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RESUMEN

La artritis reumatoide (AR) es una patologia autoinmune, crénica degenerativa, que afecta
principalmente las articulaciones causando dolor, inflamacion y rigidez. Buscando mejoria,
muchos pacientes recurren a tratamientos alternativos, evitando alimentos, entre otros los de trigo;
sin embargo, no hay sustento cientifico que respalde dicha medida. El objetivo de este estudio, fue
evaluar la respuesta inmune a las proteinas del trigo, asi como el indice de actividad de la
enfermedad, después de una dieta sin trigo y su reintroduccion, en pacientes con artritis reumatoide,
sin celiaquia e independientemente del estado de su permeabilidad intestinal y microbiota.
Participaron 6 personas con AR, colectamos su historia clinica y evaluamos sintomas articulares y
no articulares, anticuerpos asociados a enfermedad celiaca, permeabilidad intestinal con prueba
lactulosa/manitol, Prevotella copri y Bacteroides spp, en heces, por qPCR, asi como intolerancia
a fructanos en prueba de aliento. Les asignamos dieta sin trigo durante 4 semanas, con
reintroduccion de trigo dietario durante 3 dias; evaluamos actividad de la AR con el indice RADAI-
5 durante y posterior a la dieta; a los 6 dias, tomamos muestra de sangre, aislamos células
mononucleares y retamos ex vivo con péptidos de gluten del trigo. Al final del reto, cuantificamos
IL-6 e IFN-y, por ELISA. Ninguno de las pacientes padecia enfermedad celiaca, ni presento
alteraciones en la permeabilidad intestinal. Cuatro pacientes presentaron acumulacion de
Bacteroides mayor al 40% y ninguno presentd Prevotella copri; tampoco detectamos intolerancia
a fructanos. En el paciente P5 disminuy¢ el indice RADAI-5 de alto a remision en la dieta sin trigo
e incremento rapidamente en la reintroduccion; en las pacientes P3 y P6 el indice decrecid en una
categoria y aumentd en dos categorias solo en P1, en dieta sin y con trigo, respectivamente. Sin
embargo, en el reto ex vivo, no aumentaron las citocinas IL-6 e IFN-y en algiin caso. En conclusion,
el trigo pudiera influir en los sintomas articulares de algunos pacientes con AR, pero no
necesariamente a través de una respuesta inmune inflamatoria, ni debido a disbiosis, sino de

hipersensibilidad focalizada en la mucosa intestinal con sefializacion al sistema nervioso.

Palabras clave: artritis reumatoide, microbiota, disbiosis, permeabilidad intestinal, trigo
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ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic degenerative autoimmune disease that mainly affects
the joints causing pain, inflammation and stiffness. Looking for improvement, many patients try
alternative treatments, avoiding some foods, including the wheat-containing ones; however, there
is no scientific support for such a measure. The aim of this study was to evaluate the immune
response to wheat proteins, as well as the disease activity index, after a wheat-free diet and its
reintroduction in patients with RA, without celiac disease, and regardless of their intestinal
permeability status and microbiota. There were 6 participants with RA, we registered their clinical
history and evaluated articular and non-articular symptoms, antibodies associated with celiac
disease, intestinal permeability with lactulose/mannitol test and fecal Prevotella copri and
Bacteroides spp by qPCR, as well as intolerance to fructans by the breath test. We assigned a
wheat-free diet for 4 weeks and reintroduced wheat for 3 days; we evaluated RA activity with the
RADAI-5 index along and after the diet; after 6 days we took a blood sample, isolated
mononuclear cells and challenged them ex vivo with wheat gluten peptides. We quantified 1L-6
and IFN-y by ELISA at the end of the challenge. No patient had celiac disease, nor alterations in
intestinal permeability. Four patients presented accumulation of Bacteroides greater than 40%
and none presented Prevotella copri, nor fructan intolerance. The RADAI-5 index decreased from
high to remission in patient P5 with the wheat-free diet and suddenly increased after the wheat
reintroduction; for P3 and P6 the index decreased by one category and it increased by two
categories only for P1, in the same periods. However, in the ex vivo challenge, there was no
increase in IL-6 and IFN-y cytokines in any case. In conclusion, wheat could influence the joint
symptoms in some RA patients, but not necessarily through a cellular immune response, nor due
to dysbiosis, but rather through focal hypersensitivity on the intestinal mucosa with signaling to

the nervous system.

Keywords: rheumatoid arthritis, microbiota, dysbiosis, intestinal permeability, wheat
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1. INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una de las enfermedades inflamatorias con mayor
prevalencia, afectando principalmente mujeres en quienes causa dolor, inflamacion y rigidez
articular. El dolor es tal que provoca alteraciones de suefio, dafio estructural en la articulacion, que
deriva en la pérdida de la funcion. Ademas del gran impacto en la calidad de vida, este
padecimiento conlleva un gasto econdmico importante, causado por los costos de atencion médica
y en ocasiones pérdida de empleo por la disminucion de la funcionalidad (Gibofsky, 2014; Sarzi-
Puttini et al., 2014; Aggarwal et al., 2006). Ademas del dafio fisico, la AR afecta emocional y
psicolégicamente al paciente.

En la actualidad las tasas de remision de la AR son bajas, a pesar de los avances en el tratamiento.
Por esto, buscando mejorar su calidad de vida, un 50% de los pacientes utilizan tratamientos
alternativos, como el evitar la ingestion de ciertos alimentos (Bashda, 2018). Los alimentos que se
consideran relacionados con la AR, son los productos de trigo, los lacteos, solanaceas y huevo
(Hvatum et al., 2006; Tedeschi & Costenbader, 2016). Se hipotetiza que, al eliminar el trigo o sus
componentes de la dieta de un paciente con AR, remiten los sintomas. No obstante, aiin se
desconoce el mecanismo o si existe una relacion real entre el trigo y la AR (Castillo-Ortiz et al.,
2010; Hafstrom et al., 2001; Beri et al., 1988).

Hoy en dia, no hay estudios concluyentes que clarifiquen los efectos de la dieta en la actividad de
la AR. Sin embargo, es posible que la exposicion a ciertos alimentos, nutrientes, tipos de dieta o
habitos, puedan impactar el estado de la enfermedad con el tiempo. Posiblemente se den
fluctuaciones en los sintomas, asociados a cambios en la dieta, pero hay poca informacion al
respecto (Tedeschi & Costenbader, 2016).

En este contexto, el objetivo de este estudio, fue investigar si existe influencia de la respuesta

inmune a la ingestion de trigo en la inflamacidn articular de pacientes con artritis reumatoide.
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2. ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

2.1. Artritis Reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una patologia autoinmune, inflamatoria, cronica, degenerativa, de
caracter sistémico cuya etiologia es multifactorial. Se caracteriza por la hinchazon e inflamacion
del liquido sinovial de las articulaciones diartrodiales, lo que conduce a deformaciones y
destruccion de las estructuras articulares, que puede resultar en una discapacidad severa. El
paciente con AR activa, presenta inflamacion sistémica y puede desarrollar comorbilidades como
obesidad, hipertension, osteoporosis u osteopenia, enfermedades gastrointestinales, neumopatia y
cardiopatias. Esto, aumenta la morbilidad y el riesgo de mortalidad (Negrei et al., 2016; Klodzinski

& Wislowska, 2018).

2.1.1. Epidemiologia

La AR afecta aproximadamente al 1.6% de la poblacion en México, aunque en la peninsula de
Yucatan puede ser de hasta 2.8% (Rodriguez-Elias, 2016; Sepulveda-Delgado et al., 2020). En ese
mismo contexto, la prevalencia mundial incluyendo nifios, es de 0.24 a 1%. Los datos anteriores
fueron calculados usando los criterios diagnosticos del Colegio Americano de Reumatologia de
1987, los cuales tienen una mayor especificidad y predicen una enfermedad més erosiva (Berglin
& Dahlqvist, 2013). En mujeres, la prevalencia es 2.6%, mucho mayor que la de su contraparte
masculina; especialmente incide en mujeres posmenopausicas, entre 50 y 60 anos de edad. En
cuanto a ser causante de discapacidad a nivel global, es la cuadragésima segunda (42°) enfermedad,
debajo de la malaria y por encima de la deficiencia de yodo (Cross et al., 2014; Gibofsky, 2014;
van der Woude & van der Helm-van Mil, 2018).
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2.1.2. Factores de Riesgo

Se han asociado diversos factores de riesgo para el desarrollo de artritis reumatoide; asi, se
considera una patologia multifactorial compleja, que incluye la susceptibilidad genética y el
medioambiente. Se estima que hasta dos tercios del riesgo de desarrollar AR es genético, el otro
tercio se puede deber a factores medioambientales. Por esto, la probabilidad de heredar AR, podria
ser del 60% al 70% (Rodriguez-Elias, 2016).

El factor de riesgo genético mas fuerte para AR, que contribuye hasta en un 40%, de acuerdo a
algunos autores, es un conjunto de alelos en el complejo de histocompatibilidad (MHC). Estos
codifican secuencias de aminoacidos con similitudes estructurales en el sitio de enlace y se han
llamado en conjunto, epitopo compartido (Deane et al., 2017). Son los alelos HLA-DRB1 (*04:01,
*04:04, *04:05, *04:08, *04:09, *01:01, *01:02 y *10:01), que comparten una secuencia de
aminodcidos en las posiciones 70-74 de la tercera region hipervariable de la cadena HLA-DRf1
(Raslan et al., 2020). Ademas, se relacionan con el rigor de la enfermedad teniendo un efecto
llamado “dosis-genético”, esto significa que la gravedad de los sintomas dependera de su presencia
(Torres et al., 1998).

Como en otras enfermedades autoinmunes, hay factores genéticos con efecto protector. Tal es el
caso del alelo DRB1*08 en poblacion del sur de México, pero aun no se han elucidado las bases
moleculares de su relacion con la AR (Sepulveda-Delgado et al., 2020).

Algunos tipos de infeccion microbiana se han asociado al desarrollo de artritis reumatoide, debido
a mimetismo molecular. De esta forma, la autoinmunidad seria causada por la respuesta inmunitaria
generada por el organismo contra agentes infecciosos. Las células T y B al activarse por un
patogeno pueden reconocer un antigeno propio con estructura similar, lo cual ocasiona la ruptura
de la tolerancia a los antigenos propios del organismo. Tal es el caso del mimetismo molecular
provocado por agentes infecciosos como el virus de Epstein-Barr, citomegalovirus, Proteus sp,
Prevotella sp., Escherichia coli, P. gingivalis y sus metabolitos, que frecuentemente se les asocia
con la AR. Sin embargo, ain es incierto si son parte del problema o la causa (Barbera &
Dominguez, 2004; Gibofsky, 2014; Pianta et al., 2017).

