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Durante las ultimas décadas, los genes que codifican para las
proteinas del gluten se han convertido en un objetivo clave para la
ingenieria genética en el desarrollo de trigo apto para la enferme-
dad celiaca (EC) y otras patologias relacionadas con el consumo de
trigo, que afectan entre el 6 y el 12% de la poblacion en paises
occidentales. En la EC, la respuesta inmune se desencadena por la
degradacion parcial de las proteinas del gluten, lo que genera pép-
tidos reconocidos por las células presentadoras de antigenos y pro-
voca una respuesta inmune de las células T CD4+ (Sollid et al.,
2020). Aunque hay muchos epitopos de las proteinas del gluten que
son reconocidos por las células T, todos comparten un nicleo cen-
tral de 9 aminoacidos que interactia con las moléculas HLA-DQ
(Jabri et al., 2014). Las proteinas del gluten comprenden dos fami-
lias: las gliadinas (monoméricas) y las gluteninas (poliméricas). Las
gliadinas se dividen en tres grupos estructurales seglin su movilidad
en geles de electroforesis: w-, a/p-, y y-gliadinas. Las a-gliadinas,
en particular, contienen una region rica en epitopos responsables
del 90% de la respuesta inmune en la EC (Tye-Din et al., 2010). Esta
region, llamada 33-mer, esta compuesta por seis copias de tres
epitopos DQ2.5 superpuestos, los cuales son clave en la patogéne-
sis de la EC.

Las a-gliadinas, codificadas por una familia de genes con multi-
ples copias, son las mas inmunogénicas, especialmente las del ge-
noma D, que contienen el 33-mer completo (Marin-Sanz et al.,
2023). Aunque no todos los genes contienen los seis epitopos del
33-mer, muchos albergan variantes altamente inmunogénicas con
entre uno y cinco epitopos (Marin-Sanz et al., 2023). Estas protei-
nas representan un objetivo atractivo para reducir la inmunogeni-
cidad del trigo, y se han llevado a cabo diferentes enfoques biotec-
nolégicos y de mejora genética. Entre estos, el silenciamiento
génico mediante interferencia de ARN (ARNi) ha sido exitoso para
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reducir el contenido de gliadinas hasta en un 98% (Gil-Humanes
et al., 2010), y se ha demostrado que no provocan respuesta inmu-
ne en pacientes celiacos tras consumir pan hecho con harina de
estas lineas (Guzman-Lopez et al., 2021). También se ha utilizado
CRISPR/Cas para introducir mutaciones en los genes de a-gliadinas,
logrando mutaciones en 35 de los 45 genes y evitando la acumula-
cion de estas proteinas en el grano (Sanchez-Leodn et al., 2018).

Si bien eliminar los genes de a-gliadinas reduce la inmunogenici-
dad, seria ideal eliminar especificamente las regiones inmunogéni-
cas y reemplazarlas por secuencias no inmunogénicas, conservando
la calidad del trigo. En los sistemas CRISPR/Cas, una nucleasa Cas
guiada por ARN induce una ruptura de doble cadena, que puede
repararse mediante union de extremos no homologos (NHEJ) o re-
paracion dirigida por homologia (HDR). El uso de sgRNAs empareja-
dos permite escindir fragmentos especificos de ADN y reemplazar-
los con plantillas sintéticas, como oligodesoxinucleétidos de doble
cadena (dsODNs) (Tsai et al., 2015). En nuestro grupo hemos em-
pleado sgRNAs emparejados para flanquear y eliminar el 33-mer,
reemplazandolo con secuencias no inmunogénicas mediante ds-
ODNs y Prime Editing.

Probamos los sistemas Cas9 y Cas12a para la escision y reempla-
zo de estas regiones inmunogénicas. Mientras que Cas9 muestra
mayor eficiencia en la edicion, Cas12a también demostro ser pro-
metedor para futuras aplicaciones.
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La enfermedad celiaca (EC) es un trastorno cronico, inflamatorio
y autoinmune que afecta principalmente al intestino delgado y se
desarrolla en personas genéticamente predispuestas tras el consumo
de gluten. Actualmente, el Unico tratamiento eficaz es el cumpli-
miento de una dieta estricta libre de gluten (DSG) de por vida. Sin
embargo, las dificultades para mantener esta dieta pueden generar
complicaciones, lo que subraya la necesidad de terapias adicionales.
En un estudio reciente de nuestro grupo de investigacion, definimos
una nueva via inflamatoria, la via m6A-XPO1-NFkB, que se activa en
pacientes con EC. Observamos que la proteina YTHDF1, que actla
como lectora de modificaciones méA del ARN, se une selectivamente
a laregion 5’ UTR del ARN mensajero de XPO1, lo que incrementa su
traduccion y promueve la inflamacion en las células intestinales tan-
to in vitro como in vivo. Este hallazgo abre la puerta a nuevas opcio-
nes terapéuticas dirigidas a las proteinas de la maquinaria méA, que
ya se usan en el tratamiento de otros trastornos. Estudios recientes
han identificado el acido salviandlico (SAC) como un inhibidor selec-
tivo de YTHDF1, con efectos beneficiosos en el tratamiento de de-
fectos asociados con el sindrome del cromosoma X fragil. Nuestro
grupo de investigacion ha analizado la capacidad de reducir la infla-
macion intestinal inducida por gluten de dos formas de SAC (Y20 y
Y22). Para esto hemos utilizado modelos in vitro e in vivo de exposi-
cion al gluten. Los resultados mostraron que, in vitro, las células
tratadas con inhibidores de YTHDF1 presentaron una reduccion en la
inflamacion inducida por el gluten. Esto se reflejo en menores nive-
les de XPO1, NF-kB e IL-8 tanto a nivel de ARN como de proteina. En
los estudios in vivo, los ratones tratados con gluten y SAC mostraron
menores niveles de XPO1, NF-kB y citoquinas homologas a la IL-8
(Mip2a, Cxcl5 y Cxcl1) en comparacion con los ratones expuestos
solo a gluten, que presentaban niveles mas altos de inflamacion in-
testinal. Ademas, los ratones tratados con SAC mostraron una ligera
recuperacion en la relacion entre la altura de las vellosidades y la
profundidad de las criptas intestinales, lo que sugiere que estos inhi-
bidores podrian ayudar a proteger contra el dafo inflamatorio en el
intestino. Ademas, se observo una disminucion en la expresion de
citoquinas relacionadas con la respuesta Th1 (como IFN-a. e IL-21) y

una reduccion en la infiltracion de linfocitos intraepiteliales en los
ratones tratados con SAC, lo que indica una menor infiltracion de
células inmunitarias caracteristica de la enfermedad celiaca. En
cuanto a la toxicidad y los efectos secundarios, no se detectaron
efectos adversos en los modelos animales tratados con SAC. No hubo
diferencias significativas en el tamano y peso de los ratones tratados
ni en su consumo de dieta o peso de las heces. Ademas, en los rato-
nes tratados se observaron niveles normales de células calciformes y
eosindfilos, que son marcadores de inflamacion intestinal. Finalmen-
te, analizamos la capacidad inflamatoria de estos inhibidores utili-
zando un modelo ex vivo de biopsias intestinales de pacientes. Las
biopsias intestinales de pacientes recién diagnosticados con EC mos-
traron una disminucion en los niveles de XPO1, NF-kB e IL-8 cuando
se incubaron con los inhibidores, lo que respalda la efectividad de
estos compuestos en humanos. En conclusion, este estudio sugiere
que los inhibidores selectivos de YTHDF1 basados en acido salviano-
lico, especificamente Y20 y Y22, pueden reducir la inflamacion in-
testinal inducida por el gluten sin causar efectos adversos. Estos in-
hibidores podrian no solo ser UGtiles para el tratamiento de la
enfermedad celiaca, sino también en otros trastornos inflamatorios
intestinales. Asimismo, investigaciones preliminares con otros com-
puestos naturales de estructura quimica parecida al acido salvianoli-
co sugieren que hay otras sustancias con propiedades similares que
podrian combinarse para reducir la inflamacion mediada por el glu-
ten en células intestinales e inmunitarias. Aunque se requieren mas
investigaciones sobre otras vias de la enfermedad celiaca, estos re-
sultados abren nuevas posibilidades para desarrollar estrategias te-
rapéuticas innovadoras en el tratamiento de esta patologia.

YTHDF1 inhibitors reduce gluten induced inflammation - ex vivo
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Fig. La inhibicion de YTHDF1 reduce la inflamacion mediada por el gluten en
un modelo ex vivo. Representacion esquematica de los experimentos ex vivo
(izquierda) y resultados de los marcadores inflamatorios tras la incubacion
de biopsias intestinales de individuos celiacos con inhibidores especificos de
YTHDF1 (Y20, Y22). Los resultados representan la media y error estandar de
la incubacion de 5 biopsias.
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Celiac disease (CeD) is a complex genetic disease, in which gene-
tics and environmental factors interact to cause CeD onset. Geno-
me wide association studies have identified over 40 genetic loci
that contribute to CeD risk. However, the role of these loci in di-
sease onset is difficult to decipher, as the genetic variants associa-
ted to CeD are primarily located in the non-coding genome, poten-
tially affecting gene expression in a cell type and context specific
way'. Therefore, we aim to investigate CeD specific gene expres-
sion and the role of genetics in patient-specific tissues and models.

Although many genes associated with CeD onset appear to play a
role in immune cells?, we propose that genes in epithelial cells may
also contribute to disease onset. Using publicly available single cell
RNAseq® data we identified genes located in CeD-associated loci
expressed in epithelial cells. Moreover, we isolated the epithelial
lining of small intestinal biopsies of healthy controls, untreated or
treated CeD patients to perform RNAseq*. We identified many gene
expression changes between untreated and treated CeD patients
and controls, affecting pathways related to inflammation, cell
cycle control, extracellular matrix and nutrient transport and ab-
sorptive functions. Moreover, we identified distinct transcriptional
heterogeneity in both treated and untreated CeD patients, im-
plying that CeD associated inflammation or recovery are not uni-
form. Genetics could contribute to this heterogeneity, as we iden-
tified 35 expression quantitive trait loci (eQTL), several of which
cell type specifically in either immune or epithelial cells®*.

