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Diagnéstico de enfermedad celiaca en dieta sin gluten: andlisis de linfocitos recirculantes

en sangre periférica tras provocacion corta con gluten.

Introduccidn

La enfermedad celiaca (EC) es un trastorno sistémico mediado por el sistema inmunoldgico,
causado por la ingesta de gluten que afecta a individuos genéticamente susceptibles. Se caracteriza
por la presencia de enteropatia, anticuerpos especificos y genética HLA-DQ compatible con Ia
enfermedad. Presenta una prevalencia de alrededor del 1% a nivel mundial. Sin embargo, se trata de

una enfermedad claramente infradiagnosticada.

El diagndstico resulta sencillo en pacientes con sospecha por sintomatologia, elevacién de
anticuerpos especificos en sangre y alteraciones histoldgicas que remiten con el establecimiento de
una dieta sin gluten (DSG), actualmente, el Unico tratamiento disponible para la EC. Sin embargo, no
todos los casos ofrecen evidencias tan claras y algunos suponen un verdadero reto diagndstico para
los profesionales, como aquellos que presentan lesiones de bajo grado o EC seronegativa. Existe
también la problemdtica de los pacientes que, por moda o desconocimiento, retiran el gluten de su
dieta sin haber sido diagnosticados. Esto imposibilita la realizacion de las pruebas diagndsticas
actuales cuando acuden a consulta. El proceso diagndstico de estos individuos se puede alargar
considerablemente, requiriendo la realizacién de una prueba de provocacién larga que muchos

pacientes rechazan por miedo a la sintomatologia clinica.

Actualmente, existen diferentes aproximaciones para intentar abordar el diagndstico en DSG
reduciendo el tiempo de exposicién al gluten. Diversos estudios evidenciaron la existencia de
linfocitos T de memoria que se conservan a lo largo del tiempo a pesar del mantenimiento de una
DSG y pueden ser detectados en sangre periférica de pacientes con EC tras una provocacién corta
con gluten. Dichas células expresan el receptor de la integrina B7, indicando direccionamiento a

intestino, ademas del marcador de activacion CD38.

Objetivos
Objetivo principal

Poner a punto un nuevo método diagndstico para enfermedad celiaca valido para pacientes
en dieta sin gluten.

Objetivos secundarios

1. Establecer el punto de corte de la prueba propuesta y analizar su validez interna y externa.

2. Calcular la reproducibilidad de la prueba mediante el analisis de la variacion interoperador.



3. Evaluar la utilidad del procedimiento descrito en la practica clinica habitual.
4. Comparar la eficacia de la nueva prueba con la que ofrece el linfograma intraepitelial,
método que se puede emplear para el diagndstico de enfermedad celiaca en dieta sin

gluten.

Material y métodos

Se incluyeron 144 participantes adultos: 68 correspondieron a voluntarios con diagndstico
conocido (29 con EC confirmada) y 76 a pacientes sin diagndstico concluyente. Ademas, se
estudiaron 13 nifios. Todos los participantes habian mantenido una DSG estricta durante al menos el
mes previo al estudio. La provocacién corta consistié en la ingesta de 10 a 14 gramos de gluten
diarios durante 3 dias consecutivos, realizandose dos extracciones de sangre, una previamente a la
exposicion y otra al sexto dia de haberla comenzado. Ambas muestras fueron analizadas mediante
citometria de flujo y comparadas entre si con el fin de detectar la aparicién de la subpoblacién de

linfocitos de interés CD8* o y&* con los marcadores CD103*B7"CD38*.

Se evalud la validez interna y externa de la prueba, estableciendo un punto de corte
mediante el uso de curvas ROC y calculando la sensibilidad y especificidad, los valores predictivos

(VP) y las razones de verosimilitud (RV). Asimismo, se analizd la variaciéon interoperador.

Posteriormente se valord la aplicacion de la prueba a casos de diagndstico incierto
procedentes de practica clinica y se comparé su funcionamiento con el linfograma intraepitelial en

DSG.

Resultados

Los analisis mostraron un aumento significativo de la proporcién de las subpoblaciones de
interés CD8*CD103*B7"CD38* y y6*CD103*B7"CD38"* respecto a las poblaciones totales de linfocitos
CD8* y yb6* al sexto dia tras la provocacién corta en pacientes con EC seropositiva; siendo la
subpoblacién CD8" mas facilmente analizable, resulté la variable de estudio escogida. Se pudo
observar que la magnitud de la respuesta era significativamente mayor en pacientes con atrofia que
en aquellos con lesiones de bajo grado. Se establecié6 como punto de corte el valor 0,0091,
proporcionando valores de sensibilidad y especificidad del 97% y 95%, respectivamente. Tanto los
VP como las RV revelaron una utilidad clinica altamente relevante, y el andlisis de la variacion
interoperador corrobord su alta reproducibilidad, mostrando un valor de CCl cercano a 1. La prueba
demostrd ser un apoyo a las actualmente vigentes, funcionando de manera complementaria con el

linfograma intraepitelial en DSG y resultando especialmente Util para la clasificacion de pacientes



con diagnéstico incierto, por lo que se propone su incorporacion a la practica clinica mediante su

inclusién en el algoritmo diagnéstico.

Conclusiones

1.

La exposicion a 10 g de gluten diarios durante tres dias (provocacion corta) induce la
aparicidn o incremento en sangre periférica de una poblacion de linfocitos T activados y con
direccionamiento a intestino (CD8"CD103*B7"CD38*) en pacientes en dieta sin gluten que
presentan enfermedad celiaca. La deteccidn y analisis de esta poblacion mediante citometria
de flujo permite el diagnéstico de una manera sencilla, rapida y poco invasiva.

El método descrito muestra un valor de sensibilidad de 96,8% y de especificidad de 94,7%
para el diagndstico de enfermedad celiaca seropositiva. Ademas, presenta un VPP = 90,9 y
un VPN = 98,2, reflejando su utilidad en la clinica.

Se trata de un método diagndstico altamente reproducible, con un valor de CCl de 0,992.

La prueba propuesta muestra un comportamiento bastante similar al linfograma
intraepitelial, exceptuando los casos de EC seronegativa, en los que el linfograma
intraepitelial parece ofrecer mejores resultados y ambas pruebas pueden emplearse de
manera complementaria.

La provocacién corta con analisis en sangre periférica de los linfocitos CD8 con fenotipo de
re-direccionamiento intestinal permite plantear un nuevo algoritmo diagndstico que ofrece
una alternativa a la realizaciéon de una provocacion larga seguida por serologia y biopsia,

procedimiento rechazado por un elevado nimero de pacientes.






Diagnosis of Celiac Disease on a Gluten-Free Diet: Analysis of Recirculating Lymphocytes

in Peripheral Blood after Short Gluten Challenge.
Introduction

Celiac Disease (CD) is a systemic immune-mediated disorder caused by gluten ingestion that
affects genetically susceptible individuals. It is characterized by the presence of enteropathy, specific
antibodies, and HLA-DQ genetics compatible with the disease. It has a prevalence of around 1%

worldwide. However, it is a clearly underdiagnosed disease.

Diagnosis is straightforward in patients with suspicion due to symptoms, elevated specific
antibodies in blood, and histological alterations that resolve with the establishment of a gluten-free
diet (GFD), currently the only available treatment for CD. However, not all cases provide such clear
evidence, and some represent a real diagnostic challenge for professionals, such as those with low-
grade lesions or seronegative CD. There is also an issue with patients who, out of fashion or lack of
awareness, remove gluten from their diet without having been diagnosed. This makes it impossible
to perform current diagnostic tests when they come for medical consultation. The diagnostic process
for these individuals can be considerably prolonged, requiring the performance of a long-term gluten

challenge that many patients reject due to fear of clinical symptoms.

Currently, several approaches aim to address the diagnosis on a GFD by reducing gluten
exposure time. Various studies have shown the existence of memory T lymphocytes that are
preserved over time despite the maintenance of a GFD and can be detected in the peripheral blood
of CD patients after a short gluten challenge. These cells express the B7 integrin receptor, indicating

intestine homing, along with the activation marker CD38.
Objectives
Main objective
Develop a new diagnostic method for celiac disease valid for patients on a gluten-free diet.
Secondary objectives

Establish the cut-off point of the proposed test and analyse its internal and external validity.
Calculate the reproducibility of the test by analysing interoperator variation.

Evaluate the usefulness of the described procedure in routine clinical practice.

R A

Compare the efficacy of the new test with that offered by the intraepithelial lymphogram, a

method that can be used for the diagnosis of celiac disease on a gluten-free diet.



Materials and Methods

A total of 144 adult participants were included: 68 were volunteers with a known diagnosis
(29 with confirmed CD) and 76 were patients without a conclusive diagnosis. Additionally, 13
children were studied. All participants had maintained a strict GFD for at least one month prior to
the study. The short challenge consisted of the intake of 10 to 14 grams of gluten daily for 3
consecutive days, with two blood extractions being performed, one before exposure and another on
the sixth day after it began. Both samples were analysed by flow cytometry and compared with each
other in order to detect the appearance of the CD8* or y&" lymphocyte subpopulation of interest

with the CD103*B7"CD38* markers.

The internal and external validity of the test was evaluated, establishing a cut-off point using
ROC curves and calculating sensitivity and specificity, predictive values (PV), and likelihood ratios

(LR). Likewise, interoperator variation was analysed.

Subsequently, the application of the test to cases of uncertain diagnosis from clinical
practice was assessed, and its performance was compared with the intraepithelial lymphogram on a

GFD.
Results

The analyses showed a significant increase in the ratio of the CD8*CD103*B7"CD38* and
y5'CD103*B7"CD38* subpopulations relative to the total CD8* and y&* lymphocytes at day six after
short gluten challenge in seropositive CD patients; as the CD8+ subpopulation was more easily
analysable, it was the study variable of choice. It was observed that the magnitude of the response
was significantly higher in patients with atrophy than in those with low-grade lesions. The value
0,0091 was established as the cut-off point, providing sensitivity and specificity values of 97% and
95%, respectively. Both the PV and LR revealed a highly relevant clinical utility, and the analysis of
interoperator variation corroborated its high reproducibility, showing a ICC value close to 1. The test
proved to be a support for those currently in force, functioning in a complementary manner with the
intraepithelial lymphogram on a GFD and proving especially useful for the classification of patients
with uncertain diagnosis and therefore, its incorporation into clinical practice is proposed by

including it in the diagnostic algorithm.



Conclusions

1.

Exposure to 10 g of gluten daily for three days (short gluten challenge) induces the
appearance or increase in peripheral blood of a population of activated T lymphocytes
homing to the intestine (CD8*CD103*B7"CD38*) in coeliac disease patients on a gluten-free
diet. The detection and analysis of this population by flow cytometry allows diagnosis in a

simple, rapid, and minimally invasive manner.

The described method shows a sensitivity value of 96.8% and specificity of 94.7% for the
diagnosis of seropositive celiac disease. Furthermore, it presents a PPV of 90.9 and a NPV of

98.2, reflecting its clinical utility.
Itis a highly reproducible diagnostic method, with a ICC value of 0.992.

The proposed test shows a behaviour quite similar to the intraepithelial lymphogram, except
for cases of seronegative CD, in which the intraepithelial lymphogram seems to offer better

results and both tests can be used in a complementary manner.

Short gluten challenge with peripheral blood analysis of CD8 lymphocytes with an intestinal
homing phenotype allows us to propose a new diagnostic algorithm, providing an alternative
to the performance of a long gluten challenge followed by serology and biopsy, a procedure

rejected by a large number of patients.






1. LA ENFERMEDAD CELIACA

La enfermedad celiaca (EC) es un trastorno sistémico mediado por el sistema inmunoldgico,
causado por la ingesta de gluten y proteinas relacionadas que afecta a individuos genéticamente
susceptibles. Se caracteriza por la presencia de enteropatia, anticuerpos especificos y genética HLA-
DQ compatible con la enfermedad (HLA-DQ2 y/o HLA-DQ8) (1), Sus manifestaciones clinicas
dependen del consumo de gluten, siendo muy variadas debido al cardcter sistémico de la
enfermedad; en su patrén “cldsico” cursa con sintomas gastrointestinales, pero también son
comunes las manifestaciones extradigestivas, especialmente en individuos que debutan en edad

adulta, lo que dificulta su diagnéstico (2).

2. EPIDEMIOLOGIA

La EC presenta una prevalencia de alrededor del 1% a nivel mundial, aunque se cree que ha
aumentado durante los ultimos 30 afios y se prevé que actualmente sea mas elevada (3-5). El
aumento de prevalencia de la enfermedad se considera en parte debido a la mejora en las
herramientas diagndsticas y a la realizacion de screening a individuos de grupos de riesgo a padecer
EC (6). Sin embargo, hay que considerar que se trata de una enfermedad claramente
infradiagnosticada. La heterogeneidad en la sintomatologia clinica, que incluye la existencia de
formas asintomaticas o subclinicas, asi como la sensibilidad insuficiente de los métodos diagndsticos
actuales para detectar formas de la enfermedad de bajo grado parecen estar contribuyendo

mayoritariamente a este hecho (3).

La EC afecta a un rango de edad muy amplio, comprendiendo desde pacientes en edad
pedidtrica hasta ancianos, aunque su prevalencia en edades infantiles es mucho mas elevada (1:71
frente a 1:357 en Espafia) (7). No obstante, mas del 70% de los nuevos pacientes diagnosticados
superan los 20 afios de edad (6). Estudios de screening han descrito una prevalencia similar entre
hombres y mujeres (8-11). Sin embargo, la EC se diagnostica cominmente en una relacién 2:1
mujeres frente a hombres, esto se cree que es debido a la presencia de comorbilidades asociadas a
la EC en una mayor proporcién en la poblacién femenina y a una mayor preocupacion de este
género por la obtencién de un diagnéstico final (12). Aunque existe mucha variabilidad, en las guias
actuales se recoge una ratio de prevalencia en mujeres frente a hombres desde 1:3 a 1,5:1 en

funcién de la poblacién de estudio (6).
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3. GRUPOS DE RIESGO

Existen ciertos grupos de riesgo, caracterizados por presentar mayor probabilidad de padecer
EC. Los familiares de primer grado de pacientes con EC presentan una prevalencia mas elevada de la
enfermedad, que varia entre un 5-15%, pudiendo llegar al 30% en individuos con alto riesgo genético
(HLA-DQ2.5). Ademas de ello, existen enfermedades asociadas al desarrollo de EC, las cuales pueden
ser detectadas antes, durante o después del debut (13). En la Tabla 1 se recogen los grupos de riesgo
y principales enfermedades asociadas. Estos individuos pueden ser asintomaticos, sin embargo, las
guias actuales permiten la realizacién de un cribado en sujetos asintomaticos Unicamente si

pertenecen a grupos de riesgo (3,6).

Tabla 1. Principales grupos de riesgo y enfermedades asociadas a la EC (3).

Grupos de riesgo para la enfermedad celiaca

Familiares asintomaticos con un miembro de la familia de primer grado (padres, hijos o0 hermanos) con
diagndstico confirmado de enfermedad celiaca
Pacientes con enfermedades asociadas:
Trastornos neuroldgicos y
psiquiatricos:

Enfermedades autoinmunes y otras
inmunopatias:

Otras asociaciones:

Diabetes mellitus tipo |
Tiroiditis autoinmune
Déficit selectivo de IgA
Enfermedad inflamatoria intestinal
Sindrome de Sjogren
Lupus eritematoso sistémico
Enfermedad de Addison

Encefalopatia progresiva
Sindromes cerebelosos
Demencia con atrofia cerebral
Leucoencefalopatia
Epilepsia con calcificaciones
Esquizofrenia
Neuropatia periférica o ataxia

Sindrome de Down (12%)
Sindrome de Williams
Sindrome de Turner
Fibrosis quistica
Enfermedad de Hartnup
Cistinuria
Colitis microscépica

Cardiomiopatia
Fibromialgia

Nefropatia por IgA
Hepatitis crénica autoinmune
Cirrosis biliar primaria
Artritis reumatoide
Psoriasis, vitiligo y alopecia
IgA: Inmunoglobulina A

4. MANIFESTACIONES CLINICAS

4.1. Manifestaciones gastrointestinales

Las manifestaciones gastrointestinales que se pueden encontrar en la EC son muy diversas
y difieren en funcién de la edad de presentacion. En nifios de debut muy temprano se observa
con mas frecuencia un cuadro clasico de la enfermedad, en el que se manifiesta dolor y
distension abdominal, diarrea, nduseas o vomitos, asociados a clinica de malabsorcion. En
cambio, las manifestaciones gastrointestinales en el adulto concuerdan habitualmente con un
cuadro de presentacion no clasica, en el que se muestran sintomas inespecificos como pirosis,

cambios en el ritmo intestinal, flatulencia o meteorismo, en ocasiones de caracter leve, y que
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pueden ser confundidos con otros trastornos funcionales digestivos como el sindrome de colon

irritable o la dispepsia funcional, lo que dificulta y retrasa el diagndstico de estos pacientes (13)

4.2. Manifestaciones extradigestivas

La EC es una enfermedad multisistémica por lo que no sélo se presenta con sintomas
digestivos e incluso, en ocasiones, las manifestaciones extraintestinales pueden ser los Unicos
sintomas presentados en algunas formas de la enfermedad, principalmente en pacientes que
debutan en edad adulta. Derivan en gran medida de déficits nutricionales debidos a la
malabsorcién de micronutrientes, fendmenos de autoinmunidad o a la actividad proinflamatoria.
La malabsorcion en la EC resulta del dafio a la mucosa del intestino delgado, con pérdida de
superficie de absorcion y reduccion de las enzimas digestivas (6). Las consecuencias mas
comunes en edad pediatrica son la pérdida de peso o el retraso en el crecimiento. En el adulto,
suelen englobar alteraciones a nivel de distintos sistemas (cutdneo, hematoldgico,
neurolégico...). Unas de las manifestaciones mas comunes dentro de las alteraciones
hematoldgicas son la anemia y la ferropenia, producidas por la malabsorcion de hierro o
vitamina B12 o un consumo excesivo de cobalamina en un contexto de disbiosis y que se
manifiestan como cansancio, fatiga o debilidad. La inflamacidn crénica producida por la
liberacion de citoquinas unida a un déficit de calcio y vitamina D, puede conllevar el desarrollo
de osteopenia y osteoporosis, siendo otro de los sintomas extraintestinales mds prevalentes
entre los pacientes con EC. Dentro de los sintomas neuroldgicos mas descritos asociados a la EC
se encuentra la ataxia por gluten. Existen diversas afecciones dermatoldgicas asociadas a la EC

como la psoriasis o el eczema, pero la mas frecuente es la dermatitis herpetiforme (14).

4.3. Consenso de sintomatologia clinica

Debido a la variabilidad clinica de la enfermedad, en el afio 2013 se establecié un
documento de consenso (15) en el que la sintomatologia clinica se clasificé de acuerdo a los

siguientes patrones:

- Patrén de presentacion clasico. Los pacientes cursan con sintomas mayoritariamente
digestivos como dolor abdominal y diarrea; o extradigestivos asociados a malabsorcién
como pérdida de peso y fallo en el crecimiento. Aunque es la que se presenta con mayor
frecuencia en nifios pequefios, se ha observado que la sintomatologia clasica es la

menos predominante en la poblacién.
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- Patrén de presentacion no clasico. Aparece principalmente en adultos. Predominan las
manifestaciones extraintestinales y en ocasiones sin sintomas digestivos.

- Presentacion subclinica. Sin sintomas digestivos ni extradigestivos o tan leves que se
encuentran por debajo del umbral de deteccidn clinica. Por ello es comun que no acudan
a consulta y generalmente se trata de pacientes que han sido detectados mediante
screening por ser familiares de primer grado de pacientes con EC o por presentar
enfermedades asociadas como diabetes mellitus tipo 1, enfermedad tiroidea

autoinmune o sindrome de Down.

5. ETIOLOGIA

La EC se desarrolla como resultado de la interaccién entre factores genéticos y ambientales (16)

5.1. Factores genéticos

Existen diversos factores genéticos implicados en el desarrollo de la EC. Se trata de una
enfermedad poligénica en la que intervienen tanto genes localizados en el complejo HLA como
otros no relacionados con el mismo. El complejo HLA comprende multiples genes que se
encuentran situados en el brazo corto del cromosoma 6. El loci HLA es el determinante genético
con mayor peso en la predisposicidn al desarrollo de esta enfermedad, en concreto los genes
HLA de clase || HLA-DQA1 y HLA-DQB1. Ello se debe a que codifican los receptores HLA-DQ, que
se sitlan en la membrana plasmatica de las células presentadoras de antigenos (APC) y estan
implicados en la presentacién antigénica de los péptidos derivados del gluten. Se trata de
heterodimeros conformados por dos cadenas polipeptidicas (a y B), codificadas por los genes

HLA-DQA1 y HLA-DQB1, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Formacidn del receptor HLA-DQ. Alelos y haplotipos que confieren susceptibilidad a la EC (17).

Los loci HLA-DQ son altamente polimdrficos, existiendo numerosos alelos cuyas
combinaciones se asocian a distintos niveles de susceptibilidad al desarrollo de la EC en funcién
de la afinidad que presenten los receptores resultantes a unir péptidos del gluten. En
poblaciones de ascendencia europea, aproximadamente el 90% de los pacientes con EC
presentan el heterodimero HLA-DQ2.5, codificado por los alelos DQA1*05 y DQB1*02, pudiendo
encontrarse en posicidon cis (situados en el mismo cromosoma, heredado de uno de los
progenitores) formando el haplotipo DQ2.5 o en posicién trans (situados en diferentes
cromosomas, heredados uno de cada progenitor), resultante fundamentalmente de la
combinacién de los haplotipos DQ2.2 (HLA-DQA1*02:01 y HLA-DQB1*02:02) y DQ7.5 (HLA-
DQA1*05 y HLA-DQB1*03:01). La mayoria de los pacientes con EC que no presentan dicha
variante expresan el heterodimero HLA-DQS8, codificado por los alelos HLA-DQA1*03 y HLA-
DQB1*03:02 siempre apareciendo en posicion cis. La herencia Unicamente de uno de los alelos
necesarios para la formacién de HLA-DQ2.5 (DQA1*05 o DQB1*02) comprende del 1 al 11% de
los pacientes con EC, si bien es verdad que, aunque el alelo DQA1*05 (haplotipo DQ7.5) no esta
siempre considerado como alelo que confiera riesgo, se ha descrito su presencia en los

individuos con EC que carecen del resto de receptores, considerandose compatible con el
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desarrollo de la enfermedad. La gradacion del riesgo genético o susceptibilidad a padecer EC, no
solo se ve afectada por el tipo de alelo heredado, sino también por el denominado efecto de

dosis: el nimero de copias que se reciban de cada uno de ellos (Figura 2).
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Figura 2. Gradacion del riesgo genético para la EC (17).

Ademas de los factores genéticos HLA-DQ, se han descrito diversas variantes genéticas
asociadas al riesgo a desarrollar EC. Los estudios genémicos realizados a gran escala como los
Genome Wide Association Studies (GWAS) y el estudio Immunochip, han descrito mds de 27
variantes asociadas que explican aproximadamente el 54% de la heredabilidad de la EC (18,19), a
la cual se estima que las variantes no HLA aportan un 15% aproximadamente. Sin embargo, la
mayoria de las variantes genéticas asociadas con la EC se encuentran en regiones no codificantes
e interpretar su papel resulta complejo, pudiendo ademas muchas de ellas tener efectos de
manera especifica en funcién de un tipo celular o tejido. Asimismo, los estudios de metilacién
realizados revelan una compleja mezcla de patrones determinados genéticamente y adquiridos
ambientalmente que aun estan por dilucidar por completo. Segun los diferentes estudios sobre
miRNA realizados tanto en biopsias intestinales como en miRNA circulantes, su expresion se
encuentra alterada en pacientes con EC y se cree que podrian estar involucradas en multiples
vias que participan en la patogénesis, asi como se ha visto que lo estarian también determinados

IcnRNA que podrian tener una funcion reguladora en la expresién de otros genes a distintos
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niveles, lo que concordaria con su situacion cercana a muchos SNPs que han sido asociados con

la EC (18).

5.2. Factores ambientales

5.2.1. Gluten

El gluten es una mezcla compleja de prolaminas, proteinas de reserva que se
encuentran en las semillas del trigo, cebada y centeno, principalmente, y presentan un alto
contenido en los aminoacidos prolina y glutamina, lo que da lugar a su nombre. El gluten del
trigo esta compuesto por gluteninas de alto y bajo peso molecular que conforman una red
proteica que aporta elasticidad, y por gliadinas que confieren viscosidad y se subdividen en
a-gliadinas, y-gliadinas y w-gliadinas. Por su parte, las prolaminas que se encuentran en la
cebada y el centeno, se denominan hordeinas y secalinas, respectivamente. Debido a su alto
contenido en prolina, las prolaminas del gluten son resistentes a la digestion completa por
las enzimas digestivas humanas, resultando en péptidos grandes, de 20 a 50 aminoacidos,
capaces de atravesar el epitelio intestinal y algunos de los cuales son susceptibles de resultar

inmunogénicos, desencadenando los procesos inflamatorios asociados a la EC (20).