Por otra parte, la disbiosis intestinal se define como el desequilibrio, en cantidad y en calidad de la

composiciéon de microorganismos comensales en el tracto digestivo. Actualmente es de
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importancia cientifica, por el papel que juega en el desarrollo de las enfermedades autoinmunes,
como la AR. Los tres sitios asociados principalmente a la etiologia de la AR con la microbiota son:
pulmones, mucosa oral y tracto digestivo (Horta-Baas et al., 2017). De alli el aumento en el interés
sobre la interaccion de la dieta con la estructura y funcion de la microbiota, que puede tener
implicaciones en enfermedades como la AR (Paolino et al., 2019). La manipulacion de la
microbiota en modelos animales y humanos, puede tener potencial terapéutico. Una dieta
equilibrada esta asociada a una microbiota en equilibrio y a un sistema inmune menos reactivo a
respuestas inflamatorias sistémicas (Cutolo & Nikiphorou, 2018).

Finalmente, existen otros factores medioambientales como la influencia hormonal en mujeres,
razon por la cual son mas propensas de padecer AR. Entre otros, posiblemente el tabaquismo
aumente el riesgo de AR, y puede influir en la gravedad de la patologia una vez desarrollada (Ruiz-

Esquide & Sanmarti, 2012; Gibofsky, 2014).

2.1.3. Fisiopatologia

La principal caracteristica de la AR es la inflamacion de la membrana sinovial, causada por una
serie de cascadas inflamatorias. Esta inflamacion posiblemente es provocada por la infiltracion de
linfocitos T y B, células endoteliales, macréfagos activados, que comienzan la produccion de
citocinas, factores de crecimiento, quimiocinas y otras moléculas de sefalizacion. Tras la
infiltracion, los linfocitos Th17 secretan IL-17, que interacciona con las células dendriticas,
macréfagos y linfocitos B. Asimismo, la IL-17 se asocia con la degradacion de los proteoglucanos
del cartilago y diferenciacion de los osteoclastos, que migran y generan la erosion 6sea. Igualmente,
puede incrementar la vascularizacion promoviendo la angiogénesis, por medio del factor de
crecimiento endotelial; ademas se aumenta la inflamacion de la articulacion a través de otras
citocinas proinflamatorias como TNF-a, IL-1 e IL-6. Los macrofagos secretan TNF-a e IL-1 que
inducen la destruccion de cartilago y hueso (Sanchez-Ramon et al., 2010; Garcia-Sevillano, 2014).
Por otra parte, los linfocitos B tienen una funcion esencial al producir los auto-anticuerpos
incolucrados en el proceso (factor reumatoide y anticuerpo antipéptido ciclico citrulinado), y

activan a dos tipos de células, las células T y los fibroblastos. Las células Th1l y Th2 inhiben la
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osteoclastogénesis por medio de la secrecion del interferon—y (IFN-y) e IL-4. Los neutrofilos en el
liquido sinovial ademas de promover inflamacion, producen hiperplasia y activan mastocitos, con
mas receptores para la IL-17 en la membrana sinovial. Las células T CD4+ reguladoras se
encuentran disminuidas, lo que provoca un desequilibrio en la regulacion de inmunidad (Garcia-
Sevillano, 2014).

Es por las razones antes descritas, se forma un tejido llamado “pannus” (tejido conjuntivo
vascularizado, de caracter inflamatorio — reactivo), que deriva en la destruccion del cartilago y
erosion de los huesos. Como consecuencia, se limita la funcionalidad de las personas afectadas

(Sanchez-Ramon et al., 2010; Garcia-Sevillano, 2014).

2.1.4. Diagnostico y Biomarcadores

En la actualidad no hay un examen diagndstico o marcador especifico para la AR. El diagndstico
se hace, primero, mediante signos clinicos como sinovitis y nodulos reumatoides; con radiografias
para confirmar la presencia de erosiones articulares. También se diagnostica mediante analisis
serologico, mas comunmente, en busca del factor reumatoide (FR); también se utiliza el analisis de
anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado (ACPA), que es eficaz para el diagndstico en etapas
tempranas. Los marcadores de la fase aguda de la enfermedad son el volumen de sedimentacion
globular (VSG) y la proteina C reactiva, que evidencia la presencia de inflamacion y la intensidad,
pero estos marcadores no tienen validez como diagnostico (Garcia-Sevillano, 2014; Martinez et
al., 2011). Los anticuerpos FR y ACPA posiblemente se desarrollen afios antes de las
manifestaciones clinicas de AR, como en otras enfermedades autoinmunes, sugiriendo que la
autoinmunidad puede desencadenarse en otros sitios, no necesariamente en las articulaciones
(Pianta et al., 2017).

Para el diagnoéstico de la AR, ahora se utilizan los criterios del Colegio Americano de Reumatologia
y de la Liga Europea contra el Reumatismo del 2010, que tienen mayor sensibilidad, pero menor
especificidad que los criterios anteriores (Berglin & Dahlqvist, 2013). Los criterios actuales estan
disefiados para ser aplicados exclusivamente a pacientes con artritis indiferenciada, que no pueda

ser justificada por otras causas y su objetivo es detectar la enfermedad en etapas tempranas (Gomez,
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2011; Martinez et al., 2011).
El diagnostico y tratamiento precoz de la AR reducen la lesion estructural, ya que muchos de los
pacientes presentan dafios en los primeros afos de la enfermedad y es el periodo cuando la

patologia avanza con mas rapidez (Garcia—Sevillano, 2014).

2.1.4.1. Factor Reumatoide. Se denomina asi a una prueba primero aplicada en AR y se trata de
anticuerpos de diversos isotipos dirigidos contra la porcidon Fc de la IgG, por lo que se consideran
autoanticuerpos (Ayyappan et al., 2020). Por la facilidad de la IgM a formar agregados con la IgG,
este isotipo fue el primero en detectarse. Este factor, se ha vinculado a la AR, a pesar de su baja
especificidad (50-80%), con una sensibilidad del 65-85%, pero puede encontrarse en otros
padecimientos inflamatorios, agudos, cronicos, autoinmunes e infecciosos, incluso en poblacién
sana, sobre todo en mayores de 55 afos (Jadue, 2007). Un nivel elevado de anticuerpos contra FR,
se relaciona con una enfermedad mas agresiva; sin embargo, no se considera valido para un

seguimiento a largo plazo (Jadue, 2007; Zavala—Cerna et al., 2009).

2.1.4.2. Anticuerpos Anti Péptido Ciclico Citrulinado (ACPA). La citrulina se forma por la
modificacion postraduccional de la arginina, por la enzima peptil-arginina deamidada,
convirtiéndose asi en la molécula diana para los anticuerpos antipéptido ciclico citrulinado. Cuando
ocurre la citrulinacion, la nueva estructura induce la respuesta inmune que lleva a la produccion de
autoanticuerpos asociados al epitopo compartido y con una peor prognosis. Ante la necesidad de
encontrar anticuerpos especificos para el diagnostico de la AR, que la distinga de otras
enfermedades inflamatorias, se han estudiado los anticuerpos ACPA. EI ACPA tiene una
especificidad de hasta el 98% y una sensibilidad de hasta 80%; por lo tanto, es una buena opcion
para predecir erosiones de las articulaciones y para el diagnéstico precoz de la enfermedad (Jadue,

2007; Zavala-Cerna et al., 2009; Sakkas et al., 2014).
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2.1.5. Manifestaciones Clinicas

En la AR los signos y sintomas son diversos entre pacientes, variando desde la gravedad hasta la
frecuencia; desde las articulares tipicas de la enfermedad, incluso las no articulares. La AR va
avanzando gradualmente, por lo que se le considera cronico-degenerativa. Por lo regular, comienza
con una inflamacion progresiva, destruccion articular y finalmente la discapacidad fisica severa

(Garcia-Sevillano, 2014).

2.1.5.1. Articulares. El dano articular es simétrico y las articulaciones mas afectadas son las
metacarpofalangicas, interfalangicas proximales de las manos, mufiecas y metatarso-falangicas de
los pies. Conforme progresa la enfermedad afecta otras articulaciones como hombros, codos y
rodillas. Otros sintomas tipicos de la AR activa, son la inflamaciéon del tejido sinovial, la
sensibilidad y la rigidez matutina, que puede tener una duracion de hasta mas de 1 h. La AR se
distingue de otras formas de artritis por la degradacion de cartilago, hueso articular y periarticular

(Smolen et al., 2018).

2.1.5.2. No Articulares. Hay manifestaciones extraarticulares que se pueden presentar en un 50%
de los pacientes con AR. Tales son, el sindrome de Sjogren, alteraciones gastrointestinales, fiebre,
fatiga, mialgias y caquexia.

La caquexia reumatoide es un tipo de desnutricion asociada a procesos inflamatorios cronicos, en
la cual se pierde masa magra y tiene repercusion funcional, en la calidad de vida y en el prondstico
de la enfermedad. Hasta el 95% de los pacientes con AR pueden presentar este tipo de alteraciones
nutricionales (Hurtado-Torres ef al., 2015).

Ademas, se sabe que la fatiga es un fendémeno complejo en la AR y que estd asociada con la
actividad de la enfermedad, farmacos e inactividad fisica, posiblemente causada por la elevada
concentracion de citocinas proinflamatorias. Entre un 40 — 70% de los pacientes con AR presenta
fatiga severa que se describe como: “cansancio diferente”, abrumador, incontrolable e intratable

(Katz, 2017).
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Los pacientes con AR, frecuentemente se quejan de problemas gastrointestinales antes y durante
el transcurso de la enfermedad; particularmente de dispepsias, ulceras, nuseas, constipacion y
dolor en el epigastrio. Ademas, a la patogénesis de la enfermedad, se asocia una microbiota alterada
(Khanna et al., 2017). Debido a que la AR es una enfermedad inflamatoria, aun en ausencia de
sintomas intestinales, pueden darse lesiones microscdpicas e inflamacion a este nivel; se hipotetiza

que incluso antes del diagnodstico (Demoruelle et al., 2013; Spadaro et al., 2002).

2.1.6. Evaluacion de Actividad de la Enfermedad

Para dar seguimiento a los sintomas y el curso de la enfermedad de los pacientes con AR se pueden
utilizar los Cuestionarios de Resultados Reportados por el Paciente (PROM por sus siglas en
inglés). Los PROM mas estudiados y validados son Pt-DAS28, RADAI, RADAI-5 and RAPID 3
(Hendrikx et al., 2016).

Por ejemplo, el Indice de Actividad de la Enfermedad por Artritis Reumatoide (RADAI-5) consiste
en cinco preguntas para conocer como percibe el paciente con AR su salud en tiempo pasado y
presente. Se divide en cuatro categorias que dependen de la media de cinco preguntas. Este
cuestionario puede ser realizado por el paciente y resulta una herramienta sencilla y efectiva para

evaluar cambios en la actividad de la enfermedad (Leeb et al., 2014; Tanwar et al., 2019).