Single cell RNAseq of small intestinal biopsies of CeD patients
and controls further confirmed extensive transcriptional dysregula-
tion, impacting both immune and epithelial cell populations. Here
too, pathways associated with nutrient absorption and nutrient up-
take were downregulated in epithelial cells, showing that nutrient
deficiency in CeD patients is not only caused by fewer epithelial
cells due to villous atrophy, but also by downregulation of absorp-
tive and metabolic pathways in enterocytes. Moreover, we identi-
fied re-routing of differentiation along the crypt-villous axis
towards absorptive cell lineages in CeD patients, possibly to com-
pensate for the overall loss of enterocytes in CeD patients. Lastly,
the cell-cell interactions in the small intestinal environment ap-
pear altered, with an increase in cytotoxic receptor-ligand interac-
tions between intra-epithelial lymphocytes (IELs) and epithelial
cells.

To model these altered gene expression profiles and cell-cell inte-
ractions, we have generated physiologically relevant human models.
Firstly, to model the small intestinal lining we have created a human
induced pluripotent stem cell derived gut-on-chip model, which en-
compasses all major epithelial cell types, as well as mesenchymal
cell populations®. In this model, we can mimic the crypt-villus axis
growth factor gradient, increasing cellular diversity and maturity.
Secondly, we have established an autologous epithelial and IEL co-
culture system derived from small intestinal biopsies from CeD pa-
tients or controls. Thus far, we have co-cultured CD8+ af} intra-
epithelial T cells of controls with epithelial organoids from the same
individuals, to test the effects of cytokines on the cytotoxic capacity
of these cells towards epithelial cells. Intriguingly, a CeD-specific
pro-inflammatory cocktail of IL-21, IL-15, IL-2, IL-7 and IFNy is in-
sufficient to trigger IEL-mediated cell death of epithelial organoids.
Thus, we propose that patient-specific receptor-ligand interactions
are present in the CeD small intestinal environment to instigate vi-
llous atrophies that are missing in controls.
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Los pacientes con enfermedad celiaca (EC) desarrollan respues-
tas inflamatorias mediadas por células T CD4+ y por anticuerpos
frente a gluten, asi como otros anti-TG2. En la EC activa, ademas
de las caracteristicas histologicas como linfocitosis intraepitelial e
inflamacion de la lamina propia (LP), se observa atrofia vellositaria
(AV), vy, por tanto, destruccion de tejido intestinal, lo que la dife-
rencia de la EC potencial. El dafio tisular parece estar intimamente
relacionado con la sobreexpresion en epitelio y LP de IL-15, patron
que difiere entre pacientes con EC activa o potencial'. Durante la
destruccion tisular, IL-15 habilita a las células T CD8+ citotoxicas
(CTL) mediante el aumento de la expresion de receptores activado-
res NKG2D, para que ataquen a las células epiteliales intestinales
(IEC) estresadas. Por otra parte, esta citoquina, protege a los teji-
dos frente a la infeccion de patogenos intracelulares graves, facili-
tando la destruccion de las células afectadas?. Cabe pensar que una
infeccion persistente con un patogeno intracelular podria inducir la
expresion de IL-15 de forma constitutiva en el epitelio intestinal,
tal y como ocurre en la EC activa. Con esta premisa, nos propusi-
mos caracterizar el microbioma asociado a la AV a partir de biopsias
de mas de 100 pacientes con EC potencial y activa, mediante ana-
lisis gendmico 16S, en busca de posibles agentes infecciosos. Iden-
tificamos, por primera vez, la presencia significativa de dos pato-
genos intracelulares en los pacientes con AV, que estan asociadas a
procesos inflamatorios en el intestino delgado de humanos. Tam-
bién identificamos bacterias extracelulares, agresivas, de la fami-
lia Neisseriaceae, ya asociados en otros estudios con la EC activa.
Mediante RNAseq, hemos observado una relacion importante en
pacientes con EC activa entre la expresion de determinados genes
asociados a vias de sefalizacion inmunitarias y los microorganis-
mos.

Con el proposito de determinar si la infeccion con patogenos in-
tracelulares (IP) desencadena AV, hemos empleado un modelo mu-
rino NOD/DQ8 que representa la EC potencial, ya que presenta
enteropatia moderada inducida por gluten, pero en ausencia total
de AV. En primer lugar, se rompe la tolerancia oral al gluten en los
ratones y después se causa inflamacion moderada mediante la ad-
ministracion de gluten. A continuacion, infectamos los ratones con
los candidatos microbianos. Nuestros resultados muestran que la
infeccion con IP1 actua en sinergia con las respuestas inflamatorias
del gluten para causar atrofia vellositaria en el intestino delgado
de los ratones, observado por tincion H&E de cortes histologicos e
inmunohistoquimica. La infeccién con Haemophilus no provoca nin-
gln dano al epitelio intestinal.

Se han aislado IEC y linfocitos intraepiteliales (IEL) y hemos
empleado técnicas de citometria de flujo multiespectral, RT-qP-
CR y RNAseq para tratar de demostrar que existe una interaccion
sinérgica entre las respuestas inflamatorias derivadas del gluten 'y
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de la infeccion, que estresan las células epiteliales del intestino,
amplifican la capacidad citotoxica de las CTL (CD8+) y desencade-
nan, en Gltima instancia, la AV. Nuestros resultados arrojan que la
infeccion con IP1 regula positivamente ligandos de NKG2-activa-
dores de estrés celular en la superficie de los IEC (Qa-1, Raele) e
incrementa la expresion génica de los mismos (Mult-1, H60b).
Ademas, hemos podido observar que la infeccion con IP1 promue-
ve el reclutamiento de IEL citotdxicos durante la enteropatia in-
ducida por gluten, se incrementa el ndmero de CD4-
CD8a+TCRB+NKG2D+ asi como el porcentaje de IEL CD45+ TCRyd+.
La infeccion, ademas, estimula la liberacion de granzima B intra-
celular, y promueve la expresion de moléculas citoliticas en el
epitelio intestinal. Estas respuestas no se han observado en el
control de Haemophilus. Aunque aun preliminar, nuestros resulta-
dos anticipan que los genes up-regulados en los ratones infecta-
dos son similares al patron observado en las biopsias de pacientes
con EC activa (genes de respuesta inflamatoria inmunes, estrés
celular y activacion de linfocitos).
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Actualmente, adoptar una dieta sin gluten (DSG) de por vida es
el Unico tratamiento disponible para los pacientes celiacos. Sin em-
bargo, adoptar una DSG tiene ciertas desventajas: los productos sin
gluten tienen peores propiedades organolépticas, suelen ser menos
saludables y mas caros que sus analogos con gluten, entre otras
(Stevens & Rashid, 2008; Smidova and Rysova, 2022). Con el fin de
mejorar la calidad de vida de estos pacientes, nuestro grupo ha
desarrollado lineas de trigo con un menor contenido en gliadinas,
la fraccion mas inmunogénica del gluten, empleando tanto tecno-
logia ARNi como CRISPR/Cas (Barro et al., 2016, Sanchez-Leon et
al., 2018). A pesar de que algunas de las lineas desarrolladas mues-
tran una reduccion de hasta el 90% del contenido en gluten, todas
presentan mas de 20 ppm de gluten por lo que no pueden ser eti-
quetadas como “sin gluten” bajo la normativa actual (Guzman-L6-
pez et al., 2021). Por esta razon, otra alternativa seria mejorar la
funcionalidad y calidad de las proteinas de otros cereales como el
arroz.

En comparacion con el trigo, el arroz es un cereal sin gluten.
Sin embargo, esta ausencia de gluten conlleva una calidad harino-
panadera deficiente. Las fracciones proteicas del arroz son simi-
lares a las del trigo e incluyen albuminas, globulinas, prolaminas
y glutelinas. Sin embargo, su composicion proteica es distinta. Por
lo tanto, nuestro objetivo fue mejorar la calidad de las semillas
de arroz mediante la alteracion de la composicion de sus protei-
nas de reserva empleando tecnologia CRISPR-Cas9. Para ello, se
disefiaron guias de ARN especificos para ambas fracciones protei-
cas, y se produjeron dos generaciones de lineas editadas. Una vez
generadas, estas lineas fueron analizadas para confirmar las edi-
ciones en los genes de proteinas de reserva objetivo mediante
secuenciacion. Estos analisis de inserciones y deleciones (InDels)
confirmaron la edicion genética en la mayor parte de estas lineas.
Posteriormente, se realizaron analisis proteicos para confirmar
que las ediciones en los genes objetivo habian provocado cambios
en el perfil proteico de estas lineas. Asi, los analisis por SDS-PA-
GE, Bradford y RP-HPLC permitieron confirmar y cuantificar las
alteraciones en su composicion proteica. Las lineas editadas mos-
traron perfiles proteicos diferentes seglin los ARN guias utiliza-
dos, con cambios significativos en las fracciones de proteinas de
reserva, incluyendo aumentos en albuminas y globulinas, y varia-
ciones en prolaminas y glutelinas.

En conclusion, la edicion de las proteinas de reserva en el arroz
podria mejorar su calidad, aumentando su contenido en proteinas
con caracteristicas nutricionales interesantes y haciéndolo una al-
ternativa mas adecuada para la produccion de alimentos sin gluten.
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DISENO Y DIFERENCIACION DE PAN SIN GLUTEN
SOSTENIBLE Y NUTRICIONALMENTE MEJORADO

L. Cantero-Ruiz de Eguino', V. Navarro'?, I. Churruca"?,
M. Vazquez-Polo', J. Esparta', G. Pérez-Junquera'
y O. Martinez'?

'Gluten 3S, Dpto Farmacia y Ciencias de los Alimentos, Facultad
de Farmacia, Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko
Unibertsitatea. ?Instituto de Investigacion Sanitaria Bioaraba,
Nutricion y Seguridad Alimentaria, Vitoria-Gasteiz.

A pesar de que ha habido un gran avance en la calidad de los
productos sin gluten, aln quedan muchos aspectos por mejorar re-
lativos tanto a sus caracteristicas sensoriales como a su calidad
nutricional. Uno de los productos de referencia, por ser basico en
la dieta, es el pan sin gluten (PSG). Los PSG comerciales aportan
menos proteina y mas grasa que sus homologos con gluten'. Ade-
mas, suelen presentar un indice glucémico mas alto por el empleo
de harina de arroz y almidones. Se ha descrito también falta de
concordancia entre la informacion nutricional trasladada en la eti-
queta sobre algunos nutrientes tales como la fibra y las cantidades
determinadas mediante analisis. Los panes con gluten presentan,
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por lo general, mayor contenido en polifenoles y mejor valoracion
en aroma y sabor?. Varios trabajos apuntan a la textura del PSG
como uno de los atributos sensoriales peor valorados. La percep-
cion de los productos sin gluten por parte de las personas obligadas
a eliminar el gluten de la dieta es en general negativa, resaltando
los déficits sensoriales junto con los altos precios. Por el contrario,
la poblacion general, que puede consumir gluten, percibe los ali-
mentos sin gluten como mas saludables®. Aln son escasos los estu-
dios que recogen la percepcion sensorial afectiva en relacion a es-
tos productos de personas celiacas o con restricciones dietéticas de
gluten. Es mas: Unicamente un tercio de los trabajos en relacion al
PSG incluyen analisis sensorial y en muchas ocasiones se aborda sin
describir claramente algunos aspectos metodoldgicos o utilizando
paneles entrenados para estudiar la aceptabilidad del producto
propuesto®.

