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RESUMEN

La enfermedad celiaca (EC) se define como una enteropatia inflamatoria créonica
del intestino delgado causada por la ingesta de gluten en individuos genéticamente
predispuestos. El término gluten hace referencia a las proteinas responsables de la
cohesividad, viscosidad y elasticidad de la masa del trigo, la cebada, el centeno, la
avena, y sus derivados. El gluten es una mezcla de dos grupos de proteinas las
prolaminas (denominadas gliadinas en el trigo, hordeinas en la cebada, secalinas en el
centeno y aveninas en la avena) y las glutelinas (gluteninas para el trigo, y sus
homodlogas para cebada, centeno y avena). Dichas proteinas son resistentes a las
enzimas digestivas y, por lo tanto, posterior a la ingestion de alimentos que contienen
gluten, se generan péptidos inmunogénicos capaces de producir dafo en la mucosa
intestinal de los pacientes celiacos. Esta lesidn se caracteriza, histologicamente, por un
infiltrado de linfocitos a nivel intraepitelial y una hiperplasia de criptas con distintos
grados de atrofia de las vellosidades intestinales.

Clinicamente la EC presenta una gran variedad de sintomas, tanto
gastrointestinales como extra-intestinales. Los sintomas clasicos incluyen diarrea
cronica, esteatorrea, distensién abdominal, dolor, pérdida de peso y anemia. En niflos
ademas es comun que presenten retraso en el crecimiento y baja estatura. Sin embargo,
existen situaciones en las que las manifestaciones digestivas estan ausentes u ocupan
un segundo lugar. Estas formas atipicas incluyen manifestaciones que pueden ser
orales, cutaneas, cardiaca, dermatoldgicas, neuroldgicas, articulares, hepaticas,
endocrinas, ginecoldgicas, psiquiatricas y hematoldgicas. También es frecuente que

aparezcan otras complicaciones graves como adenocarcinomas intestinales.

En la actualidad, el unico tratamiento disponible para los celiacos es el
seguimiento de dieta sin gluten (DSG). Se ha demostrado que una estricta adherencia
a la DSG es fundamental para eliminar los sintomas de la enfermedad, evitar
deficiencias nutricionales y mejorar la calidad de vida de los enfermos celiacos evitando
complicaciones a corto-medio plazo de gran morbilidad y coste socio-sanitario
(osteopenia-osteoporosis, enfermedades autoinmunes, desnutriciones intrauterinas,
etc.). No obstante, numerosos estudios han sugerido que las transgresiones de la dieta
tanto deliberadas como involuntarias son relativamente frecuentes. Entre las principales

causas del incumplimiento se encuentran los condicionamientos de la vida social, el



elevado coste de los productos dietéticos especiales o las dificultades tecnoldgicas para

garantizar la ausencia de gluten en los alimentos complejos.

La cantidad de gluten capaz de causar dario en la salud del celiaco es muy baja
se ha descrito que el limite es inferior de 10 mg por dia. Por lo tanto, es imposible evaluar
la suma de todas las contaminaciones diarias individuales para saber si el celiaco ha
excedido este umbral. Asi pues, mientras que algunos pacientes logran una
recuperacion total de su enfermedad mediante el seguimiento de una DSG; hay celiacos
que requieren un control periédico para conocer la eficacia del tratamiento; y otros
muchos que darian la bienvenida a nuevos productos alimenticios que permitan una
mayor flexibilidad en su dieta. En base a ello, el trabajo realizado en esta Tesis Doctoral
se ha centrado en el estudio de nuevas estrategias de control de la enfermedad celiaca,
por un lado, mediante la caracterizacion de péptidos y epitopos inmunogénicos del
gluten en distintas variedades de trigos comerciales; y por el otro, mediante la validacion
clinica de un biomarcador para el seguimiento de la dieta del paciente celiaco.

El Capitulo 1 es una introduccién general sobre la enfermedad celiaca.

En el Capitulo 2 se exponen los antecedentes del tema y los objetivos
principales de esta Tesis Doctoral.

El Capitulo 3 comprende una revision bibliografica global sobre las patologias
relacionadas con la ingesta de gluten, que son un grupo de desérdenes inmunoldgicos
que se clasifican segun los sintomas clinicos que producen y la respuesta inmune
generada. La elevada prevalencia de estas enfermedades y los efectos nocivos de las

proteinas del gluten para la salud representan un reto clinico y cientifico importante.

En el capitulo 4, se caracterizan variantes de epitopos inmunogénicos del gluten
en las a-gliadinas de la tribu Triticeae, tanto en especies diploides, como tetraploides y
hexaploides de trigo. Estas gliadinas representan la fraccion con mayor
inmunogenicidad del gluten. Por ello, el estudio de la capacidad inmunoestimuladora de
variantes de epitopos candnicos con sustituciones de aminoacidos, de manera que se
elimine la toxicidad de estos epitopos, ofrece nuevas posibilidades en la generaciéon de
trigos con una toxicidad reducida. Dichas variedades ayudarian a minimizar la presencia
de epitopos inmunogénicos en la harina de trigo, manteniendo las propiedades

nutricionales y tecnolégicas de este cereal.

