventes acuosos, las técnicas bioquimicas usadas para separarlas y purificarlas no son eficientes.
La cromatografia liquida de fase inversa (RP-HPLC) es el método recomendado para el analisis
de prolaminas. No obstante, con objetivos preparativos, solo una cantidad limitada de proteinas
puede ser purificada usando HPLC.

Para obtener una mayor cantidad de estas proteinas, se ha usado la cromatografia liquida de me-
diana presion (FPLC, siglas en idioma inglés de Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas)!®.
En este caso, pueden obtenerse algunas fracciones enriquecidas, pero se hallan contaminadas con
componentes de otras fracciones. En conclusion, dadas sus caracteristicas bioquimicas, no es po-
sible obtener gliadinas u otras prolaminas en forma pura usando técnicas separativas conven-
cionales. Este es el motivo por el cual las técnicas de ingenieria genética han permitido clonar y
producir en forma recombinante varias gliadinas. Estas proteinas recombinantes han sido usadas
en estudios funcionales!® y en la evaluacion de su papel en la patogenia de la EC17:18,
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5. Caracterizacion de las Prolaminas por Métodos Inmunoquimicos

Se han obtenido tanto anticuerpos policlonales como monoclonales frente a las proteinas del tri-
go, la cebada y el centeno. Estos anticuerpos han sido una herramienta muy util para caracterizar
las propiedades estructurales y conformacionales de las prolaminas. La baja solubilidad de las
prolaminas en soluciones acuosas, la dificultad de obtener componentes altamente purificados y
el elevado grado de homologia, con la consecuente reactividad cruzada, producen no obstante,
algunas dificultades en esta clase de técnicas. La informaciéon obtenida por medio de métodos in-
munoquimicos es relevante para profundizar en el conocimiento de este sistema de proteinas muy
particular. Desde los primeros andlisis inmunoquimicos por medio de anticuerpos policlonales,
obtenidos de conejos inmunizados con a-/B- y y-gliadinas, B-hordeinas o C-hordeinas, se observé
que la inmunogenicidad de las secuencias repetitivas y en particular, de las regiones compuestas
de giros beta determinan gran parte de la reactividad cruzadal®. Estos resultados revelaron una
homologia parcial y la presencia de epitopos conformacionales y/o lineales similares en las a- y
y-gliadinas, B-hordeinas y C-hordeinas. En los mismos estudios, las w-gliadinas presentaron una
reactividad mucho menor no observando reconocimiento de proteinas de avena y arroz.

Los anticuerpos monoclonales fueron producidos usando diferentes estrategias para la inmuniza-
cion y la seleccion de los hibridomas. Estos anticuerpos han profundizado nuestro conocimiento
sobre las caracteristicas estructurales de las prolaminas y han resultado ttiles para el desarrollo de
pruebas cuantitativas para determinar la concentracion de gliadinas en extractos de los alimen-
tos!420-23 Uno de estos anticuerpos monoclonales, llamado R5, ha sido extensamente caracteriza-
do y es uno de los anticuerpos mas utilizados en pruebas ELISA para el control del gluten en los
alimentos?426,

Es dificil efectuar la caracterizacion de la inmunoreactividad y en particular, la identificacion del
epitopo reconocido por un anticuerpo monoclonal en este sistema proteico. La interpretacion de
los resultados inmunoquimicos es dificil en este complejo sistema de proteinas: donde ocurren
multiples interacciones antigeno-anticuerpo, con un amplio rango de afinidades y elevada reac-
tividad cruzada. Con el fin de simplificar el sistema de estudio e identificar el epitopo reconocido
por los anticuerpos monoclonales, se usaron péptidos sintéticos o bibliotecas de fagos. En el caso
particular del anticuerpo R5, se encontré que la secuencia central de los epitopos esta formada por
QQPFP, QQQFP, LQPFP y QLPFP24. Estas secuencias se encuentran en el trigo, el centeno y la
cebada, pero no en la avena.

