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Objetivo

Los enfermos celiacos presentan malnutriciéon y una
gran anorexia. La leptina es un importante factor anore-
xigeno estrechamente relacionado con el indice de masa
corporal (IMC). El objetivo fue estudiar la leptina sérica
en la enfermedad celiaca y su posible accion sobre el ape-
tito, compararla y relacionarla con el factor de necrosis tu-
moral (TNF), que tiene funciones similares.

Métodos

La leptina y el receptor I de TNF (TNF-R-I) se midieron
mediante enzimoinmunoanalisis (ELISA). Se analizaron
65 sueros de enfermos celiacos (28 varones y 37 mujeres).
En todos los casos se practicé simultineamente biopsia in-
testinal y se determinaron anticuerpos antiendomisio. Es-
taban en actividad 29 casos y 36 en remision.

Resultados

Los valores de leptina estaban disminuidos en la fase de
actividad de la enfermedad celiaca (p = 0,002), lo que no
apoya su participacion sobre la anorexia y la desnutricion
del paciente celiaco. Durante la remision de la enfermedad
celiaca la leptina se relaciona con el IMC (p = 0,001), pero
en la fase activa se rompe esta relaciéon habitual. En la fase
aguda también se rompe la diferencia entre sexos, y son
similares los valores en varones y mujeres. El TNF-R-I se
detecto en todos los sueros y mostré una elevacion signi-
ficativa durante la fase aguda (p = 0,0003) lo que parece
indicar una activacién del sistema TNF en la enfermedad
celiaca.

Conclusiones

La leptina esta disminuida durante la fase activa de la en-
fermedad, y se pierde su habitual correlaciéon con el IMC
y el sexo femenino. Los resultados sefialan que no partici-
pa en la anorexia y la desnutricion de la enfermedad ce-
liaca y, sin embargo, si podria hacerlo el sistema TNF.

Palabras clave:
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Factor de necrosis tumoral Anorexia.

THETUMOR NECROSIS FACTOR SYSTEM
AND LEPTIN IN COELIAC DISEASE

Objective

Patients with coeliac disease (CD) present anorexia and
malnutrition. Leptin is a significant anorexigenic factor,
with a close relationship to the body mass index. The aims
of this study were to asses serum leptin levels in CD and
their possible influence on appetite, as well as to compare
and relate leptin with tumor necrosis factor (TNF) activity,
which has similar functions.

Methods

Leptin and TNF receptor-1 (INFr-1) were measured by
enzyme-linked immunosorbent assay. Sixty-five serum
samples from patients with CD (28 boys and 37 girls) were
analyzed. In all patients, small bowel biopsy and anti-en-
domysium determination were performed simultane-
ously. Twenty-nine patients presented active CD and
36 were in remission.

Results

Leptin concentrations were reduced in active CD
(p = 0.002). In patients in remission, leptin was related to
the body mass index (p = 0.001), but this correlation was
not found during the active phase of the disease. Contrary
to normal differences between sexes, in active CD leptin
levels were similar in boys and girls. TNFr-1 was found in
all serum samples and levels were statistically higher in
patients with active CD (p = 0.0003), suggesting that the
TNF system is activated in this disease.
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Conclusions

Leptin concentrations were reduced in active CD, but we
did not find the usual positive correlation with body mass
index and higher concentrations in girls. These results
suggest that leptin does not contribute to anorexia and fai-
lure to thrive in patients with CD; in contrast, the TNF sys-
tem might be involved.

Key words:
Coeliac disease. Body mass index. Leptin. Tumor necro-
sis factor. Anorexia.

INTRODUCCION

En la enfermedad celiaca existe una detencion en el cre-
cimiento y una intensa anorexia que es una de las causas
de la desnutricién que se produce en esta enfermedad!. La
anorexia esta presente con frecuencia en las formas oli-
gosintomaticas de la enfermedad, y resulta llamativa su re-
cuperacion tras la retirada del gluten de la dieta. La enfer-
medad celiaca es una inflamacién cronica en la que
participan citocinas proinflamatorias como el factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-a) que, ademas de la actividad in-
flamatoria, tiene otras funciones. Primitivamente se deno-
mind caquectina por causar grave desnutricion al inhibir la
lipoproteinlipasa?. Numerosas células tienen receptores
para TNF (TNF-R) cuya molécula es liberada al suero
cuando aquéllas son activadas®. Los valores séricos de
TNF y TNF-R aumentan de forma paralela durante situa-
ciones inflamatorias, pero el TNF desaparece rapidamen-
te, por lo que algunos autores han propuesto la alternati-
va de medir TNF-R, molécula mucho mas estable, para
conocer el grado de activacion del sistema TNF-TNF-R?.

