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RIASSUNTO

Introduzione: Molti studi, condotti in pazienti celiaci, dimostrano una
disregolazione dei microRNA (miRNA) nella patogenesi della CeD e un loro
potenziale utilizzo come biomarkers circolanti non invasivi, sia per la diagnosi che
per il monitoraggio durante il follow-up (FU). Solitamente, la CeD ¢ caratterizzata
da una buona prognosi e da un’ottima risposta alla dieta priva di glutine (GFD).
Tuttavia, in alcuni pazienti si instaura un quadro di CeD non responsiva (NRCD),
con persistenza di sintomi e/o segni della malattia nonostante I’aderenza alla GFD

da almeno 12 mesi.

Scopo dello studio: Questo studio ha I’obiettivo di valutare il livello di alcuni
miRNA, noti in letteratura per essere alterati nella CeD, in pazienti con CeD non
responsiva (CeD-nr) e in pazienti che rispondono alla GFD (CeD-resp). Come
obiettivi secondari, lo studio ha lo scopo di confrontare il livello di tali miRNA in
pazienti celiaci in FU (CeD-FU) rispetto ai controlli sani (HC) e in pazienti celiaci

arruolati al momento della diagnosi (CeD-To) e al successivo FU (CeD-T1).

Materiali e metodi: Per questo studio sono stati arruolati, tra novembre 2019 e
maggio 2024, 41 pazienti celiaci, seguiti presso il centro di celiachia dell’Azienda
Ospedale Universita Padova, e 10 soggetti sani, utilizzati come gruppo di controllo
per I’analisi dei miRNA. Tra i soggetti celiaci, 26 sono risultati responsivi alla GFD
(CeD- resp), mentre 15 hanno continuato a presentare sintomi, alterazioni
endoscopiche e/o laboratoristiche nonostante la dieta (CeD- nr). I pazienti, dopo
aver firmato un consenso scritto, sono stati sottoposti ad un prelievo ematico, dal
cui plasma sono stati estratti e quantificati diversi miRNA coinvolti nella patogenesi
della CeD (miR-155, miR-200, miR-125, miR-192, miR-21, miR-451, miR-146 ¢
miR-1226).

Risultati: Il nostro studio non ha evidenziato nei pazienti CeD-nr differenze
statisticamente significative di espressione dei miRNA, eccetto per la down-
regolazione di miR-192 (p = 0.05), alterazione emersa in letteratura nei pazienti
celiaci con anemia, lesioni istologiche severe e coinvolta nello sviluppo di RCD e

EATL; si sono inoltre riscontrati livelli minori di miR-1226 nei CeD-nr, mentre i



miRNA correlati all’infiammazione (miR-125/146/155/21) sono risultati
sovrapponibili tra i due gruppi.

Per quanto riguarda 1 nostri obiettivi secondari, il gruppo CeD-To ha presentato
livelli significativamente maggiori di miR-21 rispetto al gruppo CeD-T1 (p = 0.03).
Inoltre, nei pazienti CeD-To i miRNA correlati all’infiammazione (miR-125, miR-
146 e miR-155) e miR-1226, correlato con la tumorigenesi, sono risultati
maggiormente espressi. In aggiunta, 1 valori di miR-451 sono risultati minori nei
pazienti del gruppo CeD-FU rispetto al gruppo HC (p = 0.004), in accordo con i
dati di letteratura, favorendo una diminuzione delle difese antiossidanti nei pazienti

celiaci.

Conclusioni: I miRNA hanno un ruolo nella patogenesi della CeD. In questo studio
abbiamo dimostrato che nei pazienti celiaci in GFD c’¢ un pattern di espressione
differente rispetto ai controlli sani e rispetto ai celiaci CeD-To. Il confronto tra
pazienti non-responsivi e responsivi, tuttavia, ha generato risultati non significativi,
eccetto che per la down-regolazione di miR-192. Tali esiti potrebbero derivare dalla
bassa numerosita del gruppo in studio, ma anche suggerire che i miRNA potrebbero
non essere marker ottimali di non-risposta nei pazienti celiaci con sintomi lievi, ma
non si esclude una loro utilita in presenza di pazienti non-responders complicati.
Per definire se nei pazienti con NRCD ci sia un pattern specifico di espressione dei
miRNA che ne spieghi il quadro clinico, saranno necessari studi futuri, con casistica

pill ampia e con inclusione di pazienti con complicanze dovute alla celiachia.



ABSTRACT

Introduction: Many studies, conducted on celiac disease patients, demonstrate
dysregulation of microRNAs (miRNAs) in the pathogenesis of celiac disease (CeD)
and their potential use as non-invasive circulating biomarkers, both for diagnosis
and monitoring during follow-up (FU). Typically, CeD is characterized by a good
prognosis and excellent response to a gluten-free diet (GFD). However, some
patients develop a condition known as non-responsive CeD (NRCD), with
persistent symptoms and/or signs of the disease despite adherence to GFD for at

least 12 months.

Purpose of the study: The aim of the study is to evaluate the levels of miRNAs
known to be altered in CeD, in patients with non-responsive CeD (CeD-nr) and in
patients who respond to GFD (CeD-resp). Secondary aims were to compare the
levels of these miRNAs in celiac disease patients during FU (CeD-FU) compared
to healthy controls (HC) and in celiac disease patients at diagnosis (CeD-To) and
during FU (CeD-Th).

Materials and Methods: For this study, 41 celiac patients, followed at the Celiac
Disease Center of the Azienda Ospedale Universita Padova, and 10 healthy
subjects, used as a control group for miRNA analysis, were enrolled between
November 2019 and May 2024. Among the celiac disease subjects, 26 were
classified as responder to the GFD (CeD-resp), while 15 continued to present
symptoms, endoscopic alterations and/or high anti-tTG titers despite adherence to
GFD (CeD-nr). After signing a written consent, patients underwent blood sampling,
from which plasma was extracted and quantified for various miRNAs involved in
the pathogenesis of CeD (miR-155, miR-200, miR-125, miR-192, miR-21, miR-
451, miR-146, and miR-1226).

Results: Our study did not show statistically significant differences in miRNA
expression in CeD-nr patients, except for the down-regulation of miR-192 (p =
0.05), an alteration reported in literature in celiac patients with anemia, severe
histological lesions and involved in the development of RCD and EATL; moreover,
lower levels of miR-1226 were found in CeD-nr, while inflammation-related

miRNAs (miR-125/146/155/21) were comparable between the two groups.



Regarding our secondary objectives, the CeD-To group had significantly higher
levels of miR-21 compared to the CeD-T1 group (p = 0.03). Additionally, in CeD-
To patients, inflammation-related miRNAs (miR-125, miR-146, and miR-155) and
miR-1226, related to tumorigenesis, were more expressed. Moreover, miR-451
levels were lower in the CeD-FU group compared to the HC group (p = 0.004),
consistent with literature data, suggesting decreased antioxidant defenses in celiac

patients.

Conclusions: MiRNAs play a role in the pathogenesis of CeD. In this study, we
demonstrated that celiac patients on a GFD have a different expression pattern
compared to healthy controls and newly diagnosed celiac patients. However, the
comparison between non-responsive and responsive patients did not yield
significant results, except for the down-regolation of miR-192 in CeD-nr group.
These outcomes might result from the small sample size of the study group, but
they could also suggest that miRNAs are not optimal markers in non-responsive
patients with mild symptoms; nevertheless, their usefulness in complicated non-
responder patients cannot be excluded. Future studies with a larger sample size,
including patients with celiac disease complications, will be necessary to determine
if there is a specific miRNA expression pattern in NRCD patients that might explain

their clinical picture.



INTRODUZIONE

CAPITOLO 1: LA MALATTIA CELIACA

La malattia celiaca (CeD) ¢ un’enteropatia cronica immuno-mediata causata
dall’esposizione al glutine in soggetti geneticamente predisposti [1]. La prevalenza
nella popolazione generale ¢ di circa I’1%, pud presentarsi a qualsiasi eta ed ¢ piu
frequente nel sesso femminile. Il glutine rappresenta un gruppo di proteine
insolubili in acqua presente in diversi cereali come il frumento, 1’orzo e la segale;
in soggetti geneticamente predisposti, il glutine parzialmente digerito genera
peptidi che scatenano I’infiammazione del piccolo intestino, atrofia dei villi e
iperplasia delle cripte [2]. Gli individui che esprimono specifici geni HLA (human
leukocyte antigen) hanno maggiori probabilita di sviluppare la malattia: circa il 90-
95% di pazienti con celiachia esprime infatti 1’allele HLA-DQ2, mentre la restante
parte esprime 1’allele HLA-DQS8 [3],[4]. La presentazione clinica & variabile,
caratterizzata da sintomi classici e non classici. Per tale ragione sono state
identificate diverse forme della malattia: la celiachia classica, non classica,
potenziale, refrattaria e subclinica [1]. In letteratura ¢ inoltre descritta la presenza
di pazienti con celiachia sieronegativa [5] e di pazienti celiaci slow-responders o
non-responders (7-30%) che continuano a presentare sintomi nonostante seguano
una dieta aglutinata da almeno sei mesi [6],[7]. La CeD pud portare, in alcuni casi,
allo sviluppo di complicanze, tra cui osteoporosi, linfomi e adenocarcinomi; inoltre
puo essere associata a possibili conseguenze sistemiche che possono coinvolgere la
salute riproduttiva, cardiaca, neurologica e psichiatrica [8]. Per diagnosticare la
CeD serve una combinazione di dati clinici, indagini sierologiche e istopatologiche,
effettuate mentre il paziente ¢ ancora in dieta contenente glutine [6]. Ad oggi,
I’unica terapia efficace per il trattamento della CeD ¢ una dieta priva di glutine
(GFD) da mantenere per tutta la vita; I’aderenza stretta alla GFD determina nella

maggior parte dei casi la regressione dei sintomi e del danno intestinale.



1.1 STORIA DELLA MALATTIA CELIACA

Il termine “celiaco” deriva dal greco koiliakos, e significa “addominale” [9]. I primi
scritti che descrivono la malattia celiaca risalgono al I secolo a.C., quando Areteo
di Cappadocia evidenzio I’incapacita di alcuni soggetti, specialmente donne, di
assorbire il cibo [10]. Nel 1887 Samuel Gee, medico pediatra britannico, conio il
termine di “affezione celiaca”, facendo particolare riferimento all’aspetto delle feci,
alla debolezza muscolare, al gonfiore addominale e al decorso cronico della
malattia. Avanzo inoltre 1’ipotesi che I'unica cura fosse la dieta, consigliando cibi
come riso, frutta e verdura per portare alla regressione della sintomatologia [11].
Agli inizi del 1900 Osborne studio il contenuto proteico dei cereali, definendo per
la prima volta le prolamine come gliadina, ordeina e secalina. Negli anni ’50 queste
ultime vennero identificate come possibili driver della malattia celiaca anche grazie
agli studi di Willem Dicke, pediatra olandese, che ided una serie di test alimentari
che evidenziavano I’insorgenza di steatorrea in seguito all’ingestione di grano e
segale [12],[13]. Agli stessi anni risale la prima descrizione delle caratteristiche
istologiche della CeD, grazie alla quale vennero stabiliti dei criteri diagnostici.
Negli anni *70 venne studiata la suscettibilita genetica della CeD ed in particolare
HLA-DQ?2 fu identificato come il principale responsabile di tale predisposizione.
Si scopri, inoltre, la correlazione con altre patologie autoimmuni come il diabete
mellito di tipo 1 (DM1). Successivamente venne individuato il ruolo degli anticorpi
anti-transglutaminasi e i meccanismi coinvolti nella determinazione dell’atrofia dei
villi. Infine, negli ultimi vent’anni le ricerche si sono concentrate sul ruolo della
risposta immunitaria extra intestinale, in particolare sui linfociti CD4+ e CD8+, e
sulle citochine IL-2 e IL-15. Ad oggi, gli elementi che sono in grado di influenzare
I’esordio della patologia sono la quantita di glutine assunto, le infezioni e/o i
cambiamenti del microbiota [12]. Sulla base di queste evidenze, sono in corso
numerosi studi che hanno lo scopo di identificare nuovi biomarkers utili per la

diagnosi e il follow-up della CeD.



1.2 EPIDEMIOLOGIA

-

Clinical

) \ Manifest

celiac disease sopeuna i
£ lesion &
o5 Silent S
% DR3-DQ2 celiac disease ﬂg_’
@ DR5/7-DQ2 =)
w = e
g DiRROE Celiac disease latency =
e Normal &
3 mucosal

morphology

Healthy individuals \

Figura 1: modello iceberg della malattia celiaca [15]

Sia la prevalenza che I’incidenza della CeD sono aumentate negli ultimi
cinquant’anni e cio ¢ dovuto non solo ad un aumento del tasso di rilevamento della
patologia, ma anche al cambiamento delle abitudini alimentari, che ha visto un
incremento nel consumo di cibi pronti ad alto contenuto di glutine. Attualmente,
grazie a screening sierologici rivolti ai pazienti a rischio o con sospetto clinico, ¢
noto che la CeD nei paesi occidentali ha una prevalenza dell’1,4% circa e che puo
colpire tutte le classi di eta con un rapporto femmine/maschi variabile tra 2:1 e 3:1
[5]; la prevalenza di CeD confermata da biospia ¢ invece del 0,7% [14]. Nonostante
I’alta sensibilita e specificita dei test diagnostici, il numero di pazienti diagnosticati
continua a rappresentare un “iceberg” statistico (figura 1), in quanto la maggior
parte dei pazienti affetti da celiachia rimane non diagnosticata. Si stima che in
media il 70% dei casi non sia diagnosticato, e quindi non trattato [15],[16],[17].
Secondo il modello iceberg, il numero totale di individui affetti da CeD corrisponde
all’intero iceberg; la “punta” rappresenta i casi diagnosticati di celiachia manifesta
(pazienti con predisposizione genetica, sierologia positiva, istologia compatibile e
sintomatologia presente), mentre la porzione di dimensioni maggiori, che rimane
sommersa, € costituita dai casi di celiachia subclinica e di celiachia potenziale. In
entrambi i casi si tratta di pazienti predisposti geneticamente, tuttavia il primo
gruppo, quello dei celiaci subclinici, include pazienti con alterazioni della mucosa
duodenale attribuibili al danno da glutine ma che rimangono asintomatici; i celiaci
potenziali, invece, non presentano lesioni istologiche. Le cause della mancata

diagnosi sono principalmente 1’eterogeneita dei sintomi e la poca conoscenza della



malattia [5]. Questa situazione determina il mancato trattamento, esponendo i
pazienti a tutta una serie di rischi e complicanze a lungo termine, tra cui I’infertilita,

’osteoporosi e il cancro [18],[19],[20].

1.2.1 Differenze epidemiologiche nel mondo e nei due sessi

A lungo la CeD ¢ stata considerata una patologia rara, diffusa tra gli individui
europel, principalmente in eta pediatrica. Nel corso degli anni, grazie al crescente
impiego di metodiche diagnostiche ad alta sensibilita e specificita, come i test
sierologici per la ricerca degli anticorpi antigliadina (AGA), anti-endomisio (EmA)
e anti-transglutaminasi (tTG), € stato possibile valutare 1’effettiva prevalenza della
celiachia; ad oggi si tratta di una tra le pitt comuni malattie croniche dell’intestino

e interessa globalmente individui di tutte le fasce d’eta [17].