5.2.2. Otros factores ambientales

Ademas del gluten, se sabe que existen otros factores ambientales implicados en el
desarrollo de la enfermedad. Entre los factores propuestos, destaca el posible papel de la
microbiota intestinal y las infecciones viricas. Se han observado diferencias en las
proporciones de ciertas poblaciones bacterianas a nivel intestinal entre individuos sanos y
pacientes con EC, si bien es verdad que todavia no estd claro si estas alteraciones estan
implicadas en el desarrollo de la enfermedad o son consecuencia de la misma (21,22). La
microbiota intestinal puede metabolizar de una manera diferente los péptidos del gluten
dejando al descubierto epitopos mas inmunogénicos, o incluso actuar induciendo cambios
proinflamatorios en el propio epitelio (23,24). Por otro lado, se ha estudiado también la
posible implicacion de distintas clases de virus en el desarrollo de la EC (25). Bouziat et al.
demostraron que los reovirus son capaces de modificar la homeostasis en el intestino e
inducir la pérdida de tolerancia frente a antigenos de la dieta, determinando una “impronta”
gue puede desencadenar una respuesta inmunitaria y proinflamatoria (26). También destaca

el papel que las infecciones por enterovirus pueden tener en el desarrollo de EC (27).
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6. PATOGENESIS

En el desarrollo de la EC entran en juego tanto la inmunidad adaptativa como la innata (Figura
3). Como se ha mencionado anteriormente, la digestion parcial del gluten provocada por su alto
contenido en prolina, tiene como consecuencia la presencia de los fragmentos resultantes en el
espacio luminal del intestino. Los péptidos de gluten son transportados a la lamina propia
principalmente mediante mecanismos transcelulares, sin embargo, también pueden debilitar las
uniones intercelulares entre enterocitos, lo cual, unido a los procesos de citotoxicidad que tienen

lugar en el epitelio, favorece el aumento de la permeabilidad intestinal contribuyendo a su paso.

Es en la [dmina propia donde tiene lugar la respuesta inmunitaria adaptativa (28,29). Tras la
entrada de los péptidos derivados del gluten al epitelio intestinal, la enzima transglutaminasa tisular
tipo 2 (TG2) actua sobre ellos realizando una desamidacion, que convierte los residuos de glutamina
(Q) en glutamato (E), aportando carga negativa a la molécula y aumentando asi su afinidad por las
moléculas HLA-DQ. Dicha afinidad es dependiente ademas de la posicion de estas cargas negativas,
ya que son utilizadas como sitio de anclaje facilitando la unidn. Los epitopos reconocidos por el
receptor HLA-DQ2.5 suelen presentar los residuos de glutamato en posiciones centrales: P4, P6 o P7,
mientras que en los epitopos restringidos al HLA-DQ8 suelen ocupar posiciones situadas en los
extremos: P1 y/o P9. Por su parte, la afinidad de la TG2 por los péptidos del gluten también es
dependiente de secuencias concretas de aminodcidos, en las que la glutamina y la prolina se
encuentran separadas por uno o dos residuos (QXP, QXXP). Existen multitud de epitopos diferentes
que pueden unirse a las moléculas HLA-DQ de las células presentadoras de antigeno y ser
reconocidos por los linfocitos T CD4" de los pacientes con EC, sin embargo, algunos péptidos son
capaces de hacerlo en una proporcién importante de los pacientes y son por ello denominados
péptidos inmunodominantes. Hasta la fecha, se han descrito multitud de péptidos

inmunodominantes, siendo los mas conocidos y estudiados los que se unen al HLA-DQ2.5 (20,30).

A través de la presentacion antigénica mediada por las células presentadoras de antigeno (APC),
los linfocitos T CD4+ entran en contacto con péptidos derivados del gluten, con lo que se activan e
interaccionan con linfocitos B, permitiendo la produccion de anticuerpos frente al gluten y la TG2. La
presencia de autoanticuerpos frente a TG2, podria ser explicada mediante la formacién de un
complejo hapteno-carrier (31); los linfocitos B serian capaces de internalizar complejos formados por
TG2 y péptidos de gluten, presentando en su membrana los fragmentos desamidados reconocibles
por los linfocitos T CD4+; se produciria entonces una activacion mutua entre ambas células que
permitiria la produccidn de anticuerpos anti-TG2 (32). Esta colaboracion se ha demostrado tanto in

vitro como in vivo (33). Al activarse, los linfocitos T CD4+ producen citoquinas proinflamatorias como
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IL-15, IL-21 e IFN-y, que ademds de favorecer la produccién de anticuerpos por parte de los linfocitos
B, regulan los procesos de citotoxicidad y destruccidn del epitelio intestinal mediante la expansién
de los linfocitos intraepiteliales T CD8+ y su conversidn en células citoliticas (34). Asimismo, algunos
péptidos parecen tener un efecto tdxico directo que condiciona en la mucosa celiaca una situacién
de estrés bajo la cual, se produce la expresiéon de MICA vy la liberacion de IL-15, a su vez, por parte de
los enterocitos; esta citoquina proinflamatoria induce la transformacién citotdxica de los linfocitos
intraepiteliales (LIE) y la expresion de NKG2D mediante el cual interactian con los enterocitos
gracias a la unidn a su ligando MICA, induciendo su apoptosis y pudiendo contribuir a la destruccion
de las microvellosidades intestinales y el consecuente aplanamiento del epitelio caracteristico de la

EC(28,29).

Los linfocitos intraepiteliales son una poblacidn diversa de células que se encuentran en el
epitelio intestinal y desempefian un papel importante tanto en la respuesta inmunitaria defensiva
contra patégenos como en la respuesta tolerogénica frente a otros antigenos (35). Una vez
activados, un porcentaje de los linfocitos T pueden permanecer muchos afios como células de
memoria central (Tcm) o efectora (Tem). Las Tem se localizan en su mayoria en drganos linfoides
secundarios, y aunque también pueden estar presentes en sangre o bazo, son muy escasas en
tejidos no linfoides (36). Presentan la capacidad de autorrenovacién homeostatica prolongada en
ausencia de antigeno y pueden estimular a las células dendriticas, ayudar a los linfocitos B y generar
una nueva ola de células efectoras en caso de una reexposicion. Carecen de funcién citotdxica o
inflamatoria, ya que son pobres productores de citoquinas efectoras como IFN-y (36-38). Las Tem se
alojan en tejidos periféricos no linfoides (incluidos piel, pulmdn, higado, intestino y especialmente
en las mucosas) y sitios de inflamacidn y migran entre ellos. Aunque su tasa de proliferaciéon es baja,
tienen capacidad de secrecién de citoquinas efectoras como IFN-y activada por antigeno y presentan
granulos citotéxicos intracelulares en los que expresan granzima B y perforina, lo que les otorga una
funcién efectora. Proporcionan una respuesta rapida en el sitio de accidn actuando de primera

barrera ante la reexposicion (39-41)
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Figura 3. Principales mecanismos de patogénesis implicados en la EC. (Adaptada de (29)).

7. SENSIBILIDAD AL TRIGO NO CELIACA

La sensibilidad al trigo no celiaca (STNC) se caracteriza por la presencia de sintomatologia clinica
similar a la que se observa en pacientes con EC, que con frecuencia tienen lugar al poco tiempo de
haber consumido alimentos con gluten y que desaparecen tras la retirada de estos alimentos de la
dieta. No existen pruebas especificas para su diagndstico, el cual, por tanto, requiere descartar tanto
la EC como la alergia al trigo cuando el paciente todavia se encuentra manteniendo una dieta con
gluten (6). Se trata de una entidad que hay que tener presente cuando se establece el diagndstico de

EC en formas seronegativas o con lesiones mucosas de bajo grado.
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8. DIAGNOSTICO (GUIAS ACTUALES)

Para realizar un correcto diagndstico de la EC existen distintas guias disponibles. En el caso de la
poblacién pedidtrica, la mas utilizada es la publicada por la European Society for Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) (42), mientras que para el diagndstico en
poblacién adulta las mas destacadas actualmente son: European Society for the Study of Coeliac
Disease (ESsCD) guideline for coeliac disease and other gluten-related disorders (6), American College
of Gastroenterology (ACG) Guidelines Update: Diagnosis and Management of Celiac Disease (43) y
World Gastroenterology Organisation Global Guidelines (WGO) (44). Ademads, a nivel nacional, se
publicé en el afio 2018 el Protocolo para el diagndstico precoz de la Enfermedad Celiaca (3) que
recoge los criterios para el diagndstico tanto de nifios como de adultos en Atencién Primaria y
Atencidn Especializada. Todas las guias publicadas a dia de hoy basan el diagndstico de individuos
con sospecha clinica o grupos de riesgo, en las pruebas de serologia, histologia y/o genética, sin
embargo, el protocolo nacional incluye como novedad el uso del linfograma intraepitelial al menos

en ciertas situaciones.

8.1. Serologia

Una caracteristica de los pacientes con EC mientras mantienen una dieta con gluten (DCG)
es la presencia de anticuerpos en sangre, cuya determinacién se emplea en el diagnéstico de
esta enfermedad. Se trata de una prueba poco invasiva, cuya realizacion actualmente se
recomienda en pacientes que presentan sintomas o signos asociados a EC o como prueba de
screening en individuos que pertenezcan a grupos de riesgo. Se debe realizar Unicamente
cuando el paciente se encuentre manteniendo una DCG, puesto que los anticuerpos dejan de ser
detectables al retirar el gluten de la dieta, del mismo modo, se pueden obtener valores
fluctuantes o en el limite de cuantificacion cuando la ingesta de gluten diario del paciente es
baja, por lo que el resultado se debe considerar en conjunto con el resto de las pruebas

diagndsticas (6). Los test seroldgicos utilizados actualmente en el diagnéstico de la EC son:

8.1.1. Anticuerpos anti-transglutaminasa tisular tipo 2 (ATG2) isotipo IgA

Estan dirigidos frente al enzima TG2. La prueba se realizaba cominmente mediante
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), aunque actualmente en muchos
centros comienza a ser sustituido por quimioluminiscencia. Constituye la prueba de eleccion
en la practica clinica tanto para despistaje o diagndstico como para seguimiento, al tratarse
de un método sencillo, barato y poco invasivo. Presentan una sensibilidad en torno al 94%, y

una especificidad alrededor del 96% (42). Se deben realizar acompafiados de una
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determinacién de la IgA total para descartar déficit selectivo de IgA, en cuyo caso se utilizard

el isotipo I1gG (6,45).

8.1.2. Anticuerpos anti-endomisio (EMA) isotipo IgA

Se dirigen también frente a la TG2. La prueba se realiza por inmunofluorescencia
indirecta sobre cortes tisulares de eséfago de primate, donde da un patrén muy
caracteristico a nivel del endomisio de la submucosa. Su sensibilidad es ligeramente menor
que la de los ATG2, sin embargo, es el test seroldgico que presenta mayor especificidad para
el diagnéstico de EC, proxima al 100% (46). A pesar de ello se suelen utilizar menos que los
ATG2, ya que se trata de una técnica mds cara y que presenta cierta subjetividad, lo que la
hace operador-dependiente (1). Se suele utilizar el ATG2 como test inicial, y posteriormente,

el EMA como confirmacion si fuera necesario (6).

8.1.3. Anticuerpos anti-péptidos desamidados de gliadina (PDG) isotipos IgG e IgA
Estan dirigidos a la deteccién de péptidos inmunodominantes desamidados por la
TG2 tras la digestidn de la gliadina. La técnica utilizada mas frecuentemente es el ELISA, para
el que se reportan valores de sensibilidad y especificidad en torno al 80-95% y 80-90%,
respectivamente, siendo menores que los mostrados por los ATG2 y EMA (47). Ademds de
ello, se ha descrito una disminucién de estos valores al ser evaluados en su aplicaciéon a la
practica clinica (48,49), lo cual refuerza la tendencia a disminuir su utilizaciéon. En la altima
guia diagndstica de la EPSGHAN se desaconseja la utilizacion de los PDG IgA e IgG cuando la
IgA sérica es normal. Unicamente se indica la realizacién de un test PDG IgG en los casos de
déficit de IgA y resultando sdlo indicativo de sospecha de EC, requiriéndose una biopsia
confirmatoria(42). Por su parte, Hoerter et al. describieron que el VPP de este test tomado
de manera aislada era sdélo del 15%, resultando falsos positivos en el porcentaje restante,
recalcando que su verdadera utilidad radicaria en su utilizacion en combinacién con los

ATG2-IgA, caso en el que estos verian aumentada su eficacia diagnéstica (6,50).

Aunque es poco frecuente, existe un porcentaje de pacientes que carecen de
anticuerpos en sangre. Su prevalencia no se encuentra todavia bien definida, pero se calcula
que se encuentren representando aproximadamente del 2 al 15% de la poblacién con EC.
Los criterios para confirmar su diagndstico son la presencia de atrofia vellositaria, habiendo
descartado otras posibles causas de atrofia; genética compatible HLA-DQ2 o HLA-DQS; vy la

respuesta a una DSG (6,51).
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8.2. Histologia

La realizacion de una biopsia duodenal fue durante muchos afios el patrén oro para el
diagndstico de la EC, aunque desde el afio 2012 la ESPGHAN permite el diagndstico sin biopsia
en nifos con anticuerpos elevados bajo ciertas circunstancias. Al igual que las pruebas
seroldgicas, se debe realizar mientras el paciente mantiene una DCG, ya que las lesiones tienden
a normalizar con el tiempo cuando éste deja de ser consumido. Se realiza una endoscopia
digestiva alta en la que se valoran alteraciones macroscopicas de la mucosa duodenal y se lleva a
cabo la toma de biopsias multiples, minimo una a nivel de bulbo y cuatro de la segunda porcidn
duodenal debido a la existencia de lesiones parcheadas, en las que no todo el intestino se
encuentra afectado y que puede conducir al analisis de un fragmento con mucosa normal. Para
establecer el grado de la lesidn, la clasificacion mas empleada es la de Marsh-Oberhuber (Figura

4), que atiende a los cambios observados en la mucosa intestinal (52,53), distinguiendo:

- Marsh 0: mucosa normal.

- Marsh 1: lesion infiltrativa con aumento de linfocitos intraepiteliales (> 25/100
enterocitos).

- Marsh 2: lesidn hiperplasica con aumento de linfocitos intraepiteliales y elongacién de
las criptas.

- Marsh 3: lesion destructiva que incluye (ademds de lo anterior) atrofia vellositaria,

pudiendo ser parcial (3a), subtotal (3b) o total (3c).

Linfocito
Intraepitelial
Altura de la -3 g
vellosidad L
(Vh)
Profundidad
de la cripta
(Cd)
. . . : - Atrofia vellositaria  Atrofia vellositaria Atrofia vellositaria
Lesion Infiltrativa Hiperplasica .
parcial subtotal total
Arqu|tec’gura de Normal Normal Normal Acortada, Cla’ra.\mente Pérdida completa
las vellosidades despuntadas atrofica
grsqcur|i§[<;t:ra e Normal Normal Agrandado Agrandado Agrandado Hiperplasia severa
Linfacitos Normal (<25/100 Aumentado  Aumentado Aumentado Aumentado Aumentado

intraepiteliales enterocitos)
Vh:Cd ratio >3 >3 22 a<3 =21la<2 =0,5a<1 <0,5

Figura 4. Clasificacion de Marsh-Oberhuber para la evaluacién del grado de la lesién de la mucosa intestinal. Vh: altura de
la vellosidad (villous height); Cd: profundidad de la cripta (Crypt depth). (Adaptada de (29)

Se debe tener en cuenta que las lesiones intestinales que presenta un paciente con EC no
son patognomonicas y pueden coincidir con las producidas por otras afecciones como la

enfermedad de Crohn, sobrecrecimiento bacteriano intestinal (SIBO) o infeccién por
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Helicobacter pylori, entre otras. Esto, sumado a que la evaluaciéon de la biopsia duodenal
presenta cierta subjetividad dependiente del patdlogo, hace necesaria la realizacion de otras

pruebas complementarias para concluir en un diagnéstico adecuado.

Segun las guias actuales, si los titulos de ATG2 son muy elevados (superando 10 veces el
limite normal), no se considera imprescindible la realizacion de una biopsia intestinal en
pacientes en edad pedidtrica con consentimiento paterno, siempre que se confirme la
positividad de anticuerpos mediante el analisis de EMA en una segunda muestra (42). Quedan
excluidos del diagndstico sin biopsia los nifios que presentan deficiencia de IgA o diabetes

mellitus tipo I.

En adultos, es recomendable también en practica clinica la realizacion de una biopsia de
seguimiento para comprobar la normalizacién de la mucosa intestinal en pacientes con
persistencia de sintomas o pacientes asintomdticos tras 2 afios desde la retirada del gluten de la
dieta sobre todo en casos de diagndstico a edades avanzadas (> 40 afos) o de debut con

malabsorcién grave (6,43)

8.3. Estudio genético

Aproximadamente el 99% de los pacientes con EC presentan los heterodimeros de riesgo
HLA-DQ2 o -DQ8. Su ausencia permite descartar el diagndstico de forma bastante fiable, pero su
presencia no implica confirmarlo, ya que se encuentran presentes en aproximadamente un 30-
40% de la poblacidn general, por consiguiente, se trata de un factor necesario pero no suficiente
para el desarrollo de la EC. La determinacion del HLA como prueba diagndstica tiene por tanto,
un alto valor predictivo negativo y puede ser de utilidad para descartar la enfermedad en grupos
de riesgo o casos con diagnéstico dudoso. Respecto a los grupos de riesgo, se puede llevar a
cabo este estudio genético aln bajo la ausencia de sintomas (16,54,55): una genética compatible
con la enfermedad supondra la realizacidon de pruebas seroldgicas periddicas, mientras que una
genética no compatible descartaria la enfermedad evitando continuar con el proceso
diagndstico. En el caso de pacientes con diagndstico incierto, como individuos con sospecha
clinica pero serologia negativa, lesiones histolégicas de bajo grado o discrepancias entre los
resultados de serologia y biopsia; ante una genética no compatible, se plantearia un diagnédstico
alternativo, mientras que de ser compatible, se sugieren diferentes enfoques dependiendo del
caso para poder llegar a un diagndstico concluyente. Ademas, el estudio genético también

encuentra valor en sujetos que no responden a la DSG y en aquellos que decidieron adoptarla
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por iniciativa propia, antes de obtener un diagndstico final. (56) En estos casos, sélo los

pacientes con genética compatible contindan el estudio de despistaje de EC.

8.4. Linfograma intraepitelial

Los LIE representan en torno al 5-15% de las células del epitelio duodenal (57); y en un
individuo sano aproximadamente el 70% corresponden a linfocitos T (LIE CD3*), mientras que la
porcidn restante (LIE CD3) habitualmente se halla en torno al 20% en adultos y al 40% en nifios.
Sin embargo, un hecho caracteristico de la EC es la infiltracion del epitelio intestinal por
linfocitos que son activados durante la respuesta inmunitaria ante la ingesta de gluten. Se
corresponde con un estadio inicial de linfocitosis histopatoldgica que se detecta como un
aumento de la poblacion de LIE CD3* en la mucosa intestinal de pacientes con EC activa, ademas
de esto, la subpoblacion CD3*TCRy6&* pasa con frecuencia a representar en torno al 20-30% de
ella, cuando la proporcién habitualmente presentada en individuos sanos no supera el 10%; por
el contrario, la poblacién de LIE CD3" disminuye su presencia considerablemente hasta valores

menores al 10% (35).

El descenso en la poblacion CD3™ se considera un marcador de integridad de la mucosa, no
siendo por tanto especifico de la EC. Tras el establecimiento de la DSG, la proporcién de LIE CD3"
se va reestableciendo a medida que desaparecen las lesiones intestinales y se produce la
normalizacién de la mucosa. Sin embargo, el aumento en la proporcién de LIE TCRyS* es un
marcador caracteristico de la enteropatia celiaca. Esta subpoblacién suele mantenerse elevada
en el epitelio intestinal de individuos con EC, en ocasiones afios después de retirar el gluten de la
dieta, sin embargo, algunos pacientes que mantienen una DSG estricta presentan valores
menores al 10%, lo que haria pensar que el gluten estd implicado tanto en la funcionalidad como
en el numero de las subpoblaciones de LIE y pequefiias transgresiones fueran las causantes del
mantenimiento de esta a lo largo de los afos. La contraccion de la memoria efectora del
compartimento mucoso por DSG estricta durante largo tiempo podria ser la razén de la falta de

sensibilidad en esta prueba.

El linfograma intraepitelial analiza estos cambios en las proporciones celulares de manera
sencilla mediante citometria de flujo, valorando el porcentaje de LIE respecto al total del epitelio
y los porcentajes de LIE TCRy6" y de LIE CD3" respecto al total de LIE. La metodologia de esta
técnica es sencilla, su principal requerimiento es un citémetro de flujo, disponible en la mayoria
de los hospitales, y resulta ademas rapida y econdmica, requiriendo Unicamente un fragmento

de biopsia intestinal que se toma durante el mismo procedimiento de endoscopia que se realiza
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por practica clinica para el diagnéstico de EC (35,58). Los valores de sensibilidad y especificidad
son elevados, aunque pueden variar entre diferentes poblaciones de estudio. En el meta-analisis
realizado por el grupo de Ferndndez-Banares en 2019, que englobd a 519 pacientes y 440
controles, se obtuvo una sensibilidad del 93% y una especificidad del 98% (58). En cuanto
Unicamente a la poblacién pediatrica, recientemente se han descrito valores de 94% de

sensibilidad y 95% de especificidad (59,60).

Este método puede resultar atil en el diagndstico de pacientes que retiraron el gluten de la
dieta previamente a la obtencidn de un diagndstico concluyente debido al mantenimiento de los
valores elevados de LIE TCRy6* (61), como se pudo corroborar en el analisis sistematico realizado
por Fernandez-Bafiares et al. que incluyé una cohorte de 200 pacientes que mantuvieron una
DSG durante un tiempo medio de 5 afos (58). Al distinguir patrones distintivos de la EC, puede
descartar casos de STNC aunque ya se encuentren en DSG y ademas, es capaz de detectar casos
de EC potencial, caracterizada por serologia positiva sin la existencia de atrofia. Actualmente en
Espafia se utiliza de manera rutinaria en muchos hospitales y se incluyé en el Protocolo de
Diagnostico Precoz de la EC en 2018 (3). Por su parte, las guias diagnoésticas de la European
Society for the Study of Coeliac Disease (ESsCD) y la ESPGHAN recomiendan el analisis de LIE
TCRy&* como apoyo en casos de dificil diagndstico (6,42). En estos casos, que incluyen pacientes
gue no poseen genética HLA de riesgo, en los que la serologia resulta negativa o esta presente a
titulos bajos, o que muestran dafio histoldgico leve que puede ser debido a otras patologias, el

linfograma intraepitelial ha demostrado ser de utilidad (35,58).

8.5. Provocacién con gluten

La prueba de provocacion se realiza en pacientes que se encuentran manteniendo una DSG
pero carecen de un diagndstico firme previo, bien al no haber realizado las pruebas habituales
de serologia y biopsia en DCG, o bien al haber obtenido resultados poco concluyentes, como es
el caso de pacientes con lesiones histoldgicas de bajo grado, serologia negativa o resultados
discrepantes entre serologia e histologia, que pueden hacer sospechar de otros origenes para el
dafio histoldgico. Sin embargo, estos pacientes indican habitualmente una mejoria sintomatica al

eliminar el gluten de la dieta, por lo que siguen bajo sospecha de EC.

La provocacion consiste en el restablecimiento de una dieta con gluten durante un periodo
de tiempo determinado, tras el cual, se realizaran las pruebas de serologia y, cuando procede,
biopsia esperando la reaparicion de anticuerpos en sangre y el dafo histoldgico supuestamente

inducidos por la ingesta de gluten. Actualmente no existe un consenso sobre la duracién de la
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provocacion y la cantidad de gluten a ingerir. Se han realizado estudios valorando el efecto tanto
de la utilizacién de diversas cantidades de gluten como de la variacién del tiempo de
administracion. Lahdeaho et al. mantuvieron un tiempo de administracion de 12 semanas vy
establecieron dos grupos en los que compararon la administracién de una dosis baja de gluten
de 1 - 3 g diarios frente a una dosis moderada de 3 - 5 g, observando dafio en la mucosa del 67%
de los pacientes y reaparicion de anticuerpos en el 43% de los casos, independientemente de la
dosis ingerida, si bien es verdad que dosis moderadas desencadenaron sintomas mas severos,
provocando que muchos pacientes no finalizaran el estudio (62). Posteriormente, el grupo de
Leffler puso a prueba la administracién de 3 a 7,5 g diarios de gluten valorando ademas distintos
tiempos, observando cambios significativos tanto en la histologia como en el recuento de LIE a
dia 14 del comienzo de la provocacidn, mientras que los anticuerpos en sangre no aumentaron
considerablemente hasta el dia 28, lo que ocurridé en un 55% de los casos al considerar ATG2 o
75% al tener en cuenta ATG2 y PDG (63). Se necesitan mas evidencias para alcanzar un acuerdo
en relacion al establecimiento de una dosis de gluten y tiempo de administracion
estandarizados. A pesar de esto, actualmente en la practica clinica se suele aconsejar consumir

unos 10 g de gluten al dia durante un periodo de tiempo de 6 a 8 semanas (6,43).