Recientemente han surgido nuevas inquietudes en torno a los
productos sin gluten, y particularmente en relacion al PSG; princi-
palmente, aspectos relacionados con la sostenibilidad y la funcio-
nalidad. Frente a las complejas formulaciones de los PSG que inclu-
yen aditivos e ingredientes especificos, van surgiendo las
alternativas “Clean Label”* a base de subproductos vegetales® o
alternativas en las que se estudia la digestibilidad y las propieda-
des antioxidantes y/o antiinflamatorias del alimento®. Ademas de
aspectos nutricionales y/o sensoriales, la accesibilidad y el precio
juegan un papel clave en la conformacion de la dieta sin gluten’.
Ambos son aspectos relevantes desde el punto de vista de la soste-
nibilidad, junto con el impacto medioambiental de los ingredientes
utilizados, y pueden ser decisivos en la eleccion de los productos®.
No obstante, alin son muy pocos los trabajos sobre productos sin
gluten sostenibles.

En nuestro grupo se ha avanzado en una propuesta de PSG a base
de bagazo de manzana recogido de la industria sidrera. Se trata de
un subproducto vegetal con alto contenido en fibra y que puede
llegar a realizar un aporte significativo de micronutrientes. Se han
sustituido (por materias primas mas cercanas) ingredientes habi-
tuales en productos comerciales tales como el psyllium que enca-
recen notablemente el alimento a la vez que aumenta su impacto.
De esta manera, la sostenibilidad constituye el eje vertebrador
respecto al que cumplir los demas requisitos (nutricionales, senso-
riales). Asi, se ha llegado a una formulacion con alta aceptabilidad
tanto en poblacion celiaca como en poblacion general, con un alto
aporte en fibra (> 6%) y que practicamente duplica el contenido
proteico medio de los panes comerciales. La inclusion de bagazo de
manzana disminuye el impacto medioambiental y la formulacion
presenta actividad contra procesos oxidativos. Mas alla de la expe-
riencia concreta de este producto, los verdaderamente relevante
es el modelo de diseno, que integra todos los aspectos demandados
por los colectivos que son principales destinatarios, asi como por la
sociedad en general.
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EVALUACION DEL RIESGO EN LA ELABORACION
DE CERVEZAS SIN GLUTEN
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La cerveza se considera una de las bebidas frias que mas se consu-
men en Espaiia, y la mas consumida fuera del hogar. El hecho de que
los establecimientos de hosteleria sean los espacios de consumo mas
habituales, sefala un consumo que frecuentemente se realiza en
compaiiia de amigos, familia, companeros de trabajo, etc. Por este
motivo, en un contexto de enfermedad croénica, uno de los retos del
colectivo celiaco y sensible al gluten, es la normalizacion y socializa-
cion de las actividades de la vida diaria y las del ocio. En este senti-
do, la posibilidad de tomar cerveza, entre otras bebidas, puede fa-
vorecer alcanzar este reto, siempre que se garantice también la
seguridad alimentaria del producto que se esta consumiendo.

Con el objetivo de hacer el consumo de la cerveza mas inclusivo,
el mercado ha experimentado en los ultimos afos un aumento de la
oferta de cervezas sin gluten, y a nivel mundial se espera un incre-
mento del 13,7% en el periodo 2022-2028".

Tradicionalmente, la cerveza se ha elaborado a partir de granos
de cebada malteados u otro tipo de cereales que contienen gluten
(trigo, centeno y avena) a través de un proceso de fermentacion
alcoholica que posteriormente se completa con la adicion de lUpu-
lo que aporta sabor amargo caracteristico y que participa también
en la conservacion del producto final.

Como las materias primas habituales contienen gluten, se trata
de un producto no apto para la poblacion celiaca o sensible al
gluten. Por este motivo, a lo largo del tiempo se han utilizado
diversas estrategias para elaborar una cerveza sin la presencia de
las prolaminas toxicas?. Y son las materias primas utilizadas las
que determinan, en gran medida, la seguridad alimentaria de la
cerveza sin gluten, que debe tener un contenido en gluten infe-
rior a 20 mg/L.

Desde muy antiguo son conocidas las elaboraciones de cerveza
sin gluten a partir de cereales que no contienen esta proteina,
como el arroz, mijo, sorgo y teff, a partir de pseudocereales, como
trigo sarraceno, quinoa o amaranto u otras materias primas vege-
tales, como patatas, calabaza, frutos secos y otras fuentes de azu-
car fermentable®. Estas cervezas naturalmente libres de gluten,
también denominadas las Gluten-free beer, son la opcion propues-
ta por la FDA americana para la oferta de cervezas sin gluten. No
obstante, las caracteristicas organolépticas de estas cervezas se
alejan bastante del sabor y aroma de la cerveza tradicional.

Una segunda estrategia es la elaboracion de cerveza a partir de
cereales con gluten de variedades con una menor inmunotoxicidad.
Algunos investigadores han sehalado que la variedad, la cosecha, e
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incluso el proceso de malteado pueden influir en la cantidad de
epitopos inmunogénicos’. También se han propuesto técnicas de
modificacion genética para conseguir variedades con menor canti-
dad de gluten, o incluso, sin gluten3.

Otra estrategia es la inclusion de diferentes etapas a lo largo
del proceso de fabricacion de la cerveza que favorezcan la elimi-
nacion del gluten, como puede ser la filtracion o decantacion y
procesos de centrifugacion que favorecen la precipitacion de las
hordeinas. Tradicionalmente se han utilizado para la eliminacion
de la turbidez y el abrillantado de la cerveza, pero se ha compro-
bado que también pueden contribuir a una menor presencia de
gluten®.

En la actualidad, la estrategia mas utilizada en Europa es la ela-
boracion de cerveza mediante el uso de enzimas peptidasas micro-
bianas o endopeptidasas de cereal’. La cerveza se elabora a partir
de cebada y otros cereales con o sin gluten, conservando asi las
caracteristicas organolépticas del producto convencional. La adi-
cion de enzimas peptidasas hidrolizan el gluten en pequeios frag-
mentos que, tedricamente, son demasiado pequefos para resultar
toxicos para este colectivo de pacientes. En la literatura cientifica
estas cervezas se denominan Gluten-removed beer.

En la evaluacion de la seguridad alimentaria de las cervezas sin
gluten es imprescindible el analisis de del contenido de esta pro-
teina. Para las matrices alimentarias que han sido tratadas con
enzimas proteoliticos, o cuando han sido fermentadas, como es el
caso de la cerveza, se recomienda el uso de ELISA competitivo,
que requiere un solo epitopo para la union al anticuerpo. EL ELISA
competitivo basado en el anticuerpo R5, que reconoce la secuen-
cia de aminoacidos QQPFP, ha sido validado en estudios interlabo-
ratorio, teniendo también el reconocimiento de la AOAC (método
2015.05) y la AACC (método 38-55.01). También se han desarrolla-
do otros métodos ELISA competitivos de segunda generacion basa-
dos en anticuerpos que reaccionan frente a péptidos inmuno-
rreactivos dominantes que participan en la respuesta bioldgica de
la enfermedad celiaca. Por ejemplo, se han utilizado los anticuer-
pos monoclonales G12 y A1. Ambos reaccionan contra el péptido
33-mer toxico de la a2-gliadina. Ademas, reconocen otros pépti-
dos procedentes de la cebada, trigo, centeno y variedades de
avena que presentan inmunogenicidad frente a células T proce-
dentes de personas celiacas. Otro anticuerpo propuesto detecta
un epitopo de la 0.20-gliadina que estimula las células T, validado
para la deteccion en cerveza, entre otros alimentos?. Una limita-
cion de la técnica ELISA competitivo es que los anticuerpos po-
drian reconocer fragmentos de los péptidos inmunogénicos pero
que debido a su pequeio tamano hayan perdido la capacidad para
producir inmunogenicidad, sobreestimando el contenido de glu-
ten.
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DESARROLLO DE UN METODO DE ALTA SENSIBILIDAD
PARA LA DETECCION DE PEPTIDOS INMUNOGENICOS
DEL GLUTEN EN CERVEZA MEDIANTE LFIA
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M. van der Hofstadt-Rovira, E. Mellado, I. Comino y C. Sousa

Universidad de Sevilla.

La cerveza, una de las bebidas mas consumidas en el mundo
desde la antigliedad, se elabora principalmente con cebada (u
otros cereales), agua, lUpulo y levadura. No obstante, cuando se
emplean granos que contienen gluten, como el trigo y la cebada,
estos ingredientes pueden representar un riesgo para la salud de
las personas con enfermedad celiaca (EC) (Cao et al., 2020). La
concentracion de gluten varia significativamente a lo largo de las
distintas etapas del proceso de elaboracion como el malteado, ma-
cerado, clarificacion, fermentacion y filtracion (Watson et al.,
2019). En el producto final, las proteinas del gluten se encuentran
hidrolizadas, generando péptidos que persisten en la cerveza. La
diversidad en la secuencia, abundancia relativa y extension de los
péptidos resultantes es practicamente ilimitada, lo que convierte
su deteccion y evaluacion en un desafio significativo (Comino et
al., 2013; Picariello et al., 2015).

Los métodos actuales para la cuantificacion del gluten estan di-
sefados para detectar solo gluten intacto, lo que limita su efecti-
vidad en productos hidrolizados como la cerveza y complica la in-
terpretacion de los resultados. Este hecho plantea un desafio
importante a la hora de evaluar la seguridad de las cervezas con
bajo contenido de gluten (Fiedler et al., 2019), ya que la inmuno-
genicidad real podria subestimarse o no detectarse. La limitada
capacidad de estos métodos para reconocer algunos de los princi-
pales péptidos inmunogénicos del gluten (GIP) incrementa este
riesgo, especialmente en productos hidrolizados, donde dichos
péptidos estan mas biodisponibles. Ademas, estudios previos utili-
zando técnicas como ELISA, LFIA, HPLC y espectrometria de masas
han detectado GIP en cervezas etiquetadas con < 20 ppm de glu-
ten, un nivel considerado seguro para pacientes con EC (Real et al.,
2014, Fiedler et al., 2018).