No data
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Figura 2: sieroprevalenza a livello mondiale della CeD [14]

Negli ultimi cinquant’anni si € percio assistito ad un aumento significativo della
prevalenza e dell’incidenza della CeD in diverse aree geografiche. Al momento, la
sieroprevalenza a livello mondiale ¢ dell’1,4%, con una variabilita tra i diversi
continenti che va dall’1,1% dell’Africa, 1,3% del Sud America fino all’1,8%
dell’ Asia, mentre 1’Europa si colloca in una posizione intermedia (Figura 2). Le
cause delle differenze di prevalenza tra i vari continenti includono sia fattori
genetici, inclusi geni HLA e non-HLA, che fattori ambientali, come le abitudini di
consumo di grano, le pratiche di alimentazione infantile, le infezioni

gastrointestinali e 'utilizzo di farmaci [18]. Va evidenziato che la differenza di



prevalenza non si verifica solo tra continenti diversi, ma anche tra i diversi stati
all’interno dello stesso continente [18]. In Europa, ad esempio, la prevalenza piu
elevata si riscontra in Finlandia, con il 2,4%, mentre in Germania € dello 0,3%; in

Italia la prevalenza ¢ dello 0,7% [16].

Per quanto riguarda le differenze epidemiologiche tra i due sessi, una recente
metanalisi ha dichiarato che la prevalenza della patologia ¢ di 1.5 volte maggiore
nelle donne rispetto agli uomini [18]. Diversi studi dimostrano che gli uomini sono
meno propensi a sottoporsi ad esami endoscopici, quali la EGDS
(esofagogastroduodenoscopia), fattore che puo contribuire alla sotto-diagnosi della
condizione nel sesso maschile [18],[19]. E inoltre noto che la sintomatologia alla
diagnosi ¢ variabile tra i due sessi [20]: nelle donne sono piu frequenti 1 sintomi
gastrointestinali come gonfiore addominale, nausea e vomito, mentre negli uomini
il sintomo intestinale piu frequente ¢ la steatorrea. Anche segni laboratoristici e
quali anemia, bassa statura, perdita di peso e osteoporosi sono riscontrati piu
frequentemente nel sesso femminile [21],[22]. Proprio a causa della maggior
frequenza di tali segni e sintomi, le donne si sottopongono piu frequentemente ad
approfondimenti medici [21-23] e vengono diagnosticate in media 4 anni prima
rispetto ai pazienti di sesso maschile [22]. Per di piu, la CeD ¢ una patologia
autoimmune ed ¢ assodato che il sesso femminile influenza la prevalenza, la
severita e I’espressione delle malattie su base autoimmunitaria [24]. E inoltre
importante considerare che spesso la CeD rimane misconosciuta a lungo e quindi
la diagnosi puo avvenire in eta molto piu avanzata rispetto all’esordio della malattia,

aumentando dunque il rischio di complicanze a lungo termine [25],[18],[26].
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1.3 PATOGENESI

Inizialmente la CeD era considerata un’ipersensibilita alimentare; nel tempo si ¢
scoperto che si tratta di una patologia immuno-mediata che condivide molte delle
caratteristiche tipiche delle malattie autoimmuni tessuto-specifiche, come I’artrite
reumatoide e il DM1. La combinazione di fattori genetici e ambientali fa si che la

celiachia sia riconosciuta tra le malattie ad origine multifattoriale.

1.3.1 Predisposizione genetica

E evidente come la componente genetica abbia un peso preponderante per lo
sviluppo della CeD [1],[4]. A dimostrazione di ci0, si osserva un aumento del
rischio di sviluppare CeD in individui i cui familiari ne sono affetti. Inoltre, si ha
una concordanza di circa 50-75% in gemelli monozigoti [17],[27],[28], del 10% tra
gemelli dizigoti, del 7,5% tra i parenti di primo grado e del 2,3% in quelli di secondo
grado [29],[30].

I geni che predispongono alla CeD codificano per il sistema HLLA e sono localizzati
in un cluster genico sul braccio corto del cromosoma 6, contenente centinaia di geni
con funzioni immunologiche. Il prodotto dei geni HLA ¢ un eterodimero composto
da due catene peptidiche espresso sulla superficie delle cellule presentanti
I’antigene (APC); tali catene sono codificate da geni denominati rispettivamente
HLA-DQAT1 e HLA-DQBI, ciascuno dei quali puo presentare alleli differenti, dalla
combinazione dei quali derivano poi diversi aplotipi. Gli aplotipi associati alla CeD
sono HLA-DQ?2.5 (codificato da DQA1*05 e DQB1*02), HLA-DQ?2.2 (codificato
da DQA1*0201 e DQB1*0202) oppure HLA-DQS8 (codificato da DQA1*0301 e
DQB1%*0302). E inoltre possibile che i pazienti con CeD non presentino nessuna
delle molecole HLA sopracitate, ma presentino la molecola HLA-DQ7.5
(codificato dagli alleli DQA1x0505 e DQB1x0301).

Oltre ai geni HLA, sono stati recentemente studiati piu di 40 geni non-HLA
implicati nella patogenesi della celiachia, molti dei quali codificano per molecole
coinvolte nel funzionamento dei linfociti T e B [31].

Circa il 90% dei pazienti con celiachia esprime 1’aplotipo HLA-DQ?2, il 5% esprime

HLA-DQS e il restante 5% dei pazienti con CeD ¢ portatore di almeno uno dei due
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geni (DQA1 o DQB1) [3],[31]. La predisposizione genetica ¢ un fattore necessario
ma non sufficiente per lo sviluppo della patologia: va sottolineato che queste
varianti hanno una prevalenza di circa il 30-40% nella popolazione caucasica, a
fronte di una prevalenza della CeD dell’1%. Per tale ragione, il typing dell’HLA ha
un basso valore predittivo positivo (VPP), mentre il valore predittivo negativo
(VPN) ¢ molto alto (>99%) [32],[33], tanto che la negativita della genetica porta
all’esclusione della CeD [31]. Lo screening genetico viene effettuato nei casi in cui
i risultati della sierologia e dell’istologia discordano, quando un paziente ¢ in dieta
senza glutine prima di ricevere la diagnosi di CeD e come screening nei familiari
di primo grado di un paziente con CeD, per escludere una predisposizione genetica
[34].

Gli aplotipi HLA-DQ2 e HLA-DQS8 hanno una grande avidita per i peptidi di
glutine, soprattutto dopo che sono stati deamidati dall’enzima transglutaminasi.
Una volta legati, il complesso HLA-DQ-peptidi del glutine ¢ molto stabile e pud

attivare le cellule T CD4+ nella mucosa del piccolo intestino [3],[2].
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Figura 3: fisiopatologia della malattia celiaca [17]

Il glutine ¢ un termine comunemente usato per indicare il complesso di proteine
solubili in alcol denominate gliadine (suddivise nei sottotipi o, y € ®) e proteine
alcol-insolubili chiamate glutenine, suddivise a loro volta in sottotipi ad alto e basso
peso molecolare. Simili proteine, denominate ordeina e secalina, si trovano
nell’orzo e nella segale. Nello specifico il glutine ¢ la proteina di stoccaggio del
grano. Nonostante il basso valore nutrizionale, viene abbondantemente consumato
come parte della dieta occidentale (10/20 grammi al giorno per persona); il motivo
dell’utilizzo massivo del glutine da parte delle industrie alimentari ¢ la sua capacita
di conferire all’impasto elasticita, viscositd e coesione, mantenendo aria nella
matrice proteica e favorendo la lievitazione e la cottura (11),(36).

Le gliadine e le glutenine sono ricche di amminoacidi quali la prolina e la
glutammina, altamente resistenti all’azione delle proteasi umane e batteriche. Cio
determina I’accumulo di frammenti peptidici della lunghezza di 30-40 amminoacidi
nel piccolo intestino, anche in soggetti sani (figura 3). Nei soggetti geneticamente
predisposti, tali peptidi risultano altamente immunogenici e raggiungono la regione

sub-epiteliale della mucosa del piccolo intestino. Fisiologicamente, le giunzioni
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serrate dell’epitelio intestinale formano una barriera che ostacola il passaggio delle
macromolecole; secondo alcuni studi, la gliadina ¢ in grado di provocare un
temporaneo aumento della permeabilita delle giunzioni intercellulari grazie al
rilascio di una proteina chiamata zonulina [3],[35]. Una volta che i peptidi sono
giunti nella lamina propria, I’enzima transglutaminasi tissutale 2 (tTG2) deamina i
peptidi del glutine, convertendo i residui di glutammina ad acido glutammico,
carico negativamente, il quale si lega alle cellule APC che esprimono gli alleli
HLA-DQ?2/ DQ8, attivando cosi la cascata infiammatoria nel piccolo intestino
[3L.121.[9].

Trai peptidi del glutine ¢ stato individuato il residuo 33-mer come principale trigger
della patologia, derivante dalla gliadina e costituito da 33 amminoacidi; la sua
affinita di legame per le molecole HLA-DQ2 e DQS8 ¢ cosi elevata da essere definito

come un superantigene per la CeD [36].

1.3.3 Fattori ambientali aggiuntivi

Per decenni si ¢ cercato di studiare il ruolo di altri fattori ambientali coinvolti nello
sviluppo della celiachia come la modalita del parto, la stagione di nascita [37], le
infezioni virali e I’alterazione del microbiota, che possono facilitare e/o scatenare
la risposta immunitaria al glutine [38], [39].

Nei pazienti pediatrici ¢ stata attribuita una grande importanza all’allattamento al
seno e all’eta di introduzione del glutine nella dieta [40],[41]. Ad oggi non ci sono
evidenze sufficienti per dare linee guida precise, e ’ESPGHAN (European Society
for Paediatric Gastroenterology Hepatology and Nutrition) raccomanda di
introdurre il glutine nella dieta in qualsiasi momento trai 4 e i 12 mesi di vita, in
quantita limitate durante 1 primi mesi di introduzione [38]. Il ruolo delle infezioni ¢
stato valutato in studi di coorte sulla popolazione [42],[43], dimostrando che
infezioni precoci potrebbero predisporre allo sviluppo della CeD; in popolazioni a
rischio si ¢ confermato il ruolo predisponente delle infezioni da enterovirus e
rotavirus [44],[45]. Inoltre, si ¢ visto che la vaccinazione per il Rotavirus riduce il
rischio di CeD. Tuttavia ¢ probabile che infezioni subcliniche o cliniche da EBV

(Epstein-Barr  Virus), CMV (Cytomegalovirus) e rosolia abbiano un ruolo
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protettivo, un dato che potrebbe spiegare il motivo per cui in regioni con condizioni
igieniche ed economiche minori la prevalenza della CeD sia minore [2].

Negli ultimi anni ci si e focalizzati sul ruolo del microbiota intestinale; si tratta di
un complesso ecosistema che conta migliaia di specie batteriche e che gioca un
ruolo fondamentale nella maturazione e nel mantenimento del sistema immunitario
mucosale, nei cambiamenti nella permeabilita intestinale e collabora nei processi
digestivi [46]. E stato evidenziato che cambiamenti nella composizione del
microbiota intestinale e conseguente disbiosi siano fattori di rischio per la CeD [47].
Da qui I’idea di ricercare nuovi biomarker batterici per monitorare il decorso della
CeD e per personalizzare e migliorare i metodi di trattamento della malattia [48].
La composizione del microbiota & determinata anche dalla dieta. E stato dimostrato
come 1’adesione ad una dieta occidentale, ricca di cibi calorici, carboidrati semplici
e proteine animali, va ad impattare sulla qualita del microbiota e

sull’inflammazione a livello intestinale [49].
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1.4 PRESENTAZIONE CLINICA

Prima degli anni "90, la maggior parte dei pazienti con CeD presentava alla diagnosi
una sintomatologia tipicamente gastrointestinale con diarrea e dolori addominali.
Dopo I’introduzione dei test sierologici, vennero presi in considerazione anche tutti
gli altri possibili sintomi che caratterizzano la malattia [50]. Oggi ¢ assodato che la
celiachia possiede presentazioni cliniche estremamente eterogenee. La
classificazione di Oslo del 2013, permette di classificare la CeD in 5 forme:

classica, non-classica, subclinica, potenziale e refrattaria [1].

1.4.1 Forma classica

La forma classica ¢ caratterizzata da sintomi e segni che si accompagnano al tipico
quadro di malassorbimento, tra cui diarrea cronica, gonfiore addominale, perdita di
peso e mancato raggiungimento degli standard di incremento ponderale e staturale
nei pazienti pediatrici. Tradizionalmente, tale presentazione clinica ¢ stata riferita
come “forma tipica” (prima della classificazione di Oslo), “forma diarroica” e
“forma intestinale” [51],[5]. Le manifestazioni classiche della CeD variano in base
all’eta: diarrea, distensione addominale, deperimento muscolare e mancanza di
appetito sono 1 sintomi gastrointestinali piu frequenti nei bambini, in particolare in
pazienti con eta inferiore a 3 anni. Negli adolescenti e negli adulti, invece, i sintomi
piu frequenti della forma classica sono diarrea, gonfiore e dolore addominale,
costipazione e calo ponderale [52]. La forma classica ¢ piu frequente nei pazienti
pediatrici, al contrario degli adulti, nei quali invece prevale la forma non-classica
[5].

In rari casi, la sindrome da malassorbimento pud condurre ad una emergenza
medica conosciuta come “crisi celiaca”, versione a insorgenza acuta della forma
classica della CeD che richiede ospedalizzazione e nutrizione parenterale. Si tratta
di una sindrome rara ma con una mortalita del 9%, che presenta un esordio acuto
con diarrea profusa, severa disidratazione, instabilita emodinamica, acidosi,
ipotensione e ipoalbuminemia associata a disfunzione renale e neurologica

[53],[54]. La crisi celiaca si verifica solitamente all’esordio della malattia,
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soprattutto in casi pediatrici, ma ¢ stata descritta anche in individui con una bassa

aderenza alla GFD [55].

1.4.2 Forma non-classica

29 <¢

La forma non-classica, conosciuta anche come forma “atipica”, “extra- intestinale”
o “non-diarroica” [51] si presenta con dolore addominale ricorrente, nausea,
vomito, gonfiore, difetti dello smalto dentario e ipertransaminasemia, condizione
denominata “epatite celiaca” [56]. La manifestazione clinica non-classica piu
frequentemente riscontrata ¢ 1’anemia da carenza di ferro: una recente review
afferma che la sua prevalenza varia tra il 12% e 1’82% nei pazienti con nuova
diagnosi di CeD [57] ed ¢ di pil comune riscontro nel sesso femminile [58].
L’anemia ferropriva riscontrata nei pazienti con CeD ¢ determinata soprattutto da
cicli mestruali abbondanti, sanguinamenti intestinali occulti o ridotto assorbimento
di ferro [58]; va sottolineato che nei pazienti con CeD i livelli circolanti e le riserve
di ferro sono bassi, sia che presentino o meno anemia [58]. Altre cause di anemia
nei pazienti con CeD sono la carenza di folati e di vitamina B12, comuni anch’esse
al momento della diagnosi. La natura infiammatoria della celiachia puo condurre a
un’anemia da flogosi cronica [59], riscontrata in circa il 25% dei pazienti con CeD.
Spesso i pazienti che si presentano alla diagnosi con tale quadro lamentano i classici
sintomi di anemia come debolezza, cefalee, ridotta tolleranza all’esercizio fisico,
irritabilita e depressione, ma anche altri sintomi come alterazioni nella
termoregolazione, ritardo nello sviluppo psicomotorio nei bambini, scarsa
concentrazione e performance scolastiche negli adolescenti, perdita di capelli e
prurito [60].

Nei pazienti celiaci possono verificarsi cambiamenti nella densita minerale ossea
(Bone Mineral Density- BMD) con conseguenti osteopenia e osteoporosi [61];
secondo una recente metanalisi il 30-60% dei pazienti giunge alla diagnosi di CeD
con ridotta densita, mentre il 18-35% dei soggetti presenta osteoporosi [62].
L’eziopatogenesi della ridotta BMD e dell’osteoporosi risiede in primo luogo nella
sindrome da malassorbimento, che determina un’ipovitaminosi D e deficit di calcio,
essenziali per il processo di rimodellamento osseo, che possono portare a

iperparatiroidismo secondario con aumento del riassorbimento 0sseo € osteoporosi.
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Tra le manifestazioni della forma non-classica si riscontrano anche diversi disturbi
di natura neurologica e psichiatrica tra cui atassia cerebellare, neuropatia periferica,
convulsioni, cefalea, decadimento cognitivo, spesso riferito come ‘“nebbia
mentale”, mioclono corticale, irritabilita e depressione [5],[63],[64].