La provocacidn con gluten proporciona una solucién al diagndstico de individuos que se
encuentran en DSG, sin embargo, su aplicabilidad en la practica clinica se ve reducida ya que
muchos pacientes se niegan a exponerse al gluten de nuevo durante un periodo de tiempo tan

largo, principalmente debido al temor a sufrir una recaida clinica.

8.6. Algoritmos y problematicas diagndsticas

El diagndstico de la EC resulta sencillo en casos en los que existe sospecha por
sintomatologia asociada a la enfermedad y se observa una elevacién de anticuerpos especificos
en sangre concordante con alteraciones histoldgicas que remiten con el establecimiento de una
DSG. Sin embargo, no todos los casos ofrecen evidencias tan claras y algunos suponen un
verdadero reto diagndstico para los profesionales. Para facilitar el diagndstico de los pacientes
con EC se han elaborado algoritmos que guian al especialista en la toma de decisiones a lo largo
del proceso. En la Figura 5, se muestra el algoritmo diagnéstico incluido en el Protocolo de

diagndstico precoz de la Enfermedad Celiaca para su uso en Atencion Especializada.
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Figura 5. Secuencia de actuacidon diagndstica de la EC en Atencion Especializada (3).

En primer lugar, el especialista debe asegurarse de que el paciente se encuentra
manteniendo una DCG en el momento de la realizacion de las pruebas. Esto es de vital
importancia para un correcto diagndstico, ya que los anticuerpos especificos en sangre
desaparecen con la retirada del gluten de la dieta, del mismo modo que la mucosa duodenal se
reestablece con el tiempo, evitando la deteccidn de las posibles lesiones histoldgicas provocadas
por su ingesta. Seguidamente, se realiza una determinaciéon de ATG2 junto con una medida de
los niveles de IgA totales para descartar un déficit selectivo de IgA que enmascare el resultado.
Ante la obtencién de una serologia positiva, se realizard la biopsia duodenal exceptuando (como
ya se ha mencionado) casos en edad pedidtrica con valores de ATG2 IgA que superan 10 veces el
punto de corte y EMA IgA positivo obtenido de una segunda muestra. En este algoritmo, se
indica también la determinacién del linfograma intraepitelial junto con el estudio histolégico,
evitando de este modo la realizacion de una segunda endoscopia ante una situacién compleja.
Ante un resultado negativo en la serologia, no debe descartarse el diagndstico de EC, ya que este
tipo de pacientes conforman el 2-15% de los pacientes con EC. La EC seronegativa puede
deberse a multiples factores (Figura 5) y llegar a un diagndstico concluyente resulta complejo

debido a que las lesiones histolégicas no son patognomonicas, en estos casos, el linfograma
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intraepitelial supone un apoyo muy importante. El proceso diagndstico de estos individuos se
puede alargar considerablemente, requiriendo la comprobacién de la remisién de los sintomas y
las lesiones intestinales tras el mantenimiento de una DSG (lo cual puede extenderse de 1 a 2
afos) y en ocasiones, la realizacién de una prueba de provocacion larga seguida de una nueva
determinacidén seroldgica y biopsia duodenal para verificar la recidiva (3). Del mismo modo, se
encuentra la problemdtica de lesiones histolégicas de bajo grado, que pueden encontrarse
también en pacientes con STNC debido al consumo de alimentos con gluten, por lo que debe

descartarse esta condicion.

9. DIETA SIN GLUTEN (DSG)

La DSG constituye, hasta la fecha, el Unico tratamiento disponible para la EC. Se debe mantener
de por vida y conlleva la remisién de los sintomas clinicos, la desaparicién de los anticuerpos
especificos y la normalizacién de las lesiones intestinales. El tiempo de recuperacién varia entre
pacientes, pero se suele alcanzar la remisién clinica a partir de dos semanas, la normalizacion
seroldgica entre 6 y 12 meses, y la desaparicién de las lesiones intestinales puede prolongarse dos

afios o mas (64).

Existen pocos casos en los que los pacientes, a pesar de permanecer en DSG durante al menos
12 meses no muestran reversion de las lesiones histolégicas ni remisién de sintomas asociados a la
malabsorcion. Se considera EC refractaria y para diagnosticarla adecuadamente es necesario
corroborar la correcta adherencia del paciente a la DSG ademas de descartar otros posibles

diagndsticos como enteropatia autoinmune o enfermedad de Crohn (3).

10. NUEVOS ABORDAJES PARA EL DIAGNOSTICO DE EC EN DSG

Como ya se ha comentado, existe la problematica de los pacientes que, por moda o
desconocimiento, retiran el gluten de su dieta sin haber sido diagnosticados. Esto imposibilita la
realizacion de las pruebas diagndsticas actuales cuando acuden a consulta. Ademas, existen
individuos en los que dada la complejidad diagndstica se recomienda iniciar una DSG como prueba

adicional a obtener un diagnéstico.

En la literatura existen diferentes aproximaciones para intentar abordar el diagnéstico en DSG

reduciendo el tiempo de exposicion al gluten, es decir, la duracién de la provocacion.
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10.1.Provocacion corta

10.1.1. Estudios ELISpot

En el afio 2000, el grupo de Anderson estudio la respuesta de linfocitos T extraidos
de muestras de sangre periférica de pacientes con EC al estimularlos in vitro con diferentes
péptidos de gluten con el fin de identificar epitopos inmunodominantes. Plantearon que la
respuesta de estas células a la gliadina podria ser similar a la descrita en modelos de
autoinmunidad e infeccidn crdnica, en los que se produce una reaccion inicial a un numero
limitado de epitopos dominantes, seguida de un epitope spreading, y emplearon entonces
células de pacientes extraidas durante la realizacidn de una provocacién con gluten, es decir,
en los que ya se habia producido el estimulo inicial. Los participantes consumieron 200 g de
pan blanco diarios durante 3 dias y, mediante la técnica de ELISpot, se pudo observar
empleando células mononucleares aisladas de su sangre periférica (PBMCs) y estimuladas
por péptidos inmunodominantes, la produccién de IFN-y, que alcanzaba su maximo cuando
se empleaban PBMCs aisladas de sangre extraida a dias 6-8 del inicio de la provocacién. Ya
en este primer estudio, se planted la existencia de linfocitos T de memoria que se mantenian
a lo largo del tiempo a pesar del mantenimiento de una DSG probablemente en parte debido
a la exposicién a trazas de gluten, que son comunes incluso en alimentos etiquetados como

“sin gluten” (65)

En estudios posteriores, pretendieron caracterizar esas células reactivas a la
estimulacion con péptidos de gliadina y, mediante la utilizacion de beads
inmunomagnéticas, deplecionaron selectivamente distintas poblaciones celulares,
concluyendo que las células productoras de IFN-y que detectaban en los ensayos ELISpot
eran linfocitos T CD4* que parecian expresar ademads la integrina a4f7 (que se une a
MAJCAM-1 y estd asociada con el direccionamiento a la [ldmina propia del epitelio intestinal)
y estaban restringidos por HLA-DQ, en concreto por HLA-DQ2 debido al tipo de péptidos
empleado. También observaron que estas células no eran detectadas en circulacion si no se
habia mantenido una DSG durante al menos las 2 semanas previas al estudio, tiempo tras el
cual su presencia aumentaba 8 veces, y hasta 200 veces cuando se mantuvo la DSG estricta
durante 8 semanas o mas. Se planted la idea de que la provocacién con gluten estimulara
células de memoria en el tejido linfoide asociado al intestino que se sucediera del paso de
linfocitos T efectores a la sangre periférica a través del ducto toracico, lo cual concordaria

con el hecho de que la secrecién de IFN-y (observada mediante los ensayos ELISpot) es

29



caracteristica de células efectoras y de memoria, mientras que las naive comienzan

secretando IL-2 y tardan mas en adquirir esta capacidad (66).

10.1.2. Estudios de tetrdmeros

Los multimeros o tetrameros de HLA-DQ2.5-gliadina de clase Il son una herramienta
muy util para detectar y evaluar la respuesta inmunitaria antigeno-especifica. A diferencia
del ELISpot o el ELISA, que se basan en una deteccion indirecta mediante la medida de la
produccion de determinadas moléculas, los tetrdmeros, proporcionan una forma de
deteccion directa de los linfocitos T que expresan una molécula TCR concreta (67). Consisten
en cuatro moléculas de MHC cargadas con un Unico péptido y unidas a una molécula de

estreptavidina que esta acoplada a un marcador fluorogénico (68) (Figura 6).

Péptido unido no ( )
covalentemente

Porciones -
P
extracelulares de -

las cadenas ay B SA-PE

“Cremalleras” de
leucina e

Regiones de unién “—___

Sitio de biotinilacién —

Figura 6. Esquema de la estructura del tetrdmero de HLA de clase Il. SA = estreptavidina, PE = ficoeritrina
(Adaptado de (69)).

En 1996 Altman et al. ingeniaron esta estructura tetramérica que daba solucién al
problema de la elevada tasa de disociacidon que presentaban los complejos existentes MHC-
péptido con los TCR de los linfocitos T. Con esta nueva disposicidn se originaba una unién
estable que permitia la visualizacién directa de estas células. Sin embargo, un requerimiento
de esta técnica es el conocimiento previo del epitopo que es especificamente reconocido,
por ello, el grupo de Quarsten et al. encontré especial utilidad en el estudio de EC, la Unica
enfermedad autoinmune en la que se conoce el antigeno desencadenante de la reaccion, el
gluten, y en 2001, generaron los primeros tetrameros DQ2-péptido especificos para tres
epitopos de gliadina, consiguiendo marcar diferencialmente los linfocitos T que los
reconocian (67). Esta tecnologia, junto con el descubrimiento de nuevos epitopos
inmunogénicos, abrid la posibilidad de utilizar los tetrdmeros como herramienta diagndstica

para pacientes en DSG, mediante la tincién y deteccién por citometria de flujo, de la
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poblacién de linfocitos T CD4* que aparece en sangre periférica en pacientes celiacos tras
una provocacién con gluten de tres dias, obteniendo un AUC = 0,95 con una sensibilidad y
especificidad del 97 y 95% respectivamente. Ademas, pudieron comprobar que esta
poblacidn correspondia con células que expresaban un fenotipo de memoria efectora

(CD62L CD45RA’), activadas (CD38*) y con direccionamiento a intestino (B7%) (70).

La utilizacion tanto de esta técnica como de los estudios ELISpot se encuentra
restringida a pacientes HLA-DQ2 o HLA-DQS8, para los cuales se conocen numerosos péptidos
inmunogénicos, pero no pueden ser utilizadas en pacientes con otra genética, que si bien es
cierto que representan un pequefio porcentaje de la poblacién celiaca, su presencia se ve
aumentada cuando se consideran casos complejos o de dificil diagndstico, siendo ademas
estos los mas proclives a haber comenzado una DSG autoadministrada debido a la demora
en la obtencién de un diagndstico concluyente. Ademas de esto, los requerimientos técnicos
y el coste econdmico de este procedimiento dificultan su posible implantacién en la préctica

clinica al no encontrarse al alcance de muchos laboratorios y hospitales.

10.1.3. Estudios con citometria de masas

En el afo 2013, Han et al. utilizaron la citometria de masas por tiempo de vuelo
(CYyTOF) para caracterizar en mayor profundidad las células que surgian en sangre periférica
de pacientes con EC en DSG sometidos a una provocacién con gluten de 3 dias. Observaron
gue no sdlo se inducia la aparicidn de linfocitos T CD4* sino también de las poblaciones CD8*
af y yb, cuya respuesta también parecia estar mediada por TCR, indicando que era antigeno-
especifica, segln sugirieron los analisis de expresién single-cell. En cuanto a la
caracterizacién de estas poblaciones, observaron que expresaban el receptor de la integrina
B7, indicando direccionamiento a intestino, ademds del marcador de activacion CD38 y
carecian de la expresidon de CD62L y CD45RA, lo cual evidenciaba su fenotipo de memoria
efectora (71). Estudios recientes de caracterizacion de esta poblacién mostraron que la
poblacién de LIE de memoria son reprogramados tras la reexposicion al gluten, adquiriendo

un fenotipo efector y recirculando a los 6 dias de la ingestion (72).

La citometria de masas permite la visualizacion de hasta 40 marcadores diferentes,
por lo que se trata de una herramienta muy util para la caracterizacién de poblaciones
celulares a nivel de investigacion, sin embargo, es un método muy costoso y no al alcance de
todos los laboratorios, ya que se requiere un equipamiento especifico que no es
comunmente utilizado en laboratorios convencionales, por lo que su aplicacién en la

practica clinica no seria viable actualmente.
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10.1.4. Ensayos de deteccion de citoquinas: interleukina-2 (IL-2)

Existen diversas tecnologias para la deteccién de moléculas liberadas por las células
al medio como Luminex, Meso Scale Discovery (MSD), Proximity Extension Assay (PEA) o
Single Molecule Array (SIMOA) (73), que permiten el andlisis de la produccién de citoquinas
aportando una mejorada sensibilidad con respecto a otras anteriormente utilizadas como el
ELISA y resultado muy dutiles en la busqueda de nuevos biomarcadores para la EC.
Inicialmente, se analizaron variaciones en los perfiles de expresion de multiples citoquinas
en muestras de pacientes tras la exposicion al gluten (74). Estudios posteriores, pusieron el
foco en la deteccidn de citoquinas como posible apoyo en la monitorizacidn y diagndstico,
en particular la IL-2, describiéndola como un marcador temprano, que aparece en plasma a
las 4h de la ingesta de gluten requiriendo una Unica dosis y una minima cantidad de muestra
(500 pL) (75,76). A su vez, y aunque se desconoce su implicacion en la patogenia de la
enfermedad, se ha asociado con la gravedad de los sintomas (77). Estudios recientes se han
servido del incremento en la capacidad de deteccién de los métodos ultrasensibles basados
en electroquimioluminiscencia mediante los cuales se han podido detectar diferencias en los
niveles de IL-2 en sangre completa de pacientes con EC en DSG sin necesidad de provocacion
con gluten, valiéndose de la estimulacidon con péptidos de gliadina. Se trata de un método
altamente sensible y especifico para pacientes en DSG, que evita la realizacién de una
provocacion (78,79), pero con la limitacidn de la utilizacién de péptidos dependientes de la

genética HLA-DQ del paciente.

11. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica avanzada que permite analizar y clasificar las células
presentes en una muestra biolégica. Esta técnica se basa en la deteccidén de caracteristicas fisicas y
guimicas de particulas (en este caso células), mediante la medicién de la dispersién y la emisién de
luz cuando son sometidas a un laser. Las células deben encontrarse en suspension en un fluido,
generalmente una solucidn salina, y al ser adquiridas por el citdmetro entran en flujo laminar, tras
pasar un filtro, se disponen de manera individual para atravesar el haz de luz, obteniendo datos de
su tamafio, volumen y granularidad en funcidon de la dispersiéon del mismo. Ademds de esto, se
emplean anticuerpos marcados con fluorocromos para identificar y cuantificar distintos marcadores
celulares, como antigenos de superficie o proteinas intracelulares. De la misma manera, las células
pasan a través del haz de distintos laseres que emiten a diferentes longitudes de onda. Cuando un
determinado fluorocromo es excitado, emite una sefial luminosa a una longitud de onda mayor, que

es recogida por un sensor. Las sefales obtenidas son procesadas y convertidas en datos digitalizados
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proporcionales a la cantidad de luz emitida por cada célula (Figura 7). De esta manera, es posible
obtener y cuantificar multiples parametros a nivel de una unica célula de una poblacidon
heterogénea, pudiendo identificar diferentes subpoblaciones contenidas en ella y cuantificar
diferentes niveles de expresién de moléculas concretas. Esta capacidad de analisis multiparamétrico
hace que la citometria de flujo sea una herramienta de gran valor en el diagndstico de diversas
enfermedades, incluyendo trastornos hematolégicos, inmunodeficiencias, enfermedades
autoinmunes y cdncer. Gracias a su versatilidad y precision ha revolucionado este campo,
proporcionando informacién valiosa para la toma de decisiones clinicas y la personalizacién del
tratamiento. Por ello, se trata de una técnica extensamente utilizada, que se encuentra
frecuentemente establecida para uso diagndstico en muchos hospitales y laboratorios a nivel
internacional (80,81).
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Figura 7. Bases del funcionamiento de un citémetro de flujo. (Adaptada de (82)).
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Objetivo principal

Poner a punto un nuevo método diagndstico para enfermedad celiaca valido para pacientes

en dieta sin gluten.

Objetivos secundarios

L

Establecer el punto de corte de la prueba propuesta y analizar su validez interna y externa.
Calcular la reproducibilidad de la prueba mediante el analisis de la variacidn interoperador.
Evaluar la utilidad del procedimiento descrito en la practica clinica habitual.

Comparar la eficacia de la nueva prueba con la que ofrece el linfograma intraepitelial,
método que se puede emplear para el diagndstico de enfermedad celiaca en dieta sin

gluten.

34






1. SUJETOS DE ESTUDIO

Se incluyeron 157 participantes, 144 adultos y 13 nifios, mayoritariamente reclutados en el
Hospital Universitario Clinico San Carlos, Hospital Universitario Fundacién Jiménez Diaz y Hospital
Universitario La Paz (Madrid) durante 7 afos (septiembre de 2014 a septiembre de 2021). Un
numero reducido de participantes se reclutd a través de llamamiento a través de Asociaciones de
pacientes u otro medio de difusiéon del proyecto. Para poder evaluar la precisiéon diagndstica, se
emplearon algunos datos correspondientes a pacientes procedentes del Hospital Universitari Mutua
Terrassa. Todos los participantes se encontraban en DSG de al menos un mes de duracién en el

momento del estudio.

Se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los participantes o de sus
representantes legales en caso de menores de edad antes de comenzar el estudio, el cual contaba

con la aprobacién del Comité de Etica de los hospitales correspondientes.

1.1. Edad adulta

Una parte de los participantes correspondia a individuos adultos con diagndstico ya
establecido que se prestaron voluntarios para el estudio (N = 68), los cuales fueron clasificados
en 4 grupos: pacientes con EC (N = 29); controles sanos (N = 21), definidos como individuos sin
sintomatologia clinica ni patologias conocidas en los que se descartd EC en base a la serologia
ATG2; controles enfermos (N = 4), constituido por pacientes que habian acudido a la consulta de
Aparato Digestivo por sospecha de EC pero en los que se habia descartado la enfermedad; y
pacientes con sensibilidad al trigo no celiaca (STNC) (N = 14) que fueron incluidos como grupo
independiente con el fin de evaluar posibles diferencias en la respuesta respecto a los controles

enfermos.

Por otro lado, se incluyeron casos estudiados en consulta que de acuerdo a la practica
clinica habitual requerian una prueba de provocacién con gluten (N = 76). Este ultimo grupo se
dividié en dos subgrupos: DSG autoadministrada (N = 46), constituido por pacientes que por
decision propia retiraron el gluten de la dieta antes de haberse realizado las pruebas necesarias
para recibir un diagnéstico de acuerdo a los protocolos vigentes; y casos complejos (N = 30),
integrado por pacientes con las pruebas diagndsticas realizadas, pero en los que no fue posible
establecer un diagndstico concluyente debido principalmente a discrepancias entre los
resultados de la serologia y la histologia. Los pacientes de estos dos subgrupos comenzaban el
estudio tras una provocacion inicial de tres dias, tras la cual se les recomendaba continuar con

gluten durante 8 semanas. Al cabo de este periodo, se llevaba a cabo el diagndstico
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convencional incluyendo pruebas seroldgicas y endoscopia digestiva alta con toma de biopsias
para la realizacién de una evaluacidn histopatoldgica y del linfograma intraepitelial. En caso de
rechazo de la provocacion larga por parte del paciente, se le propuso la realizacién de una
gastroscopia para la determinacion del linfograma intraepitelial en DSG. Tras seguir este

procedimiento, algunos de estos pacientes obtuvieron un diagndstico concluyente (Figura 8).

PRACTICA CLINICA

N=76
Provocacion de 3 dias y determinacidn DSG AUTOADMINISTRADA CASOS COMPLEJOS
del linfograma en sangre N =46 N =30
5 ACEPTA NO ACEPTA ACEPTA NO ACEPTA
Provocacion de 8 semanas
N =10 N =36 N=12 N=18
Serologia LIEs en DSG | | Sin pruebas |  Serologia LIEs en DSG | | Sin pruebas
/ biopsia N=15 N=21 / biopsia N=10 N=8
N=8 N=1 N=2 N=12 N=5 N=3

Figura 8. Diagrama de flujo de los participantes incluidos en los subgrupos dieta sin gluten (DSG) autoadministrada y
casos complejos.

Todos los participantes habian mantenido durante al menos el mes previo al estudio una
DSG estricta. En el caso de los voluntarios sanos, se les proporcioné informacion detallada sobre

como mantener esta dieta.

Durante el desarrollo del proyecto uno de los participantes padecié gastroenteritis en el
tiempo de provocacidn, mostrando una respuesta mucho mayor a lo observado. El analisis de
sus muestras requirié la inclusion de tres individuos que acudieron al Hospital Clinico San Carlos
por presentar una gastroenteritis, con el fin de evaluar el comportamiento de la prueba

propuesta ante una posible movilizacién de linfocitos por causa diferente a la EC.

1.1.1. Caracteristicas demogrdficas y diagnosticas

De todos los participantes se recogio la edad en el momento de estudio y el sexo, asi
como los resultados de las pruebas diagndsticas (serologia ATG2, genética HLA y biopsia
duodenal). En el caso de pacientes con EC, se indicé también la edad de diagndstico. Estas
variables se muestran en la Tabla 2.

En el caso de pacientes con DSG autoadministrada o pacientes con diagndstico
complejo, sus principales caracteristicas diagndsticas se muestran en detalle en las Tablas 3

y 4, respectivamente.
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Tabla 2. Caracteristicas demograficas y diagndsticas de los participantes en los distintos grupos de estudio.

Voluntarios para estudio

Practica clinica

EC STNC Controles enfermos  Controles sanos | Casos complejos DSG Autoadministrada

N =29 N =14 N=4 N=21 N =30 N =46
Edad (afios)
Media + ET 45,3+2,9 41,8 +3,7 37,3+5,2 39,2+2,8 41+23 389+1,6
Rango 21-83 19-62 24-49 23-63 20-70 21-68
Edad debut (afios)
Media + ET 39,9+28
Rango 19-80
Sexo (N, % mujeres) 21 (72,4) 13 (92,9) 4 (100) 18 (85,7) 24 (77,4) 38 (82,6)
Tiempo en DSG (afios)
Media £ ET 53109 2,8+0,9 1,4+13 0,10 29+0,5 1,2+0,2
Rango 0,3-16 0,4-12 0,1-4 0,1-0,1 0,1-10 0,1-5
Serologia (N, %)
NR 0 0 0 0 0 26 (56,52)
Negativo ATG2 6 (20,7)1 14 (100) 3(75) 21(100) 23 (76,7) 18 (39,1)
Positivo ATG2 23 (79,3) 0 1(25) 0 7 (23,3)? 2(4,4)
Histologia (N, %) 3 3
NR 0 3(21,4) 1(25) 20 (95,2) 0 31(67,4)
Marsh 0 0 8(57,1) 3(75) 1(4,8)4 7(23,3) 13 (28,3)
Marsh 1 12 (41,4) 3(21,4) 0 0 14 (46,7) 1(2,2)
Marsh 2 0 0 0 0 1(3,3) 1(2,2)
Marsh 3a 5(17,2) 0 0 0 5(16,7) 0
Marsh 3b 9 (31) 0 0 0 2(6,7) 0
Marsh 3c 2(6,9) 0 0 0 0 0
Genética (N, %) 5
NR 0 1(7,1) 0 0 0 1(2,2)
DQ2.5 25 (86,2) 4(28,6) 0 12 (57,1) 16 (53,3) 19 (41,3)
DQ8 2(6,9) 1(7,1) 0 1(4,8) 1(3,3) 8(17,4)
DQ2.2 1(3,5) 3(21,8) 1(25) 1(4,8) 3(10) 5(10,9)
DQ7.5 1(3,5) 2 (14,3) 1(25) 2(9,5) 4(13,3) 5 (10,9)
No compatible 0 3(21,8) 2(50) 5(23,8) 5(16,7) 8(17,4)

DSG = dieta sin gluten; EC = enfermedad celiaca; NR = no realizada; STNC = sensibilidad al trigo no celiaca. ! Todos los pacientes
seronegativos mostraron un linfograma intraepitelial celiaco y respuesta clinica e histolégica a la DSG. 2 Uno de los pacientes mostraba
anticuerpos fluctuantes (positivo débil o negativo). 3 Dato de histologia no incluido de dos pacientes M3 de los que no se conoce el grado. 4
Biopsia posterior a la prueba de provocacion de 3 dias. > Dato no incluido de un paciente con genética compatible pero sin indicar alelos.
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Tabla 3. Caracteristicas de los participantes incluidos en el grupo de DSG Autoadministrada.