Con estos antecedentes, se ha desarrollado un método utilizando
anticuerpos monoclonales G12/A1, capaces de detectar GIP en cer-
vezas mediante la técnica LFIA, con un limite de deteccion (LOD)
de 0,5 mg/kg (fig.). En este estudio realizado con 107 muestras de
cerveza etiquetadas como “sin gluten” o “bajo contenido en glu-
ten”, el 65,4% contenia cereales con gluten, mientras que el 16,8%
presentaba una mezcla de cereales con y sin gluten segun el eti-
quetado. Aunque el 71% de las cervezas presentaron niveles de glu-
ten por debajo del LOD de 0,5 mg/kg, el 29% mostraron niveles
detectables, a pesar de estar etiquetadas como libres o bajas en
gluten. Ademas, el 6,5% de las cervezas contenian mas de 20 mg/
kg de gluten, superando el limite establecido por el Codex Alimen-
tarius y considerandose inseguras para los pacientes con EC. Cabe
destacar que, de las muestras con gluten detectable, el 74,2% indi-
caban en su etiqueta la presencia de cereales con gluten.

El método G12/A1 permitio identificar 15 muestras adicionales
con presencia de gluten que no fueron detectadas mediante ELISA
competitivo R5, subrayando su mayor sensibilidad y precision en la
deteccion de GIP. Aunque el ELISA competitivo R5 esta validado
como el método estandar para la deteccion de gluten, presenta li-
mitaciones en bebidas fermentadas como la cerveza, donde los
productos de degradacion del gluten no siempre son detectados
con la misma eficiencia. En contraste, el nuevo método ha demos-
trado ser mas fiable en la identificacion de GIP, ofreciendo venta-
jas significativas sobre el ELISA en muestras de bebidas fermenta-
das (Segura et al., 2022).
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Fig. Método analitico desarrollado para el analisis de gluten en muestras de

cerveza mediante la técnica de LFIA. GIP, péptidos inmunogénicos del glu-
ten; LFIA, lateral Flow immunoassay.
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Los resultados obtenidos subrayan la necesidad urgente de im-
plementar métodos especificos de deteccion de GIP en cervezas
con bajo contenido de gluten, con el objetivo de mejorar la segu-
ridad para la poblacion celiaca. Las técnicas convencionales pue-
den no ser suficientes para detectar adecuadamente los GIP que
pueden desencadenar una respuesta inmunologica en estos pacien-
tes. En este contexto, la incorporacion de dos anticuerpos mono-
clonales dirigidos a epitopos claves reconocidos por las células T en
la EC podria ofrecer una evaluacion mas precisa y fiable sobre la
seguridad de estos productos. Estos resultados respaldan la adop-
cion de este método innovador en la industria cervecera, asi como
la revision de la legislacion vigente sobre alimentos etiquetados
como libres de gluten. Tal revision garantizaria una mayor protec-
cion para este colectivo vulnerable, asegurando que los productos
disponibles en el mercado realmente cumplan con los estandares
de seguridad necesarios.
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SITUACION DE LAS PERSONAS CELIACAS FRENTE
AL CONSUMO DE CERVEZAS

M. van der Hofstadt-Rovira
Asociacion de Sociedades de Celiacos de Europa.

Introduccién: AOECS tiene como objetivo fomentar la confianza
en el etiquetado de los productos sin gluten evitando al mismo
tiempo miedos innecesarios entre el colectivo de pacientes, garan-
tizando que las cervezas sin gluten y otros productos hidrolizados
sean seguros para los consumidores celiacos. La evidencia cientifi-
ca actual y la legislacion de la UE (Reglamento UE 1169/2011, Re-
glamento UE 828/2014) respaldan la autorizacion y el etiquetado
de las cervezas elaboradas con cebada u otros cereales como pro-
ductos sin gluten. Ademas, la Comision del Codex (Norma Codex

118-1979) considera que los productos hidrolizados sin gluten son
seguros para el consumo por parte de personas celiacas. En conse-
cuencia, AOECS apoya la verificacion de la produccion de cerveza y
el etiquetado del producto final dentro de su sistema de licencia
europeo, “espiga barrada” para las cervezas que cumplan con me-
nos de 20 mg/kg de gluten. Sin embargo, AOECS también reconoce
las limitaciones e incertidumbres de los métodos analiticos y reco-
noce la necesidad de seguir investigando para mejorar la deteccion
de gluten en alimentos fermentados e hidrolizados.

Material y métodos: A través de una revision bibliografica abor-
dando la situacion desde diferentes puntos de vista, desde como se
produce la cerveza sin gluten (utilizando cereales sin gluten o des-
componiendo el gluten en cereales que contienen gluten (como la
cebada) a través de una fermentacion prolongada y un tratamiento
enzimatico, creando fragmentos de gluten mas pequefos que son
dificiles de detectar). Asi como la revision de la literatura sobre los
métodos cientificos disponibles actualmente. En particular el ELISA
competitivo R5, que es la norma actual recomendada por el Codex
Alimentarius para detectar el gluten en productos hidrolizados y
las limitaciones del mismo ya que puede que no siempre cuantifi-
que con precision los fragmentos de gluten. Por este motivo se ha
revisado la literatura disponible sobre métodos alternativos, como
la cromatografia liquida-espectrometria de masas o inmunoensayos
de flujo lateral, que son mas sensibles, pero cuyo uso aln no esta
validado, ni resultan ampliamente accesibles para la industria de-
bido a su elevado coste y complejidad. Hasta las implicaciones cli-
nicas que tiene el consumo de este tipo de productos para la salud
de los pacientes celiacos, quienes a pesar de tener una buena ad-
herencia a la dieta sin gluten se encuentran permanentemente ex-
puestos a este.

Conclusiones: Aunque tiene limitaciones e incertidumbres, la
AOECS sigue respaldando el ELISA competitivo R5 para las pruebas
de cerveza sin gluten dentro de su sistema de licencias, pero fo-
menta la investigacion continua de métodos mejorados. Seguimos
vigilantes, abogando por una normativa basada en la evidencia y
apoyando a los pacientes celiacos para que tomen decisiones infor-
madas sobre los productos sin gluten que consumen.
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Seguimiento de una dieta sin gluten

DIETA SIN GLUTEN PARA PACIENTES PEDIATRICOS ]
CON ENFERMEDAD CELIACA: DOCUMENTO DE POSICION
DE LA ESPGHAN

P. Crespo-Escobar, V. Luque, E.M. Hard Af Segerstad, T. Koltai,
L. Norsa, E. Roman, A. Vreugdenhil, R. Fueyo-Diaz
y C. Ribes-Koninckx

Hospital Recoletas Campo Grande. Valladolid.

Introduccién: La dieta sin gluten (DSG) es esencial en el trata-
miento de la celiaquia, ya que es la Unica opcion terapéutica que
existe para tratarla. Sin embargo, llevarla a cabo es un gran desafio
y se requiere de mucha educacion nutricional para asegurar que se
hace correctamente. Para ello, es importante que los profesionales
sanitarios conozcan todos los aspectos relacionados con la dieta,
puntos criticos, principales deficiencias nutricionales que pueden
desencadenar, y asegurar que la alimentacion no solo es segura sino
también saludable. A pesar de esto, no existia un documento de
posicionamiento de expertos basado en la evidencia donde se die-
sen recomendaciones especificas sobre qué aspectos son importan-
tes explicar y abordar con los pacientes en consulta sobre la dieta
tras el diagnostico de celiaquia.

Material y métodos: Revision sistematica en diferentes bases de
datos y una revision por pares de los articulos. Las recomendaciones
practicas del documento se realizaron en base a la evidencia cienti-
fica encontrada o a la experiencia clinica de los expertos cuando no
se considero suficiente evidencia descrita en la literatura.

Resultados: De 2.228 articulos encontrados, 75 cumplieron cri-
terios de inclusion. En base a los resultados, se establecen diferen-
tes recomendaciones sobre la DSG en diferentes areas: definicion
exacta de qué es la dieta sin gluten, regulacion del término “sin
gluten”, alimentos considerados “naturalmente sin gluten”, consu-
mo de avena, lectura correcta de etiquetado nutricional, contami-
nacion cruzada dentro y fuera de casa, seguridad de los medica-
mentos, cosmética y suplementos nutricionales, dieta sin gluten

Tabla

saludable, riesgos de deficiencias nutricionales y como abordarlos,
recomendaciones sobre cdmo empezar una dieta sin gluten tras el
diagnostico, como hacerlo paso a paso y como abordar los factores
que interfieren en una correcta adherencia a la dieta sin gluten. En
la tabla, se resumen algunos de los mas destacados desde el punto
de vista practico.

Conclusiones: Aunque la evidencia cientifica que aborda diver-
sos aspectos de la DSG es en general baja, especialmente en la
poblacion pediatrica, en este documento se proporcionan, por pri-
mera vez, consejos practicos y recomendaciones, dirigidas a los
profesionales sanitarios, para abordar y mejorar la adherencia a
una dieta sin gluten saludable.
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INTERVENCION CON NINOS/AS CELIACOS/AS DURANTE
EL PRIMER ANO TRAS EL DIAGNOSTICO: ASESORAMIENTO
NUTRICIONAL, BIOMARCADORES Y CALIDAD DE VIDA

G. Perez-Junkera, I. Larretxi, V. Navarro, |. Churruca,
M. Vazquez-Polo, E. Simon, N. Arnedo y A. Lasa

GLUTENS3S, Area de Nutricién y Bromatologia, Facultad de
Farmacia, Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko
Unibertsitatea.

La celiaquia, un trastorno autoinmune inducido por la ingestion
de gluten, afecta aproximadamente al 1,4% de la poblacién (Dia-
manti et al., 2014). El gluten dafha las vellosidades del intestino
delgado, produciendo sintomas gastrointestinales como dolor ab-
dominal, hinchazon y la consiguiente disminucion de absorcién de
nutrientes, provocando una desestabilizacion del estado nutricio-
nal. Ademas, el gluten puede desencadenar sintomas extraintes-

Topic Recomendacion

Consumo de avena no
contaminada (etiquetada
“sin gluten”)

Puede consumirse en cantidades de hasta 20-25 g/dia en la poblacion pediatrica

Etiquetado de los
productos sin gluten

Recomendar a los pacientes que elijan principalmente productos que etiquetados “sin gluten”. Los
productos sin estas declaraciones representan un riesgo de seguridad desconocido para el paciente.