Il trattamento di tali disturbi include controllo dei sintomi e stretta aderenza alla
GFD, in grado di alleviare la quasi totalita delle manifestazioni neurologiche, ad
eccezione del mioclono corticale e della demenza avanzata, che in certi casi
richiedono una terapia immunosoppressiva [63].

Negli ultimi decenni ¢ stata inoltre ampiamente studiata la prevalenza di
problematiche nel concepimento e nel mantenimento della gravidanza tra le donne
celiache. Molteplici studi hanno dimostrato che la celiachia impatta non solo sulla
fertilita, ma in generale sulla sfera ginecologica: alla CeD sono associati menarca
ritardato, menopausa anticipata, aborti ripetuti, infertilita, ritardo di crescita
intrauterino e basso peso alla nascita (95). E stato evidenziato che la diagnosi di
CeD ¢ motivo del 4-8% dei casi di infertilita inspiegabile e che, dopo la diagnosi e
il trattamento della CeD, la fertilita si ricolloca nei range di normalita; inoltre le
donne che seguono una dieta aglutinata a lungo termine hanno una durata della
finestra fertile paragonabile a quella di soggetti sani [66]. I meccanismi che
spiegano questa associazione epidemiologica tra CeD e infertilita sono
I’infiammazione uterina mediata da citochine, meccanismi mediati da anticorpi
anti-tTG circolanti, malassorbimento intestinale e successiva malnutrizione ma
anche alterazioni della coagulazione [66],[67]. E bene evidenziare che non tutti gli
studi concordano su questa conclusione [68] e altri studi non hanno trovato maggior
incidenza di infertilita in donne con CeD [69].

Tra le manifestazioni extra-intestinali, di rilievo ¢ la Dermatite Erpetiforme, o
Dermatite Erpetica di Duhring (Dematitis Herpetiformis- DH), una variante cutanea
di celiachia. Si tratta di una rara malattia infiammatoria della pelle determinata
dall’ingestione di glutine, che appare solitamente in eta adulta e pill frequentemente
negli uomini [70],[71]. La DH puo apparire anche in assenza di lesioni intestinali
(fino al 30% dei casi) nei casi in cui il paziente affronta un periodo di introduzione
del glutine in quantita maggiori (gluten challenge) [72]. E caratterizzata dalla
presenza di un rash vescicoloso e papuloso altamente pruriginoso e localizzato a
livello di gomiti, collo e glutei. La DH ¢ caratterizzata da depositi di anticorpi IgA

granulari a livello delle papille dermiche; tali anticorpi sono diretti contro la tTG2.
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Tuttavia, ¢ stato dimostrato che i1 pazienti con DH possono anche sviluppare
anticorpi contro la transglutaminasi epidermica 3 (TG3) [73]; tali anticorpi si legano
alla TG3 presente nella cute e scatenano una reazione infiammatoria [59]. La DH
viene diagnosticata sulla base delle caratteristiche cliniche e sull’esecuzione di
biopsia cutanea che mostra, all’immunofluorescenza, i tipici depositi di anticorpi;
in tutti i pazienti le lesioni vescicolose regrediscono dopo 1’adesione alla GFD,
anche se la risoluzione puo richiedere diversi mesi. Spesso € necessario il
trattamento con dapsone o sulfapiridina per migliorare i sintomi rapidamente [59].
Altre manifestazioni non-classiche extraintestinali pit rare sono manifestazioni
oculari, correlate alla carenza di vitamina A, la cataratta e I’uveite, manifestazione
dermatologiche, manifestazioni orali come la stomatite aftosa ricorrente,

manifestazioni scheletriche e cardiovascolari [56],[70].

La prevalenza delle manifestazioni extra-intestinali risulta essere simile nei bambini
(60%) e negli adulti (62%), mentre le percentuali dei singoli disturbi extra-
intestinali variano nelle due categorie. In particolare, la bassa statura ¢ la
manifestazione piu comune nella popolazione pediatrica, mentre 1’anemia

sideropenica e 1 disordini psichiatrici sono piu frequenti negli adulti [52],[63].

1.4.3 Forma subclinica

Trale differenti forme cliniche di CeD esiste la cosiddetta forma subclinica, definita
anche “silente”. Negli anni tale termine ¢ stato utilizzato per indicare diversi quadri
clinici, di conseguenza il termine “subclinico” ha subito cambiamenti nel suo
significato: secondo la classificazione di Oslo, la CeD subclinica ¢ un quadro al di
sotto della soglia di diagnosi, senza segni o sintomi che giustificano 1’esecuzione di
test volti a confermare la presenza di CeD [1]. Solitamente € riconosciuta dopo
I’introduzione della GFD [5]. Tipicamente, cio si verifica in pazienti che hanno
effettuato screening per la celiachia dopo la diagnosi di un familiare [74]. I casi di
celiachia subclinica risultano essere in aumento negli ultimi anni a causa di una
maggior consapevolezza della malattia. I pazienti con CeD subclinica spesso

risultano lievemente anemici a causa di un moderato malassorbimento, oppure, se
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viene approfondita la loro anamnesi, spesso lamentano sintomi gastrointestinali

trascurabili e di lieve intensita [75].

1.4.4 Forma potenziale

Con il termine celiachia potenziale si intende la forma di CeD caratterizzata da
positivita sierologica agli anticorpi anti-tTG2 ed EmA, associata a test genetico
positivo, in assenza pero di atrofia dei villi (Marsh 0-2, Corazza-Villanacci grado
A). Si tratta di una condizione ad alto rischio di sviluppo di CeD [1]; secondo recenti
studi epidemiologici, rappresenta circa il 20% dei soggetti con CeD [76]. Tuttavia,
nonostante 1’assenza di lesioni intestinali severe, i pazienti con CeD potenziale
possono sviluppare manifestazioni extra-intestinali glutine-dipendenti. Per tale
ragione, il dibattito sul trattamento dei celiaci potenziali con una dieta aglutinata ¢
ancora aperto. Recenti studi hanno evidenziato che circa il 70% ha mostrato
miglioramenti clinici dopo aver introdotto la GFD; tuttavia, un altro studio
prospettico su pazienti pediatrici ha concluso che solo meta dei pazienti ha ottenuto
un beneficio clinico [77]. Le nuove linee guida lasciano al paziente e al medico la

decisione di intraprendere o meno la GFD [34].

1.4.5 Forma refrattaria

La diagnosi di celiachia refrattaria (Refractory Celiac Disease- RCD) viene presa
in considerazione nel momento in cui un paziente celiaco, dopo almeno 12 mesi di
dieta aglutinata stretta, manifesta ancora sintomi di malassorbimento e alterazioni
istologiche [78]. Tale condizione si verifica con un’incidenza che varia tra lo 0,04-
1,5% dei casi totali di CeD, prevalentemente dopo i 50 anni [79]. Per confermarne
la diagnosi ¢ fondamentale accertarsi che il paziente aderisca strettamente alla GFD
ed escludere altre cause di malassorbimento.

L’analisi istologica e molecolare delle biopsie duodenali permette di distinguere
due forme di refrattarieta sulla base dell’immunofenotipo dei linfociti intraepiteliali

(IELs) riscontrati: la RCD di tipo I, con fenotipo normale dei linfociti CD3*CD8",
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e la RCD di tipo II, in cui € presente un’espansione clonale aberrante di IELs, tanto
che viene definita come una condizione di pre-linfoma [79]. Nella RCD di tipo II
st verifica la perdita dei fisiologici marker di superficie CD3, CD4 e CD8 [5],[1];
inoltre il recettore TCR va incontro a un riarrangiamento monoclonale della catena
gamma, anche se ¢ stato dimostrato che tale riarrangiamento non ¢ specifico solo
della RCD di tipo II [34]. La distinzione in due diverse forme ¢ fondamentale per
la terapia e per la prognosi. I pazienti con RCD I solitamente reagiscono
positivamente alla terapia farmacologica. Al contrario, la RCD II viene considerata
una severa complicanza della CeD in quanto presenta una mortalita a 5 anni del
55%, rispetto al tipo I, in cui la mortalita ¢ del 7%. La RCD II presenta un rischio
elevato di sviluppo di linfoma intestinale associato alle cellule T - EATL
(Enteropathy- associated T-cell lymphoma) ad alto grado, che coinvolge i linfociti
del tratto gastrointestinale. L’incidenza di EATL nei pazienti con CeD ¢ varia e si
sviluppa nel 33-52% dei pazienti con RCD di tipo II entro 5 anni dalla diagnosi
[5],[80]. 1l trattamento della RCD prevede supporto dietetico con adesione ad una
dieta aglutinata stretta associata all’utilizzo di farmaci corticosteroidi e
immunosoppressori, anche se con utilita limitata. Un trattamento alternativo ¢ il
trapianto di cellule staminali emopoietiche e successivo ciclo di chemioterapia ad

alta dose [79].
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1.5 DIAGNOSI DI CELIACHIA

Negli anni *90 la diagnosi di CeD si basava unicamente sulla presentazione clinica
e sull’esecuzione di un esame istologico per ottenere la conferma del danno della
mucosa intestinale. Dopo I’introduzione di test sierologici ¢ stato possibile
sottoporre i pazienti a test sensibili e poco invasivi: la diagnosi si basa ora sulla
combinazione di sintomi suggestivi di CeD, sierologia positiva e istologia positiva

[34],[6].[81].

1.5.1 “Case finding” per la celiachia

La celiachia ¢ una patologia ad oggi sottodiagnosticata, la quale non gode degli
screening di massa che si utilizzano per altre patologie, poiché non rispetta tutti i
criteri stipulati dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS). Per tale motivo
la Societa Italiana di Gastroenterologia ed Endoscopia (SIGE) ha recentemente
proposto delle linee guida che hanno lo scopo di chiarire in quali casi si raccomanda
I’esecuzione di screening per la CeD [34]. In primo luogo, & necessario considerare
solo 1 pazienti che presentano sintomi e segni suggestivi di celiachia, quali diarrea
cronica, perdita di peso involontaria, anemia ferropriva, deficit di ferro, folati,
vitamina B12, ritardo di crescita e stipsi nei bambini, dolore addominale cronico,
nausea o vomito ricorrenti. Da prendere in considerazione sono anche quei pazienti
che presentano delle condizioni come la DH, la tiroidite di Hashimoto, il morbo di
Graves, il DM e altre malattie autoimmuni associate alla celiachia. Se c’¢ sospetto
di CeD ma la sierologia ¢ negativa, la biopsia duodenale va comunque effettuata
[34], [65]. E fondamentale che il paziente, durante gli accertamenti sierologici e

istologici, sia in corso di dieta libera contenente glutine [82].

1.5.2 Sierologia

I primi analiti utilizzati per la diagnosi di CeD, largamente impiegati negli anni *80
e ’90, sono stati gli anticorpi IgG e IgA anti-gliadina deaminata (anti-DGP) che
pero hanno performance adeguate solo nel caso in cui ci sia un’alta probabilita che

1 disturbi siano causati dalla CeD, ovvero quando la probabilita pre-test di CeD ¢
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molto alta, mentre nella popolazione generale hanno basso VPP e bassa specificita
[6]. Successivamente, venne introdotta la ricerca per gli EmA e, dopo
I’individuazione della tTG2 come antigene verso cui gli anticorpi sono rivolti,
I’indagine sierologica della CeD ha subito una svolta in termini di sensibilita e di
specificita. Oggi gli anticorpi che vengono utilizzati maggiormente sono le IgA
anti-tTG ricercati con metodica ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) ad
elevata riproducibilita e a basso costo. Secondo una recente metanalisi, la sensibilita
degli anticorpi IgA anti-tTG negli adulti ¢ del 90,7% mentre la specificita ¢
dell’87,4%; nei bambini tali valori si spostano al 97,7% per la sensibilita e 70,2%
per la specificita; gli anticorpi anti-EmA hanno sensibilita dell’88% negli adulti e
94,5% nei bambini; la specificita ¢ invece del 99,6% e del 93,8% [83],
rispettivamente. Cio significa che gli anticorpi anti-tTG sono i test piu sensibili,
mentre gli anti-EmA sono i piu specifici [6].

Una problematica riguardante gli anticorpi specifici della CeD ¢ che questi risultano
molto elevati alla diagnosi e tendono a ridursi dopo I’inizio della GFD. Tuttavia,
alcuni pazienti continuano a presentare elevati livelli anticorpali nonostante la

stretta aderenza alla dieta e la conseguente guarigione della mucosa, mentre altri

presentano bassi livelli anticorpali nonostante la persistenza dell’atrofia dei villi.

1.5.3 Celiachia sieronegativa

In una piccola percentuale di pazienti, che varia tra il 3 e il 15%, la CeD si presenta
senza lo sviluppo di anticorpi specifici anti-tTG e anti-EmA; tale condizione ¢ detta
celiachia sieronegativa, la cui diagnosi si basa sul riscontro di atrofia dei villi in
pazienti con genetica predisponente HLA-DQ2 o HLA-DQS8 positiva, € con
evidenza di miglioramento delle condizioni cliniche ed istologiche dopo un anno
dall’inizio della GFD.

Per la diagnosi di celiachia sieronegativa ¢ importante escludere altre cause di
atrofia dei villi ed ¢ fondamentale, per la conferma della diagnosi, I’impostazione
della GFD e di un follow-up di almeno un anno, successivamente al quale si verifica
un miglioramento del quadro clinico. La celiachia sieronegativa ¢ di difficile
diagnosi ed ¢ talvolta over diagnosticata; entra in diagnosi differenziale con altre

enteropatie che determinano atrofia dei villi, come infezioni parassitarie (Giardia
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lamblia), enteropatia autoimmune, contaminazione batterica del piccolo intestino,
immunodeficienza comune variabile, gastroenterite eosinofila, linfoma intestinale
EATL, malattia di Crohn, sprue tropicale, enteropatia da HIV, la malattia di
Whipple e enteropatia da farmaci, provocata da olmesartan e altri sartani, FANS
(farmaci antinfiammatori non steroidei) e micofenolato [5]. Negli ultimi decenni
I’utilizzo del termine sieronegativa ¢ risultato piuttosto controverso, ed ¢ stato
impiegato per riferirsi ad un’ampia varieta di condizioni cliniche ed istopatologiche.
Secondo il recente consensus di Parigi di Schiepatti et al. sulla diagnosi e sulla
nomenclatura della CeD sieronegativa, esistono differenti forme di CeD che si
presentano con sierologia negativa (Tabella I). In primis, la CeD sieronegativa
stessa fa parte di questo spettro di presentazioni cliniche, la quale, secondo lo studio,
va considerata separatamente dalla CeD associata a deficit di IgA. In secondo luogo,
la CeD con sierologia negativa ¢ stata riscontrata nel 30% dei pazienti con DH
diagnosticata tramite biopsia e, pii raramente, anche nei pazienti affetti sia da CeD
sia da immunodeficienza comune variabile. Infine, il consensus di Parigi fa
riferimento a due gruppi di pazienti. Il primo gruppo ¢ quello dei pazienti che si
presentano con sierologia negativa ma che, al momento del test, avevano gia
eliminato il glutine dalla dieta oppure facevano uso di terapie immunosoppressive.
Tali pazienti, se reintroducono un quantitativo di glutine sufficiente nella dieta e/o
interrompono la terapia immunosoppressiva, risulteranno nuovamente positivi al
test sierologico. Il secondo gruppo ¢ quello dei pazienti con atrofia dei villi ma
discrepanze tra 1 titoli degli anticorpi anti-tTG e anti-EmA. Queste ultime due
categorie di pazienti sono frequentemente riscontrate in ambito clinico e spesso

conducono ad errori diagnostici [84].