La leptina es una proteina sintetizada en los adipoci-
tos, y también en otros tejidos, que regula el apetito des-
de el hipotialamo provocando sensacion de saciedad>.
Ademads, de forma periférica contribuye al adelgazamien-
to frenando la sintesis de acidos grasos y triglicéridos y
aumentando la oxidacion lipidica. En condiciones noma-
les hay una relacion directa entre las concentraciones sé-
ricas de leptina y el indice de masa corporal (IMC)®7; sin
embargo, ante una restriccion alimentaria los valores de
leptina se reducen con demasiada rapidez, antes de que
se produzca el adelgazamiento®. Posteriormente, se des-
cubri6 que la leptina también se producia en células del
Jundus gastrico y que se sintetizaba a los pocos minutos
de la ingesta alimentaria mediante un mecanismo en el
que interviene la colecistocinina®!!,

El objetivo del estudio fue conocer la influencia de la
activacion del sistema TNF-TNF-R y de la leptina en la ano-
rexia y en la desnutricion de los enfermos celiacos.

Pacientes y métodos

Se incluyeron en el estudio 65 muestras de suero pro-
cedentes de 56 enfermos celiacos (28 varones y 37 muje-
res) con un rango de edad entre 10 meses y 17 afios. Los
criterios de inclusion se basaron en las normas estableci-

das por la ESPGHAN para el diagnéstico de enfermedad
celiaca y se hizo biopsia intestinal simultanea a la extrac-
cién sérica en todos los casos. Todos los pacientes con
enfermedad activa incluidos en el estudio presentaron
atrofia vellositaria. Ademas, se determinaron anticuerpos
antiendomisio que fueron coincidentemente positivos en
los casos en actividad y negativos en los remitidos.

Mientras recibfan dieta normal se recogieron 29 mues-
tras, la mayoria en el momento del diagndstico, aunque
alguno estaba en fase de provocacion. Sélo en 4 pacien-
tes pudieron llevarse a cabo determinaciones seriadas,
antes y después de retirar el gluten; 36 muestras proce-
dieron de nifos en fase de remisién que estaban tratados
con dieta exenta en gluten. Todos los pacientes tenian
biopsia normal y anticuerpos antiendomisio negativos en
el momento del estudio.

Coincidiendo con el estudio se midi6 el peso y la talla
y se calcul6 el IMC (kg/m?). La desviacion estindar (DE)
de los valores somatométricos se calculé mediante tablas
graficas de somatometria (F. Orbegozo), adecuadas al
sexo, o mediante un programa informatizado. Para evitar
el sesgo debido a la influencia de la masa grasa sobre la
leptina y supuestamente también sobre el TNF-R, los es-
tudios se repitieron corrigiendo los valores segin el IMC
(valor/IMC*100).

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la
Institucion.

TNF-R

El TNF-R se determiné por enzimoinmunoanalisis (ELI-
SA) (Bender, Viena, Austria) que utiliza placas fijadas con
un anticuerpo monoclonal que reacciona con el TNF-R-I
(60 kDa) presente en el suero. Después de 3 lavados con-
secutivos, se realiz6 una segunda incubacion con otro an-
ticuerpo anti-TNF-R-I conjugado con peroxidasa. La reac-
cién continud con la metodologia habitual de la técnica
de ELISA y la densidad optica final se ley6 a 450 nm. El li-
mite de deteccion, modificando las diluciones, alcanzd
hasta 0,08 ng/ml. El coeficiente de variacion intraensayo
con este sistema es del 1,8% vy el interensayo oscila entre
el 5y el 10%, dependiendo de la concentracién. Esta
comprobado que la determinaciéon de TNF-R-I con el sis-
tema utilizado no se interfiere por la adicion de cantida-
des crecientes de TNF-a o TNF-3.

Leptina

La leptina se determiné por ELISA (R&D, Minneapolis,
Estados Unidos). Siguiendo las instrucciones del fabrican-
te, se colocaron 100 pl de patrones y muestras en micro-
placas conteniendo anticuerpo monoclonal contra lepti-
na. Las moléculas que no reaccionaron se lavaron y a
continuacion se deposité un segundo anticuerpo antilep-
tina, marcado con enzima. Tras nueva incubacién y otros
tres lavados, se colocé el sustrato enzimitico y se detuvo
la reaccion con dcido. La lectura de la densidad optica se
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registré con un lector regulado a 540 nm. El limite de de-
teccion del sistema fue 0,5 pg/ml, usando 100 pl de las
muestras, el coeficiente interensayo 5,4% y el coeficiente
intraensayo 3,3 %. El método identifica leptina humana
natural y recombinante, carece de reaccion cruzada fren-
te a numerosas moléculas como interleucinas, factores
de crecimiento celular, TNF, etc., y no presenta interfe-
rencias cuando se anaden hasta 50 ng/ml de cualquiera
de dichos factores.