Contaminacion cruzada

En casa, los puntos criticos son: 1) almacenaje de productos sin gluten (siempre en recipientes separados

y etiquetados); 2) higiene durante el cocinado (utensilios siempre limpios, es suficiente limpiarlos con
agua, y asegurar que no hay migas de gluten dispersas); 3) cocinando pasta (la pasta con y sin gluten
se cocinan separadas); 4) tostadora, la Ultima evidencia dice que se puede compartir y usar con pan
con y sin gluten; 5) freidora de aire (no mezclar alimentos con y sin gluten, y limpiarla bien después
de usarla); 6) vigilar mucho los alimentos untables (quesos, mantequilla, etc.), y evitar usar el mismo
cuchillo para extender en un pan con y sin gluten.

Riesgos nutricionales

Los principales riesgos nutricionales son: bajo consumo de fibra, magnesio, calcio, vitamina D y de

hierro, y alto consumo de azlcar y grasas de baja calidad.

Dieta sin gluten saludable Para que una dieta sin gluten sea saludable, tiene que seguir las mismas recomendaciones de consumo
de alimentacion saludable que la poblacion general, pero sustituyendo los cereales integrales con gluten
por los cereales integrales sin gluten. Consumir a diario: 3 porciones de fruta, 2 de verduras, 6 de
cereales y derivados sin gluten, 2 de lacteos y derivados, 2 de proteinas de calidad, grasas de calidad y
1 porcion de frutos secos. Consumir semanalmente: carne, pescado huevo y legumbre. Evitar el consumo
de embutidos muy grasos, bolleria y alimentos ultraprocesados.
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tinales como asma o dermatitis, pero también trastornos menta-
les como depresion o ansiedad (Sainsbury et al., 2013, Castillo et
al., 2015). Algunos autores indican que las personas que padecen
celiaquia a veces se sienten incomprendidas por la sociedad, prin-
cipalmente debido al desconocimiento de la enfermedad y de la
dieta sin gluten (DSG) (Simpson et al., 2011). Por ello, el trata-
miento y seguimiento de personas con enfermedad celiaca (EC)
deberia abordarse en primer lugar desde una perspectiva clinica
con el seguimiento de la sintomatologia y la adherencia dietética.

El avance en el conocimiento de nuevos marcadores bioquimicos

no invasivos podria aportar valiosa informacion que ayudara en la

identificacion de transgresiones a la dieta (Singh et al, 2019). Por
otro lado, es fundamental abordarlo también desde la perspecti-
va nutricional, para la consecucion del equilibrio dietético, y por

Gltimo desde la perspectiva psicosocial, prestando especial aten-

cion a la calidad de vida e integracion de estas personas en la

sociedad.

El objetivo del presente estudio ha sido mejorar la calidad de
vida de las personas con EC en edad pediatrica a través de una in-
tervencion dietética educativa a lo largo del primer afo de trata-
miento.

Para ello se ha contado con la colaboracion de las Unidades de
Gastroenterologia Pediatrica de seis hospitales (Hospital Universi-
tario de Cruces, Donostia, Alava, Mendaro, Alto Deba y Zumarraga)
y la Asociacion de Celiacos y Sensibles al Gluten de Madrid que han
participado como nodos reclutadores. Se han reclutado tanto ni-
fios/as como adolescentes (3-14 afios) con diagnodstico de EC con-
firmado y la recogida de datos se ha realizado en tres tiempos: en
el momento del diagnostico, a los tres meses y a los doce meses.
En cada visita se han recogido datos antropométricos, datos bio-
quimicos, y a través de cuestionarios, informacion acerca de la
historia dietética, datos relativos a la sintomatologia, a la adhe-
rencia a la dieta y a la calidad de vida. Estos datos han sido anali-
zados por el personal del equipo GLUTEN3S a través del software
Gluten3S Diet, y tras su analisis se ha emitido un informe persona-
lizado a cada participante sobre su estado nutricional y calidad de
la dieta con recomendaciones de mejora. Ademas, se han tomado
muestras sanguineas, de orina y de heces en las tres visitas para la
determinacion de biomarcadores indicativos de transgresiones en
la DSG.

Tras cada visita se ha llevado a cabo una intervencion de educa-
cion nutricional en torno al gluten y a la EC mediante 3 reuniones:
- Intervencion en el primer mes: se ha definido el concepto de

“gluten”, “EC”, y se han dado pautas a seguir para conseguir una

DSG segura y nutricionalmente equilibrada.

- Intervencion en el cuarto mes: se ha hecho hincapié en la segu-
ridad de la dieta, en concreto en formas de evitar la contamina-
cion cruzada y explicaciones sobre el etiquetado.

- Intervencion en el decimotercer mes: se han expuesto los datos
obtenidos en el estudio.

En la presente intervencion, los resultados han sido positivos, ya
que la ingesta de alimentos frescos aumento tras un afo de la in-
tervencion y la ingesta de los grupos de alimentos menos nutriti-
vos, como los productos ultraprocesados, disminuy6. Ademas, han
mejorado la sintomatologia, tanto intestinal como extraintestinal.
Sin embargo, no se observaron cambios en los resultados de la ca-
lidad de vida de los participantes, siendo negativos desde el diag-
nostico hasta el final de la intervencion. En la actualidad, se esta
trabajando en la cuantificacion de biomarcadores. Se prevé dispo-
ner de estos resultados en un futuro préximo.

Se ha observado que el asesoramiento personalizado, la educa-
cion nutricional y el seguimiento continuado de los nifios y nifas
con EC realizado por dietistas-nutricionistas son factores cruciales
para conseguir resultados positivos en el equilibrio dietético y sin-
tomatologia de la EC. No obstante, se requiere de un mayor esfuer-
zo para mejorar la calidad de vida de esta poblacion. Por esta ra-
z0n, se podrian implementar estrategias sociales para aumentar el

conocimiento de la EC en la sociedad general, y asi mejorar la in-
clusion social de las personas con EC.
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MAS ALLA DEL GLUTEN. OTROS COMPONENTES
DE LA DIETA CAUSANTES DE SINTOMATOLOGIA

J. Miranda'?, S. Matias-Ibafiez!, M.A. Bustamante?,
M.P. Fernandez-Gil?, I. Larretxi'?, A. Lasa'? e |. Churruca'?

'Grupo de investigacion GLUTEN3S, Dpto de Farmacia y Ciencias
de los alimentos, Facultad de Farmacia, Universidad del Pais
Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea. *Laboratorio de Andlisis
de Gluten UPV/EHU. 3Instituto de Investigacion Sanitaria
Bioaraba, Nutricion y Seguridad Alimentaria, Vitoria-Gasteiz.

Desde que se identifico el gluten como el factor desencadenan-
te, la dieta sin gluten (DSG) ha sido el pilar del tratamiento para
personas con enfermedad celiaca (EC). Aunque la mayoria de pa-
cientes experimenta una mejoria en los sintomas al adoptar la DSG,
hasta un 30% continGia presentando sintomas y/o inflamacion intes-
tinal persistente’. En este sentido, es importante tener en cuenta
que el porcentaje de adherencia efectiva a la DSG varia entre el
40% y el 90%, que existe un riesgo de contaminacion accidental con
gluten, pero también que abre la puerta a que otras moléculas
puedan jugar un papel en la presencia de sintomas.

Ademas de los pacientes con EC, la DSG se emplea en otras pa-
tologias como en el tratamiento de la ataxia por gluten, la derma-
titis herpetiforme, la enfermedad inflamatoria intestinal, el sin-
drome del intestino irritable, asi como en casos de sensibilidad al
gluten no celiaca (SGNC)2. Esta Ultima se caracteriza por sintomas
intestinales y extraintestinales tras la ingestion de gluten en perso-
nas que no presentan EC ni alergia al trigo.

En los ultimos afos se han realizado diferentes investigaciones
en personas con EC-SGNC, sobre si otros componentes de DSG pue-
den ser también responsables en parte de los efectos observados.
De este modo, se ha propuesto que componentes de los alimentos
como los oligosacaridos, disacaridos, monosacaridos y polioles fer-
mentables conocidos como FODMAP, los inhibidores de amilasa-
tripsina (ATls) y aminas bidgenas, como la histamina, pueden ac-
tuar como activadores de estas enfermedades y podrian contribuir
a la subsistencia de sintomas gastrointestinales y extraintestinales.

El término FODMAP hace referencia a un grupo de cinco subgru-
pos de hidratos de carbono de absorcion deficiente y fermentacion
rapida que se cree que causan sintomas gastrointestinales. Estas
moléculas se encuentran en una gran variedad de alimentos de
consumo habitual, como frutas, verduras, legumbres, cereales,
productos lacteos y derivados, edulcorantes y miel. Un caso rele-
vante es el de los fructanos, un tipo de FODMAP que en personas
con SGNC puede provocar mas sintomas incluso que el propio glu-
ten’. De hecho, la comunidad cientifica europea ha comenzado a
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demandar el etiquetado especifico en alimentos con bajo conteni-
do en FODMAP, como ya ocurre en paises como Australia.

ATl son un grupo de proteinas que estan presentes en las semillas
de todos los cereales (incluidos el trigo, la cebada, el centeno, el
maiz, el mijo y el arroz) y se han implicado en reacciones adversas
a la exposicion al trigo, como la alergia respiratoria y alimentaria,
y en respuestas intestinales asociadas con la EC-SGNC*.

La histamina es una amina biogénica que se forma como resulta-
do de la descarboxilacion del aminoacido histidina. En los alimen-
tos, la cantidad de histamina varia en funcion diversos factores,
tales como el proceso de fabricacion, la higiene de las materias
primas, la composicion microbiana y la duracion de la fermenta-
cion. Se ha sugerido que aproximadamente la mitad de las personas
celiacas que no presentan mejoras con una DSG podrian ser sensi-
bles a la histamina. Considerando que, ademas de por enzimas en-
ddgenas, la cantidad de histamina en la dieta puede influir en di-
cha sensibilidad, seria recomendable realizar una evaluacion de la
DSG en relacion con el contenido de esta amina biogénica®.

Otras investigaciones sefalan que existen moléculas, como el
arsénico, el niquel, el zinc e incluso contaminantes organicos per-
sistentes, que podrian estar asociadas a sintomas en personas que
siguen una DSG.
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Diagnostico

LINFOGRAMA INTRAEPITELIAL EN EL DIAGNOSTICO
DE ENFERMEDAD CELIACA EN NINOS Y ADULTOS:
DATOS Y RELEVANCIA

G. Roy, R. Pariente y C. Garcia-Hoz

Servicio de Inmunologia, Hospital Universitario Ramén y Cajal,
IRYCIS, Madrid.