CeD sieronegativa

CeD associata a deficit di IgA

CeD associata ad immunodeficienza comune variabile (CVID)

Dermatite erpetiforme

Dieta aglutinata gia iniziata

Immunosoppressori

Tabella 1. Spettro di presentazione della CeD con sierologia negativa.
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1.5.4 EGDS e biopsia duodenale

L’esecuzione dell’esame endoscopico e della biopsia duodenale sono step
fondamentali per la diagnosi di CeD; tale esame ¢ indicato negli adulti con sospetta
celiachia, in presenza di positivita agli anticorpi [34]. La porzione maggiormente
interessata ¢ il duodeno, che per primo entra in contatto con il glutine liberato dalla
mucosa gastrica; lesioni macroscopiche altamente sensibili e specifiche per la CeD
sono le fissurazioni della mucosa, la presenza di noduli a livello della mucosa
(pattern a mosaico), I’atrofia del bulbo duodenale, I’evidenza di trama vascolare
sottomucosa e la perdita, riduzione o scalloping (merlettatura) delle pliche del

Kerckring (figura 4) [85].

Figura 4: Aspetti endoscopici di un duodeno normale, con villi presenti (A),
duodeno di paziente affetto da CeD con scalloping della mucosa a livello delle
pliche di Kerckring (B), duodeno di paziente affetto da CeD con pattern a
mosaico (C). Nelle immagini B e C é possibile notare l'assenza dei villi [85].
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Va sottolineato che tali lesioni sono specifiche anche per altre forme di atrofia non
celiaca, con cui la CeD va in diagnosi differenziale. Tuttavia, al momento della
diagnosi, 1/3 dei pazienti presenta un aspetto normale, percio ¢ indicato, in tutti 1
casi in cui si sospetti la CeD, proseguire con 1’esecuzione di almeno quattro biopsie
a livello della seconda e terza porzione duodenale [86],[34]. Per aumentare
I’accuratezza diagnostica, ¢ suggerita 1’esecuzione di ulteriori biopsie a livello del
bulbo duodenale, in quanto in alcuni casi le lesioni potrebbero essere concentrate a
questo livello. Oltre al numero di biopsie effettuate, ¢ importante la metodica: le
biopsie devono essere ottenute prelevando una singola biopsia alla volta e
correttamente orientata in modo tale da rendere la valutazione dell’architettura dei
villi piu precisa. I filtri preferibili per le biopsie sono filtri Millipore in acetato di
cellulosa, in grado di mantenere 1’aderenza dei campioni bioptici senza alterarne la
qualita; ogni biopsia contiene all’incirca tre-quattro unita villo/cripta consecutive.
In questa fase ¢ di cruciale importanza la collaborazione tra endoscopista,
infermiere e anatomopatologo (34),[6]. Istologicamente, la mucosa intestinale sana
si caratterizza per la presenza di villi digitiformi con un rapporto tra I’altezza dei
villi e delle cripte sempre a favore del villo (da 3:1 a 5:1 nella seconda parte del
duodeno) e un numero di IELs minore di 25 linfociti per 100 cellule epiteliali (<
25/100). La lamina propria puo fisiologicamente contenere plasmacellule,
eosinofili, istiociti, mastociti e linfociti, mentre invece 1 neutrofili sono
generalmente assenti, ad eccezione dei casi di duodenite attiva con possibile
metaplasia gastrica H. Pylori associata [87].

Le alterazioni istologiche tipiche della CeD prevedono invece un aumento di IELs
(> 25/100) con incremento del numero di cellule infiammatorie a livello della
lamina propria [88]; il numero di [ELs CD3 e CDS8 positivi viene valutato attraverso
’analisi immunoistochimica con utilizzo di anticorpi monoclonali CD3, per una
valutazione piu accurata (118). Altre alterazioni riscontrate sono I’iperplasia delle
cripte e I’atrofia dei villi fino ad una loro completa scomparsa, con alterazione del
normale rapporto villo/cripta. Tuttavia, nessuna di queste lesioni € specifica di CeD
e per una corretta diagnosi € quindi necessario combinare I’identificazione delle
alterazioni istologiche descritte con la presentazione clinica e la positivita alla
sierologia [87].

In base alla presenza o meno di queste alterazioni, il quadro istologico della CeD

viene suddiviso in diverse categorie secondo la classificazione di Marsh, che divide
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le lesioni in tre stadi (1992), caratterizzate da lesioni istologiche via via piu severe:
Marsh 1, o lesioni infiltrative, Marsh 2, o lesioni iperplastiche e Marsh 3, o lesioni
distruttive; successivamente Rostami e poi Oberhuber hanno suddiviso lo stadio 3
di Marsh in ulteriori tre categorie, 3A, 3B e 3C, caratterizzate da gradi crescenti di
atrofia dei villi, lieve, moderata o severa. La classificazione di Marsh-Oberhuber ¢

usata dalla maggior parte degli istopatologi sia per la diagnosi che per il follow-up

[34].

Marsh 1

Villi morfologicamente normali con regolare rapporto villo/cripta
di 3:1, aumentato numero di IELs (>25/100 enterociti).

Marsh 2

Villi morfologicamente normali con regolare rapporto
villo/cripta, aumentato numero di IELs (>25/100 enterociti),
iperplasia degli elementi ghiandolari delle cripte con aspetti
rigenerativi evidenziati dalla ridotta attivita mucipara e
aumentato numero di mitosi.

Marsh 3A

Atrofia dei villi di grado lieve, aumentato numero di IELs
(>25/100 enterociti), iperplasia delle cripte, enterociti di
superficie con ridotta altezza, orletto a spazzola irregolare e, in
alcuni casi, vacuoli citoplasmatici.

Marsh 3B

Atrofia dei villi di grado moderato, aumentato numero di IELs
(>25/100 enterociti), iperplasia delle cripte, enterociti di
superficie con ridotta altezza, orletto a spazzola irregolare e, in
alcuni casi, vacuoli citoplasmatici.

Marsh 3C

Totale atrofia dei villi, aumentato numero di IELs (>25/100
enterociti), iperplasia delle cripte, enterociti di superficie con
ridotta altezza, orletto a spazzola irregolare e, in alcuni casi,
vacuoli citoplasmatici.

Tabella II: Classificazione secondo Marsh-Oberhuber

In seguito, per aumentare la riproducibilita e facilitare la comparazione tra diverse
biopsie, ¢ stata proposta una classificazione semplificata da Corazza e Villanacci,

la quale suddivide i1 pazienti in 3 gruppi sulla base della morfologia dei villi: A, non

atrofico, B1, con atrofia parziale e B2, con atrofia totale [87].

Grado A Villi morfologicamente normali, incremento patologico del
numero di IELs (>25/100 enterociti).

Grado B1 Villi con parziale atrofia e rapporto villo cripta inferiore a 3:1,
incremento patologico del numero di IELs (>25/100 enterociti).

Grado B2 illi non piu identificabili, incremento patologico del numero di

IELs (>25/100 enterociti).

Tabella III: Classificazione secondo Corazza/Villanacci
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Esistono diverse condizioni che, dal punto di vista istologico, vanno in diagnosi
differenziale con la CeD. L’immunodeficienza comune variabile mima numerosi
aspetti istologici della celiachia, tra cui I’atrofia dei villi, I’iperplasia delle
ghiandole nella lamina propria e un incrementato numero di IELs. Un aumentato
numero di IELs ¢ riscontrabile anche in caso di duodenite peptica secondaria
all’infezione gastrica da H. Pylori, tuttavia questi soggetti presentano generalmente
un Marsh 1. Altre condizioni che possono mimare 1’istologia della CeD sono la
duodenite farmaco-indotta, la quale pud presentarsi in circa il 60% dei pazienti in
trattamento a lungo termine con FANS [88],[89], la malattia di Crohn e le enteriti

eosinofile.

1.5.5 Typing del’HLA

Secondo le linee guida italiane 2022, il test genetico per la ricerca di HLA-DQ?2 o
HLA-DQ8 non viene eseguito di routine quando vi ¢ il sospetto di CeD. La
motivazione di tale indicazione risiede nel fatto che la prevalenza nella popolazione
generale degli HLA tipici della CeD ¢ del 30-40%, dunque non possono avere un
ruolo diagnostico di prima linea. Esistono tuttavia alcune situazioni in cui la
tipizzazione genetica risulta utile. In primo luogo, quando 1 risultati della sierologia
e dell’istologia sono in disaccordo, per esempio in caso di assenza di atrofia dei villi
con positivita per le IgA anti-tTG e anti-EmA oppure, viceversa, in presenza di
atrofia dei villi ma sierologia negativa. Un’altra categoria di pazienti che beneficia
del test genetico ¢ quella dei soggetti che sono gia in GFD al momento della
diagnosi, condizione che rende inadeguato 1’utilizzo della diagnostica sierologica e
istologica. Infine, HLA tipici sono ricercati nei familiari di primo grado dei pazienti
con CeD che desiderano essere informati dell’eventuale predisposizione genetica
per la patologia [34]. L’utilita della tipizzazione genetica ¢ data principalmente
dalla possibilita di escludere la presenza della CeD qualora il test risultasse negativo
mentre invece, in caso di positivita, ¢ necessario procedere con la valutazione

sierologica ed istologica [31],[90].
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1.6 TERAPIA
1.6.1 Dieta priva di glutine (GFD)

Ad oggi, I'unica terapia efficace per il trattamento della CeD ¢ 1’adesione stretta
alla GFD, da mantenere per tutta la vita. La GFD nella maggior parte dei casi
permette la regressione del danno alla mucosa duodenale, con conseguente
risoluzione dei sintomi e dei segni causati dal malassorbimento [91]. La GFD
prevede la rimozione di tutte le fonti di glutine dalla propria alimentazione, tra cui
grano, orzo, segale e avena. E stato dimostrato che I’aderenza alla GFD ¢ maggiore
in quei pazienti correttamente istruiti su come leggere le etichette dei cibi e che sono
stati meglio supportati da membri della famiglia e da figure sanitarie; per tale
motivo ¢ consigliabile che il paziente, subito dopo la diagnosi, venga seguito da un
dietista con esperienza nella CeD, in modo tale che la dieta impostata non sia solo
priva di glutine, ma anche nutrizionalmente adeguata [34],[92]. La GFD si basa
principalmente su alimenti che risultano essere naturalmente privi di glutine
(legumi, frutta e verdura, carne non processata, pesce, uova e latticini) ma anche su
sostituti di prodotti a base di grano, ai quali viene sottratto il glutine o che hanno un
contenuto inferiore alle 20 parti per milione (ppm), un quantitativo che viene
considerato sicuro per i pazienti con CeD [91]. L’inizio della GFD conduce,
generalmente, alla regressione della sintomatologia sia intestinale che extra-
intestinale (entro circa un anno) riducendo inoltre il rischio di sviluppare
complicanze neoplastiche. Tuttavia, nonostante la dieta aglutinata generalmente
conduca ad un miglioramento sul piano clinico, cid non sempre si verifica dal punto
di vista istologico. Nello specifico, € possibile che alcune anomalie della CeD
persistano a livello della mucosa duodenale. Nei pazienti pediatrici diagnosticati
con CeD, la guarigione della mucosa si verifica nel 95% dei casi entro due anni
dall’inizio della dieta, mentre la percentuale nei pazienti adulti € meno definita; in
aggiunta, la persistenza di lesioni intestinali potrebbe aumentare il rischio di
complicanze negli adulti. L’adesione alla GFD conduce anche ad una progressiva
riduzione del titolo anticorpale, fino alla completa negativita. Ad ogni modo,
numerosi studi hanno evidenziato che la GFD puo esporre i pazienti con CeD ad
una dieta sbilanciata dal punto di vista nutrizionale. Le formulazioni prive di

glutine, a causa di difficolta tecniche dovute all’utilizzo di farine differenti,
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necessitano di un maggior quantitativo di carboidrati e lipidi nonché ad un minore
quantitativo di fibre rispetto ai loro equivalenti contenenti glutine [93]. Per
migliorare la consistenza dei prodotti privi di glutine, le formulazioni richiedono
spesso I’utilizzo di additivi tensioattivi come amidi, ingredienti proteici e grassi,
come le proteine del latte e dell’uovo, oppure idrocolloidi e gelatine; spesso anche
il contenuto di sale e zucchero risulta maggiore nei prodotti formulati
appositamente per la dieta aglutinata [91]. Negli ultimi anni, sono stati aggiunti
cereali come 1’amaranto e la quinoa, che contengono piu alto livello di proteine,
grassi, fibre e minerali rispetto a quelli a base di riso e mais [92]. Una recente review
ha dimostrato come la GFD conduca ad a un ridotto consumo di carboidrati e ad un
aumento dei grassi, che arrivano a coprire piu del 40% dell’apporto calorico
giornaliero; tale fenomeno porta a una dieta sbilanciata dal punto di vista sia dei
micronutrienti che dei macronutrienti [94], i cui effetti a lungo termine non sono
del tutto noti. Una considerazione da fare quando si parla di dieta aglutinata ¢
I’impatto psicologico che tale alimentazione ha sui pazienti: spesso, la poca
conoscenza della patologia e di ci0 che la GFD significa, espone il paziente ai rischi
della contaminazione e alla successiva presentazione di sintomi, portando i pazienti
a sentirsi diversi e non capiti, al punto da decidere di non partecipare ad eventi
mondani. Negli anni sono state condotte diverse valutazioni della qualita di vita dei
pazienti con CeD che hanno evidenziato come 1 pazienti, sia adulti che pediatrici,
abbiano una percezione di una bassa qualita di vita, suggerendo la necessita di
controllare anche questo aspetto nelle varie visite di follow-up. E inoltre necessario
prevedere azioni che promuovano la conoscenza della celiachia e della GFD [95].
Va inoltre considerato 1’elevato costo e la scarsa reperibilita dei prodotti senza

glutine in alcuni contesti [94].

1.6.2 Altri approcci terapeutici

I numerosi ostacoli e le difficolta nel mantenere la corretta aderenza alla GFD hanno
dimostrato la necessita di ricercare terapie non dietetiche [96] che permettano la
reintroduzione del glutine nella dieta senza conseguenze sullo stato di salute dei
pazienti [97]. Le terapie identificate possono essere raggruppate in cinque

macrocategorie: strategie di modificazione del glutine, terapie intraluminali con
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enzimi, terapie di immuno-modulazione, strategie di modulazione della
permeabilita intestinale e della risposta adattativa [96]. Attualmente, i farmaci che
risultano pitl promettenti sono gli inibitori dell’interleuchina-15 (IL-15) -AMG-
714. L’obiettivo degli inibitori dell’IL-15 ¢ quello di bloccare il rilascio (gliadina-
mediato) di citochine, che conduce alla proliferazione degli enterociti, delle cellule
dendritiche e dei linfociti intraepiteliali, tappe fondamentali nella patogenesi della
CeD e nella degradazione dei villi intestinali. Anche gli antagonisti della zonulina,
conosciuti con il nome di Larazotide Acetato (AT-1001), hanno dimostrato di avere
le caratteristiche per essere impiegati come terapia per la CeD. Il loro utilizzo
consente la regolazione della permeabilita intestinale risultando nel passaggio della
gliadina e nell’attivazione della risposta immunitaria contro i peptidi del glutine
[98]. E stata studiata la possibilita di creare un vaccino (Nexvax2) contenente gli
epitopi comunemente riconosciuti dalle cellule T glutine-specifiche, al fine di
aumentare la tolleranza ai peptidi del glutine e diminuire i sintomi, ma purtroppo
tale effetto non ¢ stato raggiunto [98].