Mas recientemente, ademas de las pruebas inmunoquimicas, se han utilizado técnicas mas actua-
lizadas para analizar los péptidos derivados de gluten en alimentos. Por ejemplo, se han propuesto
diferentes sensores basados en propiedades fisicas, electroquimicas?’ y magnéticas?8. También se
ha propuesto realizar la deteccion de los fragmentos del ADN del genoma del trigo por medio de
PCR?. Aunque todos estos son métodos potentes en su capacidad de deteccion, no pueden atn
sustituir el uso a gran escala las técnicas de ELISA cuantitativo.
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6. Gliadinas Comunmente Usadas en la Investigacion de la Patogenia de la Enferme-
dad Celiaca o en el Analisis del Gluten

Para evaluar el papel de las gliadinas en los mecanismos patogénicos de la EC o en el desarrollo
de las pruebas de certificacion de alimentos, las fuentes de gliadinas mas cominmente utilizadas
hasta el momento han sido: Gliadinas comerciales, la digestion enzimadtica de gliadinas enteras y
mas recientemente, el material de referencia preparado por el European Working Group in Prola-
min Analysis and Toxicity (WGPAT) (Grupo de Trabajo Europeo sobre el Anilisis y Toxicidad de
las Prolaminas, por sus siglas en idioma Inglés)30.

o Las gliadinas comerciales son producidas por varias companias. Estas consisten en gliadinas
obtenidas a partir de la harina de trigo siguiendo protocolos convencionales para la eliminacién
de la fraccién de albimina-globulina y su posterior extraccion con etanol acuoso. La fraccion de
proteinas extraida con etanol acuoso es luego liofilizada y distribuida bajo la forma de polvo, pero
éste no es completamente soluble. Esta es una desventaja importante cuando se utiliza esta prepa-
racion de gliadinas como estandar en métodos cuantitativos. Ademas, debido al procedimiento de
produccion, puede alterarse la conformacion de las proteinas y consecuentemente puede modifi-
carse su interaccion con los anticuerpos.

« Fragmentos de gliadinas obtenidos mediante digestion enzimatica de las gliadinas comerciales
se obtienen mediante tratamiento de gliadinas comerciales con las enzimas tripsina y pepsina;
usualmente se les conoce como PT-gliadinas. Esta digestion enzimatica produce una mezcla de
péptidos de varios tamafnos que han sido usados en la caracterizacion de la respuesta inmune en
los pacientes con EC. Para pruebas bioldgicas, esta preparacion se usa como un modelo de pép-
tidos derivados del gluten, hallados en el lumen intestinal después del proceso fisiologico de la
digestion. La desventaja de esta preparacion es la gran variabilidad entre preparaciones.

o El material de referencia de WGPAT (gliadina PWG) fue desarrollado dentro de un proyecto
multicéntrico internacional, que permite la validacion de pruebas cuantitativas. Para su prepara-
cion se mezclaron las harinas de 28 variedades de trigos europeos y se siguié un protocolo con-
vencional de extracciéon de prolaminas. La gliadina PWG fue caracterizada por la metodologia
mas amplia disponible (RP-HPLC, electroforesis en gel de poliacrilamida, electroforesis capilar,
MALDI-TOF, pruebas inmuno-quimicas). También se evalud su estabilidad y solubilidad. Por lo
tanto, la gliadina PWG es un reactivo altamente estable y completamente soluble utilizado como
material de referencia para pruebas cuantitativas en el andlisis del gluten3°.

7. Prolaminas y Toxicidad. Induccion de las Respuestas Inmunes Innata y Adaptativa

Estudios pioneros realizados por el grupo del Dr. Sollid (Oslo, Suecia) a comienzos de la década
de 1990, demostraron la especificidad de los linfocitos T de la lamina propria aislados a partir de
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la mucosa intestinal de pacientes con EC activa. Estos experimentos demostraron también el papel
de los alelos de susceptibilidad HLA de clase II en la patogenia de la EC31:32. Estudios posteriores
utilizando paneles de linfocitos T aislados de la mucosa intestinal permitieron un analisis pro-
fundo de los péptidos unidos a los alelos HLA de susceptibilidad (HLA-DQ2/DQ8)33. Diferentes
grupos de investigacion han contribuido sustancialmente al conocimiento de los mecanismos de
la patogenia de la EC, tal vez una de las patologias con base inmune mejor conocidas.