DSGA1 3,5 36 DQ2.5 = MO 1,64 8,41 NO EC
DSGA2 0,1 41 DQ2.5 3 12

DSGA3 5 41 DQ2.5 - 2,8 38,3

DSGA4 4,5 26 NC 16 13,5

DSGAS 0,2 62 DQ2.5 1,3 2,8 + MO NO EC
DSGA6 1 24 NC 2,6 7,4

DSGA7 0,1 51 DQ7.5 borderline 3 25

DSGAS8 0,4 40 DQ2.2 10,5 35,9

DSGA9 1 47 DQ7.5 MO NO EC
DSGA10 0,1 28 DQ2.5 MO

DSGA11 0,1 23 DQ2.5 -

DSGA12 0,8 36 DQ2.5 MO

DSGA13 3 68 DQ8

DSGA14 1 43 DQ2.5 - 3,6 1,6

DSGA15 0,1 45 DQ8 -

DSGA16 0,1 44 DQ8 MO NO EC
DSGA17 1 51 DQ2.2 - 5,34 5,17

DSGA18 0,3 44 DQ2.2

DSGA19 1,5 30 DQ2.5 - MO 2,28 36,94 NO EC
DSGA20 0,1 38 DQ2.2 6,09 51,57

DSGA21 1 56 DQ2.5

DSGA22 1 45 DQ2.5

DSGA23 0,2 23 Sin -

DSGA24 0,3 21 NC =

DSGA25 0,2 34 NC

DSGA26 2 30 NC

DSGA27 0,4 34 DQ7.5 11,92 23,47

DSGA28 1,5 32 DQ7.5 1,18 16,76

DSGA29 1,5 50 DQ8

DSGA30! >0,1 38 DQ8 - M1 10,44 24,42

DSGA31 1 54 DQ2.5 + 25 0,7 EC
DSGA32 >0,1 36 DQ8 9,35 0,1

DSGA33 20,1 46 DQ8 MO 8,75 4,55 NO EC
DSGA34 20,1 36 DQ2.5 - MO 1 6,15 NO EC
DSGA35 3 21 DQ2.5 -

DSGA36 3 37 NC M1 - 3,52 3,97 NO EC
DSGA37 2 42 DQ2.5 - MO 3,97 7,28 NO EC
DSGA38 5 39 NC M2

DSGA39 20,1 - NC -

DSGA40 0,2 22 DQ7.5 -

DSGA41 0,5 37 DQ2.5 -

DSGA42 20,1 - DQ2.5 2,13 32

DSGA43 0,3 44 DQ2.5 + 4,3 19,35

DSGA44 20,1 - DQ2.5

DSGA45 20,1 37 DQ8 = MO NO EC
DSGA46 0,1 42 DQ2.2 MO

ATG2 = Anticuerpos antitransglutaminasa tisular tipo 2; DCG = dieta con gluten; DSG = dieta sin gluten; Dx = diagndstico; EC =
enfermedad celiaca; M = Marsh; NC = No Compatible; - = negativo; + = positivo; + = anticuerpos determinados con el kit
comercial Aeskulisa tTg-A de Grifols sin EMA o con EMA negativo: Serologia Negativa. ! Provocacion larga de 1 mes.
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Tabla 4. Caracteristicas de los participantes incluidos en el grupo de Casos Complejos.

CcC1 3 55 No compatible + - M2 33,7 5,8 EC
cec2 10 38 DQ8 - M3 2,7 12,6 1,69 16,65

CcCc3 0,1 44 DQ2.5 + - MO 0,86 10,57

cca 6 41 DQ7.5 + - M1 15,9 3,8 EC
CC5 0,1 28 DQ7.5 - M1 4,14 4,18

cce 5 49 No compatible + + M1 10,8 7,2 EC
cc7 0,1 52 DQ2.2 + M3 56,53 0,01 EC
cc8 2 70 DQ7.5 - M1 13,5 0,6 EC
(o(e] 2 35 DQ2.5 - M1 4,7 22,2

CC10 2 57 No compatible - M3 3,5 15,5 1,1 15,5 EC
CcC11 4 40 No compatible +1 - M1 = NO EC
CC12 7 34 DQ2.5 - M3 2,45 25

CC13 0,5 38 DQ2.2 - M1 - MO 6,88 12,86 NO EC
CC14 6 29 DQ2.5 - M1 - MO 3,3 12,2 NO EC
CC15 2 32 DQ2.2 - M3 4,1 3,45

CCl6 2 36 DQ2.5 + + MO + M2 20,08 0,53 EC
CcCc17 2 48 DQ2.5 - M1 - MO 4,84 6,48 NO EC
CcC18 1,3 37 DQ2.5 + - M1 8,5 6,5 + MO 9,9 5,8 EC
CC19 5 40 Compatible 2 - M3 - M1 1,69 11,18 NO EC
CcC20 4 25 DQ7.5 - M1 5,43 1,76

cc21 0,4 35 DQ2.5 - MO 11,5 18,45 NO EC
CcC22 6 38 DQ2.5 - M1

CC23 5 69 DQ2.5 + M3 4,18 4,64 EC
CC24 1 - DQ2.5 - MO 21,8 2,45

CC25 - 27 DQ2.5 - M1 - MO 13,15 22,73 NO EC
CC26 0,7 40 No compatible - M3 1,50 17,00

cc27 0,5 20 DQ2.5 + + MO + M3 12,90 13,65 EC
cc28 0,1 57 DQ2.5 - MO - MO 8,17 12,03 NO EC
CC29 3 43 DQ2.5 + + MO 18,94 11,3 -3 EC potencial
CC30 2 33 DQ2.5 + - M1 + M1 34,98 3,60 EC

ATG2 = anticuerpos antitransglutaminasa tipo 2; DCG = dieta con gluten; DSG = dieta sin gluten; Dx = diagndstico; EMA = anticuerpos antiendomisio; - = negativo; + = positivo; M =
Marsh; EC = enfermedad celiaca. + = anticuerpos determinados con el kit comercial Aeskulisa tTg-A de Grifols sin EMA o con EMA negativo: Serologia Negativa. ! Aeskulisa tTg-A +
(en contexto de hepatitis aguda isquémica grave). 2 HLA sin especificar. 3 Anticuerpos negativos, pero dieta baja en gluten durante la reintroduccién.



1.2. Edad pediatrica

La prueba de provocacién corta con gluten de tres dias se evalué en 13 pacientes
adicionales, entre los que se encontraron 3 casos con EC diagnosticada en la infancia que
qguerian confirmacién y 10 nifios procedentes de practica clinica, incluyendo 3 que se
encontraban en DSG autoadministrada, en los cuales se terminé descartando la enfermedad, y 7
casos complejos, en uno de los cuales se termind confirmando el diagndstico. Los datos de estos

pacientes se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas de los participantes en el estudio en edad pediatrica.

PEC1 EC 35 DQ2.5 + M3 EC
PEC2 EC 17 DQ2.2 + M3 EC
PEC3 EC 12 DQ2.5 + Sin EC
PDSGA1 | DSG Autoadministrada 10 DQ2.5 - Sin NO EC
PDSGA2 | DSG Autoadministrada 8 DQ2.5 - Sin NO EC
PDSGA3 | DSG Autoadministrada 9 DQ2.2 - MO NC NO EC
PCC1 Caso Complejo 6 NC - M3 NC NO EC
PCC2 Caso Complejo 17 NC - M3 NC NO EC
PCC3 Caso Complejo 12 NC - M3 NC NO EC
PCC4 Caso Complejo 10 NC - MO NC NO EC
PCC5 Caso Complejo 13 DQ2.5 - MO NC NO EC
PCC6 Caso Complejo 10 DQ7.5 + Sin EC
PCC7 Caso Complejo 14 NC + M3 NC NO EC

DSG: Dieta Sin Gluten; Dx: diagndstico; EC: Enfermedad Celiaca; MO: Marsh 0; M3: Marsh 3; NC: No compatible.

2. PROVOCACION CON GLUTEN

La provocacion corta consistié en la ingesta de 10 a 14 gramos de gluten cada dia durante 3 dias
consecutivos. Para ello, cada participante consumié 160-200 gramos de pan blanco de molde
diarios, lo que equivale a 6-8 rebanadas (dependiendo de su grosor y tamafio), a lo largo de cada

mafana (dias 1 a 3) (Figura 9).

La provocacion larga, propuesta a los pacientes con diagndstico incierto, consistio en el
seguimiento de una dieta libre (conteniendo gluten) durante 8 semanas. Algunos pacientes, dada su
sintomatologia, decidieron tomar una cantidad pequefa de gluten diaria (establecida en al menos

dos rebanadas de pan o similar).
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2.1. Provocacion corta

2.1.1. Recogida de muestras

Al comienzo del estudio, momento en el que todos los participantes se encontraban
en DSG (= 1 mes), a los sujetos se les extrajo una primera muestra de sangre periférica. Este
momento fue considerado como “dia 0” y tras él se sucedieron tres dias de exposicion al
gluten (“dias 1, 2 y 3”), en los cuales ingirieron las rebanadas de pan de molde con gluten.
Durante los “dias 4, 5y 6” se restablecié la DSG, y se finalizd la prueba con una segunda
extraccién de sangre periférica el “dia 6”. Cada muestra de sangre extraida constdé de 2

tubos EDTA (Vacutainer® K2E (EDTA) 18.0 mg de 10 mL de BD Ref. 367525).

21 MES
DSG

|— 10-14 g gluten/dia 41

Primera Segunda
extraccién extraccion

Figura 9. Esquema resumen de la prueba de provocacion corta con gluten de tres dias.

2.1.2. Procesamiento de muestras

En el momento de la recepcién de la muestra y en condiciones de esterilidad, se
separd 1 mL de sangre de uno de los tubos EDTA para la realizacion del analisis por
citometria de flujo (Apartado 2.2.1). La muestra restante se utilizd para el aislamiento de

PBMCs y DNA. (Figura 10).

Citometria de flujo

o« 1mL > Iy

(linfograma en sangre periférica)
EDTA 10 mL
{x2)

S Aislamiento de . .

Resto PBMCs ELISpot / citometrias
. . Genotipado
Aislamiento de DNA (HLA-DQ)

Figura 10. Esquema resumen del procesamiento de las muestras de sangre periférica tras su extraccion.
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2.1.2.1. Aislamiento de PBMCs

El aislamiento de PBMCs se llevd a cabo mediante centrifugaciéon por
gradiente de densidad, bajo condiciones de esterilidad trabajando en una cabina de
flujo laminar y siguiendo la técnica aséptica. Debido al volumen de muestra
contenido en cada tubo EDTA, ambos se procesaron por separado, realizandose dos
aislamientos por extraccidon. Para ello se comenzé diluyendo la muestra en 1,5
volimenes de HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) sin Ca®* ni Mg?* estéril vertiendo
la sangre en un tubo de centrifuga de 50 mL, y realizando dos lavados con 10y 5 mL
de HBSS, respectivamente, para aprovechar toda la muestra que se hubiera podido
qguedar en las paredes del tubo EDTA, obteniendo un volumen final de 25 mL de
sangre diluida. En otro tubo de centrifuga de 50 mL se vertieron 10 mL de
Lymphoprep™ (Stemcell technologies Ref: #007851/07861) atemperado y, con él
inclinado, se fue afiadiendo poco a poco la sangre diluida por la pared del tubo con
ayuda de una pipeta Pasteur, con especial cuidado de no mezclar las dos fases. Tras
centrifugar a 900 x g durante 21 minutos a temperatura ambiente y sin freno, se
observaron cuatro fases: una fase superior amarillenta compuesta de plasma,
plaguetas y HBSS, un halo blanquecino conformado por PBMCs, una fase
transparente de Lymphoprep™ y una dultima fase que incluye eritrocitos y
granulocitos, la cual se conservd a -20 °C (tras retirar el resto de fases) para la

realizacion del aislamiento de DNA (Apartado 2.1.2.3.) (Figura 11).

ATy
Mo ]
Plasma
5 +HBSS C900xg Plaquetas
@ =
2 % PBMCs
s a
§ 3 ang Lymphoprep
= diluida Sangre diluida
C
1]
v

Granulocitos

Eritrocitos

Lymphoprep

Figura 11. Esquema del proceso de aislamiento de PBMCs por centrifugacion en gradiente de densidad.

Para recoger el halo de PBMCs, se descartd con una pipeta Pasteur la

primera fase de suero hasta aproximadamente un centimetro antes del halo,
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entonces, se aspird la fase de PBMCs con cuidado de no recoger Lymphoprep™ y se
depositd en un tubo de centrifuga de 15 mL. Se realizdé entonces un primer lavado
completando el volumen con HBSS y centrifugando a 320 x g, durante 10 minutosa T
ambiente. Las células se resuspendieron en 5 mL de HBSS para proceder a su
contaje. Se tomaron 10 pL de la suspensién celular y se mezclaron homogéneamente
con 10 pL de una diluciéon 1:4 de azul tripan en PBS para evaluar la viabilidad celular.
El azul tripdn penetra la membrana celular de las células muertas, tifiéndolas con un
color azul que las hace distinguibles de las células vivas blancas y refractantes que
conservan la integridad de la membrana. Se cargaron 10 pL de esta mezcla en una
camara de Neubauer que se observé bajo el microscopio éptico (se siguieron los
criterios para el conteo habituales (83)). Durante este proceso, se realizé un segundo
lavado de las PBMCs, centrifugando de nuevo a 300 x g, durante 10 minutos y a

temperatura ambiente.

Se congelaron de 5 a 8 millones de células por criovial empleando 1 mL de
medio de congelacion (dilucidn al 10% de dimetil sulféxido (DMSO) en suero fetal
bovino (FBS) inactivado) preparado en el momento del procesamiento y enfriado a 4
OC previo uso. Con una micropipeta de 1.000 pL se fue afiadiendo el medio de
congelacion gota a gota sobre las células previamente resuspendidas, despacio y
manteniendo una ligera agitacidon con la mano. Todo el proceso se llevé a cabo
manteniendo las muestras en hielo. Una vez afiadido el medio necesario, se repartio
la suspensidn celular en los crioviales y se introdujeron en un Mr. Frosty previamente
enfriado a 4 °C que se llevé a un congelador a -80 °C durante 24-48 horas, tiempo
tras el cual, se trasladaron a un tanque de nitrégeno liquido para su

almacenamiento.

2.1.2.2. Andlisis por citometria de flujo en sangre periférica

Se utilizaron 350 plL del mL de sangre separada previamente para citometria,
gue se transfirieron al tubo donde se realizaria la tincién, reservando el resto por si
fuera necesario repetir la prueba. Se anadieron 4,5 uL por muestra de cada uno de

los anticuerpos monoclonales indicados en la Tabla 6.
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Tabla 6. Detalle de los anticuerpos monoclonales empleados en la citometria en sangre periférica para
la prueba de provocacién corta con gluten de tres dias.

Anti-CD3 humano | HIT3a APC/Cy7 Biolegend 300318
Anti-CD8 humano | SK1 APC Biolegend 344722
Anti-TCRy6 humano | B1 BV421 Biolegend 331218
Anti-CD103 humano | Ber-ACT8 FITC BD 550259
Anti-integrina 7 humana | FIB504 PE Biolegend 321204
Anti-CD38 humano | HIT3a PerCP/Cy5.5 Biolegend 303522

Tras una leve agitacidn con vértex, se llevd a cabo una incubacién durante
30 minutos a 4 °C y en oscuridad. Durante este tiempo, se prepararon 3 mL (por
muestra) de una dilucion de buffer de lisis utilizando BD Facs Lysing solution (cat.
349202) a una concentracion 1:10 en H,0 milli-Q y se enfrid a 4 °C antes de su uso.
Transcurrido el tiempo de incubacioén, se afadié 1 mL de la dilucion de buffer de lisis
y se agité 10 segundos en vértex a maxima velocidad; se afiadieron los 2 mL
restantes, volviendo a agitar durante otros 10 segundos. Para que la lisis de
eritrocitos se llevara a cabo, se incubé durante 15 minutos a temperatura ambiente
y oscuridad. A continuacién, se centrifugd 5 minutos a 320 x g a temperatura
ambiente, descartando el sobrenadante por decantacion y resuspendiendo el pellet
en el volumen residual. Seguidamente, se realizé un lavado con 3 mL de PBS bajo las
mismas condiciones de centrifugacién y finalmente se resuspendié en un volumen
final de 200 pL para su adquisicion en el citdmetro. A lo largo del desarrollo de este
estudio, se utilizaron los equipos FACSCanto™ de BD, Gallios y CytoFLEX de Beckman
Coulter. Antes de realizar cada cambio, se analizaron muestras en paralelo para
comprobar que no existian cambios entre el analisis realizado por distintos
citdmetros. En la Figura 12 se muestra la estrategia de gating utilizada para el

analisis de los archivos de citometria utilizando el software Kaluza.
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Figura 12. Estrategia de analisis de citometria de flujo para prueba de provocacién corta con gluten. A) Se comenzé partiendo de la poblacidn de linfocitos ampliando la seleccidn para incluir a
linfocitos activados que presentan un mayor tamafio y complejidad. B) Se discriminaron los dobletes. C) Se seleccionaron los linfocitos T CD3* distinguiendo entre y&* y y&-, a partir de esta
Ultima se obtuvo la poblaciéon CD8* (D). E) De cada uno de estos dos grupos se busco la subpoblacidn de interés CD103* 7" CD38*, presente en pacientes celiacos a dia 6 tras la ingesta de
gluten.
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En algunas muestras se incluyd el marcador CD62L al panel de citometria de
flujo descrito en el apartado anterior para valorar si la adiciéon de este anticuerpo
conferiria mayor especificidad a la prueba. Para ello se anadieron 4,5 ulL del
anticuerpo monoclonal CD62L-PE/Cy7 (clon DREG-56, Biolegend, N. Catalogo
304822).

En caso de haber incluido CD62L, se afiadieron plots para la visualizacién de
su expresion en las distintas subpoblaciones de interés de linfocitos T

CD8*CD103*B7"CD38"* ya identificadas (Figura 13)

[CD8 AB] FS INT / CD62L PC7

1024

10" i

CDé62L PC7

T T T T T
0 200 400 600 800 1000
FS INT

Figura 13. Plot para el andlisis de expresion de CD62L. En gris la poblacion CD8* total. Destacada en mayor
tamafio la poblacidn de interés CD8* CD103*B7h CD38*. Verde: CD62L*; negro: CD62L'ow; rojo: CD62L".

2.1.2.3. Aislamiento de DNA mediante “salting out”

Tras realizar el aislamiento de PBMCs el dia de la extraccién de sangre, se
conservd a -20 °C la ultima fase, que contenia granulocitos, para realizar el
aislamiento de DNA. Antes de comenzar, se esperd hasta su completa
descongelacidon a temperatura ambiente. De la misma manera, todos los reactivos
necesarios se prepararon con anterioridad: STMT (109 g de sacarosa, 1,03 g de
MgCl;, 1 mL de Tris HCl pH 7,5, 10 mL de Triton X-100 (1%) y H,O MiliQ enrasando a
1L); buffer B (12,5 mL de NaCl 3M, 24 mL de EDTA 0,5M pH 8 y H,O MiliQ enrasando
a 500 mL) y buffer TE (10 mL de Tris pH 7,5, 2 mL de EDTA 0,5M pH 8 y H,0 MiliQ
enrasando a 1L). El STMT se mantuvo a 4 °C la noche previa. Se comenzé realizando
un primer lavado con 25 mL de tampdn STMT frio, mezclando vigorosamente
mediante vdrtex y centrifugando a 171 x g y 4 °C durante 20 minutos. Se descarto el

sobrenadante por decantacién y se resuspendid el pellet de nuevo con ayuda del
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vortex. A continuacién, se realizé un segundo lavado siguiendo el mismo
procedimiento pero afiadiendo 5 mL de buffer B antes de resuspender el pellet.
Seguidamente, se adicionaron 125 pL de SDS 20% (a temperatura ambiente) y 125 plL
de Proteinasa K (a 4 °C) y se incubd en un bafio a 51 °C overnight. Pasado este
tiempo, se incluyeron 1,75 pL de NaCl 6M a cada muestra y se centrifugd a 171 x gy
4 °C durante 30 minutos. Posteriormente, se traspasé el sobrenadante a un tubo de
centrifuga de 15 mL con una pipeta Pasteur y se fue afladiendo isopropanol poco a
poco, con cuidado de no mezclar las dos fases, hasta alcanzar una proporcién 1:1.
Llegado este punto, se mezclaron las fases por inversion hasta visualizar la hebra de
DNA, que fue recogida utilizando un capilar de cristal y transferida a un tubo
Eppendorf con etanol 70% donde se lavé para eliminar las sales y finalmente, a otro
tubo Eppendorf con TE en el cual se dejo reposar de 5 a 10 minutos hasta quedar
liberada del capilar, que se extrajo comprobando que no quedaran restos.
Finalmente se dejé reposar 24 horas a temperatura ambiente para favorecer la
homogeneizacidn, tras lo cual se llevé a cabo la cuantificacion de la concentracion de
DNA empleando un espectrofotdmetro Nanodrop. Las muestras se almacenaron a -

20 °C hasta su uso.

3. LINFOGRAMA INTRAEPITELIAL

3.1. Procesamiento de muestras

La realizacién del linfograma intraepitelial partid6 de muestras duodenales obtenidas

durante la realizaciéon de gastroscopias realizadas de acuerdo a la practica clinica habitual.

Las biopsias se recogieron en suero salino fisiolégico y se procesaron en el momento o
transfirieron a un tubo con 10 mL de medio completo (RPMI 1640 1x suplementado con 10% FBS
descomplementado, 1% penicilina/estreptomicina (10.000 U/mL) y 1% glutamina 200 mM) y se

conservaron a 4 °C hasta su analisis, pudiendo realizarse hasta 24 horas tras la recogida.

3.2. Anélisis por citometria de flujo

Se retird el suero salino o el medio completo en el que se encontraba la biopsia con ayuda
de una pipeta Pasteur y se sustituyd por 10 mL de medio completo fresco, al que se incorporaron
100 pL de DTT 0,1 M y 100 pL de EDTA 0,1 M. Tras ello, se incubd en un agitador rotatorio a 12
rom y temperatura ambiente durante 45 minutos. Este paso se llevd a cabo en tubos de 20 mL

para aumentar la disgregacion mecdanica producida por el movimiento. A continuacion, se
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recogi6 el sobrenadante y se transfirié a un tubo de centrifuga de 15 mL, descartando los restos
de biopsia, y se centrifugd a 320 x g y temperatura ambiente durante 5 minutos. Tras decantar el
sobrenadante, se resuspendié el pellet en el volumen residual y se trasladé a un tubo de
citometria, completando el volumen hasta 200 puL con medio completo cuando fue necesario.
Seguidamente, se procedié al marcaje afiadiendo los anticuerpos monoclonales indicados en la

Tabla 7.

Tabla 7. Detalle de los anticuerpos monoclonales empleados en la citometria para la obtencién del linfograma
intraepitelial.

Anti-CD103 humano ‘ Ber-ACT8 FITC BD 550259 10
Anti-TCRyS humano ‘ 11F2 PE BD 333141 10
Anti-CD3 humano ‘ SK7 PerCP-Cy5.5 BD 332771 7

Anti-CD45 humano ‘ HI30 APC BD 555485

Tras una leve agitacidn con voértex, se incubd en oscuridad y a 4 °C de 20 a 30 minutos,
tiempo tras el cual se realizé un lavado con 3 mL de PBS 1X centrifugando después a 320 x g
durante 7 minutos. Finalmente, se decanté el sobrenadante y se resuspendid el pellet en un
volumen final de 400 uL de PBS 1X para su adquisicién en el citémetro. Se utilizaron los mismos
equipos mencionados para el analisis de sangre periférica (ver apartado 2.1.2.2.) En la Figura 14
se muestra la estrategia de gating utilizada para el analisis de los datos de citometria utilizando el
software Kaluza Analysis 2.1 (Beckman Coulter) y en la Figura 15 se recogen distintos patrones

gue se pueden observar en funcion del paciente.
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Figura 14. Estrategia de andlisis de citometria de flujo para linfograma intraepitelial. Se comenzd partiendo de la poblacidn
de linfocitos CD45*y discriminando los dobletes. De dicha poblacidn, se seleccionaron aquellos eventos CD103* y finalmente
se realizaron dos plots: uno enfrentando CD3 y TCR y6 para visualizar la poblacién de linfocitos T y&*, doble positiva para
dichos marcadores; y otro enfrentando CD3 y CD103 para visualizar las células CD3-, poblacion CD3-CD103*. En la imagen se
muestra un patron celiaco, en el que la poblaciéon de CD3- estd disminuida por debajo del 10% del total de LIE y los

linfocitos T y6* aumentados por encima del 10%, inversamente a lo que mostraria un control sano.
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Figura 15. Distintos patrones de linfograma intraepitelial. Mucosa sana: y6* < 10%, CD3- > 10%; EC activa: y&* > 10%, CD3- <
10%; EC en DSG: y6* > 10% (Adaptado de (60)).
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4. ELISpot

La medida de la produccién de IFN-y mediante ELISpot (Enzyme-Linked ImmunoSpot Assay)
requirié: placas ELISpot PVDF plates, white; el Human IFN-y ELISpotBASIC kit (coating mAb (1-D1K),
detection mAb (7-B6-1-biotin), streptavidin-ALP) de Mabtech (cat: 3654-WP-10 y 3420-2A
respectivamente) y el reactivo BCIP/NBT Single Reagent, Blue/purple, Alkaline Phosphatase Substrate
de Merck (cat: ESO06-500ML). Ademads, se necesité RPMI y medio completo (ver 4.1.) para el

tratamiento de las células.