Tra le nuove possibilita terapeutiche, stanno assumendo maggior importanza alcuni
enzimi, da assumere per via orale, che sono in grado di degradare il glutine. Oggi il
piu promettente sembra essere la latiglutenasi, anche se I’efficienza di degradazione
del glutine ¢ solamente dell’88% e sono emersi problemi relativi alla sua possibile
degradazione da parte dei succhi gastrici [99]. Alcune reviews hanno inoltre
indicato che I'utilizzo dei probiotici potrebbe alleviare i1 sintomi gastrointestinali,
moderando la risposta immunitaria e la disbiosi intestinale; tuttavia, ¢ stato visto
che I'utilizzo dei probiotici potrebbe giovare solo come terapia di supporto per
alleviare la severita dei sintomi [98]. Negli ultimi anni, la ricerca ha puntato 1
riflettori sullo studio dei microRNAs (miRNAs), piccole molecole di RNA non
codificante, che oltre ad essere considerati dei marker non invasi nella diagnosi di

celiachia, potrebbero essere utilizzati come target farmacologici nel follow-up [97].
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1.7 FOLLOW-UP

Dopo un tempo variabile dall’inizio della GFD (6-12 mesi) i pazienti con CeD
ottengono una remissione clinica, sierologica e istologica nella maggior parte dei
casi. Una volta ottenuta tale remissione, ¢ consigliato intraprendere un follow-up
(FU) annuale sia per i1 bambini che per gli adulti [100], fondamentale per
comprendere se il paziente ha una buona aderenza alla GFD, se il danno istologico
¢ in via di risoluzione e per prevenire complicanze. Le visite in corso di FU devono
essere effettuate ogni 3-6 mesi nel corso del primo anno dopo la diagnosi, e poi ogni
1-2 anni. Nei bambini, 1] FU assume una grande importanza finché non raggiungono
la loro “altezza bersaglio”, in quanto la CeD, come gia descritto, puo portare a bassa
statura e scarsa crescita. Le linee guida del National Institute for Health and Care
Excellence (NICE) del 2015 suggeriscono che il FU debba essere preso in carico
preferibilmente da dietisti esperti in CeD. In ogni caso, le linee guida concordano
nello stabilire quali siano le informazioni fondamentali da raccogliere durante le
valutazioni annuali del paziente: ¢ essenziale indagare 1’eventuale presenza di
sintomi e segni ed effettuare una breve intervista per comprendere eventuali
difficolta nell’aderenza alla GFD. In aggiunta, vanno effettuati test sierologici (IgA
anti-TTG se il paziente non presenta deficit di IgA) e laboratoristici
[911,[101],[102] con lo scopo di valutare la presenza di malassorbimento. Risulta
inoltre importante sondare la presenza di altri disturbi autoimmunitari attraverso il
dosaggio del TSH (per le tireopatie) e della glicemia sierica (per il DM1). La
negativizzazione della sierologia specifica per CeD ¢ un segno di buona aderenza
alla GFD ma non correla necessariamente con una completa risoluzione dell’atrofia
dei villi a livello duodenale, per cui vi ¢ la necessita di avere biomarkers specifici

per il monitoraggio della celiachia.

L’EGDS, generalmente eseguita solo al momento della diagnosi, va ripetuta per i
pazienti non responsivi alla GFD, in caso di CeD sieronegativa e nel caso in cui vi
¢ maggiore rischio di sviluppare complicanze. Inoltre, nei pazienti con ridotta BMD
e bassa aderenza alla dieta o persistenza di atrofia ¢ necessario effettuare la

densitometria ossea (DEXA) ogni 2-3 anni. Importante ¢ valutare la salute

psicologica dei pazienti con CeD, sia alla diagnosi che al follow-up.
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2. CELIACHIA NON-RESPONSIVA

2.1 DEFINIZIONE DI NRCD

Per celiachia non-responsiva (Non-Responsive Celiac Disease- NRCD) si intende
la persistenza di sintomi, segni o alterazioni agli esami di laboratorio nonostante
I’aderenza alla GFD per almeno 6-12 mesi, condizione che si verifica nel 7-30%
dei pazienti [103],[104]. Solitamente si tratta di una condizione temporanea, che si
risolve dopo averne capito la causa [105]. Secondo una recente review, la NRCD ¢
stata riportata in un numero pit ampio di pazienti, in particolare nel 7-50% dei
pazienti adulti e nel 15-30% dei pazienti pediatrici [106].

E di fondamentale importanza capire se la causa principale & una non sufficiente
aderenza alla GFD, o se sia dovuta a complicanze, come la RCD, EATL o
I’adenocarcinoma del piccolo intestino. Va sottolineato che alcuni studi
epidemiologici hanno riscontrato negli adulti un’associazione tra NRCD con
persistente atrofia dei villi e il rischio di sviluppare refrattarieta e linfoma intestinale
[106]. Per tale motivo, ¢ di fondamentale importanza che la diagnosi differenziale
tra NRCD e RCD sia corretta, soprattutto nel caso in cui si sospetti una RCDII non
responsiva alla GFD [106]. La NRCD puo essere classificata in primaria, in cui il
paziente non risponde alla GFD dal momento della sua introduzione, e secondaria,
in cui il paziente inizialmente risponde ma in seguito sviluppa sintomi nonostante
I’aderenza stretta alla dieta [103],[104]. Le linee guida Europee hanno scoraggiato
I’utilizzo del termine “non responsiva” a favore del termine “slow responders”: una
prima motivazione del cambio di terminologia ¢ che I’utilizzo del termine “non
responsiva” rischiava di far passare il concetto che la NRCD sia una condizione che
non puo migliorare. Al contrario, tali pazienti, dopo un’attenta rivalutazione,
migliorano grazie a una piu rigida GFD o per la diagnosi di una condizione
concomitante alla CeD, di cui viene iniziato il trattamento [6,107]. Secondo la
review di Caio et al. un’altra ragione per evitare il termine “non responsiva” ¢ che
la causa della persistenza dei sintomi potrebbe non essere correlata alla CeD, ma
semplicemente ad essa associata. Di conseguenza, secondo questo studio, le cause
di mancata risposta alla GFD andrebbero suddivise in due fenotipi, quelle
determinate da una malattia celiaca ancora attiva (OACD, ongoing active celiac
disease) e quelle determinate da condizioni associate alla malattia celiaca (ACDC,

associated celiac disease conditions) [5].
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Le cause della NRCD sono, nella maggior parte dei casi, dovute all’esposizione
volontaria/involontaria e costante a fonti di glutine (35-50%). La lenta risposta alla
GFD, in alcuni casi potrebbe essere dovuta a patologie come la colite microscopica,
la sindrome del colon irritabile (Irritable Bowel Syndrome- IBS), la sovracrescita
batterica intestinale (Small Intestinal Bacterial Overgrowth- SIBO), le intolleranze

al lattosio/fruttosio, la malattia diverticolare, alcune alterazioni tiroidee.

Contaminazione di glutine nella dieta
IBS
SIBO

Intolleranza a fruttosio/lattosio

Malattia diverticolare

Alterazioni tiroidee

Colite microscopica

Morbo di Crohn

Enteropatia indotta da farmaci

Immunodeficienza comune variabile

Enteropatia autoimmune

Tabella IV: cause piu frequenti di NRCD

In altri casi, si ha la presenza di RCD. Raramente, la persistenza dei sintomi puo
essere spiegata dallo sviluppo di serie complicanze, quali digiunoileite ulcerativa,
EATL e I’adenocarcinoma [108]. Un recente studio retrospettivo condotto su
pazienti pediatrici ha descritto inoltre, tra le cause di NRCD, il reflusso
gastroesofageo, la costipazione, 1’esofagite cosinofila, le allergie alimentari e i
disordini del comportamento alimentare [109].

Uno studio condotto all’Ospedale di Tor Vergata ha analizzato le caratteristiche
demografiche e cliniche di 56 pazienti con NRCD seguiti nel loro centro: il 52%
dei pazienti presentava sintomi intestinali quali diarrea, gonfiore e dolore
addominale, il 24% riportava la persistenza di sintomi extraintestinali come astenia
e artralgia mentre il 24% presentava una combinazione di tali sintomi [105]. In tale

studio, come primo step diagnostico, i pazienti sono stati sottoposti alla ricerca degli
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anticorpi anti-EmA; si ¢ scoperto che il 23% di loro era EmA positivo e tra questi,
dopo una rivalutazione delle abitudini alimentari, piut della meta presentava
contaminazione di glutine nella dieta, mentre 1 restanti erano effettivamente slow-
responders. Nei pazienti EmA negativi, ¢ stato necessario eseguire altri esami,
grazie ai quali ¢ stato dimostrato che alcuni pazienti avevano ricevuto una diagnosi
iniziale errata di celiachia, mentre negli altri si sono riscontrate patologie
concomitanti che spiegano la persistenza di sintomi [105]. Un recente studio
osservazionale ha inoltre riscontrato che i pazienti con CeD in cui i sintomi
persistono, presentano una piu bassa qualita di vita, maggiore probabilita di
sviluppare disturbi psichiatrici, quali ansia e depressione, e peggior stato sociale.
L’analisi dei sintomi dei pazienti coinvolti ha permesso di identificare un
sottogruppo con sintomatologia piu severa e minore qualita di vita (Quality of Life-
QoL); ¢ stato evidenziato inoltre che tale gruppo di pazienti presentava un minore

grado di educazione e condizioni sociali meno benestanti [110].
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2.2 ALGORITMO DIAGNOSTICO DELLA NRCD

Il primo step dei pazienti che presentano sintomi persistenti € la rivalutazione della
diagnosi iniziale di CeD, passo fondamentale dal momento che, negli ultimi anni,
la conoscenza della patologia e di come questa si presenti ¢ aumentata
considerevolmente. La conferma della diagnosi iniziale prevede la revisione della
sierologia e dell’istologia ottenute al momento della diagnosi. Per quanto riguarda
I’istologia, inoltre, va considerato che solo il 30% dell’atrofia dei villi ¢ ascrivibile

alla CeD e che alcune condizioni, come la celiachia sieronegativa, sono talvolta

over-diagnosticate [34].

Symptomatic CD or
laboratory abnormalities
despite GFD
, L . |Consistent _ . F’.epe_at duodena{ biopsy
Review original diagnosis| | with CD Dietary compliance? * Consider other diagnosis
(biopsy, serology, = = * Dielary review * Colon biopsy
HLA-DQ2/8) « Serology * Small-bowel imaging
-1 - - « Faecal fat
l m * Pancreas test/imaging
L Not CD | " Gluten contamination l

l 7 l | Additional diagnosis or
suspected RCD

Consider alternative | "« Eliminate gluten and | ) l

diagnosis strict follow-up

Treat accordingly
or further evaluation
RCD/ Lymphoma

Figura 5: Algoritmo diagnostico della NRCD [5]

Nel caso in cui emergano dubbi sulla diagnosi iniziale di CeD, ¢ necessario ripetere
gli esami sierologici e istologici (Figura 5). Le biopsie devono essere prelevate
dopo un periodo di “gluten challenge”, ossia di introduzione di 10 grammi di glutine
per almeno 6 settimane, e analizzate da uno o due anatomopatologi esperti [108].
Visto ’elevato VPN dell’analisi genetica, ¢ consigliato effettuare il typing
dell’HLA per escludere la predisposizione alla CeD [104]. Se la diagnosi iniziale
di CeD non risultasse corretta, vanno considerate diagnosi e trattamenti alternativi.
Nel caso in cui si confermi la presenza di CeD, ¢ necessaria una valutazione

dietetica per escludere contaminazioni volontarie o involontarie nella dieta, tenendo
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conto che I’ingestione di glutine spiega il 35-50% dei casi di NRCD. Alcuni studi
hanno evidenziato come i pazienti tendano a sovrastimare la loro aderenza alla GFD
[108]. Nella valutazione dell’aderenza ¢ bene indagare potenziali esposizioni al
glutine, come I’abitudine a mangiare fuori casa, il consumo di avena non certificata
e I’eventuale condivisione di utensili con individui non celiaci; inoltre va valutata
I’adeguata conoscenza dei prodotti contenenti glutine. Strumenti per valutare
I’aderenza alla GFD sono 1 questionari, i test sierologici e la valutazione dei sintomi;
I’assenza di anticorpi circolanti non esclude piccole ingestioni di glutine; inoltre, la
persistenza di titoli anticorpali elevati si puod verificare in quei rari pazienti che
seguono la GFD ma hanno RCD [78]. E possibile utilizzare dei biomarker di recente
introduzione, tra cui 1 GIPs (gluten immunogenic peptides), che oltre ad essere
responsabili della reazione immunitaria che si verifica nei pazienti con CeD,
possono essere riscontrati nelle feci e nelle urine, attraverso metodica ELISA o con
immunocromatografia. Diversi studi clinici riportano che i GIPs presentano un’alta
sensibilita e specificita per il monitoraggio dell’aderenza alla GFD [108]; questi test
permettono di riscontrare 1’esposizione continua al glutine in quei pazienti che
riferiscono un’elevata aderenza. Altri biomarker utilizzabili ed emergenti sono 1
miRNA urinari [111].

E fondamentale che la valutazione dietetica comprenda anche la ricerca di
intolleranze alimentari, come quella per il fruttosio e il lattosio, e dell’eventuale
utilizzo di farmaci [6]. Nel caso in cui venisse riscontrata una fonte di
contaminazione, il paziente va rieducato alla GFD e rivalutato dopo 3-6 mesi; se la
sintomatologia dovesse persistere, ¢ necessario capire se questa sia determinata da
refrattarieta o da altri processi concomitanti [112].

Nel caso in cui i sintomi e i segni persistono, ¢ necessario procedere con
I’esecuzione dell’esame endoscopico. Il riscontro di enteropatia con atrofia dei villi
¢ compatibile con I’esposizione al glutine continuativa, ma anche con la RCD (per
la cui diagnosi € necessario svolgere 1’analisi immunoistochimica delle biopsie) e
con altre cause di atrofia dei villi. Al contrario, il riscontro di morfologia normale
o leggermente alterata (Marsh 0-1) suggerisce eziologie alternative [6].

Nei pazienti in cui persiste 1’atrofia dei villi, € possibile che questa sia dovuta a una
super-sensibilita al glutine, tale per cui anche minimi quantitativi (<10mg al giorno)
sono sufficienti a determinare la persistenza di atrofia. Per tali pazienti ¢ consigliata

una dieta ancora piu restrittiva, detta “gluten contamination elimination diet”
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(GCED), in cui vengono esclusi prodotti processati in modo da prevenire anche la
minima ingestione di glutine. La GCED puo essere inoltre utilizzata nell’algoritmo
diagnostico della NRCD per differenziare 1 pazienti super sensibili al glutine da

quelli con RCD, oltre all’analisi delle biopsie duodenali [103],[104],[112],[107].

2.3 TERAPIA DELLA NRCD

Per i pazienti con NRCD ¢ fondamentale impostare un controllo con dietisti esperti
e un regolare FU gastroenterologico, volto a ricercare tutte le possibili fonti di
contaminazione. Uno studio ha dimostrato che dopo la ri-educazione alla GDF, la
sintomatologia dei pazienti si € risolta nel 63% dei casi; nel restante 37% 1 pazienti
non hanno mantenuto un’aderenza stretta e, di questi, ’86% ne era consapevole
[105]. Nell’educare tali pazienti, ¢ importante sottolineare come la mancata
aderenza alla dieta sia causa sia della persistenza della sintomatologia ma anche
dell’aumentato rischio di complicanze, legate sia alla CeD ma anche ad altre
patologie immuno-mediate e tumori [105]. In alcuni casi, specialmente in caso di
diagnosi di RCD 1, ¢ suggeribile di un trattamento di 12 settimane con capsule di
budesonide a rilascio intestinale; € stato visto che tale terapia determina risoluzione

dei sintomi e dell’atrofia dei villi in maniera duratura.