Analisis estadistico

Los valores no paramétricos se expresaron en forma de
mediana (Psy) y cuartiles (P,5/P55) aunque también se pre-
sentaron en forma de media + DE, por tener un uso muy
extendido. La significacion estadistica de la diferencia de los
valores se hizo mediante el test no paramétrico de Mann-
Whitney una vez comprobado mediante el test de Kolmo-
gorov-Smirnov que los valores no tenfan una distribucion
normal. Por la misma razon, para determinar la significa-
cion de la correlacion se utilizo el test de Spearman. Para el
estudio de variantes no continuas, como ndmero de varo-
nes y de mujeres, se utiliz6 la prueba de chi cuadrado (x?).
Los calculos se realizaron con la ayuda del programa Stat-
View (Abacus, Berkeley, Estados Unidos) para Macintosh.

RESULTADOS

Caracteristicas de los enfermos

Se estudiaron 65 sueros pertenecientes a 56 pacientes.
Usando la prueba de x?, no hubo diferencia entre los ca-
sos incluidos por cada uno de los sexos ni en la fase de
actividad (12 varones/17 mujeres) ni en la fase de remi-

sion (16 varones/20 mujeres). Logicamente, la edad y el
IMC (15,55 frente a 17,11; p = 0,0007) fueron mis elevados
en esta fase, constituyendo un sesgo inevitable que no in-
fluy6 en las conclusiones obtenidas porque el estudio de
leptina y de TNF-R se repitié con valores corregidos en re-
lacion al IMC. Con la remision mejoro llamativamente el
percentil del peso (DE, —0,72 frente a —0,13; p =0,0002) y
el IMC (15,55 frente a 17,11; p = 0,0007); por el contrario,
no hubo cambios significativos en el percentil de la talla
(DE, 0,15 frente a 0,04; p =NS). En la muestra estudiada
por nosotros los varones tenian una edad ligeramente su-
perior y su talla estaba mis afectada que la de las mujeres,
pero la diferencia no fue significativa; el peso fue similar y
tampoco las pequenas diferencias de IMC llegaron a ser
estadisticamente significativas.

Diferencias de leptina y TNF-R entre los grupos

Los enfermos celiacos en fase de actividad presentaron
una cifra de leptina muy inferior a la de los enfermos en
remision (0,92 ng/ml frente a 3,90 ng/ml; p = 0,002),
mientras que por el contrario tenfan unos valores medios
de TNF-R significativamente superiores (1,67 ng/ml fren-
te a 1,13 ng/ml; p = 0,0003). Estas diferencias todavia fue-
ron mds significativas cuando se calcularon con valores
corregidos en virtud del IMC, p =0,009 y p = 0,0007, res-
pectivamente (fig. 1.

Los valores de leptina mostraron una clara diferencia
sexual cuando se consideraron todos los casos en con-
junto, siendo mdas bajos en los varones que en las mujeres
(p=10,008). Esta diferencia sexual todavia aumenté cuan-
do se consideraron tnicamente los enfermos en remi-
siéon (p = 0,005); sin embargo, no resulté significativa
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Figura 1. En la fase activa de
enfermedad celiaca la leptina
estaba descendida y el receptor
de factor de necrosis tumoral
(TNF-R) elevado. Estas diferen-
cias todavia eran mds significa-
tivas (DSG) comparando valo-
(Valor/IMC*100) res corregidos de acuerdo con el
indice de masa corporal (IMC)
de los enfermos.
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(p=0,13) en los casos estudiados durante la fase activa
de la enfermedad.

Correlacion entre leptina y otras variables

Se estudiaron todos los casos en conjunto, se compro-
b6 una estrecha y positiva correlacion entre las tasas de
leptina sérica y el IMC (Z = 4,54; p = 0,0001) bastante si-
milar a la obtenida con menor nimero de casos durante
la fase de remision (Z = 3,66; p = 0,0003). Asi mismo,
existié correlacion con la edad (p = 0,0007) y con la DE
del peso (p =0,0006), pero no con la DE de la talla.