Introduccién: Cada individuo con enfermedad celiaca (EC) desa-
rrolla una respuesta inmune propia e individual frente al gluten, con-
dicionada por su base genética y modulada por factores ambientales
intercurrentes. La enteropatia inmunomediada resultante es un pro-
ceso dinamico que engloba una respuesta gluten-especifica mediada
por linfocitos T CD4 y que culmina con la destruccion citotdxica in-
nata de los enterocitos por parte de los linfocitos intraepiteliales
(LIEs), dando lugar a un amplio espectro de formas clinicas, en oca-
siones de dificil identificacion. El analisis de los LIEs mediante cito-
metria de flujo (linfograma)’ se perfila como una herramienta discri-
minativa en el diagnodstico de las diversas formas EC.

Objetivos: Ratificar la utilidad del linfograma IEL en poblacion
adulta y pediatrica como herramienta diagnostica y como biomar-
cador de la dinamica del proceso celiaco.

Métodos: Estudio retrospectivo*® que incluye 768 pacientes
adultos (217 EC activa, 195 en dieta sin gluten (DSG), 15 EC poten-

10

cial y 411 controles no celiacos) y 1.164 pediatricos (602 EC activa,
92 DSG, 24 EC potenciales y 470 controles no celiacos).

Resultados: Se define un perfil de linfograma celiaco completo
(1TCRyd = 14-15 junto con |sCD3- < 4-6%) fuertemente asociado (>
80%) con formas activas de EC y una probabilidad diagndstica de EC
del 95% en adultos y 100% en nifos. El resto de pacientes presentan
linfogramas parciales (1 TCRyd > 14-15 aislado o |sCD3-< 4-6% ais-
lado) con una menor certeza diagndstica. En DSG, un 45% de los
pacientes adultos y un 30% de los pediatricos ain mantienen como
marcador un linfograma celiaco altamente discriminativo, pero el
grupo mayoritario presenta linfogramas parciales que, aunque pre-
servando la elevacion caracteristica de los 1 TCRyS LIEs se acompa-
fan de una elevacion en la densidad de los sCD3- LIEs, marcador de
recuperacion mucosa. En estos casos la certeza diagndstica cae de
forma drastica (LR+ 5-6).
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Fig. Distribucion de los diferentes perfiles de linfogramas en los distintos
grupos celiacos y controles de la cohorte de adultos. En la parte superior de
la figura se muestra el porcentaje de pacientes en cada grupo que cumplen
el requisito de una ratio TCRyd/sCD3— > 5y la precision diagnodstica calcula-
da (LR+) para cada uno. ACD: enfermedad celiaca activa; CD: enfermedad
celiaca; GFD: dieta sin gluten; LR+: razon de verosimilitud?.

En la Ultima década numerosos grupos ya han reportado la utili-
dad y precision del linfograma en la practica clinica*. Desde 2018,
se ha incluido en la guia nacional para el diagndstico precoz de la
EC®. Basandonos en nuestra experiencia, proponemos las siguientes
recomendaciones:

- Saber si un paciente ingiere gluten es fundamental a la hora de
interpretar los perfiles de un linfograma parcial en el diagnostico
inicial de EC: 1TCRyd > 14y 1sCD3- > 4% en un paciente que in-
giere gluten practicamente excluye una forma activa de EC o
introduce la opcion de una forma potencial de EC, pero no des-
carta otras patologias. Mientras que si el paciente esta en DSG es
indicador de un buen seguimiento de la dieta.

- Los puntos de corte elegidos son arbitrarios y dependen de las
prioridades de los facultativos clinicos, favoreciendo la especifi-
cidad o la sensibilidad, por lo que es importante ser consciente
de que cuanto mayor sea la especificidad mejor sera el poder
discriminatorio.

- La cuantificacion de la ratio TCRy8/sCD3~ > 5 es un buen indice
discriminativo para descartar o sospechar una forma activa de
EC.

- El linfograma es una técnica sencilla, rapida y precisa, pero re-
quiere experiencia en inmunologia de mucosas para interpretar,
y analizar con mas detalle, los profundos cambios fenotipicos
y/0 numéricos en el compartimento dinamico LIE.

Conclusiones

- El linfograma celiaco es una huella “casi patognomdnica” del
proceso inmunopatogénico subyacente, guiado por la ingesta de
gluten, pero no es totalmente especifica.
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- Un aumento de TCRyd LIEs es el biomarcador inmunologico ca-
racteristico de la enteropatia celiaca en la mayoria de sus for-
mas.

- La densidad de sCD3- LIEs es un sensor de la integridad de la
mucosa celiaca, practicamente desaparecen en las formas acti-
vas de EC e inician un ascenso en la mucosa en curacion.

- Un linfograma celiaco completo tiene una elevada precision
diagnostica (LR+ 36,2).

- Un linfograma no celiaco practicamente excluye la EC activa.

- Cuando esta clinicamente indicada una biopsia diagnostica o de
seguimiento, el linfograma aporta especificidad a los hallazgos
histologicos y aumenta la eficacia de todo el proceso diagnosti-
co, minimizando los errores y/o retrasos en el diagnostico.

BIBLIOGRAFIA

1. Nunez C, Carrasco A, Corzo M, Pariente R, Esteve M, Roy G. Flow
cytometric analysis of duodenal intraepithelial lymphocytes (celiac
lymphogram): A diagnostic test for celiac disease. Methods Cell Biol.
2023;179:143-55.

2. Garcia-Hoz C, Crespo L, Pariente R, De Andrés A, Rodriguez-Ramos R, Roy
G. Intraepithelial Lymphogram in the Diagnosis of Celiac Disease in Adult
Patients: A Validation Cohort. Nutrients. 2024;16(8):1117.

3. Camarero C, De Andres A, Garcia-Hoz C, Roldan B, Muriel A, Leon F, et al.
Assessment of Duodenal Intraepithelial Lymphocyte Composition
(Lymphogram) for Accurate and Prompt Diagnosis of Celiac Disease in
Pediatric  Patients. Clinical and Translational Gastroenterology.
2021;12(11):e00426.

4. Fernandez-Banares F, Carrasco A, Martin A, Esteve M. Systematic Review
and Meta-Analysis: Accuracy of Both Gamma Delta+ Intraepithelial
Lymphocytes and Coeliac Lymphogram Evaluated by Flow Cytometry for
Coeliac Disease Diagnosis. Nutrients. 2019;11(9).

5. Grupo de trabajo del Protocolo para el diagnostico precoz de la
enfermedad celiaca. En: Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e
Igualdad. Islas Canarias, Espana: Servicio de Evaluacion del Servicio
Canario de la Salud (SESCS) (2018).

APROXIMACIONES INMUNOLOGICAS COMO ALTERNATIVAS
A LA PROVOCACION LARGA EN EL DIAGNOSTICO EN DIETA
SIN GLUTEN

S. Gomez-Aguililla’, S. Farrais?, N. Lopez-Palacios?, C. Senosiain?,
B. Arau>, A. Ruiz-Carnicer’, E. Tristan’, R. Barderas®®,

M. Garranzo-Asensio®, J. Infante-Menéndez', G. Roy", C. Sousa’
y C. NGnez"""

'Laboratorio de Investigacion en Genética de enfermedades
complejas, Hospital Clinico San Carlos, Instituto de Investigacion
Sanitaria del Hospital Clinico San Carlos (IdISSC), Madrid.
Servicio de Aparato Digestivo, Hospital Universitario Fundacion
Jiménez Diaz, Madrid. 3Servicio de Aparato Digestivo, Hospital
Clinico San Carlos, Instituto de Investigacion Sanitaria del
Hospital Clinico San Carlos (IdISSC), Madrid. “Servicio de Aparato
Digestivo, Hospital Universitario Ramén y Cajal, Madrid. >Servicio
de Aparato Digestivo, Hospital Universitari Mutua Terrassa,
Terrassa. ¢Centro de Investigacion Biomédica en Red de
Enfermedades Hepdticas y Digestivas (CIBERehd), Instituto de
Salud Carlos Ill, Madrid. "Departamento de Microbiologia y
Parasitologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla,
Sevilla. Unidad de Proteémica Funcional, Programa de
Enfermedades crénicas, Instituto de Salud Carlos I, Madrid.
CIBER Frailty and Healthy Aging, Madrid. ""Servicio de
Inmunologia, Hospital Universitario Ramon y Cajal, IRYCIS,
Madrid. ""Redes de Investigacion Cooperativa Orientada a
Resultados en Salud (RICORS), Madrid.

El diagnostico de la enfermedad celiaca (EC) en adultos en dieta
sin gluten (DSG) requiere, segln las guias actuales, la reintroduc-
cion del gluten en la dieta (provocacion) durante un periodo de al
menos 6-8 semanas, lo que supone diversas limitaciones.

En los ultimos afos, han surgido distintas aproximaciones
diagnosticas que evitan la reintroduccion del gluten o la limitan
a una o tres dosis. Entre las mas prometedoras, se encuentran el
linfograma intraepitelial, el analisis de linfocitos T CD8* de mi-
gracion intestinal en sangre periférica y el estudio de los niveles
de IL-2 en suero/plasma'>. Para que estos enfoques sean inclui-
dos en las guias clinicas, es necesario comparar su eficacia diag-
nostica y considerar su facilidad de implementacion en la prac-
tica clinica.

Con este objetivo, se realizo un estudio prospectivo cuasiexpe-
rimental multicéntrico que incluyd a 16 pacientes con EC previa-
mente diagnosticada (atrofia seropositiva) y un grupo de 15 indi-
viduos sin EC (9 controles sanos), en los que se evaluaron dichas
metodologias. Todos los participantes seguian una DSG desde al
menos el mes antes del comienzo del estudio, y llevaron a cabo
una provocacion con gluten de 3 dias. Previamente a la inclusion
en el estudio se determiné la correcta adherencia a la DSG me-
diante el analisis de péptidos inmunogénicos del gluten (GIP) en
heces y orina. A los participantes se les realizé una endoscopia
digestiva alta en la cual se obtuvo una biopsia duodenal para de-
terminar el linfograma intraepitelial por citometria de flujo. Ade-
mas, se les extrajo sangre periférica (muestra basal), tras lo cual
tomaron la primera dosis de gluten. Cuatro horas después, se lle-
V0 a cabo una nueva extraccion (muestra post-4 h). El consumo de
gluten se repitid los dos dias siguientes (dias 2 y 3), para luego
reanudar la DSG. Finalmente, se realiz6 una extraccion de sangre
6 dias después de la primera dosis de gluten (muestra post-6d).
Las muestras de sangre basal y post-4 h se utilizaron para cuanti-
ficar los niveles de IL-2. Asimismo, las muestras basal y post-6d se
emplearon en el analisis de células T CD8* de migracion intestinal
por citometria de flujo. Los 9 controles sanos siguieron el esque-
ma descrito sin la realizacion de la endoscopia y determinacion
del linfograma intraepitelial.