2.2. Dieta, Sistema Inmunoldgico y Artritis Reumatoide

Hoy en dia, es necesario un enfoque multidisciplinario para enfrentar patologias como la AR, ya
que la nutricién cada vez es mas relevante en las enfermedades inflamatorias. Los pacientes con
AR comunmente solicitan asesoria nutricional, y en ocasiones realizan dietas fraudulentas, magicas
o de moda, con la esperanza de mejorar el curso de la enfermedad (Paolino ef al., 2019). Entre un
33-77% de pacientes cree que hay una relacion entre el consumo de ciertos alimentos y la severidad

de los sintomas; hasta un 50% de ellos, utiliza algun tipo de plan de alimentacion para mejorar su
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condicion (Stamp et al., 2005). De igual manera, en una encuesta realizada a 217 pacientes con
AR, 52 piensan que por lo menos un alimento afecta su condicion de salud y los evitan para no
agravarse (Tedeschi et al., 2017).

Por otra parte, la disbiosis microbiana en la AR estd involucrada en su patogénesis y prognosis
(Paolino et al., 2019; Ayyappan et al., 2020). La dieta tiene una fuerte contribucion no solo en la
conformacion de la microbiota, que afecta el sistema inmune, sino que puede modular directamente
la respuesta inmune a través de los nutrientes involucrados en vias metabolicas gastrointestinales

y sistémicas (Paolino et al., 2019).

2.2.1. Alimentos Inmunogénicos

En principio las proteinas y los polisacaridos de cualquier alimento, son inmunogénicos; es decir,
capaces de inducir una respuesta inmune. Sin embargo, las proteinas del gluten de trigo, por su
naturaleza unica de baja digestibilidad gastrointestinal, se han asociado con inducciéon o
exacerbacion de enfermedades autoinmunes como la celiaca y la diabetes tipo 1.

El trigo contiene 12-14% de proteinas, como las del gluten y las no asociadas a gluten. El gluten,
conforma el 80% de las proteinas totales, que son gliadinas y gluteninas insolubles en agua, con
alta proporcion de prolina y glutamina, que limitan la accesibilidad a las enzimas digestivas en el
tracto gastrointestinal. Asi, los péptidos de hasta 33 residuos de aminoécidos, pueden ser detectados
por las células inmunitarias del intestino (Calderén de la Barca et al., 2018; Junker et al., 2012).
Otras fracciones proteicas del trigo ajenas al gluten y con mejor solubilidad en soluciones acuosas,
que pueden activar el sistema inmunitario, son los inhibidores de a-amilasa/tripsina (ATIs) y la
lectina del germen. Debido al alto contenido de puentes disulfuro, resisten proceso térmico y
digestion gastrointestinal, de alli el potencial para activar la inmunidad innata (Reig-Otero ef al.,
2018; Panacer & Whorwell, 2019).

Finalmente, los fructanos del trigo que son oligosacaridos fermentables, pueden afectar al intestino
inflamado o irritado, agravando sintomas intestinales (Panacer & Whorwell, 2019). Estos
compuestos, aunque pueden exacerbar sintomas intestinales, no se asocian a la patogénesis de

enfermedades autoinmunes.
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La evidencia publicada asocia una dieta sin gluten con multiples beneficios en la AR, como
reduccion de anticuerpos anti-gliadinas, efectos anti-inflamatorios, anti-aterogénicos y
disminucioén en la actividad de la enfermedad (Bashda, 2018). Si bien, las dietas estudiadas son sin
gluten y veganas, esto podria sesgar los resultados al eliminar otros alimentos inmunogénicos, lo
cual hace dificil evaluar el efecto de eliminar el gluten de la dieta por si solo. Ademas del trigo,
hay otros alimentos que se asocian a respuestas inmunologicas en AR, como las proteinas de la
leche, huevo, solanaceas y soya (Henderson & Panush, 1999).

La evidencia cientifica sobre el efecto de los alimentos en casos de AR, es poco concluyente. Es
solo de conocimiento popular que el evitarlos ayuda a disminuir sintomas (Tedeschi &

Constenbader, 2016; Vojdani et al., 2007).

2.2.2. Disbiosis y Artritis Reumatoide

Los pacientes con diagnostico reciente de AR tienen un desbalance en su microbiota (disbiosis),
comparada con la de personas sanas, esta alteracion podria llevar a un aumento en la produccion
de IL-17. Ademas, en el intestino se puede llevar a cabo el proceso de citrulinacion lo que eleva el
riesgo de desarrollo de AR y otras enfermedades autoinmunes. Asi pues, la microbiota sufre
cambios con el progreso de la enfermedad (Guerreiro et al., 2018, Schorpion & Kolasinski, 2017).
La disbiosis intestinal afecta la inmunidad innata promoviendo la producciéon de citocinas
proinflamatorias. Las células T auto-reactivas migran a tejidos linfoides periféricos y activan a las
células B para formar células plasmaticas productoras de anticuerpos. Los anticuerpos y las células
plasmaticas migran al tejido sinovial e inician una cascada inflamatoria involucrando macrofagos,
fibroblastos, osteoclastos y proteinasas principalmente (Bashda, 2018). Aunado a esto, hay
elevacion de lisozima en los pacientes con AR, debido a que diversas células del sistema inmune
inducen su produccion para atacar bacterias patdogenas. Asi mismo, esta enzima proviene de la
activacion de macrofagos por las citocinas proinflamatorias, que podrian desencadenarse por
accion de la dieta (Ayyappan et al., 2020).

Los pacientes con diagndstico reciente de AR, presentan baja diversidad bacteriana, ademas de una

importante sobrepoblacion de Prevotella copri. Esta, probablemente juega un papel importante en
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la patogénesis de AR, se relaciona con el inicio, la gravedad de la enfermedad, y cuando su
contribucion a la microbiota es baja, disminuye la actividad de la AR (Paolino et al., 2019; de Egea
& Campi, 2016). Sin embargo, se tiene conocimiento de aproximadamente 40 especies diferentes
de Prevotella, cada una con una serie de diferencias gendmicas entre cepas, especie y hospedero
(Guerreiro et al., 2018). Esto, podria explicar por qué se presentan tantas contradicciones al estudiar
su funcionamiento.

Tal es el caso de Prevotella copri; en un estudio italiano sefalaron que existen variaciones de cepas
provocado por cambios en la dieta y distribucion geografica (De Filippis et al., 2019). Es decir,
esta bacteria comensal es muy susceptible a cambios medioambientales. Asimismo, se demostro
en un estudio en poblacion occidental, que, P. coprino es una especie monotipica, en otras palabras,
existen muchas subespecies (en este caso encontraron 4) y a su vez, estas tienen la capacidad de
residir en solitario o conjuntas (Tett et al., 2019). Por lo tanto, resulta complicado identificar la
especie de P. copri que podria estar relacionada con la AR.

En pacientes con lupus eritematoso sistémico tratados con glucocorticoides, se altero el
microambiente intestinal y se modifico la abundancia de algunos géneros de bacterias; una
modificacion inapropiada a causa del tratamiento, podria aumentar el riesgo de efectos secundarios
(Gou et al. 2020). En un modelo murino de lupus, se asocio6 la eficacia de los glucocorticoides con
alteraciones de la microbiota. Lo mismo ocurrié en otro modelo de enfermedad inflamatoria
intestinal, donde el consumo cronico de glucocorticoides modifico la microbiota intestinal, al

regular la expresion de genes de mucina (He et al., 2019; Huang et al., 2015)

2.2.3. Permeabilidad Intestinal

El lumen intestinal consta de una sola capa de células epiteliales que separa el exterior del medio
ambiente interior. En las enfermedades autoinmunes como la AR, se puede perturbar la
permeabilidad intestinal, afectando la tolerancia y la inmunidad de antigenos propios. En este
sentido, las infecciones, la disbiosis, alérgenos, toxinas, farmacos y estrés, afectan la integridad de
las uniones en las células intestinales, donde las citocinas tienen un rol importante en la regulacion

de la permeabilidad. TNFoa, IFNy, IL-1B, IL-6 e IL-17 son mediadores pro-inflamatorios
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abundantes en las articulaciones de los pacientes con AR, también alteran las uniones de los
enterocitos (Lerner & Matthias, 2015).

Entre otros factores que pudieran afectar la permeabilidad intestinal, estdn los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINES), de uso comun en los pacientes con AR. De hecho, asi

se demostrd en pacientes con AR bajo tratamiento reciente o actual con estos farmacos (Bjarnason

etal., 1984).

2.2.4. Eje Articulacion - Intestino: Reactividad Cruzada

El eje articulacion - intestino tiene un rol importante en la autoinmunidad sistémica. Las situaciones
principales que promueven esto son la disbiosis, la transformacion de péptidos no inmunogénicos
a inmunogénicos y el aumento de permeabilidad intestinal. La microbiota intestinal tienen la
capacidad de hacer modificaciones postraduccionales de péptidos (Lerner et al., 2016). El sistema
gastrointestinal puede contribuir a la actividad de la AR, ya que puede producir nuevos epitopos,
y violar la tolerancia de los antigenos propios, por medio de citrulinacion y reactividad cruzada,
desencadenando la generacion de autoanticuerpos (Lerner & Matthias, 2015). Debido a que, en
pacientes con AR la inmunidad intestinal esté alterada y posiblemente la permeabilidad perturbada,
los antigenos exdgenos de los alimentos, pueden inducir respuesta inmune en zonas distales al
intestino (Warjri et al., 2015; Hvatum et al., 2005).

Como se ha probado in vitro, la inflamacion articular puede darse por efecto de linfocitos activados
en el intestino, que tienen la capacidad de viajar y adherirse a los vasos sanguineos sinoviales
inflamados, a esto se le conoce como “gut iteropathy concept” (Brakenhoff e al., 2010). Asimismo,
los linfocitos T activados por el intestino, posteriormente son expandidos clonalmente y circulan
hasta las articulaciones donde pueden encontrar antigenos iguales o similares (reactividad cruzada),

induciendo o manteniendo una respuesta inflamatoria articular como resultado (May et al., 2000).
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2.3. Artritis Reumatoide y Otras Enfermedades Autoinmunes

Las personas con una enfermedad autoinmune, por lo general tienen mayor riesgo de desarrollar
otras enfermedades autoinmunes. En el caso de la AR, las patologias mas comunes son el Sindrome
de Sjogren y la enfermedad celiaca, debido a algunas similitudes en su patogénesis. De entre las
tres patologias, inicamente en la celiaquia se ha comprobado que un componente dietético la
detone, las otras dos es probable que tengan relacion con el mismo u otro tipo de antigenos

exogenos (Castillo-Ortiz et al., 2010; Zylberberg et al., 2018).