Se emplearon como muestras las PBMCs aisladas de sangre periférica de pacientes y controles en
provocacion a dias 0 y 6 descongeladas. Se analizd la produccién de IFN-y ante la estimulacidn con
péptidos del gluten reconocidos especificamente por las moléculas HLA-DQ2.5. Cada muestra se
analizé bajo tres condiciones: “problema”, estimulada con el péptido QS-17, inmunogénico para
individuos con HLA-DQ2.5: QPFPQPELPYPQPQS (deamidation product of p57-73 Q E65) generado por
ProteoGenix SAS con al menos un 90% de pureza; “control positivo”, para corroborar la reactividad
de las células, estimulado con PHA (Lectin from Phaseolus vulgaris (red kidney bean)
Phytohemagglutinin PHA-P, de Sigma-Aldrich (ref. L1668)); y “control negativo”, al que se afiadié
Unicamente medio completo. Cada una de estas condiciones se analizd por triplicado (3 pocillos),
resultando en un total de 9 pocillos por muestra. En cada placa se intentd incluir siempre
representacién de los distintos grupos de estudio (EC ya diagnosticada, control sano, pacientes

estudiados por sospecha de EC) (Figura 16).
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Figura 16. Esquema del disefio de los ensayos ELISpot.
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Cada ensayo tuvo lugar durante cuatro dias. En el primero de ellos, se cubrié el fondo de cada
pocillo con 100 pL de una dilucién del anticuerpo primario anti-IFN-y (coating mAb (1-D1K)) en PBS
estéril a una concentracion final de 15 pg/mL y se incubd a 4 °C overnight. Tras ello, se realizaron 5

lavados con 150 L por pocillo de PBS estéril y se bloquearon las uniones inespecificas afadiendo 150
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uL de medio completo a cada pocillo e incubando durante 2 horas en una incubadora de CO; a 37 °C.
Durante este tiempo, se procedié a la descongelacidon de las células y se evalud su viabilidad
mediante una tincidén con azul tripdn, tomando como éptimo un valor superior al 80%. Tras retirar el
medio de bloqueo, las PBMCs se cultivaron en medio completo a una concentracion de 200.000
células/pocillo en caso de los controles negativos y los estimulados con péptido de gliadina, y 50.000
células por pocillo en el caso de los controles positivos para evitar el exceso de sefial. A cada pocillo
se le incorporaron 80 plL de la suspensién celular y 50 pL de la dilucion de estimulo (PHA, péptido de
gliadina o0 medio completo), siendo el volumen final del cultivo de 130 pL por pocillo. Las placas se
incubaron durante 36-39 horas en un incubador de CO; a 37 °C. Para el proceso de revelado, se
retiraron las células y se realizaron 5 lavados con 200 pL de PBS por pocillo, tras lo cual se afiadieron
100 puL por pocillo de una dilucién del anticuerpo secundario (detection mAb (7-B6-1-biotin)) a una
concentracion de 1 pg/mL. Tras 1 hora y media de incubacién a temperatura ambiente y oscuridad,
se realizaron otros 5 lavados con PBS seguidos de 1 hora de incubacidn con 100 pL de una dilucién de
estreptavidina (streptavidin-ALP) bajo las mismas condiciones. Finalmente, se realizé un ultimo
lavado y se incubé con 100 plL por pocillo del sustrato NBT-BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato
nitro azul de tetrazolio) a temperatura ambiente y oscuridad durante 5-20 minutos, vigilando la
aparicién de puntos para evitar su confluencia, y se pard la reaccion enzimatica con agua del grifo.
Para obtener el Spot Forming Cell (SFC) correspondiente al nimero de células secretoras de IFN-y
total, se analizaron las placas utilizando un lector de ELISPOT (ImmunoSpot 5.0, CTL Analyzers) y el
programa SmartCount (ImmunoSpot 5.0, CTL Analyzers. Los datos finales obtenidos para cada
muestra problema corresponden a la media + desviacidn estandar tras restar los valores obtenidos

en el control negativo.

5. ANALISIS ESTADISTICOS

5.1. Andlisis de la respuesta de linfocitos T CD8*y y&™ tras provocacion corta

Previamente a la realizacion de los estadisticos de contraste, se analizd la normalidad de la
distribucién de cada una de las poblaciones de estudio utilizando el test de Shapiro-Wilk. Para
analizar las diferencias en las proporciones de las poblaciones de interés CD8*CD103*B7"CD38" y
y8'CD103*B7"CD38*con respecto a sus poblaciones totales CD8*y y6* a dias 0y 6 en los distintos
grupos diagndsticos, se utilizd el contraste de Wilcoxon para muestras pareadas. Para la
valoracion estadistica de diferencias observadas entre los distintos grupos diagndsticos, se eligio
el contraste para muestras independientes U de Mann-Whitney, se consideraron significativos

los valores de p por debajo de 0,05.
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5.2. Validez interna: sensibilidad y especificidad

5.2.1. Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic)

Para la eleccion de la variable de estudio mds apropiada para establecer una nueva
metodologia diagndstica y el cdlculo del punto de corte mas adecuado conforme a la
sensibilidad y especificidad deseada, se realizaron curvas ROC. Se valoraron como posibles
variables la proporcion de las poblaciones de interés CD8'CD103'B7"CD38* vy
y8'CD103*B7"iCD38" respecto a las poblaciones totales CD8" y y&*, respectivamente,
observadas a dia 6, variables que de aqui en adelante se denominaran “%CD8 triples + d6” y
“%yb triples + d6”, respectivamente. Para este analisis, se incluyeron los participantes
pertenecientes al grupo de voluntarios para el estudio: los pacientes con diagndstico
concluyente de EC seropositiva previo a su inclusién en el estudio como grupo EC, y los
controles sanos, controles enfermos y STNC como individuos sin EC. Se calculé el area bajo la
curva (AUC) para ambas variables de estudio y se obtuvieron las coordenadas de cada una
de ellas junto con la sensibilidad y especificidad correspondientes. Se comparé el AUC de
ambas curvas utilizando el método de De Long. En base a estos valores, se escogio la
variable y el punto de corte considerado mas apropiado para la prueba. El objetivo fue
obtener, con valores aceptables de sensibilidad, la mayor especificidad posible para intentar
evitar los falsos positivos y diagnosticar erréneamente a un individuo sano, ya que el

tratamiento de esta enfermedad, la dieta sin gluten, se debe mantener de por vida.

5.2.2. Sensibilidad y Especificidad

Los puntos de corte para establecer la sensibilidad y especificidad se obtuvieron
mediante la realizacidon de la curva ROC empleando los datos de la poblacién de estudio
voluntaria ya diagnosticada y afiadiendo todos los participantes (caso complejo y DSG
autoadministrada) que obtuvieron un diagndstico definitivo siguiendo el protocolo habitual
una vez finalizado el estudio. Se compard el resultado de la prueba de provocacion corta
(positivo o negativo) con el diagndstico final, clasificando los casos en: verdaderos positivos
(VP), aquellos en los que se obtuvo un resultado positivo en la prueba coincidente con un
diagndstico final de EC; verdaderos negativos (VN), aquellos en los que se obtuvo un
resultado negativo para la prueba coincidente con un diagndstico final en el cual se descartd
la enfermedad; falsos positivos (FP), aquellos en los que se obtuvo un resultado positivo en

la prueba en contraposicion a un diagndstico final en el cual se descarté la enfermedad; y
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falsos negativos (FN), aquellos en los que se obtuvo un resultado negativo para la prueba

contrariamente a un diagnéstico final de EC.

Para el cdlculo de la sensibilidad y especificidad de la poblacion de estudio, se

aplicaron las siguientes férmulas utilizando los valores de VP, VN, FP y FN obtenidos.

Sensibilidad = ve
ensibilidad = VP T FN

E Ficidad = VN
specificidad = VN T FP

5.3. Validez externa: valores predictivos (VPP y VPN)

Para valorar la validez externa de la prueba se calcularon los valores predictivos para la
poblaciéon de estudio. Utilizando también los datos de VP, VN, FP y FN obtenidos tras la
clasificacién de casos detallada en el apartado anterior, se calculd el Valor Predictivo Positivo
(VPP), que indica la probabilidad de padecer la enfermedad realmente cuando el resultado
obtenido en la prueba es positivo y el Valor Predictivo Negativo (VPN), que indica la probabilidad
de no padecer la enfermedad cuando se ha obtenido un resultado negativo, aplicando las

siguientes férmulas:

VPP = i
"~ VP+FP

VPN = VN
" VN+FN

Se debe tener en cuenta que los valores VPP y VPN dependen de la prevalencia de EC en la
poblacién de estudio. Los casos de EC entre los pacientes que acudan a una consulta de Aparato

Digestivo general no seran los mismos que los que acudan a una consulta monografica de EC.

5.4. Razones de verosimilitud (RVP y RVN)

Otro modo de evaluar la prueba diagnéstica fue el calculo de las Razones de Verosimilitud,
gue relacionan en un solo concepto los valores de sensibilidad y especificidad. Se calculé la
Razon de Verosimilitud Positiva (RVP), que representa la probabilidad de que la persona
presente la enfermedad ante un resultado positivo; y la Razén de Verosimilitud Negativa (RVN),

que indica la probabilidad de que la persona no muestre la enfermedad ante un resultado
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negativo. Se utilizaron las férmulas siguientes, que emplean los valores de sensibilidad y

especificidad obtenidos para la poblacién de estudio.

RVP — Sensibilidad
"~ 1 — Especificidad
1 — Sensibilidad
RVN =

Especificidad

5.5. Variacion interoperador

5.5.1. Coeficiente de Correlacion Intraclase (CCl)

Para evaluar la concordancia de los resultados de la prueba de provocaciéon con
gluten de tres dias, dos operadores diferentes analizaron de manera independiente los
archivos de citometria de flujo obtenidos tras el procesamiento de las muestras, siguiendo la
misma estrategia de “gating”. Se recogieron como datos a comparar: el numero total de
linfocitos T CD8" a dia 0 (“N CD8 total d0”), el nUmero de células de la poblacién de interés
CD8*CD103*B7"CD38" a dia 0 (“N CDS triples+ d0”), la proporcién de dicha poblacién sobre
la de CD8* totales a dia 0 (“% CD8 triples+ d0”), las mismas poblaciones para la extraccién a
dia 6 (“N CD8 total d6”, “N CD8 triples+ d6” y “% CD8 triples+ d6”) y las mismas variables en
relacidn a la poblacion de linfocitos y&* (“N y6 total d0”, “N y& triples+ d0”, “%y®6 triples+
do”, “N yé total d6”, “N y6 triples+ d6” y “%yd triples+ d6”). Para cada una de estas
variables, se realizé un analisis de la varianza de medidas repetidas con dos factores,
calculando el Coeficiente de Correlacidn Intraclase de acuerdo absoluto (CCIA) siguiendo un

modelo de efectos aleatorios.

5.5.2. Grdficos de Bland-Altman

El grado de concordancia también se evalué mediante la elaboracion de gréficos de
Bland-Altman. Se realizaron para las cuatro variables que representan la proporcién de la
poblacién de interés CD103*B7"CD38* sobre la poblacién de linfocitos T CD8* y y&* totales a
dias 0y 6 de la provocacidon con gluten. Estos graficos se construyeron estableciendo limites
de tolerancia en torno a la media de las diferencias de las medidas aportadas por los dos

operadores y en funcidn de la desviacion tipica de las mismas.
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5.5.3. Grdficos de Acuerdo-Supervivencia

Otra forma de evaluar el grado de concordancia entre los analisis de operadores
diferentes fue mediante la realizacion de una adaptacién de los graficos de Acuerdo-
Supervivencia propuesta por Luiz en 2003 (84). Estos graficos se elaboraron para las

variables “% CD8 triples+ d0”, “% CD8 triples+ d6”, “%yb triples+ d0” y “%y0 triples+ d6”.

6. SOFTWARE DE ANALISIS Y RECOGIDA DE DATOS

Se cred un cuaderno de recogida de datos electrénico empleando la plataforma web REDcap
ubicada en el servidor de la Fundacién de Investigacion Biomédica del Hospital Clinico San Carlos. En
él se incluyeron variables demograficas y clinicas de los pacientes, asi como los datos resultantes de
los analisis de citometria de flujo. Los andlisis estadisticos realizados se llevaron a cabo utilizando el
paquete estadistico IBM SPSS v. 25. Como herramienta de visualizacién de datos y diseio de graficos

se utilizé Microsoft PowerBI Desktop v. 2.122.746.0 y Graphpad Prism 10.
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1. RESPUESTA DE LINFOCITOS T CD8* Y y&* TRAS PROVOCACION CORTA

1.1. Pacientes con EC

De los 29 voluntarios adultos con EC ya diagnosticada en el momento de inclusién en el
estudio, 23 presentaban serologia positiva y 6 serologia negativa. El analisis de sus muestras
mediante citometria de flujo (de manera basal y al sexto dia tras el inicio de la provocacion corta
con gluten) valorando la proporcién de las poblaciones de interés CD8*CD103*B7"CD38* y
y8'CD103*B7"CD38* respecto a las poblaciones generales CD8* 0 y&* detectd su presencia a dia 6
de manera diferencial a lo observado a dia 0, en 22 de los 23 individuos seropositivos en el caso
de la poblacién de CD8* (95,7%) y en 17 (73,9%) en el caso de la poblacién y&*; sin embargo,

sélo lo hizo en 3 de los 6 casos seronegativos para ambas poblaciones (50%) (Figura 17).
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Figura 17. Proporcion de las poblaciones de interés CD8+*CD103*B7NCD38* y y6*CD103*B7hCD38* con respecto a las

poblaciones generales CD8* (% CDS8 triple +) o y&* (% y& triple +) de manera basal (0) y al sexto dia (6) tras el inicio de
la provocacion corta con gluten en voluntarios con enfermedad celiaca seropositiva (A) y seronegativa (B).

El grupo de pacientes con EC seronegativa resulté de un tamafio muestral demasiado
reducido para la realizacién de analisis estadisticos, por lo que se incluyeron sélo los pacientes

con EC seropositiva.

El analisis de la normalidad de la distribucion de los datos utilizando el test de Shapiro-Wilk
valorando las variables “% CD8 triple + d0” y “% CD8 triple + d6”, “% y6 triple + d0” y “% y& triple
+ d6” mostrd valores significativos en todos los casos, por lo que se rechazé el supuesto de

normalidad y se utilizaron pruebas no paramétricas en los siguientes analisis estadisticos.
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El contraste de Wilcoxon para muestras pareadas concluyé que las diferencias observadas
entre las proporciones observadas de las poblaciones de interés frente a sus poblaciones
generales eran significativamente diferentes entre los dias 0 y 6 de la provocacion corta con
gluten en los voluntarios con EC, con una p = 3,5-10 para la poblacion CD8 y p = 3,4:10* para la

poblacidn yé.

Se quiso valorar la magnitud de respuesta mostrada por los participantes con EC en funcion
del grado de la lesidn histoldgica al diagndstico. Para ello, se realizaron graficos box-plot (Figura
18) en los que se representaron los valores de “%CDS8 triple + d6” y “%y®é triple + d6”, obtenidos
por los participantes con EC seropositiva (N = 23), diferenciando los participantes que mostraron
atrofia (Marsh 3) (N = 16) y los que presentaron una lesion tipo Marsh 1 (N = 7). Se pudo
observar que la respuesta obtenida para estos Ultimos era en la gran mayoria de los casos de

menor magnitud.
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Figura 18. Magnitud de respuesta ante la prueba de provocacion en participantes con EC seropositiva que mostraban
Marsh 3 frente a los que mostraban Marsh 1 al diagndstico. En el eje Y se representa la proporcién de las poblaciones
de interés: A) % CD8triples + d6 y B) % y6 triples + d6. En azul claro se muestra la distribucion de los casos. M = Marsh.

Estas diferencias observadas en la magnitud de la reaccidn entre pacientes con lesidn tipo
Marsh 1 y pacientes con atrofia resultaron estadisticamente significativas utilizando el contraste
para muestras independientes U de Mann-Whitney, obteniéndose valores de p < 0,05 para

ambas variables analizadas.

En la Tabla 8 se muestran los valores obtenidos de “% CD8 triples + d6” para todos los
participantes con un diagndstico de EC seropositiva ordenados de menor a mayor en funcién del

valor obtenido a dia 6. Se pudo comprobar que los participantes que presentaban una lesion
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Marsh 1 al diagndstico se agrupaban en su mayoria en la parte superior de la tabla, presentando

respuestas de menor magnitud que los individuos que presentaban atrofia. En aquellos casos en

que se detectd la presencia de la poblacién también de manera basal, se valord el aumento de la

misma calculando el cociente del porcentaje observado a dia 6 sobre el observado previamente

a la reintroduccion del gluten. Se observd que aparecian en un porcentaje inferior a la mitad del

presente a dia 6, siendo el menor valor calculado de 2,19 (EC30). Por tanto, se establecié como

un criterio necesario para considerar un resultado positivo indicando presencia de la

enfermedad, observar al menos un aumento del doble del % CD8 triples + a dia 6 respecto a dia

0.

Tabla 8. Respuesta a la provocacidn con gluten en pacientes con EC seropositiva indicando el

grado de la lesion histoldgica al diagnéstico.

EC30
EC27
EC24
EC12
EC19
ECO
EC7
EC28
EC6
EC8
EC31
EC21
EC3
EC17
EC5
EC11
EC14
EC26
EC13
EC16
EC2
EC4

M1: Marsh 1; M3: Marsh 3; EC: Enfermedad Celiaca; CC: Caso Complejo; Bx: biopsia.

M1
M1
M1
M1
M1
M3
M1
M3
M3
M3
M3
M3
M3
M1
M3
M3
M3
M3
M3
M3
M3
M3

0,0060
0,0029
0,0041
0,0050
0,0064
0,0030

0
0,0067
0,0405
0,0064
0,0046

0
0,0096

0

0
0,0325
0,0142

0
0,0061
0,0020

0
0,0078

0,0131
0,0190
0,0214
0,0443
0,0534
0,0966
0,0996
0,1196
0,1713
0,2103
0,2178
0,2425
0,4021
0,4337
0,4861
0,6177
0,7055
0,7079
0,7349
0,8804
0,9423
1,0960

2,19
6,62
5,18
8,82
8,37
32,04

17,76

4,23
32,94
47,64
41,77
19,03

49,74

119,58
451,38

139,66
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Figura 19. Diferencia de expresion de la poblacion de interés CD8*CD103+B7"CD38* (rojo) respecto a la
poblacién total CD8* (gris) en funcidon del grado de la lesion intestinal al diagndstico. (Adaptado de
(60)).

Es destacable el caso de un voluntario con EC seropositiva diagnosticada en el que no se
observo respuesta. Correspondia a un paciente que presentaba atrofia vellositaria y serologia
positiva al diagndstico pero que habia mantenido una DSG estricta durante 25 afios. Tras realizar
la prueba de provocacién, volvié a su habitual DSG y tras 2 afios realizé por segunda vez la
provocacion corta, esta vez produciéndose la aparicién de las poblaciones de interés a dia 6,
aunque si bien, en una magnitud menor de la esperada en un individuo con dichas
caracteristicas diagndsticas, obteniendo un valor de “% CDS8 triples + d6” de 0,064, que se
encuentra en el rango que corresponderia mas a la reaccion observada en pacientes con una
lesiéon Marsh 1. Los datos obtenidos de este participante fueron excluidos de los analisis
estadisticos por considerar una limitacion haber permanecido un periodo muy largo (> 20 afios)

en una DSG estricta.

A raiz de esta observacion, se quiso valorar también si existia una correlacién entre el
tiempo que el paciente permanece en DSG previamente a la realizacion de la prueba y la
magnitud de la respuesta observada. Para ello, se realizdé una correlacidon de Pearson entre la
variable “% CD8 triples + d6” y el tiempo de DSG calculado en afios incluyendo los participantes
voluntarios con EC seropositiva y atrofia al diagndstico (N = 16). No se obtuvo significacion

estadistica (p = 0,76).
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1.2. Participantes sin EC

Atendiendo al grupo de voluntarios para el estudio sin EC (N = 39), compuesto por controles
sanos (N = 21), controles enfermos (N = 4) y STNC (N = 14), se pudo observar que, generalmente,
las muestras analizadas a dia 6 tras la provocacién con gluten carecian de las poblaciones de
interés CD8*CD103*B7"CD38* y y&6*CD103*B7"CD38*, o las presentaban en muy pequefia
proporcion, similar a la observada a dia 0. Tras descartar la normalidad de la muestra, se
utilizaron pruebas no paramétricas para los andlisis estadisticos. El contraste de Wilcoxon para
muestras pareadas concluyé que las diferencias entre ambas medidas no eran significativas,
salvo en la poblacién y8*CD103*B7"CD38" para los participantes con STNC, en cuyo contraste se
obtuvo una p = 0,028. Sin embargo, en la Figura 20 se puede observar que estas diferencias se
deben a una disminucién de la poblacién y no a una aparicién de la misma a dia 6 de la

provocacion producida por la ingesta del gluten.
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Figura 20. Proporcion de las poblaciones de interés CD8*CD103*B7hCD38* y y6*CD103*B7hCD38* con respecto a las
poblaciones generales CD8* (“% CD8 triples + d6”) o y6* (“% yé triples + d6”) de manera basal y al sexto dia tras el
inicio de la provocacién corta con gluten en voluntarios sin enfermedad celiaca. Indicados los dos casos que
obtuvieron un falso positivo (ver seccion 2.1.2).

El test U de Mann-Whitney mostré diferencias significativas en el “% CD8 triples + d6” y “%
v6 triples + d6” entre los voluntarios con EC seropositiva (N = 23) y los participantes sin EC
(agrupando controles sanos, controles enfermos y STNC) (N = 39). En la Figura 21 se muestran

los graficos box-plot que representan los datos contrastados en este analisis.
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Figura 21. Proporciéon de las poblaciones de interés “% CDS triples + d6” y “% y6 triple + d6” en pacientes con EC
seropositiva frente a voluntarios sin la enfermedad (NO EC).

En la Figura 22 se muestran los distintos patrones de expresidn de las poblaciones de interés
CD8*'CD103*B7"CD38" y y6*CD103*B7"CD38* representativos de los pacientes con EC frente a los

participantes sin la enfermedad obtenidos a dias 0 y 6 de la provocacion corta con gluten.
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Figura 22. Comparativa de los distintos patrones de expresion de las poblaciones de interés CD8+*CD103*B7hCD38* y y6*CD103*B7hCD38* (rojo) a dias Oy 6 de la

provocacion corta con gluten en funcion del diagndstico. A: EC; B: Control sano. (Adaptado de (85)
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2. VALIDEZ DE LA PRUEBA DIAGNOSTICA

2.1. Validez interna: sensibilidad y especificidad

2.1.1. Curvas ROC: Seleccion de variable y punto de corte

Se realizaron distintas curvas ROC para valorar la exactitud del test
diagndstico en funcidn de la variable utilizada. Esto permitio escoger la variable por
la que se valorard el test y establecer el valor a partir del cual se tomara la prueba
como positiva. En la Figura 23 se muestran las curvas ROC obtenidas para las
variables de estudio “% CD8 triple + d6” y “% y6 triple + d6”. Para estos andlisis se
seleccionaron participantes voluntarios con diagndstico conocido previamente a su
inclusién en el estudio. Se codificaron como casos que presentan la enfermedad,
incluyendo los participantes con EC seropositiva con atrofia o con lesién histoldgica
Marsh 1; y como casos que no presentan la enfermedad, incluyendo los voluntarios
para el estudio sanos, controles enfermos e individuos con STNC. En la Tabla 9 se
muestran los valores del area bajo la curva (AUC) obtenidos para cada variable. Se
puede observar que la variable “% CD8 triple + d6” presenta un AUC de 0,98, lo que
indica que la probabilidad de clasificar correctamente a dos individuos, uno que
presenta la enfermedad y otro que no la presenta es del 98%; mientras que la
variable “%yé triple + d6” presenta un valor de 0,89, lo que implicaria una
disminucion en la capacidad de discriminacion del 9% con respecto a la variable
basada en la poblacion de CD8. Ambas variables son “informativas”, ya que los
intervalos de confianza no incluyen el valor 0,5. Esto se visualiza también en que
ambas curvas se encuentran por encima de la linea de referencia, la cual representa

un test diagndstico sin capacidad de discriminar un individuo enfermo de uno sano.
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Figura 23. Curva ROC para las variables de estudio “%CD8 triple+ d6” (rojo) y “%yé triple+ d6” (azul). En
verde, linea de referencia que representa un test diagnéstico con un AUC = 0,5.