Un’altra frequente causa di persistenza dei sintomi ¢ I’IBS. In uno studio
osservazionale, la presenza di IBS nei pazienti con sintomi persistenti ¢ stata
riscontrata nel 15% dei casi [105]; 'IBS ¢ una comune patologia cronica e
funzionale con una prevalenza stimata del 4-11% nel mondo; i sintomi includono
dolore addominale, diarrea, costipazione e gonfiore addominale, che determinano
una minore qualita di vita, una minore produttivita e un maggior ricorso alle cure
ospedaliere [113]. La coesistenza della CeD con I’IBS ¢ nota in letteratura, in
quanto molto spesso i pazienti che presentano entrambe le condizioni non
raggiungono una situazione di benessere clinico. Talvolta purtroppo 1’aderenza alla
GFD puo addirittura peggiorare alcuni sintomi correlati alla IBS: ad esempio, il
minore introito di fibre puod peggiorare la stipsi dell’IBS-C. La sintomatologia di
tali pazienti solitamente si risolve dopo aver impostato una terapia adeguata per

I’IBS, ovvero probiotici per 1 pazienti con IBS-D, e maggior introito di fibre per i
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pazienti con IBS-C [105]; un'altra terapia dietetica per I’'IBS prevede I’introduzione
della dieta FODMAP, una dieta a basso contenuto di oligo-, di- ¢ monosaccaridi
fermentabili; una recente review ha visto come in pazienti con CeD e IBS che
lamentavano persistenza di sintomi, tale dieta, mantenuta per 4-12 settimane, abbia
portato alla risoluzione della sintomatologia; per tale motivo la dieta FODMAPs
deve essere considerata in quei pazienti che presentano ambedue le condizioni e in

cui la bassa aderenza alla GFD e altre condizioni sono state escluse [113].
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3. MiRNAs COME BIOMARKERS NELLA CeD

3.1 MiRNAs

Recentemente, i miRNA sono emersi come markers diagnostici innovativi per
molte patologie. Inoltre, sono stati recentemente proposti come biomarkers specifici
per i diversi stadi della CeD [114],[115]. I miRNA sono piccole molecole di RNA
non codificante a doppio filamento, lunghe circa 21-25 nucleotidi e altamente
conservate tra le diverse specie. Il loro ruolo fisiologico ¢ la regolazione
dell’espressione genica a livello post-trascrizionale; inoltre, una volta secreti nei
fluidi extracellulari, mediano la comunicazione intercellulare in modo sia autocrino
che paracrino. Si stima che il genoma umano contenga piu di 700 geni codificanti
per miRNA, che contano 1’1-4% dei geni espressi [116]. Il loro processamento
prevede diverse tappe, che culminano nel caricamento del miRNA sul RISC (RNA-
induced silencing complex), un complesso ribonucleoproteico in cui un filamento
viene mantenuto come miRNA funzionale mentre [’altro viene eliminato.
Solitamente, il miRNA maturo si lega alla regione 3’ non tradotta (3’UTR) degli
mRNA (RNA messaggero) codificanti proteine: tale legame determina 1’inibizione
della traduzione dell’mRNA o la sua degradazione [115]. Il legame miRNA-mRNA
non ¢ perfetto, quindi un singolo miRNA agisce potenzialmente su diverse centinaia
di mRNA bersaglio (molteplicita) e allo stesso tempo un mRNA puo essere target
di molti miRNA (cooperativitd). La complementarita parziale o totale del miRNA
con 'mRNA target regola 1’espressione dei geni bersaglio in modo negativo,
portando rispettivamente alla down-regolazione o alla repressione della traduzione.
Pertanto, una up-regolazione di uno specifico miRNA generalmente porta ad una
ridotta espressione del suo mRNA target e della corrispondente proteina; mentre la
down-regolazione di uno specifico miRNA potrebbe condurre a livelli piu elevati
degli mRNA e delle proteine target [117]. Recenti studi hanno dimostrato il
contributo dei miRNA in un’ampia varieta di processi sia fisiologici, come la
differenziazione, la proliferazione e 1’apoptosi, che patologici, evidenziando un
ruolo nello sviluppo di malattie autoimmuni come ’artrite reumatoide, la sclerosi
multipla, il DM e diversi tipi di cancro, come il tumore allo stomaco; ¢ probabile
infatti che i miRNA partecipino alla tumorigenesi agendo come oncosoppressori o

oncogeni [116],[118]. Oltre a ci0, giocano un ruolo cruciale nella regolazione della
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risposta immunitaria poiché modulano sia la funzionalita che la differenziazione
dell’immunita innata e adattativa [116].

I miRNA sono molecole molto stabili, sia nei fluidi biologici (siero, plasma, urina,
saliva) che in condizioni di laboratorio estreme. La loro espressione ¢ altamente
tessuto-specifica e puod costituire uno specifico segno di malattia [119]. Possono
essere secreti all’esterno delle cellule (miRNA circolanti) dove mediano la
comunicazione intercellulare. Il livello dei miRNA circolanti pud correlare con
quello dei miRNA presenti nel tessuto interessato da patologia e cambiamenti nei
miRNA circolanti possono precedere le variazioni dei biomarkers sanguigni usati
come standard [119],[120]. Queste caratteristiche, sommate alla loro stabilita nei
liquidi biologici, rendono 1 miRNA circolanti facilmente utilizzabili come

biomarkers non invasivi in diverse patologie [119].

3.2 RUOLO DEI miRNAs NELLA PATOGENESI, DIAGNOSI E FOLLOW-
UP DELLA CeD

Le crescenti evidenze di un’alterazione dell’espressione dei miRNA in pazienti
celiaci rispetto ai controlli sani suggeriscono un loro ruolo nella patogenesi della
CeD. E stato osservato che nei pazienti con CeD il trascrittoma del piccolo intestino,
ovvero la totalita degli RNA trascritti, ¢ diverso rispetto a quello riscontrato nei
controlli sani [115] e I’espressione genica ¢ diversa, soprattutto per quanto riguarda
1 pathways che interessano il metabolismo e la funzionalita delle cellule B e T del
sistema immunitario [114]. Inoltre, ¢ stato dimostrato che i miRNA circolanti sono
espressi diversamente nei celiaci e che il livello dei miRNA correlati con
I’infiammazione ¢ elevato nel sangue periferico [121]. In linea con tali risultati,
studi sulle biopsie duodenali hanno riscontrato un diverso profilo di espressione dei
miRNA nei pazienti celiaci rispetto ai controlli [116]. Per tali ragioni, i miRNA
sono stati proposti come biomarkers circolanti non invasivi sia per la diagnosi che
per il monitoraggio della patologia celiaca durante il FU [116],[119].

Altre patologie gastrointestinali per cui il ruolo dei miRNA ¢ in esame sono le
malattie inflammatorie intestinali (Inflammatory Bowel Diseases- IBDs), il tumore

del colon-retto e il tumore dello stomaco [122].
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3.2.1 miRNA nelle biopsie duodenali

Esperimenti condotti sui topi hanno dimostrato I’importanza dei miRNA nel
mantenimento dell’omeostasi intestinale: topi knockout (mancanti) per il gene
codificante per Dicer, I’enzima responsabile della sintesi dei miRNA in forma
matura, presentano un epitelio disorganizzato dal punto di vista delle popolazioni
cellulari e un’alterazione della barriera che comporta inflammazione, infiltrazione
di linfociti e neutrofili [123]; il deterioramento dell’epitelio intestinale e la
conseguente permeabilita che caratterizzano i pazienti con CeD potrebbero essere

determinati da alterazioni dei miRNA.

Un esempio di miRNA alterato nelle biopsie duodenali ¢ stato riscontrato in uno
studio condotto su pazienti celiaci pediatrici, in cui si ¢ rilevata una consistente up-
regolazione di miR-449a, i cui target sono NOTCH1 e KLF4, coinvolti entrambi
nel controllo dell’omeostasi intestinale. E probabile che la down regolazione di
NOTCHI1 e KLF4 conduca alla riduzione delle cellule caliciformi mucipare
nell’intestino dei pazienti con CeD, rendendoli pill suscettibili agli agenti dannosi
presenti nel lume intestinale [116].

In altri studi ¢ stata rilevata I’'up-regolazione di miR-122a a livello degli enterociti,
il cui target ¢ il gene codificante per le occludine; a cid consegue una deplezione
di occludine a livello degli enterociti e un’aumentata permeabilita del tratto
gastrointestinale [124]. E stato scoperto che il livello di miR-122a ¢, a sua volta,
regolato dall’infiammazione a livello intestinale: nei pazienti celiaci al momento
della diagnosi ¢ stato infatti riscontrato un incremento del fattore di necrosi
tumorale (TNFa), che causa un rapido e consistente aumento di miR-122a a livello
degli enterociti e quindi della permeabilita intestinale. Il livello di TNFa si
normalizza dopo 1’inizio della GFD [125].

In aggiunta, uno studio condotto in pazienti celiaci adulti con atrofia dei villi ha
riscontrato una diminuita espressione nelle biopsie di miR-192-5p, miR-31-5p,
miR-338-3p, e miR-197, soprattutto nei pazienti con lesioni Marsh 3C. La down
regolazione di miR-192-5p ¢ inversamente correlata con I’aumento del livello delle
proteine CXCL2 e NOD2, entrambe coinvolte nell’immunita innata. Per di piu, altri
3 fattori coinvolti nella regolazione dell’immunita innata e adattativa come FOXP3,
RUNXT1 e IL-18 (rispettivamente target di miR-31-5p, miR-338-3p e miR-197)

risultavano up-regolati nei pazienti con CeD; I’alterazione di CXCL2, NOD2,
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FOXP3, miR-192-5p, e miR-31-5p ¢ dovuta proprio all’azione trigger che la

gliadina svolge nei pazienti con CeD [126].

3.2.2 miRNA circolanti

Fino a poco tempo fa, la quasi totalita degli studi che analizzava i miRNA in
pazienti con CeD si limitava ai miRNA tissutali, estratti da campioni di mucosa
duodenale. Negli ultimi anni sono stati rilevati miRNA circolanti in diversi fluidi
corporei, come siero € plasma. I miRNA circolanti, inoltre, sembrano essere
correlati con 1 diversi stadi della CeD e con ’aderenza alla GFD [116].

Per rilevare la presenza di una corrispondenza tra i miRNA deregolati a livello
tissutale e quelli presenti nella circolazione sanguigna, uno studio ha ricercato nel
sangue gli stessi miRNA alterati nelle biopsie di pazienti celiaci, tra cui miR-192-
5p e miR-486-5p, dimostrando che 1 livelli plasmatici seguono una tendenza simile
a quelli tissutali. Tuttavia, ¢ necessario un pannello pitt ampio di miRNA plasmatici
per avere informazioni affidabili sullo stato della mucosa intestinale [127]. A tal
proposito, lo studio condotto da Tan et al. ha analizzato il livello di 53 miRNA in
pazienti pediatrici arruolati alla nascita, poiché ad alto rischio di sviluppare CeD
per familiarita e/o per patologie associate. Tra i miRNA valutati, otto (miR-21-3p,
miR- 374a-5p, 144-3p, miR-500a-3p, miR-486-3p let-7d-3p, let-7e-5p e miR-3605-
3p) differivano significativamente rispetto ai controlli sani circa un anno in anticipo
rispetto alla positivita degli anticorpi IgA anti-tTG, e per tale motivo sono stati
identificati come possibili biomarkers precoci della CeD [128]. Sei tra i miRNA
studiati (tra cui miR-150-5p/-3p) che inizialmente erano down-regolati, iniziavano
a normalizzarsi in seguito all’introduzione della dieta aglutinata, suggerendo una
loro potenziale utilita nel FU della CeD. La problematica principale di alcuni di
questi miRNA ¢ la specificita: infatti alcuni di essi sono alterati anche in enteropatie
intestinali e malattie autoimmuni [128] e sembrano essere associati ad uno stato
infiammatorio pit che ad una diagnosi particolare [129]. E stato perciod ipotizzato
che alcuni miRNA fungano da markers di infiammazione intestinale,
indipendentemente dalla patologia in corso, mentre altri potrebbero essere marker
specifici della CeD [130].

I miRNA riscontrati alterati sono miR-21-3p e miR-21-5p sono fortemente up-

regolati nel piccolo intestino e nella circolazione di pazienti celiaci [127]. In



43

particolare, ¢ stato visto che miR-21 non si normalizza dopo I’inizio della dieta, e
che quindi la sua misurazione non ¢ utile per il monitoraggio nel FU [121]. Lo
stesso studio ha inoltre rilevato una costante alterazione di miRNA correlati
all’inflammazione (miRNA-146a, miRNA-155, miRNA-21, e miRNA-125b); per
di pit, 1 livelli di miRNA-146a e miRNA-155 hanno mostrato alta sensibilita e
specificita per la presenza di CeD, suggerendo un loro possibile utilizzo come
biomarkers indipendentemente dal trattamento dietetico in corso [121].

Un altro studio condotto da Felli et al. ha analizzato il livello di espressione di alcuni
miRNA in pazienti celiaci alla diagnosi, in dieta aglutinata e in controlli sani; tale
studio ha permesso di identificare tre miRNA circolanti (miR-192-5p, miR-215-5p
e miR-125b-5p) che discriminano tra i tre gruppi con alta accuratezza e specificita.
I suddetti miRNA circolanti potrebbero essere usati sia per la diagnosi di pazienti
pediatrici con bassi livelli di IgA anti-tTG, risparmiando loro 1’esecuzione di una
EGDS, ma anche per monitorare 1’aderenza alla GFD [117]. Inoltre, il riscontro di
elevati livelli di questi miRNA prima della diagnosi, suggerisce un forte potenziale
come predittori di sviluppo della CeD [130].

Nei pazienti celiaci ¢ stata riscontrata la down-regolazione di miR-451. Studi
preliminari condotti sui topi hanno dimostrato che alla down-regolazione di miR-
451 ¢ collegata una minore attivita di enzimi, come glutatione-perossidasi e catalasi,
a cui consegue un maggiore stress ossidativo [116]. In accordo con tali evidenze,
nei pazienti celiaci ¢ stato riscontrato un aumento dello stress ossidativo,
determinato dall’esposizione al glutine e implicato nella fisiopatologia della CeD
[131]. Tale studio ha dimostrato che, nei pazienti celiaci, vi ¢ una diminuzione della
capacita antiossidante totale (Total Antioxidant Capacity- TAC) rispetto ai controlli
sani; la diminuzione ¢ pil spiccata specialmente nei pazienti alla diagnosi e nei
pazienti non responsivi (NRCD). Cio indica un’inadeguata risposta fisiologica ad
alte produzioni di specie reattive dell’ossigeno (Reactive Oxygen Species- ROS),
che nei pazienti non responsivi vengono prodotte ad alti livelli nonostante
I’aderenza alla GFD. Alcuni studi hanno ipotizzato che la minore capacita
antiossidante nella NRCD sia determinata dal malassorbimento di antiossidanti
derivanti dalla dieta (come retinolo e acido ascorbico) a causa della persistente
atrofia duodenale; nel plasma di pazienti con CeD attiva ¢ stata infatti riscontrata

una diminuzione di tali antiossidanti [132].
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3.3 miRNA NELLA DIETA AGLUTINATA

Studi condotti in pazienti celiaci che seguono la GFD hanno individuato alcuni
miRNA circolanti che possono fungere da affidabili marcatori di aderenza. Tra
questi, lo studio di Felli et al. ha individuato miR-192-5p, miR-215-5p e miR-125b-
5p, che risultano deregolati alla diagnosi e 1 cui livelli vengono ripristinati grazie
all’adesione alla GFD. Tale studio ha dimostrato che la misurazione combinata dei
suddetti miRNA permette di discriminare con adeguata sensibilita e specificita 1
pazienti celiaci in dieta aglutinata, permettendo di monitorare I’aderenza alla GFD
in modo innovativo [119]. Lo studio di Tan et al., inoltre, ha riscontrato che i livelli
miR-150-3p e miR-150-5p sono bassi alla diagnosi di CeD e aumentano durante la
dieta aglutinata [114]. Tali risultati sono rilevanti, soprattutto considerando che, ad
oggi, non ci sono test analitici altamente specifici che permettono di monitorare

I’aderenza alla GFD [119].