2.3.1. Enfermedad Celiaca (EC)

La EC es una enteropatia inflamatoria cronica de tipo autoinmune que afecta a personas con
predisposicion genética (HLA-DQ2/DQ8). Se distingue por la atrofia de las vellosidades del
intestino delgado, desencadenada por la ingestion de gluten. Las manifestaciones mas frecuentes
son diarrea, dolor y distension abdominal; también se pueden presentar sintomas extraintestinales
como la artritis, artralgia, cefalea, osteoporosis y fatiga cronica (Remes-Troche et al., 2018). Llama
la atencion que el tratamiento, consistente en una dieta sin gluten en la EC, ademas de disminuir la
presencia de auto-anticuerpos y sintomas, pueda reducir el riesgo de desarrollar otras enfermedades
autoinmunes (Koszarny et al., 2015).

Para el diagnostico de EC, se analizan anticuerpos IgA e IgG contra la transglutaminasa tisular
(TGt) y contra gliadinas; curiosamente, algunos pacientes con AR sin signos o sintomas de EC,
también se presentan anticuerpos anti-gliadinas. Sin embargo, el tratamiento con metrotexato
disminuye la frecuencia de estos auto-anticuerpos en pacientes con AR. Por lo anterior, se sugiere
incluir la EC en el diagnostico diferencial cuando no se de mejoria en la AR, al utilizar farmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad (Castillo-Ortiz et al., 2010).

En un estudio de 146 pacientes con diferentes enfermedades del tejido conectivo evaluaron anti-
TGt, entre ellas AR y sindrome de Sjogren; de éstos, 8 resultaron positivos. Destaca una paciente

sin diagnéstico (EC o AR) que cursaba con un cuadro de artritis indiferenciada y presentd
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anticuerpos positivos para EC. Después de una dieta sin gluten, los anticuerpos anti-TGt y anti-
endomisio en suero, fueron negativos (Rodriguez et al., 2014).

De las evidencias anteriores, pareciera haber una superposicion de anticuerpos entre AR y EC, que
requiere estudios para elucidar el mecanismo (Yang, 2019). Mientras tanto, seria util la evaluacion
serologica para EC en enfermedades de tejido conectivo, aunque el diagndstico definitivo debe de
ser por medio de biopsia. Similarmente, se deben tomar en cuenta otros factores que afectan la
concentracion de los anticuerpos como el uso de medicamentos de inmunosupresion o biologicos,
que pueden afectar el resultado (Koszarny et al., 2015).

Por otra parte, hay estudios donde se indaga la relacion entre la EC y la AR mediante asociacion
del genoma completo, en busca de genes de riesgo en comun (pertenecientes y no pertenecientes a
HLA). Estos no son concluyentes y se requieren mas estudios (Eyre et al., 2010; Chen et al., 2011;
Zhernakova et al., 2011). Es posible que existan mas similitudes entre EC y AR u otras patologias
autoinmunes, quiza otros factores exdgenos podrian desencadenar procesos autoinmunes, como el

gluten en la EC (Sollid & Jabri, 2005).

2.3.2. Sindrome de Sjogren

El sindrome de Sjogren es una patologia autoinmune, que afecta principalmente las glandulas
salivales y lacrimdgenas, causado por una infiltracion linfocitica, derivando asi en xeroftalmia y
xerostomia. Algunos pacientes presentan otros sintomas como dolor e inflamacion articular,
erupciones cutaneas, piel seca, fatiga prolongada y fenomeno de Reynaud (Corominas et al., 2008).
Pese a ser multifactorial, se destaca como factor de riesgo, el ser del sexo femenino y padecer AR,
mientras que el sindrome viene secundario. Ademas, los pacientes con enfermedades reumaticas
sistémicas, tienen sintomas gastro-intestinales (Zylberberg et al., 2018).

En forma andloga a como habian probado Kristjansson et al. (2005), la respuesta a gluten en la
mucosa rectal de enfermos celiacos, por produccion de 6xido nitrico, un mediador de inflamacion,
Lidén et al. (2007), replicaron el ensayo en 20 pacientes con sindrome de Sjégren primario. Cinco
de los pacientes presentaron incremento en la produccion de 6xido nitrico y todos eran positivos al

menos en un haplotipo (HLA-DQ2 o DQS8). No obstante, que dos de los cinco pacientes presentaron
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niveles elevados de anticuerpos anti-TGt, solo en uno se confirmé EC mediante biopsia.
Posiblemente exista una respuesta inflamatoria en pacientes con sindrome de Sjégren primario
causada por sensibilidad al gluten, no necesariamente asociado a EC. La sensibilidad a antigenos
alimentarios como el gluten, puede servir para identificar pacientes en riesgo de desarrollar otras

enfermedades autoinmunes que pudieran ser inducidas por la dieta.
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3. HIPOTESIS

La respuesta inmune a las proteinas del trigo dietarias exacerba la inflamacion articular en
los pacientes con artritis reumatoide, diferencialmente de la enfermedad celiaca e independiente

del estado de su permeabilidad intestinal y microbiota.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar la respuesta inmune celular ex vivo a las proteinas del trigo, asi como el indice de actividad
de la enfermedad, después de una dieta sin trigo y su reintroduccion, en pacientes con artritis
reumatoide, sin celiaquia e independientemente del estado de su permeabilidad intestinal y

microbiota.

4.2. Objetivos Especificos

1. Registrar la historia clinica de pacientes con artritis reumatoide, evaluar la actividad de la
enfermedad y los sintomas no articulares, asi como la dieta, anticuerpos asociados a enfermedad
celiaca y permeabilidad intestinal.

2. Analizar la acumulacion de Prevotella copri y Bacteroides, respecto a bacterias totales, en la
microbiota fecal de los pacientes.

3. Evaluar los sintomas durante y después de una dieta sin trigo por cuatro semanas a pacientes con
artritis reumatoide y posterior a la reintroduccion de alimentos con trigo, retar sus células

mononucleares ex vivo con péptidos del gluten de trigo y cuantificar citocinas proinflamatorias.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Seleccion de Pacientes y Tipo de Estudio

Se realizd6 un estudio cuasi-experimental de tipo exploratorio, con muestreos a conveniencia
seleccionando pacientes mayores de 18 afos, residentes de la ciudad de Hermosillo, Sonora y con
diagnostico médico de artritis reumatoide hecho por un especialista en reumatologia. Se excluyeron
pacientes con enfermedad muy avanzada con pérdida de movilidad o con enfermedad celiaca
concomitante. Para descartar enfermedad celiaca en los pacientes se les tom6 una muestra
sanguinea y se cuantificaron anticuerpos por medio de ensayo de inmuno-absorciéon ligado a
enzimas (ELISA). Los anticuerpos IgG e IgA anti-gliadinas asi como anticuerpos IgA anti-
transglutaminasa, se determinaron por el método de Cabrera-Chévez ef al. (2009).

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Centro de Investigacion en Alimentacion y
Desarrollo, A.C. (CEI/014-1/2021). Los pacientes que aceptaron participar en el estudio firmaron

un consentimiento informado.

5.2. Historia Clinica, RADAI-5 y Frecuencia de Consumo de Alimentos Semanal

Se aplico a cada paciente en el estudio un cuestionario para conformar su historia clinica, por medio
de una videollamada registrando sus datos generales y la fecha en el que fueron diagnosticados con
artritis reumatoide. También se registré su nivel de actividad fisica, antecedentes patologicos
familiares y personales, intolerancias alimentarias y padecimientos de alergias alimentarias y/o
ambientales. Se cuestiond sobre enfermedades autoinmunes concomitantes como sindrome de
Sjogren, lupus, vitiligo y tiroiditis de Hashimoto; medicamentos y/o suplementos utilizados.

Para evaluar la actividad de la artritis reumatoide se utiliz6 el instrumento RADAI-5 (Cuadro 1).
Asimismo, se aplicé una evaluacion de sintomas por medio de la Escala de Valoracion de Sintomas

Gastrointestinales (Kulich et al., 2008). Con una escala del 1 (nulo) al 10 (severo), los pacientes
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calificaron sus sintomas en base a su severidad. El cuestionario se aplic6 al inicio del estudio, luego,
al iniciar la dieta con trigo, durante la dieta sin trigo y posteriormente al volver a su alimentacion
con trigo.

Ademas, se incluyd un cuestionario modificado para conocer la frecuencia de consumo de
alimentos semanales por grupos de alimentos basado en el cuestionario utilizado por Guillot
(2012). Los grupos incluidos son: grasas y aceites; bebidas azucaradas, verduras, frutas, arroz,
avena, papa y maiz; carne, pollo, pescado y huevo; azucares y golosinas; frituras y botanas;
derivados de trigo, leguminosas, galletas y reposteria; embutidos y derivados carnicos; lacteos y

edulcorantes o sustituto de azucar.

Cuadro 1. Categorias de actividad de la enfermedad segiin RADAI-S

Remision Leve Moderado Alto
Valor RADAI-5 00-14 16-30 32-54 56-10.0

5.3. Evaluacion de la Permeabilidad Intestinal en Pacientes con Artritis Reumatoide

Para la evaluacion de la permeabilidad intestinal, se solicit6 a los pacientes no tomar medicamentos
inmediatamente antes de la prueba, ni productos lacteos 24 h previas, ademas de tener ayuno de 8
a 10 h. A cada paciente se le dio a tomar una solucion con 10 g de lactulosa (Lactulax, Laboratorios
Senosiain, México) y 2.5 g de manitol (Sigma-Aldrich) disueltos en 50 mL de agua purificada (Cox
et al., 1999). A los 60 min post-ingestion de la solucion, se tom6 una muestra de 5 mL de sangre
periférica, se centrifugd (Beckman Coulter, Allegra 25R, EUA) a 2500 rpm durante 10 min a 25°C,
para obtener el suero y se precipitaron las proteinas con acido sulfosalicilico al 70%. El
sobrenadante se recolectd en microtubos de 1.5 mL Eppendorf y se centrifugé (Eppendorf
Centrifuge 5417, EUA) a 2500 rpm durante 20 min a 25°C, y se almacen6 a -40°C hasta su analisis.
Se analizaron las concentraciones de lactulosa y manitol por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés). Se utilizo un cromatdgrafo Thermo Scientific ultimate
3000 con detector refractomax 520 ECR Dionex, con una columna Microsorb 100-3 NH (100 x

4.6 mm, con fase movil compuesta de acetonitrilo/agua (80:20), a una velocidad de flujo de 1
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mL/min (Aguilar, 2017). Se calculd la relacion lactulosa/manitol, ademads, los niveles normales de

manitol no deben exceder 0.19 mmol/L (Cox et al., 1999).

5.4. Analisis de Microbiota Fecal

A cada paciente se le proporciond un recipiente de plastico estéril con tapa para colectar una
muestra de heces fecales (5 g), asi como las instrucciones de como tomar correctamente la muestra.
Las muestras se colocaron en hielo y se transportaron inmediatamente al laboratorio para su
analisis. De cada muestra, se extrajo el ADNg, mediante el kit comercial QIAamp® Fast DNA
Stool Mini Kit (QIAGEN, Alemania). Se midio la concentracion de ADN extraido empleando un
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, EUA), y la calidad por la relacién de absorbancia 280/260. La
evaluacion de bacterias totales y géneros especificos de la microbiota se hizo por amplificacion del
gen bacterial 16S ARNT, utilizando el protocolo de curva estandar en PCR tiempo real con el equipo
StepOne Plus™ real time PCR system (Applied Biosystems, EUA).