Tabla 9. Estadisticos obtenidos para las curvas ROC para las variables de estudio “%CD8 triple+ d6” y
“%y6 triple+ d6”.

% CD8 triple+ d6 | 0,981 0,015 6,98-10°1° 0,952 1,000
% yo triple+d6 | 0,887 0,053 6,96-107 0,784 0,990

El método de De Long mostrd diferencias al borde de la significacion en el

AUC de ambas variables con un valor de p = 0,055.

En las Tablas 10 y 11 se muestran las coordenadas de las curvas para ambas
variables. En ellas se indican los posibles valores de punto de corte para la prueba,
ademas de los valores de sensibilidad y especificidad asociados a cada uno de ellos.
Con ello se puede establecer el punto de corte a partir del cual la prueba sera
considerada positiva en funcidn de las caracteristicas de las que se quiera dotar al
test diagndstico. Considerando que se busca obtener una prueba con una alta
especificidad, se opta por el valor 0,009 como punto de corte mas apropiado para la
variable “%CDS8 triples + d6”, al cual le corresponde una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 94’7%. Aumentar la especificidad al 97,4% escogiendo como punto
de corte 0,124 supondria disminuir la sensibilidad al 63,6%, un valor demasiado bajo
para una prueba diagndstica. En la Tabla 11 se puede observar que obtener una
especificidad similar utilizando la variable “%y6 triple+ d6”, implicaria disminuir la

sensibilidad al 68,2%; un punto de corte mas adecuado para esta variable seria
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0,0133, con una sensibilidad del 86% y una especificidad del 86,8%. Escoger un punto
de corte en base a esta variable conllevaria perder sensibilidad y especificidad con
respecto a “%CD8 triple+ d6”. Esto sumado a una peor capacidad de discriminacién,
implica pensar en la variable “%CD8 triple+ d6” como la mas apropiada para la

valoracion de esta prueba y por ello serd la utilizada en adelante para su evaluacion.

Se debe tener en cuenta que los valores para las variables obtenidos de Ila
realizacion de las curvas corresponden a las medias de dos valores de contraste
observados y ordenados consecutivamente, esto implica que cuantos mas casos se
incluyan en la realizacion de la curva, mas preciso serd el punto de corte escogido. En
este caso, 0,009 corresponderia a la media entre 0,0052 (dato aportado por STNC13)
y 0,0131 (dato de EC30, un voluntario para el estudio con EC seropositiva y lesién
tipo Marsh 1). Todos los valores comprendidos entre estos dos, se encontrarian por
el momento en la denominada “zona gris”, en la cual no se podria afirmar si un
resultado es positivo o negativo, ya que durante la realizacién de este estudio no se
dispuso de individuos con esos valores. Es por esto que disponer de un tamafio de
muestra mayor, ayudaria a reducir esta “zona gris”, pudiendo clasificar con mayor

certeza respuestas de menor magnitud.

Tabla 10. Coordenadas de la curva para la variable “%CDS triple+ d6”.

0,0091 1 0,053
0,0161 0,955 0,053
0,0202 0,909 0,053
0,0328 0,864 0,053
0,0488 0,818 0,053
0,0750 0,773 0,053
0,0981 0,727 0,053
0,1096 0,682 0,053
0,1206 0,636 0,053
0,1242 0,636 0,026
0,1490 0,636 0

Indicados en negrita, se muestran los valores correspondientes al 100% de
sensibilidad o especificidad, respectivamente. Se muestran Unicamente las
coordenadas comprendidas entre dichos valores. En rojo, el valor escogido
como punto de corte conforme a la sensibilidad y especificidad deseadas.
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Tabla 11. Coordenadas de la curva para la variable “%y6 triple+ d6”.

0,0004 0,864 0,342
0,0023 0,864 0,316
0,0048 0,864 0,289
0,0064 0,864 0,263
0,0084 0,864 0,237
0,0105 0,864 0,211
0,0113 0,864 0,184
0,0124 0,864 0,158
0,0133 0,864 0,132
0,0135 0,818 0,132
0,0136 0,773 0,132
0,0146 0,773 0,105
0,0162 0,727 0,105
0,0187 0,727 0,079
0,0257 0,682 0,079
0,0326 0,682 0,053
0,0506 0,682 0,026
0,0737 0,636 0,026
0,0829 0,636 0

Indicados en negrita, se muestran los valores correspondientes al
100% de sensibilidad o especificidad, respectivamente. Se muestran
Unicamente las coordenadas comprendidas entre dichos valores.

2.1.2. Clasificacion de casos.

Una vez establecido el punto de corte, se aplicé a los datos obtenidos de las
pruebas de provocacidn de todos los participantes en el estudio que obtuvieron un
diagndstico concluyente al final del mismo. En funcién de la superacién o no del
punto de corte y teniendo en cuenta los criterios mencionados para la consideracion
de un resultado positivo (aumento de la poblacion de interés a dia 6 con respecto al
dia 0 2 2), se valord la prueba como resultado “Positivo” o “Negativo”. En la Tabla 12
se muestra la clasificacion de los casos, de acuerdo a los criterios establecidos, como
positivos o negativos. En funcién de la correspondencia o no de estos resultados con
los diagndsticos finales obtenidos para cada participante, se cuantificaron los casos
obteniendo: 30 verdaderos positivos (VP), 54 verdaderos negativos (VN), 3 falsos

positivos (FP) y 1 falso Negativo (FN).
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Tabla 12. Clasificacién de casos positivos y negativos para la prueba de provocacién corta en funcidon del
diagnéstico final.

Positivos Negativos
EC (seropositivos) (N = 31) 30 30 VP:30(96,8%) FN: 1 (3,2%)
Voluntarios EC (N = 23) 22 22 22 (95,7%) 1(4,3%)
Casos Complejos (EC) (N = 7) 7 7 7 (100%) 0
DSGA (EC) (N =1) 1 1 1 (100%) 0
NOEC (N = 56) 6 3 FP: 3 (5,4%) VN: 54 (96,4%)
Controles sanos (N = 21) 1 1 1(4,8%) 20 (95,2%)
Controles Enfermos (N = 4) 1 0 0 4 (100%)
STNC (N =14) 1 1 1(7,1%) 13 (92,9%)
Casos Complejos (NO EC) (N = 8) 1 1 1(12,5%) 7 (87,5%)
DSGA (NO EC) (N=19) 2 0 0 9 (100%)

VP: verdaderos positivos; FN: falsos negativos; FP: falsos positivos; VN: verdaderos negativos; EC: enfermedad
celiaca; DSGA: dieta sin gluten autoadministrada; STNC: sensibilidad al trigo no celiaca.

2.1.3. Cdlculo de la Sensibilidad y Especificidad

Utilizando estos datos, se analizé la validez interna del test diagndstico
calculando los valores de sensibilidad y especificidad. Se obtuvo un valor de
sensibilidad del 96,8%, lo que implica que ese elevado porcentaje de los pacientes
con EC que se sometieran a la prueba presentarian un resultado positivo. En cuanto a
la especificidad se obtuvo un valor del 94,7% implicando que en ese porcentaje de

los individuos sanos en que se realizara la prueba, se descartaria la enfermedad.

2.2. Validez externa: valores predictivos (VPP y VPN) y razones de verosimilitud

(RVPy RVN)

Considerando la poblacidn del estudio que obtuvo un diagnéstico concluyente al
finalizar el mismo, se obtuvo un Valor Predictivo Positivo (VPP) de 90,9% y un Valor
Predictivo Negativo (VPN) de 98,2%, implicando, por tanto, que un porcentaje muy
elevado de pacientes con una prueba positiva presentan EC y de pacientes con una

prueba negativa carecen de ella.

Del mismo modo, se obtuvo un valor para la Razén de Verosimilitud Positiva (RVP)
de 18,4 y para la Razén de Verosimilitud Negativa (RVN) de 0,03. Siendo estos >10y <0,1,
respectivamente, se dedujo que la prueba determinaba un cambio relevante en la
probabilidad pretest con alta certeza, lo cual es un indicativo de que presenta una alta

utilidad diagnéstica.
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2.3. VARIACION INTEROPERADOR

2.3.1. Coeficiente de Correlacion Intraclase (CCl)

En la Tabla 13 se muestran los valores de CCl para los datos obtenidos por
dos operadores para las distintas variables de estudio: el nUmero total de linfocitos T
CD8*, el nimero de células de la poblacién de interés CD8*CD103*B7"CD38" y su
proporcidn sobre la de CD8* totales a dia O (“N CD8 total d0”, “N CDS8 triples+ d0” y
“% CDS8 triples+ d0”), y a dia 6 (“N CD8 total d6”, “N CDS8 triples+ d6” y “% CD8
triples+ d6”) y lo mismo para la poblacién de linfocitos y6* (“N yd total d0”, “N y&
triples+ d0”, “%y6 triples+ d0”, “N y6 total d6”, “N yb triples+ d6” y “%yb triples+
d6”). En todas ellas se observan cifras superiores a 0,9, lo que implica un acuerdo
elevado entre las mediciones, exceptuando la variable “%y6 triples + d0” que
presenta un 0,7 de CCl. Esto, unido a los valores inferiores en el resto de las variables
relativas a la poblaciéon yb, corrobora la correcta eleccién de la poblacidn

CD8*CD103*B7"CD38* como variable de estudio.

Tabla 13. Valores de CCl para las distintas
poblaciones  celulares evaluadas por dos
operadores.

N CD8 total dO | 0,998

N CD8 triples+ d0 | 0,997
% CD8 triples+ dO | 0,991
N CD8 total d6 | 0,976

N CDS8 triples+ d6 | 0,996
% CD8 triples+ d6 | 0,992
N y6 total dO | 0,993

N y& triples+ d0 | 0,939
% yo triples+ d0 | 0,700
N y6 total d6 | 0,970

N y& triples+ d6 | 0,947
% yo triples+ d6 | 0,955

2.3.2. Grdficos de Bland-Altman

En la Figura 24 se muestran los graficos de Bland-Altman construidos para las
cuatro variables que representan la proporcion de la poblacion de interés
CD103*B7"CD38* sobre la poblacién de linfocitos T CD8" y y&* totales. Se pudo

evaluar la magnitud del desacuerdo entre operadores observando la situacién de los
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casos en relacion a la media y los limites de tolerancia. La mayoria de los casos se
mantuvieron dentro de los mismos, sin embargo, es destacable que conforme
aumentaba el tamano de la poblacién de interés, es decir, a porcentajes mayores,
aumentaba también la variabilidad entre operadores. Esto puede ser debido a que la
seleccion de las poblaciones celulares en el software de andlisis es un procedimiento
manual, cuanto mayor numero de células presente una poblacién, mas se solapara
con otras poblaciones cercanas y mas dificil serd para el evaluador establecer un
corte claro entre ambas. Cuando la poblacion de interés se encuentra muy
aumentada, situar el corte ligeramente desplazado a un lado u otro, implica
seleccionar o dejar de seleccionar un mayor nimero de células. Se debe tener en
cuenta que esta diferencia no ocurre Unicamente entre operadores diferentes, sino
gue ocurriria también si un mismo operador realizara el mismo analisis dos veces,
pero no implica cambios con respecto al resultado final de la prueba, claramente

positiva para ambos operadores.

Estos graficos permitieron evaluar también visualmente cual de los dos
operadores proporciond un dato mayor que el otro en cada uno de los casos
analizados, lo que permitié detectar si existia alglin sesgo sistemdtico por parte de

uno de los dos evaluadores.
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Figura 24. Graficos de Bland-Altman para las variables: A) “% CDS8 triples+ d0”, B) “% CD8 triples+ d6”, C) “%yd
triples+ d0” y D) “%y6 triples+ d6”. En rojo, las medias de las diferencias de los datos aportados por ambos
operadores; en azul, 2 veces las desviaciones tipicas por encima y por debajo de las mismas. Sus valores
correspondientes se muestran en la tabla adjunta.

2.3.3. Grdficos de Acuerdo - Supervivencia

En la Figura 25 se muestran las graficas de acuerdo - supervivencia
correspondientes a las cuatro variables que representan la proporcion de las
poblaciones de interés CD103*B7"CD38* CD8* y y&* sobre la poblacién de linfocitos T
CD8" y y&* totales, respectivamente. Valorando el ajuste de las curvas a los ejes, en
todas ellas se puede observar que la mayoria de los casos analizados se agrupan en la
zona mas baja del eje de abscisas, esto implica que la mayoria de los casos presentan
diferencias de pequefia magnitud. La concordancia entre operadores es muy elevada

para las cuatro variables analizadas, si bien se puede observar que en las dos curvas
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referentes a la poblacidn y&*, se presenta un mayor nimero de casos con diferencias

mas elevadas entre operadores de los que se obtienen con

correspondientes a la poblacion CD8".
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Figura 25. Graficos de Acuerdo-Supervivencia para las variables:
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d6”, C) “%yé triples+ d0” y D) “%y6 triples+ d6”.
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celular de interés

CD8'CD103*B7"CD38* en muestras de 37 participantes en el estudio pertenecientes a
distintos grupos diagndsticos. En la Figura 26 se presentan tres ejemplos de andlisis de
expresion de CD62L a dia 6 tras la provocacién con gluten de tres dias, en muestras de un
individuo con EC previamente diagnosticada, un control sano y un control enfermo. Se puede
observar que, en todos los casos, las células seleccionadas como poblacién de interés
siguiendo la estrategia de gating habitual basada en los marcadores CD103, B7 y CD38,
presentan en su mayoria baja o nula expresién de CD62L, lo que corresponderia con su
fenotipo efector. Esto se produjo independientemente del diagndstico final del participante

analizado. En algunos casos, se pudo encontrar alguna célula CD62L" pero no se observd
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relacion entre su presencia y el tipo de muestra analizada, pudiendo ser encontradas en

muestras tomadas tanto a dia 0 como 6 y en los distintos subgrupos diagndsticos.
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Figura 26. Patrones de expresidn de CD62L en la poblacidn de interés “% CDS triple + d6” en: A) EC; B) control
sano y C) control enfermo.

En la Tabla 14 se muestran las medias de las proporciones de la poblacion CD62L- sobre
la poblacién de interés CD8*CD103*B7"CD38* (“triples+”) y las medias de las proporciones de
la misma sobre la poblacidn general CD8 considerando la seleccién planteada originalmente y
afadiendo el marcador CD62L. Se resumen los datos obtenidos a dia 0 y a dia 6 en funcién
del diagndstico final en los participantes que lo obtuvieron (EC: N = 7; NO EC: N = 15). Se
puede observar que la expresion de CD62L en la subpoblacidn de interés es similar en ambos
grupos diagndsticos a dia 0, observdandose un aumento de la proporcion de células CD62L" a
dia 6 que parece ser mas acuciado en los participantes con diagnéstico final de EC. Sin
embargo, tras descartar el supuesto de normalidad, se realizé el contraste de Wilcoxon para

muestras pareadas y se concluyd que las diferencias entre ambas medidas no eran
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significativas. Atendiendo a los valores de la proporcién de la poblacidon de interés respecto a
los linfocitos T CD8 totales, se puede observar que se produce una disminucién generalizada
al considerar Unicamente la poblaciéon CD62L-, aunque siendo esta de muy poca magnitud y
no significativa, encontrando valores de p > 0,05 excepto para los casos sin EC a dia 0 de Ia

provocacion.

Tabla 14. Resumen de los datos de expresion de CD62L en la poblacidn “CD8 triple +” y en la poblacién
general de linfocitos T CD8*, a dias 0 y 6 de la provocacidn con gluten en individuos con EC y en
individuos en los que se descartéd la enfermedad. Proporciones de la poblacién de interés
considerando o no el marcador CD62L para estos mismos subgrupos.

Media de %CD62L en “CD8 triple +” 76,19 75,97 98,24 83,04
Media de %triples+ sobre CD8* 0,012179 0,007611 0,520833 0,012076
Media de %triples+CD62L sobre CD8" 0,011209 0,006328 0,511145 0,011028

Ninguna de las muestras analizadas modificd su resultado final en la prueba al considerar
Unicamente la poblacién CD8'CD103*B7"CD38*CD62L" en comparaciéon con la seleccién

planteada inicialmente.

4. APLICACION DE LA PRUEBA PROPUESTA A PACIENTES DE PRACTICA
CLINICA

Tras la optimizacion de la estrategia de gating para el andlisis y el establecimiento del
punto de corte deseado, se procedid a valorar el resultado de la prueba de provocacién corta
para los casos de practica clinica incluidos en el estudio. Algunos casos continuaron, tras la
conclusién del estudio, a una provocacién larga de 8 semanas, con lo que pudieron obtener
un diagnéstico definitivo, que fue comparado con el resultado de la prueba de estudio con el

fin de valorar su utilidad en practica clinica.

4.1. DSG autoadministrada

De aquellos participantes que se englobaron en el grupo de DSG Autoadministrada
(N = 46), se confirmd el diagndstico de EC en un paciente con serologia positiva que
presenté un linfograma intraepitelial en DSG compatible. Este diagndstico se
correspondid con un resultado positivo en la prueba de provocacion corta. En cuanto a
los 10 pacientes en los que se descartdé la enfermedad, todos ellos obtuvieron un
resultado negativo. De los 35 pacientes restantes, que permanecieron sin diagndstico

concluyente, un 20% obtuvieron un resultado positivo en la prueba de provocacién. En la
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Figura 27 se muestra un esquema resumen de la distribucién de los casos pertenecientes
a este grupo en funcidn del diagndstico final (en caso de haber sido obtenido) y del
resultado obtenido en la prueba. Las caracteristicas detalladas de cada paciente estdn

incluidas en la Tabla 3.
DSG AUTOADMINISTRADA

N =46
v v i
. EC NO EC SIN DIAGNOSTICO
DIAGNOSTICO No1 N =10 N =35
v v A\ A\
POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
ANALISIS CD8 N=1 N=10 N=7 N =28
100% 100% 20% 80%
DSGA31 DSGA1 DSGA10 DSGA2 DSGAl4 DSGA30
VP DSGAS DSGA15 DSGA3 DSGAl7 DSGA32
DSGA9 DSGA22 DSGA4 DSGA18 DSGA35
DSGA16 DSGA27 DSGA6 DSGA20 DSGA39
DSGA19 DSGA29 DSGA7 DSGA21 DSGA40
DSGA33 DSGA38 DSGA8 DSGA23 DSGA41
DSGA34 DSGAA43 DSGA1l DSGA24 DSGA42
DSGA36 — " |DSGA12 DSGA25 DSGA44
DSGA37 DSGA13 DSGA26 DSGA46
DSGA45 DSGA28
VN

Figura 27. Esquema resumen de la distribuciéon de los casos incluidos en el grupo de DSG autoadministrada
en funcién del diagndstico definitivo tras la finalizacion del estudio y del resultado obtenido en el andlisis de
“CD8 triple+” tras provocacion corta. EC: enfermedad celiaca; DSGA: dieta sin gluten autoadministrada; VP:
verdaderos positivos; VN: verdaderos negativos.

4.2. Casos complejos

De los 30 pacientes incluidos en el grupo de Casos Complejos, se confirmé el
diagndstico de EC en 12 casos, concordando con un resultado positivo en la prueba de
provocacion corta excepto en 4 casos (33,3%) correspondientes a pacientes con serologia
negativa o dudosa cuyo diagnéstico fue confirmado tras la realizacién del linfograma
intraepitelial en DSG. Se obtuvo un 87,5% de acuerdo entre el resultado de la prueba y el
diagndstico final para los 8 individuos en los que se descartd la enfermedad,
presentandose un falso positivo correspondiente a un paciente seronegativo que
presentaba lesidn histoldgica tipo Marsh 1 que normalizd tras someterse a una
provocacion larga de 8 semanas y que presentd un linfograma intraepitelial no
compatible con la enfermedad (CC13). Por otro lado, 10 casos permanecieron sin
diagndstico concluyente, de los cuales, uno obtuvo un resultado positivo para la prueba;

se trata de un paciente que presentaba atrofia, pero serologia negativa y linfograma
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intraepitelial en DSG no compatible que no aceptd continuar a provocacién larga. En la
Figura 28 se muestra un esquema resumen de la distribucién de los casos pertenecientes
a este grupo en funcién del diagndstico final en caso de haber sido obtenido tras la
finalizacion del estudio y del resultado obtenido en la prueba. Las caracteristicas
detalladas de cada paciente se incluyen en la Tabla 4.

CASOS COMPLEJOS

N =30
. EC NO EC SIN DIAGNOSTICO
DIAGNOSTICO N <12 N=g N =10
|
v l v v v l
] POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
ANALISIS CD8 N=8 N=4 N=1 N=7 N=1 N=9
66,7% 33,3% 12,5% 87,5% 10% 90%
cce ccl CC13 cc11 cC15 ce2
CC10 cc4 - CC14 CC3
CC16 cCc7 cci7 CC5
cC18 ccs CC19 cco
CC23 N cc21 cc12
CC27 cC25 CC20
cCc29 cC28 cc22
= e
VP

Figura 28. Esquema resumen de la distribucién de los casos incluidos en el grupo de Casos complejos en
funcién del diagndstico definitivo tras la finalizacién del estudio y del resultado obtenido en el andlisis de
“CD8 triple+” tras provocacion corta. EC: enfermedad celiaca; CC: casos complejos; VP: verdaderos positivos;
VN: verdaderos negativos.

5. APLICACION DE LA PRUEBA PROPUESTA EN PARTICIPANTES EN EDAD
PEDIATRICA

Se evalud la respuesta a la provocacién corta con gluten de 3 dias en 13 pacientes con
debut pediatrico. En el anadlisis, se evidencié que los 4 casos diagnosticados con EC
obtuvieron un resultado positivo, mientras que los 9 individuos en los que se descartd la

enfermedad (NO EC), obtuvieron un resultado negativo concordante con su diagnéstico.

Comparando los resultados obtenidos en la prueba de provocacién con el diagndstico
final de cada participante se clasificaron los casos en verdaderos positivos, verdaderos
negativos, falsos positivos y falsos negativos, como se muestra en la Figura 29, obteniendo
unos valores del 100% de sensibilidad y de especificidad para esta poblaciéon de estudio, si

bien se debe destacar el bajo tamano de muestra.
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PACIENTES PEDIATRICOS
N=13

EC NO EC

DIAGNOSTICO N=4 N=9

v v

NEGATIVO
N=9
100%

ANALISIS CD8

PDSGA1

PDSGA2

PDSGA3
PCC1
PCC2
PCC3
PCC4
PCC5
PCC7

VN

Figura 29. Esquema resumen de la distribucidn de los casos pediatricos en funcién del
diagndstico definitivo y resultado obtenido en la prueba de provocacién. VP: verdaderos
positivos; VN: verdaderos negativos.

Debido al reducido tamafio muestral, no se pudieron evaluar estadisticamente las
diferencias observadas a dias 0 y 6, sin embargo, se pudo corroborar que los valores

obtenidos eran similares a los observados en adultos (Figura 30).

EC NO EC
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% CD8 triple+
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Figura 30. “% CD8 triple +” a dias 0 y 6 de la provocacién corta con gluten en pacientes
en edad pediatrica con EC confirmada frente a participantes sin la enfermedad.
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Se comparé la magnitud de la respuesta mostrada por los pacientes en edad pediatrica
con la obtenida en los casos en edad adulta realizando graficos Box-plot y utilizando el
contraste para muestras independientes U de Mann-Whitney (Figura 31). Las diferencias no
resultaron significativas, si bien es cierto, que se trata de un andlisis preliminar con un

tamafio muestral muy limitado.
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Adultos Pediatricos

Figura 31. Comparacion de la respuesta obtenida en la prueba de provocacion corta con gluten de tres dias
entre pacientes adultos y en edad pediatrica en funcidn del diagndstico obtenido. EC: Enfermedad Celiaca.