Fue llamativo comprobar que durante la actividad de
la enfermedad celiaca dej6 de existir correlacion signifi-

cativa entre el IMC y la cifra de leptina (Z=1,5; p=0,14).
En esta fase tampoco hubo correlacién ni con la edad
(p=0,15) ni con la talla (p=0,3). En un sentido opues-
to, como es habitual en poblacién normal, durante la
fase de remisién de la enfermedad celiaca con dieta
exenta en gluten la leptina sérica mostro correlacion con
la edad (Z =2,90; p =0,003), y especialmente con el IMC
(Z.=3,66; p=0,0003) (fig. 2). Los valores de TNF-R se
correlacionaron de forma inversa con las cifras de lepti-
na (p=0,028) y con las del IMC (p =0,035), de forma
que los pacientes con tasas superiores de leptina y de
IMC eran los que presentaban cifras mas bajas de TNF-R

(fig. 3).
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Figura 2. Las tasas séricas de leptina se correlacionaron con el indice de masa corporal (IMC) en los enfermos celiacos en
remision, pero esto no ocurrio en pacientes con enfermedad celiaca en actividad.
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Figura 3. Las tasas séricas de receptor de necrosis tumoral (TNF-R) se correlacionaron inversamente con las de leptina y
con el indice de masa corporal (IMC). Aunque esta relacion probablemente sea casual, son conocidas las inter-

relaciones mutuas entre leptina y TINF.
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DiscusiON

En los pacientes celiacos con enfermedad activa existe
una intensa anorexia que explica, junto con la malabsor-
cion, la pérdida de peso!. Aunque se desconoce si su me-
canismo exacto podria estar relacionado con las altera-
ciones digestivas y, en este sentido, siempre fue llamativa
su comparacion con la buena conservacion del apetito en
otro proceso digestivo, como la fibrosis quistica. Tras la
retirada del gluten hay una rapida mejora del apetito y
del peso, mientras que la recuperacion del crecimiento es
mas lenta.

No se observé aumento de la leptina sérica durante la
fase activa de la enfermedad celfaca, al contrario, estaba
mas baja que en la remisién, lo que indica que no parti-
cipa en la génesis de la anorexia.

Ciertas enfermedades, como el sida, la enfermedad in-
flamatoria intestinal o el cancer, etc., se asocian con adel-
gazamiento y retraso del crecimiento. En ellas se produce
una anorexia variable, y la ingesta calérica suele ser infe-
rior a los requerimientos, lo cual indica que el control de
la homeostasis del apetito y del metabolismo energético
falla en algunas enfermedades cronicas!?!3, aunque se
desconoce la causa de la anorexia que las acompanal4.
Diferentes citocinas son liberadas en estas enfermeda-
des, pero sus valores no persisten altos y tampoco se co-
rrelacionan con el grado de anorexia’.

El TNF tiene acciones metabdlicas similares a las de la
leptina; su administracion mantenida causa anorexia y
pérdida del tejido graso hasta llegar a la caquexia. El me-
canismo de accién del TNF sobre el apetito es complejo y
se sabe que es capaz de liberar leptinal®. Generalmente,
la accion de la TNF-a es local y transitoria lo que dificul-
ta su uso con objetivos clinicos, por ello se aconseja me-
dir el TNF-R como indicador fiable de la actividad del
TNF-a. Segin diferentes autores, en procesos acompana-
dos de aumento del TNF-a, hay buena correlacién entre
los valores séricos de TNF-R y TNF-a*10, En determina-
ciones previas realizadas por nosotros, el TNF-a sérico
fue indetectable en pacientes celiacos, por ello se decidio
medir su receptor (TNF-R-D), el cual se mostr6 elevado en
los pacientes en actividad. Los hallazgos sugieren una
activacion del sistema TNF y pensamos que éste contri-
buye a la anorexia que sufren estos enfermos.

Son numerosos los ejemplos de pérdida de correlacion
entre el IMC y la leptinemia. Se han comunicado stbitas
elevaciones de la leptina en sepsis en relacion con la en-
dotoxinemia y con independencia de la masa grasa'7-20,
Se han comprobado incrementos similares, no relaciona-
dos con el peso, en niflos con insuficiencia renal ter-
minal?!. También en animales hay ejemplos de leptina
sérica independiente de la masa grasa, cuando se les ad-
ministra endotoxina, citocinas o glucocorticoides, todos
ellos causantes de elevacion de la leptina’. En indios
Pima se concluyé que las cifras elevadas de leptina dife-
rencian a los individuos que permanecerin delgados de
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los que tendran luego predisposicion a la obesidad??. Se-
gln esto, los valores de leptina no reflejan simplemente
el estado de la masa adiposa como se establecié en los
estudios iniciales.