Se cuantificaron las bacterias totales de las muestras utilizando los iniciadores universales: Fw:
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT y Rv: GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC (Walter et al.,
2000), para Bacteroides se utilizaron los iniciadores especificos Fw: AAGGTCCCCCACATTGG
y Rv: GAGCCGCAAACTTTCACAA (Manz et al., 1996; Franks et al., 1998) y para Prevotella
copri Fw: CGAAAGCTTGCTTTTGATGG y Rv: CGCAAGGTTATCCCCAAGT (Verbrugghe
et al., 2021). Las condiciones de las amplificaciones para bacterias totales y para Bacteroides fue
de 40 ciclos de 95°C x 10 min, 15 s, 58°C x 30 s, 72°C x 30 s para las bacterias totales y Bacteroides
(Aguayo-Patron et al., 2021). Para Prevotella copri, se optimizaron condiciones, quedando como

40 ciclos de 95°C x 10 min, 15 s, 60°C x 1 min, 72°C x 30 s.
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5.5. Intervencion Dietética y Reto con Trigo

5.5.1. Dieta sin Trigo

A los pacientes seleccionados para el estudio se les indicd consumir alimentos con trigo (o gluten)
diariamente durante una semana para que tuvieran un consumo similar antes de la fase de
eliminacion del trigo de la dieta y se evaluaron sintomas articulares y no articulares. Después, se
les pidi6 consumir una dieta sin trigo durante cuatro semanas, evaluando los sintomas articulares
(RADAI-5) cada semana. También, se midieron los sintomas gastrointestinales con una escala
hedonica con rangos del 1 al 10, siendo 1 nulo y 10 severo; se aplicé durante las cuatro semanas.
Se les dio orientacidon nutricional, asi como una lista de alimentos que debian evitar, indicaciones
para disminuir una posible contaminacion cruzada y se mantuvo una comunicacion directa con los

pacientes en caso de alguna duda y para seguimiento durante la dieta sin trigo.

5.5.2. Aislamiento de Células Mononucleares

Al final de la dieta de cuatro semanas sin trigo a los participantes con AR, se les tom6 una muestra
de 8 mL de sangre periférica antes de volver a la dieta con trigo durante al menos 3 dias; al dia 6
de la reintroduccion de trigo se tomaron 8 mL de sangre, y se evaluaron sintomas.

De cada muestra de sangre colectada al dia 6 de iniciada la reintroduccion de trigo en la dieta, se
aislaron células mononucleares por la técnica de Ficoll-Paque™. Se mezclé la sangre 1:1 (v/v) en
una solucion amortiguadora de PBS estéril. Esta solucion se colocod sobre una capa de Ficoll-
Paque™ PREMIUM (GE Healthcare Life Sciences) en una relacion 1:3 (v/v) en tubos de 15 mL y
se centrifugd a 1600 rpm por 35 min a 16°C. Se formaron 3 capas correspondientes a plasma,
células mononucleares, seguido de Ficoll-Paque™ y finalmente la capa correspondiente a globulos
rojos. Con una pipeta se descarto la capa superior (plasma) y se colectd la capa correspondiente a
las células mononucleares, evitando recolectar el Ficoll-Paque™. Las células recolectadas se

lavaron en dos ocasiones con la solucion amortiguadora de PBS, centrifugando a las mismas
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condiciones, por 10 min para eliminar el Ficoll-Paque™ restante. El precipitado se resuspendi6 en
500 pL de DMEM con 10% de suero fetal bovino, L-glutamina, penicilina—estreptomicina (Sigma
Life Sci.). Por ultimo, se cuantificaron las células mononucleares viables utilizando la tincion por

exclusion de azul de tripano, empleando una camara de Neubauer.

5.5.3. Reto con Gluten y Cuantificacion de IL-6 e IFN-y

Se cultivaron células mononucleares por duplicado de cada paciente en placas de 24 pozos y un
control sin estimular. Se retaron durante 20 h las células con gluten digerido (con pepsina/tripsina),
para promover la produccion de citocinas. El medio de cultivo de cada ensayo se recolectd en
alicuotas y se almacend a -70°C hasta su cuantificacion.

La cuantificacion de IL-6 e IFN-y se realizd por ELISA, con buffer de cubierta (pH 9.6, 35 mM
NaHCOs3, 15 mM Na;COs y 0.05% Rojo Fenol) y buffer de lavado/dilucion (Tris 0.1M / HCI pH
7.4, 0.05% Rojo Fenol, 0.05% Tween 20 y 15 mM NaNj3). Se incubd durante la noche una
microplaca con las soluciones de prueba (1:1) en doble dilucion seriada. Después de tres lavados,
se bloqueo6 1 h con gelatina de pescado al 2%, se volvio a lavar tres veces y se incub6 2 h con
anticuerpos de conejo contra IFN-y o contra IL-6 (PrepoTech, EUA), en dilucion 1:2000. Posterior
a 3x lavados, se incubo6 1 h con anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo marcados con HRP de
Dako (Dinamarca) en dilucion 1:2000. Se lavo y se desarrollo con TMB (10 mg en &cido acético 2
M) y H20> (al 30 %), terminando la reaccion con H>SO4 1 M. Se ley6 a 450 nm en un lector de
ELISA (BioRad iMark™ Microplate Absorbance Reader). Para cuantificar, se usaron curvas
estandar de IFN-y en concentraciones de 121 a 15,600 pg/mL e IL-6 en concentracién de 121 a

2000 pg/mL.

5.5.4. Prueba de Intolerancia a Fructanos

A los pacientes se les realiz6 una prueba de intolerancia a fructanos por aliento espirado, con el

método utilizado por Chavez (2016). El dia de la prueba, posterior a un ayuno de 8-10 h y evitando
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el uso de dentifrico esa mafiana, se tomd a cada uno aliento (basal) y se le suministr6é una dosis de
17.5 g de inulina de agave (conteniendo 8 g de fructanos) en 250 mL de agua. Después de la
dosificacion, se tomaron 7 muestras de aliento espirado, la primera hora cada 20 min y después
cada 30 min, durante 2 h. Se registraron sintomas y cuantifico Hz espirado en un cromatografo de
gases MicroLyzer mod CM-2 (Quintron, Milwaukee, WI), previamente calibrado. Los valores >20

ppm respecto al basal, se consideran positivos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracteristicas de las Pacientes con AR

6.1.1. Historia Clinica e Indice de Actividad de la Enfermedad

Aceptaron participar en el estudio 6 pacientes (todos femeninos) con artritis reumatoide
diagnosticada por un médico especialista en reumatologia y firmando un consentimiento
informado. La edad promedio de las pacientes fue de 47 afios y en promedio 15.3 afos de
diagnostico de la enfermedad. Todas las pacientes indicaron que su artritis se encontraba activa; de
los seis pacientes, cuatro fueron positivos a factor reumatoide. Ningln paciente reportd hacer

actividad fisica (Cuadro 2).

Cuadro 2. Caracteristicas generales de las pacientes

Pacientes
Datos Pl P2 P3 P4 P5 P6
Sexo (M/F) F F F F F F
Edad (afios) 53 32 39 58 58 42
Tiempo con Dx* (afios) 25 1 10 17 22 17
Factor reumatoide - 4 4 - 4 4
Actividad fisica Sedentario

*Dx: diagnostico.

Solo dos pacientes (P3 y P5) declararon un indice de actividad de la enfermedad por artritis

reumatoide (RADALI-5) leve o bajo, mientras que tres de ellos (P1, P4, P6) tenian un indice
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moderado y por ultimo el paciente (P2) con el diagndstico mas reciente, declar6 un indice alto, lo

cual indica que todos las pacientes estaban con artritis reumatoide activa (Figura 1).
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Figura 1. indice de actividad de la enfermedad por artritis reumatoide (RADAI-5)

Segun la historia clinica, solamente una paciente (P5) sufria otras enfermedades autoinmunes
concomitantes, vitiligo y Sindrome de Sjogren (SS). EI SS tiene una prevalencia mundial del 19.5%
en pacientes con artritis reumatoide y en Estados Unidos es cerca del 10.3% (Alani et al, 2018;
Brown et al, 2015). Estas dos enfermedades también se ven beneficiadas de una dieta sin gluten al
mejorar sintomatologia, en el caso del SS, y al disminuir la despigmentacion en el caso del vitiligo
(Haupt-Jorgensen et al., 2020; Khandalavala & Nirmalraj, 2014)

Los sintomas no articulares que predominaron en las pacientes con AR fueron la fatiga y
entumecimiento, los cuales serian causados por la naturaleza de la enfermedad. Sin embargo, es
evidente que en estas pacientes existe algin tipo de alteracion a nivel intestinal ya que cuatro

presentaban alguna intolerancia alimentaria; principalmente a lactosa, dos de ellas gastritis y tres
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padecian sindrome del intestino irritable con diagndstico médico hecho por un especialista (Cuadro
3). Esta evaluacion también mostrd que la mayoria de las pacientes tenian distencion abdominal y
la mitad de ellas presentaban dolor abdominal, sonidos intestinales, flatulencias y sensacion de
evacuacion incompleta. Las pacientes desconocen la causa de los sintomas gastrointestinales (GI),

pero los asocian a la alimentacion, ya que algunas identifican que ciertos alimentos les provocan

malestares.
Cuadro 3. Antecedentes patoldgicos de las pacientes
Paciente Enfermedades : Intolerancias Enfermedades Infeccion
) Alergias . . . . . .
autoinmunes alimentarias  gastrointestinales intestinal
P1 - Polvo Lactosa SII, Gastritis
P2 - Polvo Lactosa - -
P3 - - - SII Salmonelosis
P4 i Carne de i i i
cerdo
Vitiligo, Lactosa, SII, Gastritis,
PS SS el Arroz Ulcera
P6 - - Lactosa - -

SII: Sindrome del intestino irritable, SS: Sindrome de Sjogren

6.1.2. Medicamentos y Suplementos Utilizados por las Pacientes

Como parte de la historia clinica se pregunt6 a las pacientes por sus tratamientos; 2 de ellas (P2 y
P3) tuvieron algun cambio de medicacion ya iniciado el presente estudio. Las pacientes P1, P2 y
P3 tomaban antiinflamatorios no esteroideos (AINES), P3 tomaba 3 diferentes. P1 y P3 tenian
aproximadamente 10 afios con esa prescripcion. Las pacientes P1, P2, P3, P4 utilizaban fArmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FARMESs); P1 y P4 tenian afios utilizandolos,
mientras que P2 y P3 solo meses. P5 tomaba glucocorticoides (3 afios) y solo P4 analgésicos (1
afio). Ninguna estaba bajo terapia de biologicos, aunque algunas pacientes ya los habian utilizado
sin mejoria. El uso de suplementos alimenticios es comin y necesario en estos pacientes, lo
pudimos confirmar en 5 de ellas (P1, P2, P3, P5, P6).
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Los medicamentos mas utilizados fueron los AINES y FARME:s. El uso de medicamentos de
primera linea como los antes mencionados, en este tipo de pacientes puede impactar la salud
intestinal y provocar efectos adversos como distencion abdominal, diarrea, nauseas o reflujo
gastroesofagico. La inflamacion sistémica que provoca la AR puede tener un rol importante en el
desarrollo de estos malestares GI y hace falta investigar el mecanismo por el cual se generan
(Myasoedova et al., 2011; Sanson-Riofrio et al., 2017). Es evidente que el consumo de AINES ha
aumentado debido a su accesibilidad (sin prescripcion médica) y el aumento de diversas
enfermedades, como las reumatoldgicas. Sin embargo, un consumo excesivo como en pacientes
con AR, puede tener consecuencias a nivel gastrointestinal, como aumento de la permeabilidad
intestinal, inflamacién de la mucosa intestinal, malabsorcion, diarreas, ulceras, estenosis y
perforacion (Bielsa-Fernandez et al., 2020).