El estudio de la IL-2 mostro una sensibilidad y especificidad del
84,6% y 83,3%, respectivamente. En comparacion, el analisis de
las células T CD8* de migracion intestinal mostré una sensibilidad
y especificidad mas altas, con valores del 92,3% y 100%, respecti-
vamente. El porcentaje de linfocitos intraepiteliales (LIEs) TCRyd*
> 14% presentd una sensibilidad del 92,3%. Al considerar el linfo-
grama intraepitelial completo definido como TCRyd" = 14% y CD3”
< 10%, la sensibilidad fue del 69,2%, al tratarse de pacientes en
DSG.

Al considerar los tres pacientes con EC que dieron positivos para
GIP en heces, dos presentaron resultados negativos para IL-2, y uno
de ellos también para las células CD8". Los tres mostraron un linfo-
grama intraepitelial compatible con el perfil celiaco.

Nuestros resultados sugieren que los tres métodos evaluados
presentan elevada eficacia para el diagnostico de EC en adultos
en DSG. No obstante, el analisis de los niveles de IL-2 requiere un
equipo especializado de escasa disponibilidad y un procesamiento
mas minucioso en comparacion con las otras dos pruebas, cuyo
principal requisito es un citdbmetro de flujo, un equipo presente
en la mayoria de los hospitales. Asi, tanto el porcentaje de LIEs
TCRyd* en mucosa duodenal como el ensayo de células T CD8* en
sangre se presentan como pruebas de facil implementacion en la
practica clinica que permiten diagnosticar la EC en individuos en
DSG, sin necesidad de reintroducir gluten durante varias sema-
nas. El analisis de LIEs TCRy8* no requiere consumir gluten ni se ve
afectado por la falta de adherencia a la DSG, aunque implica rea-
lizar una prueba invasiva. Por tanto, la eleccion de una u otra
prueba dependera de las caracteristicas individuales de cada pa-
ciente.
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Epidemiologia

EVO’LUCIC')N DE LA EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD
CELIACA EN ESPANA

M. Esteve'?, E. Sudria-Lopez?, B. Arau'?, A. Martin-Cardona'?
e |. Villar-Balboa?

'Servicio de Aparato Digestivo. Hospital Universitari Matua de
Terrassa, Terrassa. *Centro de Investigacion Biomédica en Red de
Enfermedades Hepdticas y Digestivas (CIBEREHD), Madrid.
3Fundacié per la Recerca Mutua de Terrassa, Terrassa. “Centro de
Atencion Primaria Florida Sud, Institut Catala de la Salut,
L’Hospitalet de Llobregat.

El conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad celiaca
(EC) y su evolucion es fundamental para planificar politicas sanita-
rias. Ademas, la investigacion de factores asociados a cambios de
prevalencia es util para identificar potenciales desencadenantes y
aplicar politicas de prevencion.

En los ultimos 30 afos se han publicado en Espafa 7 estudios
epidemioldgicos que han mostrado prevalencias de EC entre 0,26 al
3%. Estas grandes diferencias detectadas, tanto en Espaha, como
en la mayor parte de paises del mundo, pueden atribuirse en buena
parte a sesgos de inclusion.

Un metaanalisis de prevalencia de EC reportd una seropreva-
lencia global de 1,4% (0,7% comprobada por biopsia). Este metaa-
nalisis' y otro mas reciente de incidencia de EC* mostraron un
aumento de ambas a lo largo del tiempo, revelando valores mas
altos en nifos que en adultos y mas altos en mujeres que en hom-
bres. Este progresivo incremento de la prevalencia e incidencia se
ha sugerido también en un metaanalisis mas reciente de pobla-
cion pediatrica en Europa’. Sin embargo, los propios autores re-
marcan las grandes limitaciones de estos estudios que utilizan
diferentes metodologias y que son en gran medida responsables
de la variabilidad en la prevalencia (de 0,10% a 3,03%). En este
sentido, en una enfermedad que afecta mas a mujeres que hom-
bres, y mas a niflos que adultos, no realizar ajustes de la preva-
lencia por edad y sexo ocasiona diferencias importantes que no
pueden atribuirse a una zona geografica o a un periodo de tiempo
determinado. Ademas, la mayoria de metaanalisis evaltan de for-
ma conjunta dos tipos principales de estudios: (1) basados en his-
torias clinicas de pacientes clinicamente diagnosticados y (2) ba-
sados en deteccion serologica de EC no diagnosticada, que mas se
ajustan a la prevalencia real de la EC. Sin embargo, es muy inte-
resante conocer si en un mismo pais existen diferencias entre la
EC detectada por cribado masivo y la EC clinicamente diagnosti-
cada. Si la diferencia entre ambas es muy grande, indicaria un
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infradiagnostico de la enfermedad y la necesidad de realizar cam-
pafnas de blUsqueda activa de casos.

Para ilustrar la importancia de la metodologia en la interpreta-
cion de la prevalencia, el estudio que muestra la seroprevalencia
mas alta en Europa en el actual milenio (3,03%, Granada 2009-
2014%), incluyd 198 nifos, un tamafio de muestra muy pequefio para
una enfermedad con una prevalencia relativamente baja. No se
menciona cémo se llevo a cabo la inclusion, ni el entorno de reclu-
tamiento, y ademas, los sintomas que presentaban los nifios eva-
luados, indican que se trata de un estudio de busqueda activa de
casos, mas que un estudio de prevalencia poblacional. Otro estudio
incluido en el metaanalisis pediatrico europeo (Madrid 2004-2005%),
determind HLA-DQ2 en sangre de cordon umbilical a 1291 recién
nacidos. Posteriormente, evaluaron serologicamente a los 2-3 afos
de vida, 255 nifos de los 362 con HLA-DQ2+ e identificaron 15 pa-
cientes con EC, asumiendo una prevalencia poblacional del 1,1%
(15/1.291 nifos).

Queda mucho por hacer para saber si existen fluctuaciones rea-
les en la prevalencia de la EC y la Unica forma de tener informacion
fiable es disponer de datos recogidos de idéntica forma a lo largo
de los anos. En este sentido nuestro grupo dispone de resultados de
tres estudios de prevalencia seroldgica de la poblacion general rea-
lizados en los ultimos 20 afos, con la misma metodologia. En las
tres cohortes se utilizo el mismo anticuerpo para deteccion serolo-
gica, la misma zona geografica y tipo de poblacion y la inclusion de
casos consecutiva se ajustd por edad y sexo a la poblacion de refe-
rencia. Se observo que entre los afios 2004-2007¢ y 2020-24 (datos
personales no publicados) la prevalencia global (1-80 anos) se man-
tuvo alrededor de 0,5%, mientras que la prevalencia en nifios < de
5 anos se redujo a la mitad desde 2004-2007 (2,36%)¢a 2013-19
(1,25%)” y se ha mantenido en valores similares entre 2020-24.

Disponemos también de datos pendientes de publicacion de
prevalencia poblacional de EC clinicamente diagnosticada en
L’Hospitalet de Llobregat (Barcelona) entre los anos 2005-2019.
Sobre una poblacion de 269.382 habitantes, la prevalencia fue de
0,19%, con diferencias entre adultos (0,17%) y ninos (0,31%). Los
casos se identificaron a través de la historia clinica electrénica
con el coédigo ICD-10-CM, K90.0, con validacion caso a caso. La
identificacion de EC a través de la codificacion ICD-10-CM en los
registros electronicos de distintos paises, con sistemas sanitarios
similares, puede ser una forma de disponer de datos globales evo-
lutivos de la EC. En nuestro pais, la brecha detectada entre los
casos diagnosticados y los reales obliga a realizar politicas activas
de deteccion.
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Enfermedad celiaca en el adulto
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El diagnostico de enfermedad celiaca (EC) exige un protocolo
que puede variar segln el escenario: 1) nifos vs adultos; 2) grado
de sospecha clinica (SC); 3) supresion del gluten; 4) resultados de
la serologia; 5) casos de duodenosis linfocitica [DL]) y 6) No respon-
dedores a la dieta (NRCD, del inglés Non-Responsive Celiac Disea-
se). La figura 1 muestra un algoritmo basado en las recomendacio-
nes de las Guias de Practica Clinica' mas recientes:

1) Serologia positiva. En adultos, ante la presencia de anticuerpos

antitransglutaminasa 2 IgA (anti-TG2), debe ofrecerse una biopsia
duodenal (BD). El diagnostico sin biopsia en presencia de anti-
TG2 > 10 LSN en adultos es controvertido, pero podria considerar-
se en presencia de riesgo (p. ej., coagulopatia grave) o negativa
del paciente'. En ausencia de lesion mucosa, el paciente puede
ser categorizado como EC potencial y procede un seguimiento. La
presencia de atrofia vellositaria (AV) es compatible con una EC y
el diagnostico queda reforzado si los sintomas revierten y la sero-
logia se negativiza tras dieta sin gluten (DSG). Si los sintomas no
revierten en 6-12 meses, el caso entra en la categoria de NRCD
(ver mas adelante)*. Los pacientes Marsh 1 pueden ser clasifica-
dos como celiacos si la probabilidad pretest es alta (p. ej., ante-
cedentes familiares de 1° grado, hipotiroidismo autoinmune o
presencia de anemia) y se han excluido otras causas reconocidas
de DL (p. €j., H. pylori, consumo de AINE, sobrecrecimiento bac-

SC y serologia negativa. Si la seronegatividad no se explica por
un déficit de IgA (< 0,7 mg/dL) o la toma de inmunosupresores,
la actitud depende del grado de SC y la presencia de variantes
que codifican los heterodimeros HLA DQ2.5, DQ2.2, DQ8 y
DQ7.5. En pacientes con SC bien fundada, genes permisivos y AV
no explicable por otra causa (p. €j., olmesartan) puede tratarse
de una EC seronegativa®. En tales casos puede iniciarse una DSG.
El diagndstico se confirma si los sintomas y la enteropatia re-
vierten®. El diagndstico es mas verosimil si en el momento de
realizar la 12 biopsia se realiza un linfograma intraepitelial por
citometria de flujo que demuestre un aumento de los linfocitos
intraepiteliales (LIEs) TCRyd* y una disminucion de CD3-.
Pacientes que han interrumpido la ingesta de gluten. La me-
jor aproximacion es investigar Unicamente a los pacientes con
genética permisiva mediante una prueba de provocacion (co-
munmente: 10 g de gluten/dia, durante 2 semanas, v si la tole-
rancia es buena prolongar hasta 6 semanas), repetir la serologia
y, en funcion de los resultados (positivos o negativos), actuar
como en los puntos 1y 2, respectivamente'. Si el paciente es
reacio o no tolera la provocacion larga se puede recurrir a la
determinacion de linfocitos CD8* de migracion intestinal en san-
gre periférica, tras una provocacion de 3 dias. La prueba se
considera positiva si se demuestra una elevacion de linfocitos T
activados (CD8*CD103*B7MCD38*/CD8* totales) > 0,009% (sensibi-
lidad 97% y especificidad 95% para EC seropositiva)’.