La expresion de la leptina esta influenciada por la pro-
pia ingesta alimentaria. En roedores disminuye después
del ayuno y aumenta tras la realimentacién?, aunque esta
dependencia dietética estd menos clara en el varén, en
el que una corta restriccion de ingesta calérica no basta
para modificar la expresion de la leptina?4,

A igualdad de edad y de IMC, la leptina sérica es mas
elevada en la mujer que en el varén a lo largo de toda la
edad pedidtrica®>?’, y esta diferencia entre sexos se cons-
taté también en sangre de cord6n?>2028, Al llegar la ado-
lescencia, en el varén hay un brusco aumento prepuberal
de leptina, mientras que en la mujer el incremento es pro-
gresivo?’, Aunque las tasas de leptina se asocian estre-
chamente al IMC y al sexo, en la enfermedad celiaca
se altera esta regulacion y aparecen otras causas. Como se
cit6 previamente, los ejemplos de disregulacion de la lep-
tina son numerosos, aunque por lo general todos son es-
timulos positivos que liberan leptina en mayor cantidad
de la tedricamente precisada por el organismo. Por el
contrario, en la enfermedad celiaca la disregulacién es
negativa y consiste en una exagerada inhibicién de su
sintesis, sugiriendo un mecanismo protector en un pa-
ciente que ademas de estar desnutrido tiene un apetito
disminuido.

La leptina se relaciona con hormonas como la de cre-
cimiento (GH) cuyos receptores, muy similares, se inclu-
yen en la familia de clase I, participa en el crecimiento,
facilitando la secrecion de GH vy las deficiencias de lepti-
na en roedores y en seres humanos asocian hipocreci-
miento?3%, Aunque la relacion entre leptina y crecimien-
to era posible, no encontramos una relacion estadistica
que sustente esta hipotesis. La leptina no parece interve-
nir en la recuperaciéon del crecimiento de los enfermos
celiacos, pero su investigacion exigirfa un modelo experi-
mental diferente, no contemplado en este trabajo.

En la colitis experimental se produce una sibita eleva-
cién de leptinadl; sin embargo, no se encontraron tasas
séricas elevadas en pacientes con enfermedad inflamato-
ria intestinal®?, lo que también coincide con nuestros re-
sultados.

Cada vez merece mayor relevancia el papel del tejido
adiposo como 6rgano secretor. Ademds de leptina, pro-
duce numerosos factores con acciones metabélicas e in-
flamatorias, como el TNF, IL-6 o el propio TNF-R33. Por
ello, las determinaciones de TNF-R se corrigieron en re-
lacién al IMC y comprobamos que su incremento en la
fase activa de la enfermedad celiaca resultaba atin mis
significativo.

Valorados todos los datos, el TNF-R se correlacioné de
manera negativa con el IMC, al contrario que la leptina,
pero esta correlacion no existio en los enfermos remiti-
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dos. Estos dos hallazgos hacen suponer que en la enfer-
medad celfaca el TNF-R varfa mas en funcién de la situa-
ci6n inflamatoria que de la situacion nutritiva, justo al
contrario que la leptina. Los valores de TNF-R y de lepti-
na también ofrecieron una correlacion negativa. Es posi-
ble suponer que se trata de una asociacion casual debida
a la coincidencia de mejorfa inflamatoria (descenso de
TNF-R) y mejoria nutritiva (elevaciéon de leptina). Sin em-
bargo, una relacién causa-efecto entre ambos factores no
debe descartarse y hay muchas publicaciones relacio-
nando experimentalmente ambos factores!>3435, La im-
portancia clinica de la interaccién leptina-TNF merece
atencion.

En conclusion, la leptina sérica disminuye en la fase
de actividad de la enfermedad celiaca, respecto a la fase de
remision, lo cual no influye sobre la anorexia y sobre la
desnutricién del enfermo celiaco. Como en situaciones
normales, en los enfermos celiacos remitidos las concen-
traciones séricas de leptina se relacionan directamente
con el IMC, pero en la fase de actividad la relacién con
el IMC y el sexo se rompe. Seguramente, se suman facto-
res que no parecen ser ni nutritivos ni dietéticos, quizas
inflamatorios. La actividad del sistema TNF, valorado a
través de su receptor (TNF-R-D), estd aumentada en la en-
fermedad celiaca, lo que probablemente influya en la
anorexia y en el deposito graso.
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