En cuanto a suplementos, el mas utilizado fue la vitamina D, ya que su deficiencia es comun en
pacientes con AR y juega un papel importante en muchas patologias, incluidas las mediadas por el
sistema inmune como las autoinmunes; sin embargo, atin se desconocen los mecanismos de accion.
Ante el creciente interés cientifico sobre esta vitamina, se sugiere su uso temprano a pesar de las
controversias, ya que sus bajos niveles, se asocian a una mayor actividad de la AR (Ishikawa et al.,
2017). Asimismo, su deficiencia aumenta el riesgo de que estos pacientes padezcan de

osteoporosis, que es muy comun por el consumo de glucocorticoides (Bellan et al., 2017).

6.1.3. Frecuencia de Consumo de Alimentos

A las pacientes se les aplico un cuestionario de frecuencia de consumo semanal de alimentos, donde
se evaluaron grupos de alimentos como lacteos, productos carnicos, frutas y verduras, derivados
del trigo, otros cereales, leguminosas, aceites y grasas, azucares refinados, frituras y edulcorantes.
Los alimentos que mas consumian las pacientes fueron los productos carnicos, verduras, frutas,
aceites y grasas (Cuadro 4). Durante la entrevista las pacientes comentaron que trataban de comer
lo méas “sano posible”. De los resultados del cuestionario, podemos inferir que ciertamente
restringian algunos alimentos como galletas, reposteria, frituras, embutidos y tenian un consumo
suficiente de frutas y verduras y un consumo moderado de azlcares, bebidas azucaradas y

golosinas; aun asi, tenian un alto consumo de grasas. Sin embargo, tres de las pacientes (P1, P2 y
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P6) consumian al menos 3 veces por semana, alimentos ultraprocesados, como golosinas,
embutidos, galletas, frituras y botanas.

Por lo anterior, aunque no podemos inferir que las pacientes llevaran una dieta totalmente
occidentalizada, debemos resaltar que requieren de una orientacion nutricional hecha por un
profesional. Esto, para evitar el desarrollo de otras enfermedades cronico-degenerativas como
diabetes y enfermedades cardiovasculares, a las cuales ya son propensas por la naturaleza de la AR
(Curtis et al, 2018).

La paciente PS5 mencioné tener una dieta sin gluten por mas de 3 afios y sentirse bien sin
consumirlo, lo cual pudimos comprobar con el indice RADAI-5 (leve) y con el cuestionario de
sintomas GI. También, la paciente P3 reportd evitar alimentos con gluten, no obstante, tenia un
consumo poco frecuente de pan de centeno, por lo tanto, no evitaba el gluten en su totalidad. La
paciente P3 a pesar de tener un indice RADAI-5 como leve, presentaba molestias GI, posiblemente
como consecuencia del SII diagnosticado. La paciente P1, de manera intermitente evitaba consumir

productos con trigo, refirié que se sentia mal después de consumirlo.

Cuadro 4. Frecuencia de Consumo Semanal de Alimentos

Grupo de alimentos P1 P2 P3 P4 PS5 P6
Lacteos 7 0 0 7 0 4
Carne, pollo, pescado y huevo 7 5 5 6 7 5
Embutidos 0o o o0 2 0 5
Verduras 7 7 7 7 T 5
Frutas 7 5 3 4 7 1
Derivados del trigo 3 3 0 3 0 4
Arroz, avena, papa y maiz 31 3 4 3 3
Leguminosas 2 6 1 7 2 2
Aceites y grasas 7 7 1 7 7 7
Azucares, bebidas y golosinas 4 3 3 3 1 4
Galletas y reposteria 4 3 0 0 0 3
Frituras y botanas o 2 o0 o 1 3
Sustituto de azlicar o o0 7 0 7 0
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6.2. Preservacion de la Barrera Intestinal

Para descartar que el efecto del gluten fuera por enfermedad celiaca y no como consecuencia de la
AR, se realiz6 la determinacion de anticuerpos IgA e IgG anti- gliadinas y a IgA anti-
transglutaminasa de acuerdo a los protocolos del Laboratorio de Proteinas de CIAD (Cabrera-
Chéavez et al., 2009). Ninguna de las seis pacientes presentd anticuerpos asociados a enfermedad
celiaca.

Por no presentar positividad de IgG contra gliadinas, podriamos inferir que la permeabilidad
intestinal de nuestras pacientes con AR, no estaba afectada; sin embargo, se trata solo de una
evidencia indirecta. Esto, en funcion de que cuando hay dafio epitelial causado por procesos
inflamatorios, los antigenos pueden permear a la lamina propia y desencadenar la produccion de
anticuerpos IgG especificos, que, a su vez, podrian afectar ain mas la permeabilidad intestinal.
Asi, de la presencia de anticuerpos IgG especificos contra antigenos dietéticos se podria inferir que
la barrera intestinal se encontraria afectada (Gocki & Bartuzi, 2016).

Por los datos obtenidos de la entrevista, podemos deducir que la mayoria de las pacientes trato de
cuidar su alimentacion; sin embargo, algunos de ellos aun presentaban sintomas intestinales de
causa desconocida, ademas de los sintomas articulares. Al tener una muestra tan pequefia, era poco
probable encontrar enfermedad celiaca concomitante con AR, como en el estudio de Castillo-Ortiz
et al. (2010). De 85 pacientes estudiados, estos autores encontraron 16 con anticuerpos positivos al
gluten y destacan la relacion entre AR y la enfermedad celiaca y las alteraciones gastrointestinales
causadas por la antigenicidad del gluten, aunque, no se realizaron biopsias para confirmar la
celiaquia.

Con el analisis de anticuerpos asociados a enfermedad celiaca, se descarta que el posible efecto del
trigo en los sintomas, se deba a esta enfermedad en los pacientes con AR. Ademas, si hubiera
perturbacion de la permeabilidad intestinal, no se podria atribuir a dafio en la mucosa por
enfermedad celiaca.

Por otro lado, para confirmar la inferencia sobre la salud de la barrera intestinal, se hizo un ensayo
de permeabilidad a lactulosa y manitol, una prueba no invasiva. El principio consiste en que el
manitol es un monoémero que funciona como marcador de absorcion transcelular y la lactulosa es

un dimero que también sirve como marcador en este caso paracelular, solo se absorbe cuando la
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integridad de la mucosa esté alterada. Por lo tanto, una elevada absorcion de lactulosa en sangre es
un indicador de permeabilidad intestinal aumentada. Esta prueba se ha utilizado como apoyo para
el diagnéstico de diferentes patologias como enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn,
enfermedad inflamatoria intestinal y sindrome del intestino irritable (Musa et al., 2019; Ledn-Bartia
etal.,2014).

Coincidiendo con la inferencia hecha en base a los anticuerpos contra antigenos de la dieta, nuestras
pacientes no presentaron permeabilidad alterada; los seis, tuvieron nula absorcion de lactulosa y
absorcién normal de manitol (<0.19 mmol/L). Probablemente, no presentaron alteraciones en la
barrera intestinal por la dieta que llevan, ya que consumian una cantidad suficiente de frutas y
verduras. Conforme a Higer et al. (2019), el consumo o suplementacién de fibra, beneficia la
homeostasis del intestino al reducir el marcador de inflamacién intestinal calprotectina y el
marcador de la barrera intestinal zonulina, en pacientes con AR. La zonulina se secreta por las
células epiteliales por estimulo de la dieta o microbiota, es un regulador de las uniones estrechas y
de la funcidn de la barrera intestinal. La apoptosis de estas células epiteliales favorece un ambiente
proinflamatorio incluido la diferenciacion de células Th17 autorreactivas y otras células T
cooperadoras (Tajik, 2020).

Otro factor que pudiera estar favoreciendo la homeostasis intestinal de nuestros pacientes es el
consumo de los firmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FARMEs), ya que
todas las pacientes mencionaron haber utilizado estos farmacos en algin momento. De acuerdo con
Tajik et al. (2020), las participantes que consumian FARMEs tenian niveles de zonulina menores

a los que recibian un tratamiento convencional.

6.3. Efecto de los Componentes del Trigo Dietario

Para iniciar la dieta sin trigo durante cuatro semanas bajo las mismas condiciones, se les solicito a
las pacientes un consumo minimo de 8 g de gluten al dia durante una semana. Esto porque P3 y P5
tenian afios sin consumir trigo y la paciente P1 tenia 2 semanas en una dieta sin gluten. Después de
la semana donde todas las pacientes consumieron trigo se hizo una evaluacion inicial de actividad

de la AR (RADALI-5) y sintomas no articulares. Si comparamos la primera evaluacion de RADAI-
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5 hecha al inicio del estudio en el mes de marzo y la realizada después de una semana de consumir
8 g de gluten diariamente, en julio del mismo afio, el indice aumento, aunque no en gran medida
(Cuadro 5). El incremento fue de entre 14 y 22% en las pacientes P1, P2 y P4, mientras que en P5
el aumento fue del 240%. De acuerdo a los rangos de clasificacion de RADAI-5 (Leeb et al., 2014)
solo en esta paciente P5 hubo aumento en el indice, que fue de leve a alto, quien ademés menciond
tener por algunos minutos, tos y una sensacion de tener algo en la garganta y la necesidad de

aclararla, después de comer alimentos que contenian trigo.

Cuadro 5. indice RADAI-5 a la entrevista y a la semana con 8 g/d de gluten

Paciente Feb. - Mar., 2021 Julio, 2021

P1 3.8 4.6
P2 6.4 7.8
P3 3 3
P4 4.4 5
P5 2 6.8
P6 4.2 4

Asimismo, se dieron sintomas no articulares durante la semana de homologacion en el consumo de
trigo. Los més comunes fueron: sonidos intestinales, distenciéon abdominal, flatulencias, heces
blandas, sensacion de evacuacion incompleta, dolor de cabeza y rinitis. Si se compara con los
declarado en la primera entrevista, la mayoria de las pacientes tuvieron un aumento en la cantidad
de sintomas, aunque solo en un caso (P5), ligados a la actividad de la AR.