En el transcurso del estudio, uno de los nifios presentd gastroenteritis durante los dias de
realizacion de la prueba de provocacién. Su andlisis mostré un “% CD8 triple + d6” del 5,51%
(Figura 32), un dato mucho mas elevado de lo esperado en base al resto de los pacientes
analizados en el estudio, por lo que se planted la posibilidad de que esta condicién provocara
también la aparicion en sangre periférica de esta poblaciéon de linfocitos T activados con
direccionamiento a intestino que se sumarian a la producida por la ingesta de gluten. Ante la
posibilidad de que una gastroenteritis supusiera un caso de falso positivo en la prueba, se
analizaron 3 muestras de pacientes con una gastroenteritis, pero sin EC. En dos de ellas se
pudo detectar la poblacién de interés CD8*CD103*B7"CD38* en una proporcién del 0,21% vy
0,15% sobre la poblacién de linfocitos T CD8" total, ambas por encima del punto de corte
establecido para la prueba (0,009), por lo que se llegé a la conclusiéon de que padecer

gastroenteritis durante el transcurso de la prueba es un motivo para invalidarla.
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Figura 32. Imagenes del andlisis por citometria de flujo de los linfocitos CD8* del paciente con EC y
gastroenteritis en el momento de la extraccién de la muestra a dia 6 de la provocacion corta con gluten.

6. COMPARACION CON OTRAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS

6.1. ELISpot

Se realizaron ensayos ELISpot en pacientes con HLA-DQ2.5. Los resultados
obtenidos se recogen en la Tabla 15, donde se muestran el nimero de SFC detectadas en
las muestras extraidas a dias 0 y 6 de la provocacion con gluten, la diferencia entre los
mismos y los resultados obtenidos tras el analisis de la subpoblacién CD8 de estudio
mediante citometria de flujo tras la prueba de provocacién correspondiente a cada uno

de los participantes incluidos en este andlisis.

Tabla 15. Resultados de los ensayos ELISpot (dO, d6 y diferencia) y andlisis de subpoblacion CD8* por
citometria de flujo tras la prueba de provocacion. En rojo se indican los resultados negativos y en verde los
positivos.

Id Grupo do d6  Diferencia Resultado ELISpot  Resultado CD8*
CS18 Control Sano 111,7 23,3 -88,4 Negativo Negativo
Cs10 Control Sano 98,3 13,3 -85 Negativo Negativo
Cs19 Control Sano 158,3 83,3 -75 Negativo Negativo
CS16 Control Sano  187,5 130 -57,5 Negativo Negativo
CS21 Control Sano 63,30 15,00 -48,30 Negativo Negativo
CS15 Control Sano 91,7 56,7 -35 Negativo Negativo
CS11 Control Sano 181,7 187,5 5,8 Negativo Negativo
CCi16 EC MO+ 73,3 38,3 -35 Negativo Positivo
EC22 EC M1- 77,50 25,00 -52,50 Negativo Negativo
EC30 EC M1+ 58,33 15,00 -43,33 Negativo Positivo
EC19 EC M1+ 168,30 185,00 16,70 Negativo Positivo
EC11 EC M3+ 170,00 1,67 -168,33 Negativo Positivo
EC14 EC M3+ 128,3 135,8 7,5 Negativo Positivo
EC26 EC M3+ 67,5 1333 65,8 Positivo Positivo
EC32 EC M3+ 123,3 250 126,7 Positivo Positivo
EC21 EC M3+ 40,00 190,00 150,00 Positivo Positivo
EC13 EC M3+ 57,5 450 392,5 Positivo Positivo
cci7 NO EC 194,2 158,3 -35,9 Negativo Negativo
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DSGA34 NO EC 86,7 143,3 56,6 Positivo Negativo

STNC5 STNC 134,20 18,30 -115,90 Negativo Positivo
STNC8 STNC 76,7 15 -61,7 Negativo Negativo
STNC6 STNC 43,33 20,00 -23,33 Negativo Negativo
STNC3 STNC 26,7 66,7 40 Negativo Negativo

EC: enfermedad celiaca; M0O: Marsh 0; M1: Marsh 1; M3: Marsh 3; +: serologia positiva; -: serologia
negativa; STNC: sensibilidad al trigo no celiaca

En la Tabla 16 se resumen los resultados obtenidos en los ensayos ELISpot agrupados
en funcion del diagndstico. De los voluntarios con EC diagnosticada (N = 10), 4 de los 6 que
presentaban atrofia y anticuerpos positivos al diagnodstico (66,7%) obtuvieron un resultado
positivo; de los 3 casos restantes con EC seropositiva, que comprendian participantes con
lesion tipo Marsh 1 (N = 2) o sin dafio histolégico (N = 1), ninguno obtuvo un resultado
positivo. Se analizd un caso de EC diagnosticada con lesion tipo Marsh 1 y serologia
negativa, que mostré un resultado negativo. Todos los individuos pertenecientes a los
grupos de Controles Sanos (N = 7) y STNC (N = 4) resultaron negativos en el ensayo
ELISpot, mientras que de los 2 participantes correspondientes a casos de practica clinica y

para los que se terminé descartando la enfermedad, uno mostré un resultado positivo.

Tabla 16. Resumen de los resultados obtenidos en los ensayos ELISpot
desglosados por grupo diagndstico.

Positivos Negativos

Controles Sanos (N = 7) 0 7 (100%)
MO+ (N = 1) 0 1 (100%)
EC (N = 10) M1+ (N = 2) 0 2 (100%)
M1- (N = 1) 0 1 (100%)
M3+(N=6) @ 4(66,7%)  2(33,3%)
NO EC (N =2) 1 (50%) 1 (50%)
STNC (N = 4) 0 4 (100%)

EC: enfermedad celiaca; MO: Marsh 0; M1: Marsh 1; M3: Marsh 3; +: serologia
positiva; -: serologia negativa; STNC: sensibilidad al trigo no celiaca

Para realizar la comparacién entre el ELISpot y la prueba evaluada en este trabajo
(citometria de la subpoblacién CD8+ tras provocacion corta) en lo relativo a los calculos
de sensibilidad y especificidad se tuvieron en cuenta Unicamente los pacientes con EC
seropositiva. Se clasificaron los casos en funciéon del resultado del ensayo y el diagnéstico
final del paciente analizado. Ambas pruebas presentaron un falso positivo, sin embargo,
la prueba de provocacion detectd 4 casos mas que resultaron negativos en el ensayo
ELISpot, para el cual se obtuvieron valores de sensibilidad y especificidad del 44,4% y del
92,3%, respectivamente, frente un 100% de sensibilidad y un 92,3% de especificidad

reflejado para el analisis de CD8+. Estos datos se recogen en la Tabla 17.
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Tabla 17. Clasificacidn de casos para el cdlculo de los valores de sensibilidad y especificidad
del ensayo ELISpot y la prueba de provocacion corta.

VP 4 9
VN 12 12
FP 1 1
FN 5 0
Sensibilidad 44,4 100
Especificidad 92,3 92,3

VP: verdaderos positivos; VN: verdaderos negativos;
FP: falsos positivos; FN: falsos negativos.

6.2. Linfograma intraepitelial en DSG

En la Tabla 18 se recogen los datos obtenidos para aquellos participantes a los que
se les realizd la determinacidn del linfograma intraepitelial en DSG (N = 36). Se pudo
observar que en un 69,7% de los casos que presentaron un resultado concluyente en
ambas pruebas se obtuvo un acuerdo entre las mismas. Para aquellos casos en los que el
diagndstico era conocido, se comprobd cual de las dos pruebas hubiera contribuido a la
correcta clasificacion del paciente, indicandolo en la dltima columna. Se encontraron 3
casos (CE6, DSGA27 y DSGAS8) que presentaron valores de %y6* muy préximos al 10%
(limite del punto de corte) junto con %CD3  elevados y se excluyeron de las
comparaciones realizadas. A pesar de que se conoce que la poblacién CD3" se reestablece
al retirar el gluten de la dieta, es discutible qué valores se podrian volver a alcanzar, por

ello se decidid no incluirlos.

Tabla 18. Comparacion de resultados del linfograma intraepitelial en DSG y el andlisis de la subpoblacién
CD8* por citometria para todos los participantes incluidos. Resaltado en rosa se indican los casos detectados
por el linfograma intraepitelial y no por la prueba de provocacion, en azul, los casos en la situacidn inversa y
en amarillo, los casos en los que se presenta un desacuerdo entre las pruebas, pero el diagndstico se
desconoce.

Ccc1 EC 33,7 5,8 Negativa Diagnéstico por linfograma
cc10 EC 3,5 15,5 Positiva Diagnostico por CD8

CC18 EC 8,5 6,5 Positiva Diagnostico por CD8

cc23 EC 6 7,4 Positiva Diagnostico por CD8

CC29 EC 18,9 11.3 Positiva Acuerdo

CCa EC 15,9 3,8 Negativa Diagnéstico por linfograma
CC6 EC 10,8 7,2 Positiva Acuerdo

cc7 EC 45,3 0,3 Negativa Diagnéstico por linfograma
DSGA31 | EC 25 0,7 Positiva Acuerdo

EC12 EC 37,6 12,9 Positiva Acuerdo

EC5 EC 17,8 1,2 Positiva Acuerdo

CC8 EC 13,5 0,6 Negativa Diagnéstico por linfograma
CE6 NO EC 10,6 43,5 Negativa -
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STNC1
CC12
CC15
cc2
CC20
CC3

CC5

Ccco
DSGA14
DSGA17
DSGA2
DSGA20
DSGA27
DSGA28
DSGA3
DSGA4
DSGA40
DSGA42
DSGA43
DSGAS
DSGA6
DSGA7
DSGA8

Dx: diagndstico; DSG: dieta sin gluten; EC: enfermedad celiaca

STNC

Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx
Sin Dx

6
2,5
4,1
2,7
5,4
1,3
41
4,7
3,6
53
3
6,1
11,9
1,2
2,8
16
5,4
2,1
43
1,3
2,6
3
10,5

12
25
3,5

12,6
1,8

23,5
4,2

22,2
1,6
5,2
12

51,6

23,5

16,8

38,3

13,5

32,2
32

19,4
2,8
7,4
25

35,9

Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Positiva
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

Acuerdo
Acuerdo
Desacuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Desacuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Desacuerdo
Acuerdo
Acuerdo
Acuerdo

Para poder contrastar de manera general el comportamiento de ambas pruebas, se

realizd una comparativa agrupando los casos atendiendo al diagndstico alcanzado tras la

finalizacidn del estudio (Tabla 19). Los pacientes con EC se muestran desglosados en

funcién del grado de la lesidn intestinal y la serologia presentadas.

Tabla 19. Comparativa de resultados del linfograma intraepitelial en DSG frente al analisis de

CDS8 tras la prueba de provocacion corta.

EC (N =12)
MO+ (N =1)
M1+ (N =2)
M1- (N =2)
M2- (N =1)
M3+ (N =2)
M3- (N =2)
Sin Bx (N =1)

NOEC(N=1)

STNC (N =1)

Sin Dx (N = 20)

DSG: dieta sin gluten; EC: enfermedad celiaca; Dx: diagndstico; M0O: Marsh 0; M1: Marsh
1; M2: Marsh 2; M3: Marsh 3; STNC: sensibilidad al trigo no celiaca; +: serologia positiva;

-: serologia negativa

10 (83,3%)
1 (100%)
1 (50%)
2 (100%)
1 (100%)
1 (50%)
1 (50%)
1 (100%)

1 (5%)

2 (16,7%) 8 (66,7%)
1 (100%)
1 (50%) 2 (100%)
1 (50%) 2 (100%)
1 (50%) 1 (50%)
1 (100%)
1 (100%)
1 (100%)
19 (95%) 2 (10%)

4 (33,3%)

2 (100%)

1 (100%)

1 (50%)

1 (100%)

1 (100%)
18 (90%)
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Se pudo observar que de los 5 pacientes incluidos con EC seronegativa, los 3 casos
con lesion histolégica tipo Marsh 1 o 2 fueron detectados por el linfograma intraepitelial
en DSG pero no por la prueba de provocacion, mientras que de los 2 que presentaban
atrofia, 1 resultd positivo sélo en la prueba de provocacién y el otro sélo en el linfograma
intraepitelial. Del mismo modo, se contabilizaron los casos de “Acuerdo” o “Desacuerdo”
entre ambas pruebas atendiendo al diagndstico final y las caracteristicas histoldgicas y
seroldgicas de los pacientes con EC (Tabla 20). En relacidon a los 5 pacientes seropositivos,
se presentd un acuerdo entre ambas pruebas en un 60% de los casos y los 2 casos en los
qgue hubo desacuerdo fueron detectados por la prueba de provocacién. En cuanto a los
participantes que no presentaban EC o que padecian STNC, se obtuvo un consenso entre
ambas pruebas en los 2 casos estudiados. Atendiendo a los participantes que no
obtuvieron un diagndstico concluyente, se produjo un acuerdo entre las pruebas en el
85%, mientras que 2 casos (CC15 y DSGA43) presentaron un resultado positivo sélo en el
andlisis de CD8 y 1 (DSGA4) y obtuvo Unicamente un linfograma intraepitelial compatible

con la enfermedad.

Tabla 20. Resumen de casos en acuerdo o desacuerdo para los resultados del
linfograma intraepitelial en DSG y en analisis de CD8* tras provocacion corta con

gluten.

EC(N=12) 5(41,67%) 4 (33,33%) 3 (25%)
MO+ (N =1) 1 (100%)
M1+ (N =2) 1 (50%) 1 (50%)
M1- (N =2) 2 (100%)
M2-(N=1) 1 (100%)
M3+ (N =2) 1 (50%) 1 (50%)
M3- (N =2) 1 (50%) 1 (50%)
SinBx (N =1) 1 (100%)

NOEC(N=1) 1 (100%)

STNC (N =1) 1 (100%)

Sin Dx (N = 20) 17 (85%) 3 (15%)

EC: enfermedad celiaca; MO: Marh 0; M1: Marsh 1; M2: Marsh 2; M3: Marsh 3; Sin Dx:
sin diagndstico concluyente; STNC: sensibilidad al trigo no celiaca; +: serologia positiva;
-: serologia negativa.
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Este trabajo tiene como objetivo la descripcion y puesta a punto de una prueba que
permita establecer el diagndstico de enfermedad celiaca (EC) en individuos que han
comenzado una dieta sin gluten (DSG). Se plantean los aspectos metodolégicos requeridos
para su realizacidn, se analiza su funcionamiento en distintos grupos de pacientes, se evalla
su eficacia diagndstica calculando los valores de sensibilidad y especificidad, asi como la
reproducibilidad entre operadores y se pone a prueba su utilidad en la practica clinica
mediante su aplicacion en casos de complejo diagndstico y de DSG autoadministrada. En
base a ello, propondremos finalmente un nuevo algoritmo que la incorpore a los
procedimientos diagndsticos vigentes, ampliando asi los individuos a los que pueden ser

aplicados.

La EC se caracteriza por la presencia de atrofia, anticuerpos especificos, genética
HLA-DQ2/8 y sintomatologia clinica asociada al consumo de gluten. Sin embargo, la realidad
en la practica clinica es que se pueden encontrar pacientes que presentan lesiones
duodenales leves o bajos titulos de anticuerpos, casos de atrofias persistentes o
seronegativas, sospechas de falsos positivos en la serologia, pacientes con alta sospecha de
EC pero genética no compatible o de bajo riesgo. Esto unido a la gran heterogeneidad de
sintomas, dificulta el diagndstico de esta enfermedad (86). Hay que recordar ademas que el
patron clasico de la EC no es el mds comun en adultos (87). El linfograma intraepitelial es una
prueba que supone un fuerte apoyo al diagnéstico (59,88—90), pero solo esta aceptada en el
Protocolo de diagndstico precoz de nuestro pais y todavia no estd disponible en muchos

centros.

La EC no reconocida puede acarrear consecuencias importantes para la salud del
paciente, por lo que es fundamental la deteccién precoz. Del mismo modo, es imprescindible
un correcto diagndstico, ya que el mantenimiento de una DSG de por vida conlleva un
impacto econdmico, psicoldgico y social, alterando la calidad de vida del individuo, sin olvidar
gue se puede dejar de diagnosticar otra patologia existente. Actualmente el proceso
diagndstico se ve agravado porque requiere que el paciente se encuentre manteniendo una
DCG. Esto supone una limitacidon importante porque son muchos los pacientes que acuden a
consulta tras haber retirado el gluten de la dieta sin disponer de un diagndstico concluyente.
El diagndstico en DSG supone un reto para los profesionales, que durante los ultimos 10 afios
han visto incrementado el nimero de casos en esta situacidn en sus consultas. Por tanto, es
primordial el establecimiento de un nuevo método diagndstico que permita la correcta

clasificacién de estos pacientes, lo cual ha sido el objetivo principal de este trabajo.
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En la actualidad, el diagnéstico de la EC en DSG exige la reintroduccién del gluten en
la dieta, pero tanto la duracién de la provocacion como la cantidad de gluten administrada
durante la misma siguen siendo motivo de controversia. Ademas, se ha puesto de manifiesto
que el cambio seroldgico e histoldgico tras provocaciones largas presenta una gran
variabilidad interindividual (76,91). Por el contrario, se evidencid que las respuestas
tempranas basadas en cambios inmunolégicos que tienen lugar durante provocaciones
cortas producen unas respuestas mucho mas homogéneas (66,71), lo que supone una clara
ventaja de cara a la estandarizacidn de una prueba. Nuestro trabajo plantea una provocacién
con gluten estandarizada, con una cantidad fijada en 10 g de gluten diarios y una duracién de
3 dias. Este reducido tiempo de exposicion disminuye el riesgo para el paciente, ya que es
insuficiente para el desarrollo de atrofia (76,91), y se ha visto que en general es bien tolerado
por los pacientes, a diferencia de la provocacidn larga, a la que muchos de ellos temen

enfrentarse y rechazan.

El nuevo método diagndstico propuesto se basa en la deteccion de linfocitos con
direccionamiento al intestino (CD103 y B7) y el marcador de activacion CD38 en sangre
periférica. Inicialmente y conforme a la literatura (71) se planted el estudio de las
poblaciones de linfocitos T CD8" y y6*. Sin embargo, la frecuencia en sangre periférica de la
poblacién y& es muy baja, por lo que, en muchas ocasiones, la subpoblacién celular de
interés se detecta en cifras demasiado bajas como para poder ser considerada una poblacidn
celular de manera fiable y no como eventos aleatorios que se pueden observar en muestras
basales o de controles sanos (92). Por el contrario, pequefios cambios en el nimero de
células no tienen tanto impacto sobre poblaciones abundantes como CD8, conduciendo a
resultados consistentes. Esto, unido a que el estudio de la poblacién y6 no aumentaba la
sensibilidad ni la especificidad de la prueba basada en CD8, hizo que finalmente se

descartase el empleo de y6 con fines diagndsticos.

La prueba de estudio basada en la movilizacion de linfocitos CD8* mostré una
sensibilidad muy elevada para la deteccién de EC seropositiva, del 97%, manteniendo
también una alta especificidad, del 95%, valores que indican que el test presenta una alta
capacidad tanto para detectar la enfermedad cuando el paciente la presenta, como para
descartarla cuando estd ausente, siendo comparables a los descritos para las pruebas
utilizadas actualmente en el diagnéstico de la EC. Esto situa al analisis de CD8* tras
provocacion corta como un test efectivo a un nivel similar que los métodos actuales. En
referencia a su validez externa, se obtuvo un VPP = 90,9 y un VPN = 98,2. En cuanto a las

razones de verosimilitud, fueron RVP = 18,4 y RVN = 0,03, lo que indica una utilidad clinica
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altamente relevante (93). Se debe tener en cuenta que tanto los VP como las RV se
encuentran influenciados por la prevalencia de la enfermedad. La muestra empleada para
hacer estos calculos contaba con un 36% de casos con EC, porcentaje diferente al presentado
por ejemplo en el grupo de casos complejos obtenidos de una consulta monografica (65%) o
en el de DSG autoadministrada (12,5%), grupo este ultimo en el que se incluyen muchos
individuos que se retiraron el gluten de la dieta sin motivos diagndsticos concluyentes o
incluso por moda, y en el que la prueba podria mostrar peor comportamiento dada la menor
frecuencia de la enfermedad. Es por esto que se debe tener en mente que los valores
obtenidos en este estudio pueden no ser extrapolables a otras poblaciones de estudio, y que
deben ser calculados en base a la poblacidn considerada de cada hospital, consulta o centro
de analisis. En este sentido, hay que considerar también que la muestra de pacientes
utilizados en nuestro estudio no es representativa de la realidad de la enfermedad, se trata
de un conjunto en el que los casos de diagndstico dudoso se encuentran
sobrerrepresentados. Sin embargo, es el grupo de pacientes a los que sera aplicada en la

practica clinica.

Dentro de los casos con EC seropositiva, es de destacar que la prueba propuesta en
esta tesis muestra una alta precision diagndstica tanto para casos con lesidn tipo Marsh 3
como Marsh 1, lo que podria permitir distinguir estos casos de falsos positivos de la serologia
asociados a lesiones inespecificas o causadas por otras patologias. Se observé que la
magnitud de la respuesta era mayor en pacientes con atrofia que en pacientes con lesion
histolégica de bajo grado (Marsh 1). Se ha descrito que existe una relacién entre el grado del
dafio histolégico y el titulo de anticuerpos ATG2 (94-96), hallazgos que en Europa
condujeron a establecer el diagnéstico sin biopsia en poblaciéon infantil (1,42). En 2018 Sarna
et al, mediante el uso de tetrdmeros HLA-DQ-gliadina, describieron una correlacidn entre el
grado de la lesion histoldgica y la respuesta de linfocitos T CD4* tras una provocacion con
gluten de 6 dias (97). Los datos obtenidos en este estudio sugieren que ocurre algo similar
con la respuesta de linfocitos T CD8* en sangre periférica tras una provocacién de 3 dias. Al
tratarse de células de memoria efectora con direccionamiento a intestino, que
supuestamente produciran directa o indirectamente dafo al epitelio, tiene sentido que la
proporcidn que se detecte esté relacionada con el nivel de lesién que presenté el paciente al
diagndstico. Esta observaciéon nos podria hacer valorar la posibilidad de establecer dos

puntos de corte, uno sugerente de atrofia inicial y otro de lesién histoldgica de bajo grado.

En cuanto a su efectividad en casos de atrofia seronegativa, sélo se pudieron evaluar

3 pacientes con EC con estas caracteristicas, de los cuales 2 ofrecieron un resultado positivo.
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No obstante, la falta de respuesta en el tercer caso (CC7) puede ser debida a que la paciente
permanecié Unicamente 1 mes en DSG previamente a la realizacion de la prueba vy si la
adherencia a la dieta no fue estricta, es posible que este tiempo haya sido insuficiente.
Ademas, se estudid una atrofia no celiaca, ofreciendo el paciente una prueba negativa. Se
evaluaron 4 casos adicionales con atrofia que contintan sin diagndstico, de los que solo 1
caso (CC15) resultd positivo para la prueba CDS8, caracterizado por presentar HLA-DQ2.2 y
linfograma no compatible en DSG, que rechazé continuar a provocacion larga por recaida
clinica. Es evidente que es necesario ampliar el tamafio muestral para poder obtener
conclusiones sobre el funcionamiento de la prueba en este grupo, que de ser adecuado
supondria un gran apoyo al diagndéstico de estos pacientes, que actualmente suponen un

verdadero reto.

Por ultimo, se examind el comportamiento de la prueba en casos con EC con lesién
histolégica tipo Marsh 1 y serologia negativa al debut. Se trata de un grupo muy
controvertido en la literatura, cuyo diagndstico en los pacientes incluidos en este trabajo se
basd en la presencia del linfograma intraepitelial celiaco. Se reclutaron 7 pacientes con EC
con estas caracteristicas, resultando todos negativos en el analisis de CD8*. Por el contrario,
se obtuvieron 2 falsos positivos entre los 9 casos Marsh 1 seronegativos sin EC estudiados,
correspondientes a un caso complejo (CC13) y un caso de STNC (STNC5), ambos presentando
HLA-DQ2.2 con linfograma no compatible en DCG. Entre los 4 individuos analizados que no
obtuvieron un diagnéstico final, no se detectd ningln caso con respuesta CD8* positiva. De
estos resultados se puede deducir que el test diagndstico propuesto en esta tesis no es
apropiado para el diagnéstico de pacientes seronegativos con lesidon histoldgica de bajo
grado al debut. Sin disponer de datos previos de serologia, el clinico debe tener en cuenta
gue esta prueba es bastante sugerente de EC cuando se obtiene un resultado positivo, sin
embargo, un resultado negativo no permite descartar la enfermedad con seguridad,

pudiendo tratarse de un caso de EC seronegativa.