Oltre ai miRNA circolanti, recenti evidenze hanno dimostrato che anche i miRNA

urinari possono fornire informazioni complementari per monitorare 1’aderenza

[111].
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3.4 miRNA NELLA CeD COMPLICATA

Un recente studio ha cercato di identificare la presenza di miRNA alterati in pazienti
con CeD complicata, in particolare in presenza di RCD, in modo tale da utilizzarli
come predittori di complicanze della celiachia. E stato dimostrato che miR-200 e
miR-192/215 risultano altamente down-regolati nei soggetti con RCD di entrambi
i tipi e con EATL [129]. In particolare, miR-200 e mir-192 sono coinvolti
nell’inibizione della proliferazione cellulare, nell’adesione delle cellule tumorali,
nella migrazione e nello sviluppo di metastasi, evidenziando cosi un loro
coinvolgimento nello sviluppo di RCD e EATL [133].

E interessante notare come alcuni dei miRNA identificati in concomitanza con
RCDII sono noti per essere associati con lo stato infiammatorio. Altri, invece, sono
in grado di segnalare in anticipo la progressione della patologia verso lo sviluppo
di EATL, in quanto associati all’oncogenesi. Un esempio ¢ il miR-1226 che sembra
essere implicato nella risposta al TGF-3 e nei processi inflammatori; recentemente
¢ stata osservata un'up-regolazione del miR-1226 in pazienti con linfoma intestinale
[116]. I miRNA che risultano incrementati selettivamente nei pazienti con RCDII
e che potrebbero essere utilizzati come markers di tale condizione sono miR-770-
5p, miR-181b-2-3p, miR-1193 e miR-1226-3p [129].

Uno studio del nostro gruppo ha dimostrato, in linea con tali ritrovamenti, livelli
particolarmente elevati di miR-1226 in pazienti con CeD complicata progredita in
EATL [116]. Inoltre, il nostro gruppo ha operato una review che riassume le

evidenze ad ora presenti riguardanti i miRNA nella CeD (Figura 6) [116].
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SCOPO DELLO STUDIO

Ad oggi, in letteratura, non sono presenti studi che analizzano 1’espressione dei
miRNA nei pazienti con celiachia non-responsiva. Questo studio ¢ stato condotto
per valutare se esista una diversa espressione dei miRNA in pazienti con NRCD
rispetto a pazienti con celiachia responsiva alla GFD. La finalita ¢ quella di
individuare biomarkers che possano monitorare 1’aderenza alla dieta e che siano in
grado di predire la non-risposta alla GFD, permettendo in questo caso di agire

tempestivamente con il trattamento.

In primis, lo studio ha come obiettivo I’analisi della diversa espressione di alcuni
miRNA in pazienti che rispondono alla GFD rispetto ai pazienti che non
rispondono, con lo scopo di identificare possibili biomarkers predittivi della
risposta o non- risposta alla GFD. L’obiettivo secondario ¢ valutare come il pattern
di espressione di tali miRNA cambi dopo 1’adesione alla GFD e il confronto con

soggetti di controllo.

I miRNA analizzati, riconosciuti per avere un ruolo nella patogenesi della CeD, nel
monitoraggio dell’aderenza alla GFD e nello sviluppo di complicanze, sono: miR-
155, miR-200, miR-125, miR-192, miR-21, miR-451, miR-146 e miR-1226
[116],[119],[121],[129],[134].
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MATERIALI E METODI

Pazienti

Per questo lavoro di tesi sono stati arruolati, tra novembre 2019 e maggio 2024,
pazienti celiaci a dieta senza glutine seguiti presso il centro di celiachia
dell’Azienda Ospedale Universita Padova. Nello stesso periodo, sono stati inclusi
nello studio 10 soggetti sani, reclutati tra lo staff medico e paramedico, utilizzati

come gruppo di controllo per ’analisi dei miRNA.

I pazienti sono stati suddivisi in tre diversi gruppi:

- Gruppo 0: Controlli sani;
- Gruppo 1 (CeD- resp): Pazienti con celiachia responsiva alla GFD;

- Gruppo 2 (CeD- nr): Pazienti con celiachia non-responsiva.

I pazienti sono stati arruolati secondo i seguenti criteri di inclusione

- Eta 18-80 anni;
- Consenso informato scritto alla partecipazione allo studio;

- Diagnosi accertata di celiachia.

Per tutti i gruppi, 1 criteri di esclusione allo studio sono invece stati:

- Eta <18 anni o > 80 anni;

- Revoca del consenso informato scritto;
- Disturbi psichiatrici;

- Patologie neoplastiche;

- Patologie autoimmuni

Criteri di esclusione aggiuntivi per lo scopo della tesi:
- Mancata adesione alla dieta priva di glutine (gruppo 1, gruppo 2);

- Sierologia e/o istologia negativa per malattia celiaca (gruppo 1, gruppo 2).
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Raccolta dati

I dati anagrafici e le informazioni relative ai sintomi e segni di malattia, sierologia,
esito istologico al momento della diagnosi e al follow-up sono stati raccolti
attraverso il Registro Celiachia (The paduan CELiac Disease natural Hlstory
REgistry: a longitudinal, retrospective and prospective study- CelDi-HiRe; codice
di approvazione CE 4680/A0/19).

Tutti 1 pazienti che hanno fornito il proprio consenso informato scritto sono stati
sottoposti, prima di procedere agli accertamenti previsti, ad un ulteriore colloquio
finalizzato alla raccolta di dati specifici, in modo tale da valutare I’eventuale
presenza di patologie autoimmuni, neoplastiche o di altra natura.

La compliance alla dieta ¢ stata valutata tramite il Questionario di Biagi,
distinguibile da questionari pit complessi in quanto composto da sole quattro
domande [135]. Tale questionario pu0 essere somministrato da personale non
medico e ha il fine di analizzare le strategie che il paziente mette in atto per evitare
I’ingestione di glutine; in base alle risposte si ottiene un risultato numerico che varia
da 0 a 4 e permette di classificare i pazienti in tre classi di aderenza alla GFD: non
aderenti (punteggio 0-1), aderenti ma con importanti errori nella dieta (punteggio

2) e aderenti (punteggio 3-4).

Estrazione e quantificazione dei miRNA dai prelievi ematici

Tutti i soggetti inclusi nello studio sono stati sottoposti ad un prelievo ematico per
la raccolta di un campione di siero, un campione di plasma e un campione di sangue
intero; successivamente, nel plasma sono stati analizzati i livelli di miR-155, miR-
200, miR-125, miR-192, miR-21, miR-451, miR-146 e miR-1226 sia alla diagnosi
che al follow-up.

Per la separazione del siero e del plasma dai campioni ematici raccolti si ¢ proceduto
con una prima centrifuga a 3000 giri per minuto (rpm) per 15 minuti e
successivamente con una seconda centrifuga a 4000 rpm per 15 minuti per
rimuovere eventuali residui cellulari. I campioni di siero e plasma cosi ottenuti sono
stati conservati a -80° C fino al momento dell’analisi biochimica. L’RNA totale ¢

stato estratto da 200 uL di plasma utilizzando un Kit commerciale di estrazione per
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siero/plasma (miRNeasy Serum/Plasma Advanced kit - Qiagen). L’efficienza
dell’estrazione ¢ stata verificata mediante 1’aggiunta di oligonucleotidi sintetici
(UniSp2, UniSp4, UniSpS) alle concentrazioni raccomandate. In seguito, ¢ stata
effettuata la trascrizione inversa per la sintesi del DNA copia (cDNA) utilizzando
il kit miRCURY LNA RT (Qiagen), seguendo le istruzioni del produttore.
L’efficienza di tale procedura ¢ stata valutata mediante 1’aggiunta di oligonucleotidi
sintetici (UniSp6). L’espressione dei miRNA ¢ stata poi quantificata mediante
analisi qRT-PCR (miRCURY LNA miRNA PCR Assays and PCR Panels -
Qiagen), secondo le istruzioni del produttore, su un sistema PRISM 7900HT
(Applied Biosystems) con miR-93-5p, miR-103a-3p, miR-425-5p come controlli
interni per la normalizzazione. Le condizioni per lagRT-PCR sono state le seguenti:
95° C per 2 minuti, seguite da 40 cicli a 95° C per 10 secondi e a 56° C per altri 60
secondi. L’ espressione relativa di ciascun miRNA ¢ stata calcolata utilizzando il
metodo 2- AACt (fold change), utilizzando i volontari sani come gruppo di controllo

di riferimento per la normalizzazione.

Analisi statistica

Per I’analisi statistica dei dati raccolti, le variabili categoriche sono state espresse
sottoforma di frequenze con percentuali, mentre le variabili continue come medie
con deviazione standard (DS). La comparazione tra variabili categoriche ¢ avvenuta
tramite test del chi-quadro, mentre quella tra variabili continue attraverso Student
t-test. E stata considerata come statisticamente significativa una p value inferiore
allo 0.05. Le analisi statistiche sono state effettuate mediante I’impiego del software

STATA 11.
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RISULTATI

Per questo studio, sono stati arruolati 51 soggetti, tra cui 41 celiaci e 10 controlli
sani. Tra i soggetti celiaci, 26 sono risultati responsivi alla GFD (CeD- resp), mentre
15 hanno continuato a presentare sintomi e segni nonostante 1’aderenza alla GFD,
come persistenza di sintomi classici della celiachia, aumentati livelli di IgA anti-
tTG o atrofia dei villi (CeD- nr). Tutti i 41 pazienti celiaci sono stati seguiti nel FU
(CeD- FU), in modo da poter fare un confronto di espressione dei miRNA tra

pazienti responsivi alla GDF e non- responsivi.

La tabella V descrive la popolazione inclusa.

CeD-FU HC
Numero di pazienti, n 41 10
Maschi, n (%) 16 (39%) 4 (40%)
Femmine, n (%) 25 (61%) 6 (60%)
Eta al FU + DS 41.1 £(16.7) 36.5 £ 11.6 anni

Presentazione clinica al FU -

Presenza di sintomi n, (%) 15 (36.6%)

Assenza di sintomi n, (%) 26 (63.4%)
Aderenza alla GFD: -
Stretta n, (%) 36 (92.3%)

Non aderenza n, (%) 0 (0%)

Possibili contaminazioni n, | 3 (7.7%)
(%)

Tabella V: caratteristiche della popolazione studiata: n, numero dei soggetti;

Media + DS, deviazione standard, compliance stimata con questionario di Biagi.

L’eta media della popolazione CeD-FU + deviazione standard (DS) ¢ 41.1 £ 16.7
anni. L’aderenza alla GFD, valutata con questionario di Biagi, ¢ risultata massima
in 36 pazienti (94.3%), mentre 3 pazienti hanno probabilmente avuto

contaminazioni (7.7%).

Alle visite di FU, 26 pazienti (63.4%) non presentavano pil i sintomi associati alla
celiachia, risultando cosi responsivi alla GFD (CeD-resp). Al contrario, 16 pazienti
(36.6%) sono stati classificati come non responsivi alla GFD, in quanto

continuavano a manifestare sintomi e segni associati alla patologia (CeD- nr).
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Le caratteristiche della popolazione CeD-nr sono riassunte nella Tabella VI.

CeD- nr
N di pazienti 15
Maschi, n (%) 7, (47%)
Femmine, n (%) 8, (53%)
Eta (£ DS) 359 (x154)
Aderenza alla GFD:
Stretta n, (%) 14, (93.3%)
Non aderenza n, (%) 0, (0%)
Possibili contaminazioni n, (%) 1, (6.7%)

Tabella VI: descrizione della popolazione CeD- nr; n, numero dei soggetti; Media

+ DS, deviazione standard, compliance stimata con questionario di Biagi.

La popolazione CeD-nr ¢ composta prevalentemente da pazienti di sesso maschile

(53%), con eta media di 35.9 £ 15.4 anni, di cui il 93.3% ha dichiarato di avere una

stretta aderenza alla GFD.
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Caratterizzazione della popolazione CeD-nr

13%

47%

40%

Atrofia (Marsh 3) IgA anti-tTG Sintomi classici

Grafico 1: classificazione dei sintomi e segni dei pazienti non responders.

Nel grafico 1 sono rappresentati i pazienti CeD-nr, classificati in base ai segni e
sintomi manifestati, nonostante almeno un anno di GFD. Il 13% dei pazienti
presentava persistenza di atrofia di grado Marsh 3, il 40% aveva un titolo
anticorpale IgA anti-tTG elevato e il 47% dei pazienti manifestava persistenza di
sintomi classici gastrointestinali, tra i quali diarrea, dolore e gonfiore addominale,

mentre nessun paziente aveva sviluppato complicanze.
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Determinazione dei miRNA circolanti

Per valutare se esiste una diversa espressione dei miRNA in pazienti CeD- nr
rispetto a pazienti CeD- resp, sono stati confrontati i valori medi + DS dei miRNA

dei due gruppi (Tabella VII).

CeD- nr (15) CeD- resp (26) | P
miR-155 (= DS) | 2.06 (£2.27) 2.11 (£ 1.34) 0.93
miR-200 (x DS) | 1.43 (£2.54) 1.43 (x0.93) 0.99
miR-125 (x DS) | 1.16 (£ 0.99) 0.93 (£ 0.68) 0.36
miR-192 (+ DS) | 0.88 (£0.41) 1.15 (£ 0.43) 0.05*
miR-21 (x DS) 1.14 (£ 0.51) 1.14 (£ 0.52) 0.99
miR-451 (xDS) | 0.75 (£0.18) 0.72 (£ 0.23) 0.75
miR-146 (£ DS) | 2.24 (£ 1.45) 2.26 (£ 0.99) 0.96
miR-1226 (£ DS) | 0.97 (£ 1.32) 3.45 (£ 6.65) 0.16

Tabella VII: paragone del valore medio dei miRNA analizzati nei pazienti CeD-nr
rispetto ai CeD-resp. DS, deviazione standard; P, p value; p* = p < 0.05. CeD-nr:
CeD non responsiva, CeD-resp: CeD responsiva alla GFD.

Nel gruppo CeD-nr si sono riscontrati valori minori di miR-192 (p = 0.05). E stato
dimostrato che miR-192 ¢ down-regolato nei pazienti con anemia e lesioni
istologiche severe [134] e, insieme a miR-200, ¢ coinvolto nello sviluppo di RCD
e EATL, condizioni in cui ¢ risultato down-regolato [133].

Per quanto riguarda gli altri miRNA, non ci sono differenze di espressione

statisticamente significative tra le due popolazioni di celiaci.
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Si riportano nel Grafico 2 1 dati relativi ai valori dei miRNA nei pazienti CeD-FU.

-

bt Sans iy

mir-155 miR-200 miR-125 miR-192 miR-21 miR-451 miR-146  miR-1226

Grafico 2: box-plot dei valori dei miRNA nei pazienti CeD-FU.

Il confronto dei valori medi dei miRNA analizzati nella popolazione CeD-FU,
comprensiva sia dei pazienti responsivi che dei non-responsivi, rispetto ai controlli

sani (HC) ¢ descritto in Tabella VIII.