Debido a sus secuencias particulares, los péptidos del gluten son resistentes a la degradacion enzi-
matica. En consecuencia, aun luego de la actividad de las enzimas digestivas, en el lumen intestinal
permanecen fragmentos de gluten de gran tamano. Estos péptidos son translocados a la lamina
propria, donde son capturados y procesados por las células dendriticas. Allj, la transglutaminasa
2 (TG2), una enzima con multiples funciones, media en la deamidacién de residuos de glutamina,
en posiciones seleccionadas de los péptidos de gluten3>36. Esta modificaciéon hace que los pép-
tidos tengan una mayor afinidad por los alelos de susceptibilidad de HLA de clase I117:37-3. Se
han desarrollado algoritmos para la prediccion de secuencias tdxicas, tomando en cuenta tanto la
seleccion de péptidos capaces de interactuar con los alelos de susceptibilidad HLA como el reque-
rimiento de la deamidacién de glutaminas por TG24041. La informacién experimental de analisis
de reactividad de linfocitos T sumada a estos algoritmos sugiere que la respuesta adaptativa T se
halla restringida principalmente a ciertos péptidos del gluten que cumplen con el requerimiento
de establecer una unién de alta afinidad con los alelos de susceptibilidad HLA y la deamidaciéon
selectiva por la TG24%43,

Aungque la reactividad de los linfocitos T parece ser heterogénea, predomina la reactividad de estos
frente a las a-gliadinas. Los péptidos inmuno-dominantes, tales como la a-gliadina p56-89%4, in-
ducen respuestas inmunes especificas en practicamente todos los pacientes con enfermedad celia-
cal?74> Este péptido, llamado 33mer, es considerado el péptido modelo para el estudio sobre la res-
puesta adaptativa en EC. Se han identificado a los principales epitopos en las a-, y- y w-gliadinas,
asi como en las gluteninas. Estos epitopos se unen a las moléculas de HLA-DQ2 y DQS8. A su vez,
muchos de estos epitopos se unen con mayor afinidad cuando glutaminas de posiciones definidas
han sido deamidadas por actividad de la enzima TG2, e incrementan la induccién de la prolifera-
cion de células T especificas36:37:44,

Se ha propuesto una nomenclatura para los epitopos relevantes del gluten basada en la definicién
de la reactividad de por lo menos, un clon de célula T especifico, el elemento de restriccion HLA
y el nucleo de nueve de aminodcidos del epitopo!. La lista incluye, al menos, 31 epitopos reco-
nocidos por los linfocitos T CD4+, 24 de los cuales son HLA-DQ2 restringidos (23 DQ2.5y 1 por
DQ2.2) y 7 HLA-DQ8 restringidos (4 DQS8, y 3 por DQ8.5), presentes en a-gliadina, y-gliadina,
w-gliadina, gluteninas LMW y HMW, hordeinas, secalinas y aveninas (tabla 2).

Se sabe que los péptidos del gluten pueden inducir dafio en cultivos celulares de biopsias intesti-

nales duodenales*® o después de haber sido administrados in vivo, en el intestino proximal o dis-
tal?’. Los efectos tempranos tales como la induccién de vias de estrés celular y la estimulacion de
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la inmunidad innata local, han sido descritos para los fragmentos de a-gliadina p31-49 y p31-43.
El péptido p31-43 puede inducir moléculas de MHC clase I no clasicas, estrés, muerte de células
epiteliales y podria potenciar el efecto del factor de crecimiento epidérmico (EGF), asi como la
estimulacion del sistema de quinasas de MAP kinasa p38, y la produccion de IL-15, por parte de
las células mononucleares de la lamina propria 4801, Se ha observado que el péptido p31-43, a di-
ferencia de otros péptidos, se acumula en los lisosomas intracelulares, donde induce la activacién
de TG2 y la degradacion de PPARY, que es un modulador de la inflamacion intestinal>2. También,
se ha descrito la actividad de otros péptidos de gliadinas con diversos efectos bioldgicos>3>>.

Tabla 2. Lista de péptidos relevantes reconocidos por las células CD4* T.