La eleccidn del punto de corte para una prueba diagndstica siempre requiere un
compromiso entre la sensibilidad y la especificidad. En ocasiones, se prioriza la sensibilidad,
como en casos de enfermedades altamente infecciosas o con complicaciones graves en las
gue conviene reducir el numero de falsos negativos; por otro lado, se suele primar la
especificidad por ejemplo en casos en los que el procedimiento a seguir tras la obtencion del
positivo resulta costoso o arriesgado para el paciente, buscando minimizar el nimero de
falsos positivos (98). En el caso de la EC, el Unico tratamiento existente actualmente es el

establecimiento de una DSG de por vida, con las implicaciones econdmicas y sociales que
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esto supone para el paciente, se debe correr el menor riesgo posible de diagnosticar
erréneamente a un individuo sano. Teniendo esto en cuenta, se decidié determinar un punto
de corte para la prueba con el mayor valor de especificidad posible, sin sacrificar por ello
demasiada sensibilidad, ya que no detectar a un paciente con EC podria acarrear

consecuencias importantes para su salud.

Tras el analisis del comportamiento de la prueba en voluntarios con EC diagnosticada y
voluntarios sin la enfermedad y la realizacién de la curva ROC, se establecieron dos criterios

para la determinacidn de un resultado positivo:

1. El aumento de al menos el doble en la proporcion de la poblacién de interés
CD8*'CD103*B7"CD38* con respecto a la poblaciéon general CD8* a dia 6 en
relacién al dia 0 (estado basal). Esto corresponderia a una movilizacién de la
poblacién de interés provocada por la ingesta de gluten.

2. La superacion de un valor minimo de esa proporcidn de la poblacién de interés
respecto a la poblacidn general a dia 6. En base a los datos, el punto de corte se
fij6 en 0,009%, es decir, en la presencia de 9 linfocitos CD103*B7"'CD38* CD8" por

cada 100.000 linfocitos CD8* en sangre periférica.

La prueba fue capaz de detectar 30 de los 31 casos de EC seropositiva analizados en
este estudio, correspondiendo el Unico falso negativo obtenido (EC25) a una paciente que
presentaba titulos de anticuerpos ATG2 muy bajos, en la zona gris del kit. Del mismo modo,
descarté eficazmente la EC en 51 de los 54 casos incluidos que no presentaban la
enfermedad, constando los 3 falsos positivos de un control sano (CS4) voluntario para el
estudio con HLA-DQ2.5 y serologia negativa que presentd biopsia normal; un paciente con
diagndstico de STNC (STNC5), muy sensible al gluten por sintomatologia, con HLA-DQ2.2,
serologia negativa, que habia debutado con lesion histoldgica tipo Marshl y en el que se
descarté la enfermedad por presentar un linfograma intraepitelial no compatible en DCG; y
un caso complejo (CC13) con HLA-DQ2.2, serologia negativa, lesidn histoldgica tipo Marsh 1y
linfograma intraepitelial no compatible en DCG que normalizé la mucosa y mantuvo serologia

negativa tras una provocacion larga, lo que descarté definitivamente el diagndstico de EC.

Se quiso comprobar la aplicacion de este nuevo método diagndstico a la practica
clinica, por lo que durante el periodo de reclutamiento se propuso participar en el estudio a
todos los pacientes procedentes de las consultas monograficas de EC del Hospital Clinico San
Carlos y Hospital Fundacion Jiménez Diaz que se pudieran beneficiar del resultado de esta

prueba. Los pacientes se clasificaron en dos grupos en funcion de la problematica que
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ocasionaba su falta de diagndstico en el momento de la inclusion en el estudio: casos que se
encontraban manteniendo una DSG autoadministrada sin disponer de un diagndstico de EC
previo y casos de complejo diagndstico en las que los resultados de las pruebas eran
contradictorios o no concluyentes. El diagndstico de este tipo de pacientes exige actualmente
llevar a cabo una reintroduccion del gluten durante al menos 6 - 8 semanas para poder
realizar las pruebas de serologia y biopsia, que precisan de la exposicion al mismo para su
6ptimo rendimiento. Sin embargo, es fundamental destacar que de los 46 casos incluidos en
el grupo de DSG autoadministrada, sélo 10 (22%) aceptaron realizarla mientras que, de los 30
individuos clasificados como casos complejos, 12 (40%) lo hicieron. Esto refleja claramente la
reticencia de los pacientes a seguir este procedimiento por temor a la recaida clinica y al
desarrollo de atrofia. Siguiendo el algoritmo diagndstico habitual, sélo 11 de los 46 casos en
DSG autoadministrada y 20 de los 30 casos complejos incluidos en este estudio consiguieron
ser diagnosticados tras la finalizacién del mismo, quedando un 60% de los casos que acuden
a consulta sin diagndstico (Figura 8). Estas cifras revelan la clara necesidad de incorporar una
nueva metodologia como la propuesta en este trabajo que permita solventar esta

problematica.

El diagndstico sugerido por el analisis de CD8* propuesto mostré un 100% de
concordancia con el obtenido tras la provocacion larga (con serologia y biopsia) de los casos
de DSG autoadministrada, tanto en los 9 en los que se descarté la enfermedad como en el
Unico en que se confirmd. De los 35 individuos que quedaron sin diagnéstico concluyente
tras la finalizacién del estudio, la prueba detecté 7 presuntos casos de EC, los cuales

obtendrian un diagndstico firme en caso de aceptarse la prueba basada en CD8.

El grupo de pacientes propuestos como de complejo diagndstico engloba una amplia
variedad de situaciones entre las que se incluyen pacientes bajo sospecha por sintomatologia
pero que presentan discrepancias entre la histologia y la serologia, ya sean lesiones
histolégicas de bajo grado o atrofias seronegativas; casos de atrofias persistentes; sospechas
de falsos positivos de la serologia; o pacientes con alta sospecha de EC, pero con genética no
compatible o de bajo riesgo. Todos ellos suponen un verdadero reto diagndstico para el
especialista. De los 20 casos que finalizaron el estudio obteniendo un diagndstico
concluyente mediante el procedimiento habitual, 15 obtuvieron un resultado de nuestra
prueba acorde al mismo, mientras que en 5 casos se encontré un desacuerdo. Sin embargo,
se debe tener en cuenta que 2 de ellos (CC1 y CC8) presentaban serologia negativa y lesion
histolégica de bajo grado, por lo que ahora sabemos que no debemos esperar su deteccion

mediante la realizacion esta prueba. En cuanto a CC4 y CC7, presentaban serologia EMA
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negativa o sin realizar, carecian de linfograma intraepitelial en DCG, no aceptaron someterse
a provocacién larga y confirmaron su diagndstico Unicamente mediante la realizacién del
linfograma en DSG, al cual se han asociado valores de sensibilidad y especificidad del 87% vy
96,7% respectivamente para pacientes con atrofia seronegativa (89). Sin embargo, como se
ha podido observar en la comparacion entre el andlisis de CD8* y el linfograma intraepitelial
en DSG, existen casos en los que ambas pruebas discrepan, por lo que podria tratarse tanto
de falsos positivos por parte del linfograma como de falsos negativos por parte del analisis de
CD8’, del mismo modo que se observé una discrepancia en un paciente con EC confirmada
(EC27), que obtuvo un linfograma en DCG no compatible posiblemente debido a su avanzada
edad (83 afios) (99). En referencia a los casos en los que se descarto el diagndstico de EC, los
resultados de la prueba se correspondieron salvo en uno de ellos (CC13), el cual mostré
normalizacién de la mucosa duodenal y linfograma intraepitelial no compatible con Ia
enfermedad tras someterse a provocacion de 8 semanas, el diagndstico en este caso fue

claro por lo que parece tratarse de un falso positivo de la prueba.

En la literatura se han propuesto otros métodos para el diagndstico de individuos en
DSG, como son el ELISpot de IFN-y y los tetrdmeros HLA-DQ2-gliadina. Ademas de las
desventajas metodolégicas que suponen estas técnicas para su implementacion en la
practica clinica, por su elevado coste y requerimientos técnicos previamente comentados,
estas pruebas estdn basadas en la interaccion del HLA-DQ con péptidos de gliadina. El ensayo
ELISpot realiza una estimulaciéon de las células del paciente en cultivo con péptidos de
gliadina, los tetrameros por su parte son creados mediante la unidon de moléculas HLA-DQ
con péptidos de gliadina. Ambas técnicas son por tanto dependientes de los péptidos de
gluten que se utilicen, es decir, estan restringidas al conocimiento actual de los epitopos
inmunogénicos del gluten que, aunque es cada dia mas extenso, sigue sin poder abarcar toda
la complejidad existente, estando todavia limitado principalmente a la genética HLA-DQ2.5.
El analisis de CD8* se basa en la medicidn de una respuesta inmunoldgica no HLA-DQ
dependiente producida en el paciente tras la administraciéon de gluten sin precisar de la
utilizacién de péptidos, por lo que no presenta dicha limitacion, siendo apropiada, a
diferencia de los métodos anteriormente nombrados, para su uso en individuos no HLA-
DQ2.5/DQ8, que aunque poco frecuentes, representan alrededor del 3% de los pacientes
totales con EC (100) y se encuentran en mayor proporcién al considerar los casos de
diagndstico complejo. Presenta por tanto una clara ventaja al permitir la deteccién de la EC
independientemente de la genética presentada por el individuo, identificando casos con

genética de bajo riesgo o incluso genética no compatible: CC6 y CC10 (no compatible), PEC2
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(HLA-DQ2.2) y PCC6 (HLA-DQ7.5). La deteccién de IL-2 en suero o plasma, a excepcion de los
ultimos ensayos CRAs ultrasensibles basados en electroquimioluminiscencia, tampoco
emplea péptidos de gliadina y no presenta la mencionada limitacién, pero parece disminuir

su sensibilidad en individuos no HLA-DQ2.5 (76).

Hay que considerar ademds que los ensayos ELISpot realizados en este estudio
resultaron positivos solo en 4/6 pacientes con atrofia y en ninguno de los que presentaban
una lesidén histoldgica de menor grado. En cambio, el analisis de CD8* fue capaz de detectar
todos los casos seropositivos incluyendo aquellos con lesiones histolégicas de bajo grado,
demostrando ser una prueba con mayor sensibilidad y mas apropiada para su
implementacidn en practica clinica teniendo en cuenta la existencia de este tipo de formas
mas moderadas de la enfermedad, su frecuencia en las consultas monograficas de EC y la
creciente necesidad de deteccidn de estos casos que esta siendo observada en los ultimos

afos. Ninguna de las dos pruebas detectd el Unico caso seronegativo analizado.

Es interesante resaltar que se podria considerar que tanto la determinacion de la IL-2
en plasma como el andlisis de CD8" presentan una limitacion frente al ELISpot y la utilizacion
de tetrameros HLA-DQ-gliadina, y es que, a diferencia de estas, no detectan una respuesta
especifica. Sin embargo, se debe tener en cuenta que siempre se parte de una medicién
basal previa a la ingesta de gluten que se toma como referencia para cuantificar el
incremento de esta poblacion, asegurando que este es debido a la exposicién al antigeno.
Esto se consigue siempre y cuando la realizacién de la prueba no se superponga con el
desarrollo de otra condicién, tal y como se pudo observar en uno de los participantes que
presentd gastroenteritis durante el transcurso de la prueba, mostrando la aparicion de
células CD8*CD103*B7"CD38* en sangre periférica en una proporcién mucho mayor a la
habitual, lo que hizo suponer que se estaban observando dos respuestas en conjunto. Este
hecho se corroboré analizando 3 pacientes no celiacos ni sometidos a provocacién con gluten
gue presentaban una gastroenteritis. De la misma manera que se ha descrito la presencia de
linfocitos T CD8" CD103* en biopsias de pacientes que presentan otras enteropatias no
relacionadas con la EC (101), podria ser que este tipo de afecciones implicaran la aparicion en
sangre periférica de esta poblacion de linfocitos activados con direccionamiento al intestino,
conduciendo a la obtencién de un falso positivo. Sin embargo, se debe tener en cuenta que,
al disponer de una muestra basal, esto sélo ocurriria en el caso de enfermedades que se
produzcan en una ventana de tiempo tan reducida como es el periodo de realizacion de la
prueba, lo que reduce este conflicto a infecciones como la gastroenteritis. Estos casos

deberian por tanto ser motivo de invalidez de la prueba, que debera ser repetida una vez
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recuperado el paciente y tras volver a pasar el tiempo en DSG necesario para su correcta

realizacion.

El linfograma intraepitelial se ha descrito como un método valido para el diagndstico
de EC en DSG (61,102). En este trabajo, se realizd una comparativa entre los resultados
obtenidos mediante esta técnica y la prueba propuesta en esta tesis. La determinacidn del
linfograma mostro alta capacidad para detectar los casos con EC seronegativa tal y como estd
descrito (89), mientras que el andlisis de CD8* sélo detectdé dos casos que presentaban
atrofia. Por el contrario, en los casos seropositivos las pruebas presentaron un 66,7% de
acuerdo, siendo los 2 casos en los que hubo discordancias detectados por el andlisis de CD8".
En cuanto a la capacidad para descartar la enfermedad, ambas pruebas mostraron resultados
concordantes. Para los participantes que no obtuvieron un diagnéstico final, ambas pruebas
mostraron resultados acordes en un 85% de los casos, siendo sélo 3 los casos discordantes en
los que 2 obtuvieron un resultado positivo para el analisis de CD8" y 1 para el linfograma
intraepitelial. Se debe tener en cuenta que algunos de los casos analizados obtuvieron un
diagndstico final basado en el resultado del linfograma intraepitelial. A pesar del pequefo
tamafio muestral de algunos grupos analizados, estos datos hacen pensar que se trata de
pruebas que podrian funcionar de manera complementaria en el diagndstico de la EC en DSG
y su utilizacién de manera conjunta resultaria en una gran herramienta para dar respuesta a
este reto diagndstico que actualmente suponen estos pacientes. Por ejemplo, una respuesta
CD8" negativa en pacientes con una serologia previa negativa podria completarse con la
determinacién del linfograma intraepitelial, pero una respuesta CD8 positiva podria conducir

a finalizar el estudio, evitando asi realizar una biopsia duodenal.

Los datos aqui presentados derivan de la respuesta de los participantes a la ingesta
de gluten en forma de rebanadas de pan blanco de molde. Actualmente hemos desarrollado
trabajos en los que se ha sustituido por una cantidad estandarizada de 10 g de gluten en
polvo, obteniendo resultados semejantes (103). Disponer de ambos abordajes permite tanto
la posibilidad de estandarizacion de la prueba en la practica clinica como su realizacién en

centros en los que se disponga de recursos econdmicos limitados.

La toma de muestras consta de dos extracciones de sangre periférica, un
procedimiento poco invasivo que los pacientes aceptan de mayor grado que la toma de
biopsias duodenales, que suponen la entrada a quiréfano y una sedacién. Los otros métodos
planteados para el diagndstico de EC en DSG utilizan también sangre periférica como

material de partida, sin embargo, es necesario tener en cuenta el volumen de sangre
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requerido para el andlisis. Leonard et al. destacan en su estudio realizado en 2021 que una de
las desventajas de los ensayos ELISpot y tetrdmeros de HLA-DQ-gliadina es que requieren en
torno a 35 mL de muestra inicial, mientras que para el estudio de la poblacion CD8* mediante
citometria de masas se precisan 5 mL y para la deteccién de IL-2 en plasma tan poco como
500 uL (76). Para la realizacion de la prueba basada en la respuesta de linfocitos CD8* que
aqui se plantea, se requieren Unicamente 350 uL, siendo el método basado en sangre
periférica propuesto hasta la fecha que menor volumen de muestra precisa. Ademas, de ser
necesario, estas muestras pueden ser transportadas a temperatura ambiente para ser
procesadas 24h después de la extraccion, lo que permite el envio a centros de referencia en
los que se lleven a cabo los andlisis, facilitando la implementaciéon de este método

diagndstico incluso en centros que no dispongan de un citdmetro de flujo.

Otra de las ventajas de cara a facilitar su empleo en la practica clinica es la
disponibilidad y sencillez de la técnica de analisis utilizada. A diferencia de la citometria de
masas utilizada por Leonard et al., la citometria de flujo se encuentra ampliamente
establecida como herramienta diagndéstica en muchos hospitales y laboratorios, por lo que la
implantacion de esta prueba no precisaria la adquisicién de equipamiento especifico ni
entrenamiento de personal especializado, no siendo asi tampoco para el ELISpot de IFN-y o
los tetrdmeros HLA-DQ-gliadina que presentan unos requerimientos técnicos, materiales y
econdmicos a los que no todos los hospitales podrian acceder. Ademads, utilizan como
material de partida PBMCs aisladas de los pacientes, que se congelan, cultivan y estimulan
para ser posteriormente analizadas. Todo este procedimiento alarga el tiempo de obtencién
del resultado mientras que la prueba basada en CD8 toma como material de partida sangre
periférica que se procesa y analiza en fresco, resultando un sistema sencillo y rapido que
permite la obtencién del resultado a las 2 horas de haberse realizado la segunda extraccion
de sangre. Los andlisis de reproducibilidad de la prueba son evidencia de su sencillez de
interpretacion, mostrando un elevado acuerdo entre las mediciones realizadas por los dos
operadores en todas las variables comparadas con altos valores de CCl y la elevada
concordancia observada también mediante los graficos de Acuerdo-Supervivencia y Bland-

Altman.

Una limitacidn de la prueba es la evidenciada por el caso de un paciente con EC
diagnosticada con atrofia y serologia positiva, que no obtuvo respuesta tras la provocacion.
Al apreciar que se encontraba manteniendo una DSG estricta desde hacia 25 afios, se decidio
realizar una segunda provocacion que resulto esta vez positiva para el analisis de CD8* pero

obteniendo un porcentaje de la poblacién de interés en el rango correspondiente a pacientes
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con lesidn histoldgica de bajo grado. Esto puede ser debido a que el elevado tiempo durante
el cual el paciente se encontré sin someterse a la presencia del antigeno, la poblacién de
células de memoria disminuyd hasta alcanzar niveles por debajo del limite de deteccién o
incluso desaparecer. Los linfocitos T de memoria tienen una esperanza de vida de 30 a 160
dias a nivel individual, sin embargo, presentan una elevada tasa de replicacién, lo que
permite el mantenimiento de la poblacidon de memoria a largo plazo, encontrdandose la media
entre 8 y 15 afos (104). Aunque existen casos en los que la poblacion de memoria se
mantiene de por vida, en el caso de la EC, su esperanza de vida no se conoce y valorando lo
observado en este caso, podria ser que 25 afios la excedieran. La adherencia estricta a la DSG
podria influir en la disminucién de esta poblacidn al impedir la generacidn de nuevas
poblaciones de memoria que si podrian estar formandose en individuos que cometan
pequefias transgresiones, como se pudo ver tras la segunda exposicién al gluten de este
paciente, en la que reaparecié la poblacion de interés de linfocitos T de memoria, que se
habria vuelto a expandir. Teniendo esto en cuenta, conviene considerar que la obtencidn de
un resultado negativo en pacientes en DSG estricta mantenida durante muchos afos no se
debe considerar valida y seria necesario plantear una segunda provocacion para la correcta
valoracion de esta prueba. Esta limitacion fue también apuntada tras el analisis realizado por
Sarna et al., en el cual destacaron la ausencia de la poblacién detectada por tetrdmeros HLA-
DQ-gluten tras una provocacién corta con gluten en un paciente que se encontraba
manteniendo una DSG durante aproximadamente 40 afios (105). Relacionado con este
aspecto, cabria esperar que existiera una correlacién entre el tiempo en DSG y la magnitud
de la respuesta, pero en este estudio no se ha encontrado, sin embargo, se debe tener en
cuenta que, aunque los pacientes afirmen llevar una dieta estricta, resulta muy dificil
controlar las transgresiones que se han podido realizar a lo largo de afios, por lo que los
tiempos registrados podian no ser del todo certeros. Para estudiar esta relacion, seria por
tanto necesario el planteamiento de un estudio disefiado especificamente para cubrir esta

posibilidad.

Aunqgue la mayoria de los analisis se llevaron a cabo en adultos, se desarrollé un
pequefio estudio piloto en pacientes en edad pediatrica. Se observé de nuevo la presencia de
la poblacién de interés al sexto dia de la provocacién con gluten exclusivamente en nifios con
EC. Las comparaciones realizadas con las respuestas obtenidas por los pacientes en edad
adulta no resultaron significativamente diferentes, lo cual hace pensar que su

comportamiento ante la provocacién corta es similar y que la prueba es aplicable también a
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la poblacion infantil, aunque el tamano muestral incluido en este estudio es muy reducido y

es necesaria su ampliacidn con el objetivo de valorar su funcionamiento con certeza.

Este trabajo no sdélo pone a punto un nuevo método para el diagnéstico de la EC, sino
gue evidencia la participacién de la memoria inmunoldgica en el desarrollo de esta
enfermedad. Es por ello que se planted el estudio de CD62L en la poblacién de interés con el
fin de valorar su inclusidon en el andlisis de citometria de esta prueba. Se pudo observar que,
en pacientes con EC, la gran mayoria de los linfocitos T CD8* B7" CD38* eran ademas CD62L".
Los datos de este estudio indican que no aportaria informacion de relevancia para la prueba
diagndstica en si, aunque podria ser de utilidad a la hora de discriminar pacientes de
diagndstico complejo que presentaran reacciones moderadas a la provocacion con gluten,
con valores muy cercanos al punto de corte. Incluir el marcador CD62L en una segunda
tincién podria asegurar que las células seleccionadas en el analisis fueran realmente

efectoras y que no se realiza una sobreestimacidon de la poblacién de interés.

Tanto la poblacion CD8 movilizada tras una provocacion corta como las
subpoblaciones de LIEs se expanden y contraen en funcion de la ingesta de gluten, por lo que
parecen estar relacionadas con la memoria inmunoldgica. De cara al futuro, seria interesante
dilucidar qué origen y misidn tienen realmente en la reaccién ocasionada por el gluten en
pacientes con EC y si diferencias en las condiciones de exposicién o el tamafio de la poblacion
de células de memoria generada pueden desencadenar versiones de la enfermedad con

sintomatologia mas o menos severa.

El estudio de la memoria inmunoldgica es un campo sumamente complejo,
actualmente en expansién y que plantea por el momento numerosas incégnitas por resolver.
Recientes investigaciones se centran en la identificacion y analisis de la funcionalidad de
distintos grupos de células de memoria T intestinal que parecen tener diversos roles en la
mucosa del paciente con EC. El estudio del papel de estas poblaciones y el hallazgo de nuevos
marcadores para su distincion podria permitir su utilizacién en un futuro como indicador

prondstico de fenotipo clinico y/o de evolucidn del estadio de la enteropatia celiaca.

Tras analizar los resultados obtenidos en este estudio y valorar las capacidades y
utilidades de este nuevo método diagndstico, se propone su incorporacién en la practica

clinica mediante el planteamiento del siguiente algoritmo diagnéstico (Figura 33).
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Figura 33. Algoritmo diagndstico que incluye la realizacidn del andlisis de CD8* tras provocacidn corta con gluten.
EC = enfermedad celiaca; DSG = dieta sin gluten.

En este algoritmo se propone la inclusion de esta prueba como paso previo a la
realizacion de una provocacion larga de 8 semanas, permitiendo asi el diagndstico de algunos
de los pacientes que no aceptan someterse a la misma y evitando exponer al individuo a los
riesgos que esta puede ocasionar como son la recaida clinica, el desarrollo de atrofia y la
entrada a quiréfano para la toma de biopsias. La implementacién de esta prueba supondria
el diagnédstico de gran cantidad de pacientes que, como muestran los datos obtenidos en
este estudio, se pierden en este paso del algoritmo quedando finalmente sin un diagndstico
concluyente, en algunos tratdndose de individuos sanos que terminan manteniendo un
tratamiento autoadministrado de por vida con el perjuicio econédmico y para la calidad de
vida del individuo que esta supone y en otros, siendo casos de EC no detectada y que
contindan exponiéndose al gluten y a las graves consecuencias que esto conlleva para su

salud.
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La exposicidn a 10 g de gluten diarios durante tres dias (provocacion corta) induce la
aparicion o incremento en sangre periférica de una poblaciéon de linfocitos T
activados y con direccionamiento a intestino (CD8*CD103"B7"CD38") en pacientes en
dieta sin gluten que presentan enfermedad celiaca. La deteccién y analisis de esta
poblacién mediante citometria de flujo permite el diagndstico de una manera
sencilla, rapida y poco invasiva.

El método descrito muestra un valor de sensibilidad de 96,8% y de especificidad de
94,7% para el diagndstico de enfermedad celiaca seropositiva. Ademas, presenta un
VPP =90,9 y un VPN = 98,2, reflejando su utilidad en la clinica.

Se trata de un método diagndstico altamente reproducible, con un valor de CCl de
0,992.

La prueba propuesta muestra un comportamiento bastante similar al linfograma
intraepitelial, exceptuando los casos de EC seronegativa, en los que el linfograma
intraepitelial parece ofrecer mejores resultados y ambas pruebas pueden emplearse
de manera complementaria.

La provocacién corta con analisis en sangre periférica de los linfocitos CD8 con
fenotipo de re-direccionamiento intestinal permite plantear un nuevo algoritmo
diagndstico que ofrece una alternativa a la realizacién de una provocacion larga
seguida por serologia y biopsia, procedimiento rechazado por un elevado nimero de

pacientes.
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