CeD-FU (41) HC (10) p
miR-155 + DS 2.09 (£1.72) 2.09 (+1.88) 0.99
miR-200 + DS 1.43 (£1.67) 1.11 (x 1.07) 0.56
miR-125 + DS 1.01 (+0.81) 1.14 (£ 0.39) 0.65
miR-192 + DS 1.05 (¢ 0.44) 1.06 (+ 0.26) 0.97
miR-21 £ DS 1.15 (£ 0.50) 1.18 (x 0.33) 0.85
miR-451 + DS 0.74 (x0.21) 0.96 (x0.21) 0.004*
miR-146 + DS 2.25(+1.16) 1.79 (x 1.15) 0.26
miR-1226 £ DS | 2.54 (+5.45) 5.90 (= 8.70) 0.48

Tabella VIII: paragone del valore medio dei miRNA analizzati nei pazienti CeD-
FU rispetto alla popolazione HC. DS, deviazione standard; p, p value; p* = p value
< 0.05.

Da tale paragone, si evince come miR-451 sia down-regolato nei pazienti celiaci

rispetto ai controlli sani (p = 0.004). Inoltre, il valore di miR-146, emerso in
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N

letteratura come marker di malattia, ¢ aumentato nei CeD-FU, pur non
raggiungendo valori statisticamente significativi (p = 0.26). Per gli altri miRNA
non si sono riscontrate differenze significative.

Come ulteriore analisi si ¢ deciso di valutare prospetticamente i miRNA alla
diagnosi e al FU. La valutazione dei miRNA ¢ stata effettuata in 10 pazienti arruolati
al momento della diagnosi e successivamente nel FU (dopo almeno 6-12 mesi

dall’inizio della GFD); il confronto ¢ descritto in Tabella IX.

CeD-To CeD-Ti P
miR-155 = DS 3.04 (+3.25) 1.90 (+ 0.89) 0.53
miR-200 + DS 2.98 (+1.91) 1.20 (£ 1.12) 0.12
miR-125 = DS 3.2 (£2.76) 0.74 (x0.33) 0.07
miR-192 + DS 2.78 (+3.60) 0.95 (x0.29) 0.26
miR-21 £ DS 1.43 (= 0.31) 0.98 (£0.32) 0.03*
miR-451 + DS 0.95 (£ 0.34) 0.77 (£ 0.21) 0.34
miR-146 + DS 2.19 (x 1.26) 1.99 (= 1.88) 0.85
miR-1226 £ DS | 9.85 (= 10.41) 2.74 (+4.30) 0.10

Tabella IX: valutazione prospettica dei miRNA alla diagnosi (CeD-To) e al FU
(CeD-Ti). DS, deviazione standard; p, p value; p*, p value < 0.05.

L’espressione di miR-21 ¢ risultata significativamente superiore alla diagnosi
rispetto al FU (p = 0.03); in aggiunta, si ¢ visto che miR-125 & up-regolato alla

diagnosi, seppur non raggiungendo significativita statistica (p = 0.07).

Inoltre, i miRNA miR-155, miR-200, miR-146 e miR-1226 sono aumentati nel
gruppo CeD-To.
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DISCUSSIONE

La CeD ¢ una condizione immuno-mediata multifattoriale scatenata dall’ingestione
di glutine, che coinvolge soggetti geneticamente predisposti. Solitamente, la CeD ¢
caratterizzata da una buona prognosi e da un’ottima risposta alla GFD; tuttavia, in
un limitato numero di pazienti, la mancata risposta alla GFD pud comportare

persistenza dei sintomi e sviluppo di complicanze severe.

Studi precedenti hanno dimostrato una down-regolazione dei miRNA 192/215 in
pazienti con CeD attiva nonostante la GFD [136]. Inoltre, si & visto che, in
complicanze come la RCDII e ’EATL, i miRNA miR-200 e miR-192/215 sono
progressivamente down-regolati, fino a scomparire, soprattutto nella RDCII [129].
In aggiunta, lo studio condotto da Felli et al. [119] ha dimostrato la deregolazione
di miR-192, miR-215 e miR-125 alla diagnosi; i livelli di tali miRNA vengono
successivamente ripristinati grazie all’adesione alla GFD. Tale studio ha
evidenziato come la misurazione combinata di questi tre miRNA permetta di
discriminare con adeguata sensibilita e specificita i pazienti celiaci che seguono una
stretta dieta aglutinata, consentendo di monitorare 1’aderenza alla GFD in modo
innovativo [119]. Altri studi hanno mostrato una down-regolazione di miR-192-3p
e miR192-5p, rispettivamente nei pazienti celiaci con anemia e con lesioni
istologiche severe; dopo I’inizio della GFD, i valori di 192-3p e miR192-5p e le
condizioni della mucosa duodenale si normalizzano [134], mentre altri hanno
dimostrato che, insieme a miR-200, ¢ coinvolto nello sviluppo di RCD e EATL,
condizioni in cui miR-192 ¢ down-regolato [133].

Nel nostro studio, sono stati riscontrati nel gruppo CeD-nr valori minori di miR-
192 (p = 0.05). Il riscontro della down-regolazione di miR-192 nei pazienti CeD-nr
¢ in accordo con i dati trovati in letteratura, secondo cui questo miRNA ¢ down-
regolato nei pazienti con anemia e lesioni istologiche severe [134]. Nel gruppo
CeD-nr da noi esaminato, infatti, sono presenti pazienti con persistenza di atrofia
del piccolo intestino e con anemia microcitica.

Un altro studio ha dimostrato che miR-1226 promuove la tumorigenesi in diversi
tipi di cancro, come il cancro del colon-retto e il cistoadenoma sieroso dell’ovaio.
Questo miRNA risulta essere up-regolato selettivamente nei pazienti con RCDII

[129]. L’analisi dei miRNA effettuata nel nostro studio, al contrario, ha riscontrato
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nel gruppo CeD-nr una down-regolazione di miR-1226, che potrebbe indicare che
la persistenza dei sintomi non correli necessariamente con lo sviluppo di
complicanze severe della CeD.

E stato inoltre dimostrato che i miRNA miR-155, miR-146, miR-125 e miR-21 sono
correlati con I’infiammazione e la risposta immunitaria [121] e risultano up-regolati
nei celiaci. I loro livelli non si normalizzano durante la GFD, suggerendo che
I’assunzione di glutine non comporti differenze rilevanti nella loro espressione.
Nel nostro studio, al contrario di ci0 che ci si aspettava, i valori di miR-155, miR-
146, miR-125 e miR-21 sono risultati sovrapponibili nei gruppi di pazienti CeD-nr
e Ced-resp. Di conseguenza, non si ¢ identificato un pattern peculiare di espressione
dei miRNA infiammatori che spieghi la persistenza dei sintomi nel gruppo CeD-nr.
E verosimile che il mancato riscontro di differenze tra i gruppi CeD-nr e CeD-resp,
per quanto riguarda i miRNA correlati con I’inflammazione, sia dovuto alla limitata
numerosita del campione in esame e all’assenza, nel gruppo CeD-nr, di pazienti
complicati. Un’altra interpretazione di questi risultati potrebbe essere la mancanza
di un vero e proprio pattern di espressione specifica dei miRNA nel gruppo CeD-
nr, probabilmente dovuto al fatto che, nella NRCD, la persistenza dei sintomi ¢
dovuta ad eziologie diverse, che spaziano dall’assunzione continuativa e
involontaria di glutine a patologie concomitanti quali I’'IBS, la SIBO e altre [5].
Dal momento che nei pazienti CeD-nr la causa principale della persistenza dei
sintomi e segni ¢ I’ingestione di glutine occulta e continuativa [5], in questi pazienti
potrebbe essere vantaggioso analizzare 1 miRNA che hanno dimostrato utilita nel
monitoraggio dell’aderenza alla GFD (miR-192, miR-215, miR-125). In aggiunta,
sarebbe interessante implementare la misurazione dei miRNA urinari per
monitorare 1’aderenza. Va ricordato che, nei pazienti con NRCD, oltre alla
rivalutazione dell’aderenza alla dieta, ¢ necessario escludere la presenza di
patologie concomitanti che potrebbero spiegare la persistenza dei sintomi.

Per gli altri miRNA analizzati non si ¢ riscontrata differenza significativa tra le due

popolazioni CeD-nr e CeD-resp.

Come analisi secondaria, ¢ stato fatto un confronto tra i pazienti CeD-FU e gli HC,
con lo scopo di verificare se vi fossero delle differenze significative

nell’espressione dei miRNA tra i due gruppi. Nei pazienti celiaci ¢ stata riscontrata
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la down-regolazione di miR-451 (p = 0.004). Studi preliminari hanno dimostrato
che alla down-regolazione di miR-451 ¢ collegata una minore attivita di enzimi
come glutatione-perossidasi e catalasi, a cui consegue un maggiore stress ossidativo
[116]. Infatti, in accordo con tali evidenze, nei pazienti celiaci ¢ stato riscontrato un
aumento dello stress ossidativo, determinato dall’esposizione al glutine e implicato
nella fisiopatologia della CeD [131]. Altri studi hanno evidenziato che miR-451 ¢
down-regolato in diversi tipi di cancro, ad esempio nei tumori della via digestiva
(esofago, gastrico, colon-retto), nel carcinoma epato-cellulare, nel carcinoma
polmonare e molti altri. In questi studi ¢ stato dimostrato il ruolo di miR-451 come
oncosoppressore; la sua down-regolazione ¢ correlata a un fenotipo tumorale piu
aggressivo e per questo ¢ in discussione il suo utilizzo come biomarker diagnostico
e prognostico in alcuni tipi di cancro [137].

Dalla nostra analisi € risultato che, in accordo con la letteratura, miR-451 & down-
regolato in maniera statisticamente significativa nei pazienti CeD-FU (p = 0.004).
Inoltre, il valore di miR-146, emerso in letteratura come marker di malattia e di
inflammazione, ¢ aumentato nel gruppo CeD-FU, pur non raggiungendo valori
statisticamente significativi (p = 0.26).

Per gli altri miRNA non si sono riscontrate differenze significative tra pazienti
celiaci e controlli. Probabilmente, dal momento che i pazienti celiaci analizzati
seguono la GFD, 1 pattern di espressione dei miRNA analizzati sono tornati simili

a quelli dei controlli sani.

Come ulteriore analisi prospettica, sono stati confrontati i valori medi dei miRNA
in pazienti celiaci arruolati alla diagnosi e al successivo FU. L’espressione di miR-
21 ¢ risultata superiore alla diagnosi rispetto al FU (p = 0.03). Secondo alcune
evidenze presenti in letteratura, i valori di miR-21 sono up-regolati alla diagnosi e
I’inizio della GFD sembra non influire sulla sua espressione, per cui secondo tali
studi il miR-21 non & un buon candidato come biomarker nel monitoraggio
dell’aderenza alla dieta [121]. Tuttavia, miR-21 & un forte marker di
inflammazione, percio la diminuzione dei livelli di quest’ultimo, riscontrata nei
CeD-FU del nostro studio, potrebbe correlare con la diminuzione
dell’infiammazione che avviene nei pazienti celiaci dopo I’introduzione della GFD.

MiR-21, inoltre, ¢ definibile come un onco-miRNA [138], poiché controlla il ciclo
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cellulare e la tumorigenesi. I suoi livelli sono significativamente maggiori in
pazienti con alcuni tipi di tumore rispetto agli HC, e recenti studi hanno dimostrato
il suo ruolo come onco-miRNA nel carcinoma epatocellulare [138]. Alcuni studi,
inoltre, hanno dimostrato che i livelli di miR-21 sono gia elevati piu di due anni
prima della positivita degli anticorpi anti-tTG e della diagnosi di CeD; tali
osservazioni sollevano la questione se questo miRNA sia correlato allo sviluppo
della CeD o se rifletta piuttosto differenze intrinseche tra i celiaci e i controlli,
indipendenti dall'infiammazione e dal danno intestinale. Se cosi fosse, sarebbe
possibile predire quali individui sono a maggior rischio di sviluppare la CeD e quelli
che non la svilupperanno [114].

Inoltre, dal nostro studio € emersa un’up-regolazione di miR-125 alla diagnosi (p =
0.07) che diminuisce al successivo FU. MiR-125 ¢ correlato con I’inflammazione,
e tale esito potrebbe indicare che, dopo 1’adesione alla GFD, lo stato inflammatorio
tipico dei pazienti con CeD diminuisce.

Infine, dall’analisi ¢ emerso che miR-1226 ¢ up-regolato alla diagnosi, seppur in
modo non statisticamente significativo (p = 0.1), e diminuisce durante la GFD; in
letteratura miR-1226 risulta essere up-regolato selettivamente nei pazienti con
RCDII e promuove la tumorigenesi in diversi tipi di cancro, come il cancro del
colon-retto e il cistoadenoma sieroso dell’ovaio [129]. La sua diminuzione potrebbe
denotare che una buona e costante aderenza alla GFD permette una diminuzione

del rischio di incorrere in complicanze.
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CONCLUSIONI

Negli ultimi anni sta emergendo sempre piu il ruolo dei miRNA come biomarkers
innovativi € poco invasivi in diverse patologie, tra cui la CeD. Diversi studi in
letteratura hanno dimostrato come i miRNA influenzino non solo la patogenesi della
CeD, ma anche il decorso della patologia.

In questo studio, che ha analizzato 1’espressione dei miRNA in diversi gruppi di
pazienti, ¢ stato evidenziato un pattern di espressione differente in pazienti CeD-FU
rispetto ai HC, e in pazienti CeD-To e CeD-T1. In particolare, ¢ stato evidenziato
che miR-451, miRNA che regola I’omeostasi ossidativa, ¢ down-regolato nei
pazienti CeD-FU rispetto ai controlli sani, favorendo nei pazienti celiaci un
aumento dello stress ossidativo. Inoltre, nei pazienti CeD-To, dopo 1’adesione alla
GFD, si ¢ verificata una diminuzione del livello di miR-21, forte marker di
inflammazione, di miR-125 e di miR-1226, miRNA correlato con le complicanze

della CeD e con la tumorigenesi.

Il confronto tra pazienti CeD-resp e CeD-nr, al contrario di cio che ci si aspettava,
non ha evidenziato particolari differenze dei miRNA infiammatori nei pazienti
sintomatici. L’unica differenza che si ¢ riscontrata nei pazienti CeD-nr ¢ la down-
regolazione di miR-192, miRNA noto in letteratura per essere down-regolato in
pazienti celiaci con anemia e con lesioni istologiche severe, presenti nella
popolazione CeD-nr da noi esaminata. Inoltre, insieme a miR-200, miR-192 ¢
coinvolto nello sviluppo di RCD e EATL, che perd non sono state riscontrate nei
nostri pazienti.

E probabile che la bassa numerosita del gruppo in esame e la mancanza di pazienti
complicati abbia impedito di riscontrare differenze significative dei miRNA
correlati con I’infiammazione tra i gruppi CeD-nr e CeD-resp. Inoltre, ¢ verosimile
che 1 miRNA analizzati non siano marker ottimali nei pazienti CeD-nr che
presentano quadri clinici lievi; tuttavia, non ¢ da escludere una loro utilita nello
studio di pazienti non-responders complicati.

E probabile che, ampliando la coorte di pazienti CeD-nr dal punto di vista numerico
e dal punto di vista della gravita del quadro clinico, possano riscontrarsi

disregolazioni nell’espressione dei miRNA.
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Purtroppo, in letteratura ci sono ancora pochissimi dati che valutano 1’espressione
dei miRNA tra i pazienti CeD-resp ¢ CeD-nr. Per tale motivo, saranno necessari
ulteriori studi che mirano, in primis, ad ampliare il numero di pazienti, in particolare
per quanto riguarda quei pazienti che non rispondo correttamente alla GFD e/o
sviluppano complicanze. Analisi ulteriori dovranno essere prese in considerazione,
sia per quanto riguarda la specificita e la sensibilita dei miRNA che per quanto

riguarda il monitoraggio nel FU e I’adesione corretta alla GFD.
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