Posterior a la semana de consumir 8 g de gluten al dia, a las pacientes se les pidi6 evitar alimentos
con trigo, se les dio orientacion nutricional a todas ya que algunos desconocian qué alimentos
podian contenerlo. Para la orientaciéon nutricional se les entregd infografia con alimentos
permitidos y no permitidos, se explic6 codmo evitar contaminacion cruzada, consejos para cuando
comieran fuera de casa; ademas, atencion personalizada 24/7 por si surgia alguna duda al momento
de ingerir alimentos. Para evaluar el apego a la dieta se utilizé el método de autopercepcion de la

adherencia (Balas-Nakash et al., 2010), consistente en preguntar a las pacientes, durante las 4
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semanas de la dieta sin trigo, como calificarian su cumplimiento al plan de alimentaciéon en un
rango de 0 — 100%. Declararon menor adherencia las pacientes P1 (1 semana) y P3 (3 semanas),
aunque no menor al 80% segln su percepcion.

Un factor que algunas pacientes (P2, P3, P4) mencionaron que influia al momento de calificar sus
sintomas articulares fue el clima, acostumbradas al calor y clima seco, durante 3 semanas hubo un
clima humedo. Lo anterior coincide con lo propuesto por Azzouzi & Ichchou (2020) y Vaks &
Sjostrom (2015) que los pacientes con AR son sensibles a los cambios de clima sobre todo de
humedad y que se benefician de climas secos. Los autores explican que una posible razon seria la
disminucion a la exposicion al sol, por lo tanto, a una menor sintesis de vitamina D. Esto, podria
aumentar o disminuir los sintomas dependiendo de los niveles en los que se encuentre. Aunque, la
explicacion anterior posiblemente solo aplique en paises donde la luminosidad es poca durante la
mayor parte del afo.

Una vez iniciada la dieta sin trigo, en 5 pacientes (P1, P2, P3, P5, P6) descendio el valor del indice
RADALI-5 (Figura 2), sobre todo durante la segunda y tercera semana evitdndolo, sin cambios
notorios en categoria. En dos casos (P3 y P6) hubo disminucion en una categoria; el inico caso con
un cambio notorio fue el de la paciente P5 quien disminuy6 de la categoria ALTA hasta
REMISION, y asi se mantuvo durante 4 semanas, regresando rapidamente a MODERADO al
reintroducir trigo. En el caso P1 en donde no se dio disminucion significativa de sintomas en dieta
sin trigo, si hubo aumento drastico de dos categorias de BAJO a ALTO, en la reintroduccién

La mayoria de las pacientes a pesar de no reportar grandes cambios en su indice RADAI-5 (Figura
2) mencionaron sentir menor rigidez matutina, mejor estado de animo, disminucion de sintomas
intestinales y mejoria en su salud en general, en la dieta sin gluten. También se les pregunt6 si
consideraban que el trigo tiene relacion con sus sintomas a lo cual cinco pacientes (P1, P2, P4, PS5,
P6) estuvieron de acuerdo en que influye en los sintomas articulares y no articulares. Ademas, se
les preguntd a esas cinco pacientes que si seguirian incluyendo el trigo en su dieta y contestaron
que lo evitarian dentro de sus posibilidades e intentarian identificar otros alimentos que les
producen malestares. Los comentarios sobre la percepcion sin evidencia fisica, habla de

hipersensibilidad visceral, como lo padecen por sindrome de intestino irritable.

44



—10
9
ALTO — 38
/ 6.8
6 6
> /4.8
MODERADO — 4.6
N 4 3.6 3.8
— : 3.4 3.4
BAJO — 5 2.6
- 1.8
L4 1
REMISION — 0.8 0.8 0.8
. \ )
Inicio Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana4 Reto con trigo
— —P1 P2 P3 P4 = —P5 — —P6

Figura 2. indice RADAI-5 durante la intervencién nutricional sin trigo

Recientemente (Bruzzese et al., 2021) evaluaron la respuesta a una dieta sin gluten de 4 pacientes
con AR que no mejoraban con el tratamiento convencional. Utilizaron DAS28 (Disease Activity
Score) para evaluar la actividad de la AR; todos los pacientes respondieron de manera positiva
disminuyendo su puntaje de DAS28 de manera significativa. Asimismo, mencionaron que la dieta
sin gluten potencialmente serviria como coadyuvante al tratamiento farmacoldgico. Lo anterior lo
podemos comparar con las caracteristicas de la paciente PS5 que tuvo por muchos afios un
tratamiento convencional, tres tipos de terapias de bioldgicos y nada funcionaba hasta que empezo
a excluir el trigo de su dieta, lo cual le beneficié al grado de tomar actualmente solo un
medicamento.

Otro estudio reciente (Tani et al., 2020), se realizd en pacientes intervenidos con una dieta sin
gluten por 16 semanas, evaluando DAS28-CRP, que incluye valores de proteina C reactiva, CDAI,
anticuerpos anti-péptido ciclico citrulinado, como marcadores de inflamacion. Similar a nuestros
resultados, se encontrd que los pacientes que se apegaron mejor a la dieta, mejoraron mas. Sin
embargo, mencionaron que los pacientes que respondian a la dieta tenian menores niveles de anti-
péptido ciclico citrulinado, que los que no respondieron. Asi, podria haber relacion entre la
respuesta a una dieta sin gluten y el anti-péptido citrulinado, lo que explicaria que, en la mayoria

de nuestras pacientes, la mejoria de sintomas no fue sustantiva.
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Ademas, en pacientes que logran una remision de al menos 6 meses, pueden reducir gradualmente
el uso de farmacos con ayuda del médico; buscando mantener una actividad baja de la enfermedad,
menor dosis y menor uso de firmacos (Lin et al., 2020). Tal vez solo pudimos confirmar el progreso
de la paciente P5 ya que posiblemente los efectos de este tipo de restricciones dietarias sean
mensurables a largo plazo, reduciendo la actividad de la enfermedad, las dosis de medicamentos y
mejorando en general los prondsticos de estos pacientes (Gioia et al., 2020).

En cuanto a sintomas no articulares, los mas frecuentes fueron: sonidos intestinales, distencion
abdominal, flatulencias, heces muy blandas, sensacion de evacuacion incompleta, dolor de cabeza,
fatiga y entumecimientos de brazos y piernas. A pesar de que los sintomas mas frecuentes
prevalecieron, su severidad disminuy6 ligeramente en algunas pacientes; solo hubo cambio
sustantivo en la paciente P5.

Por ultimo, al finalizar las cuatro semanas de una dieta sin trigo, se les pidio a las pacientes que
volvieran a su dieta habitual con trigo por 3 dias para realizar un reto ex vivo. Durante estos 3 dias
las pacientes mencionaron sentirse mal y notar “una diferencia” entre las semanas cuando
consumieron trigo y cuando no.

En consecuencia, podriamos inferir que podria tratarse de una sensibilidad al trigo no celiaca (Volta
et al., 2019), ya que los sintomas ocurrian durante las primeras horas después de consumir algun
alimento con trigo. Las manifestaciones intestinales de los pacientes al ingerir trigo, son los mismos
mencionados por diversos autores para el diagnostico de sensibilidad no celiaca al trigo (Catassi et
al.,2015). La disminucion de al menos 30% en la escala de algunos de los sintomas de los pacientes
al dejar el trigo, apunta hacia sensibilidad al trigo no celiaca. Algunos sintomas gastrointestinales
en pacientes con AR, podrian ser causados por medicamentos (Asai ef al., 2019). Tal vez debido a
eso, solo en 2 de nuestras pacientes (P1, P5), estos sintomas se vieron disminuidos

significativamente en la dieta sin trigo (Figura 3).
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Figura 3. Sintomas gastrointestinales en la dieta sin trigo

Como una verificacion de que los sintomas por el consumo de alimentos con trigo pudieran deberse
a sus fructanos y no a las proteinas del gluten, se hizo una prueba de intolerancia con produccion

de hidrogeno (H») espirado.

Cuadro 6. Resultados de las pruebas de intolerancia a fructanos
Paciente H: espirado Sintomas
P1 - +
P2 - -
P3 - -
P4 - -
P5 - -
P6 - +

Ninguna de nuestras pacientes resultd intolerante a fructanos (Cuadro 6); sin embargo, dos tuvieron

sintomas, una durante la prueba (P6) y otra después de la prueba (P1). Cuando las pruebas de
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intolerancia provocan sintomas, podrian atribuirse a hipersensibilidad visceral. Si los sintomas se
presenten horas después de finalizada la prueba, podria tratarse de transito intestinal lento, por lo
que la duracién de la prueba no fue suficiente para la deteccion del hidrogeno espirado debido a
intolerancia (Rivera et al., 2016; Gasbarrini et al., 2009). Se considera que hay hipersensibilidad
visceral cuando el umbral del dolor intestinal es menor al del promedio, como ocurre en quienes
padecen el sindrome de intestino irritable (Farzaei ef al., 2016).

La prueba anterior podria explicar los sintomas intestinales en las pacientes P1 y P6 durante la
reintroduccion de trigo a la dieta después de 4 semanas, pero no explica los cambios en los sintomas
articulares, ya que estos sintomas no se presentaron después de la prueba de intolerancia. De esta
informacion inferimos que los fructanos no son la causa de los cambios en los sintomas articulares

de nuestros pacientes, cuando consumen productos de trigo.

6.4. Respuesta a Reto ex vivo con Péptidos de Gluten

Para el reto ex vivo, se tom6 una muestra de sangre periférica a cada paciente en dos ocasiones:
“dia 0” y “dia 6”. El dia 0 fue antes de reintroducir el trigo a su dieta durante tres dias y el dia 6
fue el sexto de iniciada la reintroduccion. Posterior al aislamiento, las células mononucleares se
cultivaron por duplicado en placas de 6 pozos, con aproximadamente 2.0 x 10° células/mL en cada
pozo y un control negativo sin retar con péptidos de gluten. Se retaron las células por 18 ha 37°C,
en atmosfera de 37% de Oz y 5% de CO». Se colect6 el medio de cultivo en alicuotas y se almacend
a -70°C hasta la cuantificacion de citocinas.

Lo anterior, se hizo con la premisa de que el gluten de trigo podria activar a las células
mononucleares por lo tanto estimular la produccion de citocinas proinflamatorias como IL-6 e IFN-
v (Di Liberto et al., 2016) y a su vez promover la inflamacion articular. Desde hace 25 afios se
sospecha que los linfocitos del tejido linfoide asociado a la mucosa intestinal de pacientes con AR,
podrian migrar hacia el liquido sinovial, planteando la existencia de un eje intestinal - articular
(Kadioglu & Sheldon, 1996). Es decir, estos linfocitos circulantes se originan en el intestino y
migran a las articulaciones contribuyendo a la actividad de la enfermedad (Warjri et al, 2015).