EPITOPO

Nomenclatura actual Nomenclatura anterior Secuencia*
DQ2.5 restringidos
DQ2.5-glia-ala DQ2-a-1,a9 PFPQPELPY
DQ2.5-glia-alb DQ2-a-III PYPQPELPY
DQ2.5-glia-a2 DQ2-a-11,a2 PQPELPYPQ
DQ2.5-glia-a3 glia-a20 FRPEQPYPQ
DQ2.5-glia-y 1 DQ2-y -1 PQQSFPEQQ
DQ2.5-glia-y 2 DQ2-y-ILy 30 IQPEQPAQL
DQ2.5-glia-y 3 DQ2-y-1II QQPEQPYPQ
DQ2.5-glia-y 4a DQ2-y-IV SQPEQEFPQ
DQ2.5-glia-y 4b DQ2-y-VIIc PQPEQEFPQ
DQ2.5-glia-y 4¢ DQ2-y-VIla QQPEQPFPQ
DQ2.5-glia-y 4d DQ2-y-VIIb PQPEQPFCQ
DQ2.5-glia-y 5 DQ2-y-VI QQPFPEQPQ
DQ2.5-glia-w 1 DQ2-w -1 PFPQPEQPF
DQ2.5-glia-w 2 DQ2-w -II PQPEQPFPW
DQ2.5-glut-L1 glutenina-17 PFSEQEQPV
DQ2.5-glut-L2 glutenina-156 FSQQQESPF
DQ2.5-hor-1 Hor-a 9,Ha 9 PFPQPEQPF
DQ2.5-hor-2 Hor-a 2,Ha 2 PQPEQPFPQ
DQ2.5-hor-3 hor-1-DQ2 PIPEQPQPY
DQ2.5-sec-1 Sec-a 9,Sa 9 PFPQPEQPF
DQ2.5-sec-2 Sec-a 2,Sa 2 PQPEQPFPQ
DQ2.5-ave-1a Av-a 92 PYPEQEEPF
DQ2.5-ave-1b Av-a 9B,1490 PYPEQEQPF
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DQ8 restringidos

DQ8-glia-al DQ8-a-1 EGSFQPSQE

DQ8-glia-y 1la DQ8-y -Ia EQPQQPFPQ
DQ8-glia-y 1b DQ8-y -Ib EQPQQPYPE
DQ8-glut-H1 HMW -glutenina QGYYPTSPQ

*Secuencia de aminodcidos en un cédigo de una letra. En rojo: los residuos de glutamato (E) debidos
a la deamidacion de TG2 que son importantes para la union a la molécula DQ2/8. En azul: otros
residuos de glutamina (Q), potenciales sustratos para TG241,

No obstante, quedan por identificar los receptores de estos péptidos toxicos, comprender mejor
su interaccion con los enterocitos y cdmo ocurre el transporte transepitelial de estos péptidos. Ex-
perimentos de transcitosis llevados a cabo in vivo, sugieren que el receptor de transferrina CD71,
puede mediar la translocacién de los complejos de péptidos de gliadinas/ IgA anti-gliadinas®. Se
ha descrito, en pacientes celiacos con EC, un elevado transporte transepitelial desde la membrana
apical hacia la membrana basal en los enterocitos, incrementada por IFN-y>3 (Tabla 2) (Figura 3).

El conocimiento actual de la patogenia de la EC involucra dos clases de péptidos toxicos: aquellos
que son capaces de inducir un cambio muy rapido en la mucosa, mediante mecanismos inflamato-
rios e innatos, y otros, que generan la respuesta adaptativa. Ambas vias interactiian y se potencian
la una a la otra para mantener el proceso crénico del dafo intestinal*2>7.

En conclusion, los estudios que buscan incrementar nuestro conocimiento sobre las secuencias
toxicas de gliadinas y gluteninas, asi como de los péptidos homologos presentes en otros cereales
toxicos, tienen gran importancia para comprender muchos aspectos de la patogenia de la enfer-
medad celiaca.

Los mecanismos y secuencias responsables de la induccidon de reacciones inflamatorias, todavia
no son bien comprendidas. Algunas de estas vias inflamatorias podrian también tener un papel
central en otra entidad clinica llamada Sensibilidad al Gluten no Celiaca.

El desarrollo de herramientas analiticas para la deteccion de gliadinas y gluteninas en alimentos
destinados al consumo por pacientes con EC, requiere informaciéon inmunoquimica precisa sobre
la reactividad de los anticuerpos utilizados. El desarrollo de nuevos métodos requiere ademas, la
identificacion de las secuencias apropiadas de estas proteinas como blanco tanto para la detec-
cién mediante técnicas inmunoquimicas y no inmunoquimicas. Adicionalmente, los péptidos de
gliadinas pueden ser usados para la deteccion de anticuerpos especificos: en particular, algunas
secuencias con glutaminas deamidadas son una herramienta muy util en ensayos de serologia para
la deteccion de pacientes con EC.
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