4) Pacientes con NRCD. Este grupo incluye 4 subcategorias: 1)

teriano intestinal [SIBO] o giardiasis).

error de diagnostico: revision de la BD por 1-2 patoélogos ex-
pertos y reevaluar la probabilidad pretest para el diagnostico;
2) pobre adherencia a la dieta: es esencial contar con méto-
dos sensibles para detectar transgresiones (p. ej., determina-
cion de péptidos inmunogénicos del gluten [GIP] en heces u
orina)®, ademas de revisar la DSG por expertos; 3) comorbili-
dad asociada: malabsorcion-intolerancia a azlcares, SIBO,
insuficiencia pancreatica exocrina, colitis microscopica, Cro-
hn, intestino irritable o malabsorcion de sales biliares. Estas
entidades deben ser investigadas y tratadas; 4) EC refractaria
(persistencia de AV, 12 meses después de una DSG estricta
[0,3-0,5%]). Tales pacientes deben someterse a pruebas que
permitan diferenciar los dos subtipos, segin el inmunofenoti-
po de los LIEs (normal o anormal) y el tipo de clonalidad en los
genes del TCR.
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Fig. 1. Algoritmo diagnostico para pacientes adultos.
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1) Considerar los postulados y recomendaciones de la European
Society for Study of Celiac Disease® y en especial los criterios
para indicar biopsia duodenal en presencia de serologia nega-
tiva.

1-2 biopsias de bulbo en posicion “9” o “12” horarias y 4 de 22
porcion duodenal + 1 muestra para citometria de flujo en sero-
negativos. Tomar las muestras de una en una, sin agitar las
pinzas para depositar la muestra en el frasco.

Considerar dieta sin gluten en presencia de sintomas o signos
compatibles (p. €j., anemia).

Segun los datos actuales en adultos, los puntos de corte que
ofrecen una especificidad elevada (98%) para pacientes que no
han interrumpido la ingesta de gluten en el momento de la
evaluacion son TCRyd*> 14% y CD3~ < 4% (sensibilidad: 79%). La
sensibilidad desciende al 45% si se encuentran en dieta sin glu-
ten. Elevar el punto de corte de LIES CD3- a < 10% parece acep-
table para aumentar la sensibilidad de la prueba en pacientes
en dieta sin gluten, pero disminuira la especificidad de la
prueba’.

Considerar otras causas de enteropatia no celiaca: farmacos
(p. €j., olmesartan, telmisartan), Whipple, SIBO, inmunodefi-
ciencia comln variable, enteritis autoinmune, gastroenteritis
eosinofilica, giardiasis, tuberculosis, VIH, mastocitosis, enfer-
medad de Crohn, enfermedad del injerto por el huésped, lin-
foma.

Investigaciones (tiles para la busqueda intencionada de co-
morbilidades asociadas a la EC en pacientes con “Non respon-
sive celiac disease” son hormonas tiroideas, test respiratorios
para confirmar malabsorcion de azucares o SIBO, colonoscopia
con biopsias seriadas para descartar colitis microscopica, cal-
protectina en heces, ileocolonoscopia, enterorresonancia y/o
capsula endoscopica para excluir enfermedad de Crohn, linfo-
ma o yeyunoileitis ulcerativa; considerar los criterios de Roma
para el diagnostico de intestino irritable y resinas de intercam-
bio idnico para una posible malabsorcion idiopatica de sales
biliares.

Ante la sospecha de EC refractaria se recomienda derivar el
caso a un centro especializado para efectuar técnicas de inmu-
nohistoquimia y citometria de flujo para obtener informacion
sobre el inmunofenotipo de los LIEs, y la presencia de clonali-
dad en el gen del receptor de linfocitos T (TCR). Los pacientes
con EC refractaria tipo | muestran un inmunofenotipo consti-
tuido por CD3*CD8* af (TCR)*, un repertorio policlonal del gen
TRC y niveles comparables de LIEs CD3* y CD8* por cada 100
células epiteliales, sin infiltrar la ldamina propia. En la EC re-
fractaria tipo Il suelen presentar pérdida de peso, anemia, hi-
poalbuminemia, Ulceras > 1 cm y estenosis, un fenotipo de LIEs
anormal y un incremento masivo de LIEs atipicos (> 50% LIEs
CD3+CD8).

*La probabilidad de que un Marsh 1 pueda atribuirse a una EC
aumenta si la probabilidad pretest basada en la sospecha clinica
es elevada (p. ej., pertenencia a grupos de riesgo o presencia de
anemia).
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DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD CELiACA EN DIETA
SIN GLUTEN: PROTOCOLO DE ACTUACION
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El diagnostico de enfermedad celiaca (EC) en dieta sin gluten
(DSG) es todo un desafio, ya que las pruebas de diagndstico dispo-
nibles en la clinica son dependientes del consumo de gluten y no
existe un protocolo estandarizado para llevar a cabo la provocacion
con gluten. Lo mas extendido en adultos es recomendar la ingesta
de 10 g/dia durante 6 a 8 semanas antes de realizar la serologia y
biopsia de diagndstico, pero no hay suficientes estudios que lo ava-
len. Recientemente, una alternativa muy prometedora la ofrecen
los métodos basados en la respuesta inmunolégica a una provoca-
cion con gluten por un periodo corto.

Las opciones de las que disponemos hoy en dia para realizar el
diagnostico en DSG son:

A) Sin provocacion con gluten

A.1. Genética. Un resultado negativo del genotipado HLA-DQ2/8
permite descartar la EC.

A.2. Linfograma intraepitelial en muestras de duodeno mediante
citometria de flujo. El estudio de cohortes mas amplio publicado
en adultos determind que el 45% presentd un linfograma celiaco
completo, otro 45% un linfograma parcial (aumento aislado de
TCRy8*), y el 10% un linfograma no celiaco, con la consecuente
pérdida de precision diagnostica’. La consideracion Unicamente del
aumento de TCRyd" parece una opcion adecuada en DSG2.

B) Con provocacién con gluten corta

Requieren al menos un periodo de 4 semanas de DSG previo. La
deteccion de citoquinas precisa una sola dosis de gluten, con toma
de muestras de sangre periférica basal (previa a la ingesta) y a las
4 horas del consumo de gluten. Los estudios celulares requieren la
reintroduccion de gluten durante 3 dias consecutivos, con toma de
muestras de sangre basal y 6 dias después.

B.1. Ensayos de deteccion de citoquinas. Mediante métodos
ultrasensibles se detectaron niveles elevados de al menos 15 cito-
quinas plasmaticas a las 4 horas de la ingesta de una dosis de glu-
ten. La IL-2 destaco por aparecer de manera mas precoz y experi-
mentar un mayor aumento?®. Se ha descrito que este aumento de
IL-2 en sangre es 100% especifico y 92% sensible para el diagndstico
de EC en pacientes en DSG*.

B.2. Deteccion de linfocitos T CD4*: ELISPOT de IFN-y y tetra-
meros. La provocacion de 3 dias con gluten moviliza células T CD4*
reactivas al gluten, que se pueden detectar mediante la cuantifica-
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cion de los niveles de interferdn (IFN)-y mediante ensayo inmunos-
pot ligado a enzimas (ELISPOT) o mediante tetrameros HLA-DQ-
gliadina. En ambos casos se emplean células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) estimuladas con péptidos inmunogénicos
de gluten, generalmente dependientes de HLA-DQ2.5; y existe alto
requerimiento técnico y coste econémico. Para diagnosticar EC en
pacientes con HLA-DQ2.5 en DSG, se ha descrito una sensibilidad
del 85% y una especificidad del 100% para el ELISPOT de IFN-y%, y
del 97% y 95%, respectivamente, para el estudio de los tetrameros
HLA-DQ2.5-gliadina®.

B.3. Deteccion de linfocitos T CD8* mediante citometria de
flujo. La provocacion de 3 dias moviliza también células T CD8* en
sangre después de la exposicion al gluten. Su estudio ha mostrado
una especificidad del 95% y una sensibilidad del 97% para detectar
la EC seropositiva’. Presenta la ventaja de que los sujetos estudia-
dos pueden ser portadores de cualquier receptor HLA-DQ. Ademas,
el principal requerimiento para su analisis es un citdmetro de flujo,
disponible en la mayoria de los hospitales, lo que facilita su imple-
mentacion en practica clinica.

COMPARACION DE ESTUDIOS

Leonard et al. realizaron un estudio evaluando los tetrameros
HLA-DQ2-gliadina, el ELISpot de IFN-y y las células T CD8* de migra-
cion intestinal tras una provocacion de 3 dias; asi como los niveles
plasmaticos de IL-2 tras una ingesta de gluten®. Evaluaron la res-
puesta considerando dos dosis diarias de gluten (3 gy 10 g de glu-
ten/dia). Se observd mejor respuesta en pacientes que recibieron
10 g de gluten, y la IL-2 se describié como el marcador mas tempra-
no y sensible. El ensayo de células T CD8" destaco porque requirio
menor volumen de sangre y no preciso cultivo o enriquecimiento in
vitro, siendo un método factible para entornos clinicos.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion llevé a cabo otro
estudio comparativo que incluia la IL-2, los linfocitos T CD8* de
migracion intestinal y los LIE con TCRyd" en mucosa duodenal
(https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2024.08.05.2431140
6v1). Observamos una sensibilidad similar para LIE TCRyd* en biop-
sia y las células T CD8* en sangre (88%), ligeramente superior a la
observada para la IL-2 (82,4%).

Valorando los estudios descritos, proponemos un posible algorit-
mo diagnostico de EC en DSG (fig.).
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Fig. Algoritmo diagnostico en individuos adultos en dieta sin gluten (DSG)
con sospecha de enfermedad celiaca.
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