Sin embargo, al cuantificar las citocinas después de retar las células mononucleares de sangre
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periférica de las pacientes, no obtuvimos resultados positivos para IL-6 ni para IFN 7y
Probablemente, la respuesta inmunitaria en las pacientes no se exacerbe debido a las proteinas del
gluten.

Una posible causa por la cual no se encontrd positividad en el reto, es que la mayoria de las
pacientes (5/6) toman algin tipo de medicamento inmunosupresor como los esteroides y los
FARME:s, incluso algunos pacientes toman 2 tipos de farmacos antirreumaticos. Las pacientes P2
y P3 empezaron a tomar un FARME nuevo después de la primera entrevista (antes de la dieta sin
trigo) y durante la dieta sin trigo, respectivamente. Posiblemente debido a esto, la respuesta de sus
células mononucleares al reto con trigo, fue nula.

En los pacientes con AR, los esteroides se utilizan para regular la respuesta inflamatoria e
inmunitaria, disminuyendo citocinas proinflamatorias (incluidas IL-6 e IFN vy) y células T
periféricas (Liberman et al, 2018). Los FARMEs como el metrotexato, sulfasalazina,
hidroxicloroquina e leflunomida, también actGan como inmunosupresores. La leflunomida e
hidroxicloroquina disminuyen la proliferacion de linfocitos y de citocinas proinflamatorias
(Monteagudo et al., 2002; Danza et al., 2016). El metrotexato posiblemente interviene inhibiendo
la enzima JAK, una de cuyas funciones es la activacion de cascadas inflamatorias y respuestas de
células inmunitarias (Gremese et al., 2019); otra funcion es, desencadenar una respuesta inhibitoria
cuyas consecuencias es la apoptosis de linfocitos activados y disminucion de citocinas
proinflamatorias (Ortiz et al., 2001). Se desconoce el mecanismo exacto por el cual actua la
sulfasalazina. Sin embargo, se sabe que interviene a nivel intestinal porque también es utilizado
para la colitis ulcerosa (Choi & Fenando, 2021). No obstante, dependiendo de la dosis, puede
inhibir citocinas proinflamatorias en células mononucleares de sangre periférica (Krakauer, 2015).
Se ha comprobado en diferentes estudios (Zaiss, et al. 2021) que en la espondilitis anquilosante se
presenta inflamacion intestinal subclinica, que ocurre en mas del 50% de los pacientes sin importar
si usan AINES o no. Esta inflamacién es consecuencia de la expansion de células innatas aberrantes
activadas, que tienen la capacidad de alcanzar lugares extra-intestinales y ademas promover la
inflamacion. También, encontraron que la disbiosis intestinal puede contribuir a la inflamacion
intestinal en estos pacientes. Este hecho, hace pensar que podria existir un mecanismo similar con

la AR, ya que tiene caracteristicas comunes con la espondilitis anquilosante.

49



6.5 Bacteroides y Prevotella copri Fecal de Pacientes con AR

Se analizé acumulacion de Bacteroides spp 'y de Prevotella copri, en relacion a bacterias totales en
heces de las pacientes. En cuanto a Bacteroides spp, su proporcion fue muy alta, entre 40 y 60%
en 4 de las 6 muestras analizadas, mientras que P. copri no se detecté en ninguna de las muestras

(Figura 4).
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Figura 4. Abundancia relativa de Bacteroides spp. en heces

Diversos factores pueden afectar la composicion de la microbiota, como enfermedades de diversa
naturaleza, incluyendo las autoinmunes, asi como la dieta (Deehan & Walter, 2016). Bacteroides
spp predomina en una dieta donde el consumo de proteina animal y grasas saturadas es mas
elevado, como en la dieta de la paciente P5, asi como en patrones dietarios ultraprocesados, como
los de P1 y P6 (Guerreiro et al., 2018); asi mismo se asocia con enfermedades autoimunes activas,
como la celiaquia y la diabetes tipo 1.

Por su parte, el predominio de Prevotella spp, se asocia con dieta alta carbohidratos, azlicares
simples y fibra; se considera positiva, especialmente cuando hay control de la diabetes tipo 1 (Mejia
Léon et al., 2016; Calderon de la Barca et al., 2020). Sin embargo, las proporciones bajas de

Prevotella copri, se asocian con disminucion de sintomas articulares (Paolino et al, 2019). Quiza
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debido a que nuestras pacientes estaban controladas con tratamiento farmacoldgico, no se detectd
P. copri. Ademas, de que refirieron no haber tenido crisis de artritis en los ultimos afios a excepcion
de la paciente P2 que tenia 1 afio de diagnostico.

La microbiota per se o en conjunto con la dieta, tienen la capacidad de producir metabolitos que
afectan positiva o negativamente la respuesta inmune. Por ejemplo, el metabolito proinflamatorio
n-oxido de trimetilamina producido por P. copri y otras bacterias, proviene de la colina y la
carnitina en la carne roja, huevos y lacteos (Bustamante et al., 2020). En cambio, algunos de los
acidos grasos de cadena corta, promueven la activacion de células T reguladoras, que a su vez
suprimen la activacion, proliferacion y produccion de citocinas por las células T CD4+y T CD8+
y probablemente a los linfocitos B y células dendriticas (Zaiss et al., 2021).

Como se comentd previamente, nuestras pacientes P1, P3 y P5 habian modificado su dieta
aumentando el consumo de carnes y grasas, en el intento de evitar alimentos con trigo y azucares
simples. Eso podria explicar la preponderancia de Bacteroides spp, comparado con P2 y P4 que no
modificaron su dieta. En cuanto a P6, comentd que comia la mayoria del tiempo fuera de casa a
causa de su profesion, lo que coincide con la acumulacion tan alta de Bacteroides (64%).
Evaluando la microbiota, en China, con 66 pacientes demostraron aumento de Bacteroides y
disminucion de Lactobacillus, que consideraron caracteristico de los pacientes con AR (Sun et al.,
2019). Un tanto contrastante el hallazgo en modelo murino con artritis inducida, en donde la
reduccion de Bacteroides spp. se asocié a un ambiente local proinflamatorio al reducir la
diferenciacion de células T CD4+ en células Treg (Zaiss et al, 2021).

En un estudio en Estados Unidos, identificaron que pacientes sin tratamiento y diagndstico reciente
con AR aumentaron la acumulacion de Prevotella con predominancia de P. copri y disminucion
de Bacteroides y bacterias benéficas (Scher et al., 2013). Asi mismo en pacientes en periodo
subclinico o presintomatico, hubo predominio de Prevotella copri (Maeda et al., 2016; Alpizar-
Rodriguez et al., 2019). En otro estudio en poblacidn japonesa, otras especies de Prevotella estaban
aumentadas, no solamente P. copri (Kishikawa et al., 2020). Asi, se propone que Prevotella spp.
podria ser patogénica en la AR. Sin embargo, los métodos usados para el anélisis de microbiota
tienen limitaciones (Inamo, 2019; Sun & Ni, 2020). Por esto, la disbiosis podria ser consecuencia
de la patologia y no un factor causal y que Prevotella spp. podria ser benéfica en AR, como lo es
la cepa Prevotella histicola (Horta-Baas et al., 2017).

A nuestro conocimiento, no hay trabajo publicados sobre acumulacion de P. copri en pacientes con
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AR controlada bajo tratamiento, como en nuestro trabajo. Los tratamientos mismos pudieron influir
en la microbiota de nuestros pacientes, como los AINES, glucocorticoides y FARMEs. Los
pacientes con tratamiento de farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad y que
responden al tratamiento, muestran restablecimiento en la composicion de la microbiota (eubiosis)
y como consecuencia impacto en la enfermedad (Bodkhe ef al., 2019). Por ejemplo, en pacientes
con AR tratados con sulfasalazina, disminuyeron E. coli, Bacteroides y bacterias aerobias totales,
con un aumento en Bacillus (Bodkhe et al, 2019). A su vez, la microbiota es clave para metabolizar
algunos farmacos creando una especie de “feedback” o retroalimentacion. Por tanto, una
microbiota en eubiosis facilitaria la absorcion de los medicamentos y por consiguiente un mejor
control de la enfermedad (Zaragoza-Garcia ef al., 2020). Por su parte, los AINEs pueden afectar la
composicion y funcién de la microbiota intestinal y ésta, también pueden influir en la absorcioén y
metabolismo de los AINEs (Maseda & Ricciotti, 2020).

En definitiva, existe la posibilidad de que algunos de nuestras pacientes tengan una microbiota en
disbiosis como resultado de todos los factores asociados como la dieta; que algunos de nuestros
pacientes (P1, P3, P5) ya habian modificado antes. Por esto, son necesarios mas estudios para
elucidar la composicion y el impacto de las bacterias mas representativas de la AR en nuestra
poblacion. Se debe considerar puntos importantes como, las diferentes etapas de la enfermedad
(Wells et al., 2020), poblacion estudiada (Reyes-Castillo et al., 2020), farmacoterapia (Zaragoza-
Garcia et al., 2020) y dieta (Dourado et al., 2020).

52



7. CONCLUSION

En conclusion, el trigo de la dieta pudiera influir en los sintomas de algunos pacientes con
artritis reumatoide, pero no necesariamente a través de una respuesta inmune inflamatoria al gluten,
ni como en enfermedad celiaca, tampoco debido a disbiosis. Los sintomas se podrian deber a
hipersensibilidad focalizada en la mucosa intestinal con sefializacion al sistema nervioso, como en
el sindrome de intestino irritable, que de hecho padecian la mitad de las pacientes estudiadas.

Las pacientes estudiadas, eran de larga evolucion y con la artritis reumatoide controlada con
farmacos, no presentaron anticuerpos asociados a enfermedad celiaca, pero si comorbilidades en
un caso dos enfermedades autoinmunes y la mitad padecian sindrome de intestino irritable.
Ademas, su dieta en varios casos era ultraprocesada, en algunos casos muy alta en carnes, grasas y
aceites. Sin embargo, su permeabilidad intestinal estaba bien preservada. En la microbiota fecal de
cuatro de las pacientes, habia abundancia excesiva de Bacteroides spp y nula presencia de
Prevotella copri, en la mayoria de casos, se puede asociar a su dieta.

Solo en uno de los seis casos estudiados, la dieta de cuatro semanas sin trigo y su reintroduccion
posterior, provocaron disminucion y aumento sustantivos de la actividad de la artritis reumatoide,
respectivamente. En otros dos casos, si hubo cambios en sintomas no articulares, con respuesta
similar a la de intestino irritable. En el reto ex vivo con proteinas del gluten a células mononucleares
de las pacientes, no hubo aumento de las citocinas proinflamatorias IL-6 ¢ IFN-y, el resultado

podria estar afectado por los farmacos inmunosupresores.
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