En el Capitulo 5 se ha llevado a cabo un ensayo clinico prospectivo con
pacientes celiacos, que llevan mas dos afos a DSG, en el que se ha determinado la

utilidad clinica de los péptidos inmunogénicos del gluten (GIP) en orina como nuevo



biomarcador para controlar la adherencia a la DSG correlacionandolo con parametros
clinicos e histologicos caracteristicos de la enfermedad. Mediante este estudio, se ha
demostrado que la ausencia repetida de GIP en orina permite verificar el correcto
cumplimiento de la DSG a la vista de su relacion con la ausencia de atrofia vellositaria,
evitando la necesidad del uso de técnicas mas invasivas para estudiar las posibles
lesiones histol6gicas en el intestino del enfermo celiaco.

En el Capitulo 6, se discuten los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral,
abordando su aplicacion para el control y seguimiento de la DSG.

Por ultimo, en el Capitulo 7, se incluyen las conclusiones alcanzadas en esta
Tesis Doctoral.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia inflamatoria crénica del intestino
delgado mediada inmunol6gicamente que esta causada por la ingesta de gluten en la
dieta en individuos genéticamente predispuestos. Esta enfermedad se desarrolla al
ingerir gluten, que es la mayor reserva proteica del trigo y otros cereales similares
(Rubio-Tapia y Murray, 2010a; Ludvigsson et al., 2012; Singh et al., 2018).

Originalmente se estableci6 que era una enfermedad del intestino delgado
proximal que se caracterizaba por una mucosa intestinal anormal, asociada a una
intolerancia permanente al gluten. Su retirada de la dieta da lugar a una remision clinica
y anatomopatoldgica. Esta definicion se pudo hacer a partir de una serie de
descubrimientos previos que van desde el establecimiento del papel del gluten por el
Dr. Dicke en el afio 1950 (Dicke, 1953) hasta los trabajos de Sakula y Shiner, que
confirmaron la atrofia vellositaria (Sakula y Shiner, 1957), y los de Rubin et al. (1962)
que demostraron que el gluten es el responsable de la lesion histolégica.
Posteriormente, la enfermedad se va conociendo mejor y se establece su caracter
familiar y la base genética se afade a lo largo de la década de los 70 (Stokes et al.,
1972; Keuning et al., 1976). Durante los ultimos 20 afos, la percepcion de la EC ha
pasado de ser una rara enteropatia, a ser una enfermedad multiorganica muy frecuente,
con una fuerte predisposicion genética (Mustalahti et al, 2010). En el afno 2012,
ESPGHAN, a la vista de los nuevos conocimientos, estableci6 una nueva guia
diagnéstica y definié de nuevo la EC como una enfermedad sistémica inmunomediada,
provocada por el gluten y prolaminas relacionadas, en individuos genéticamente
susceptibles que se caracteriza por la presencia de una combinacién variable de:
manifestaciones clinicas dependientes del gluten, anticuerpos especificos de la EC,
haplotipos HLA DQ2 o DQ8 y enteropatia (Husby et al., 2012).

Esta enfermedad presenta un amplio abanico de formas clinicas de expresion,
con sintomas tanto intestinales como extraintestinales o incluso formas asintomaticas
de la enfermedad. En la mayoria de los pacientes con EC, la enteropatia revierte bajo
una dieta libre de gluten. Sin embargo, las transgresiones de la dieta, voluntarias o
involuntarias, pueden implicar la no recuperacién del intestino delgado y el
mantenimiento de la sintomatologia o, lo que es mas grave, la aparicién de una forma
de EC que no responde a la dieta sin gluten que se conoce como EC refractaria,
caracterizada por inflamacion crénica y puede llevar asociada una alta tasa de incidencia

de linfomas intestinales (Ludvigsson et al., 2012, Hadithi y Pefia, 2010).



1.PATOGENIA

El papel del gluten

El gluten es una mezcla compleja de proteinas presentes en ciertos cereales como el
trigo, la cebada, el centeno y la avena. Consiste en dos fracciones: una soluble en
etanol, denominada prolamina, mas concretamente gliadina, hordeina, secalina o
avenina en funcion del cereal al que nos estemos refiriendo (trigo, cebada, centeno y
avena respectivamente), y otra insoluble, que recibe el nombre de glutenina (Wieser,
1995; Sealey-Voyksner et al., 2010). Ambas contienen varias subunidades de proteinas
que pueden ser separadas posteriormente mediante electroforesis. Las prolaminas
estan formadas por proteinas monomeéricas que pueden clasificarse como a-, 8-, Y-, w-
gliadinas en el caso del trigo, mientras que las gluteninas se encuentran formando
polimeros unidos mediante puentes de disulfuro intercatenarios. Estos enlaces deben
ser reducidos para poder separar las subunidades constituyentes de las gluteninas,
proteinas de alto peso molecular ("high molecular weight", HMW) y proteinas de bajo
peso molecular ("low molecular weight", LMW) (Shewry et al., 1988; Shewry y Halford,
2002; Schalk et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Clasificacion de las proteinas del gluten del trigo, la cebada, el centeno y la

—— Centeno

Prolaminas

avena. Modificado segun Schalk et al. (2017).

Ademas de por su solubilidad o composicién, las proteinas del gluten pueden ser
clasificadas segun su peso molecular en tres grupos. El primero, llamado HMW (moléculas de
alto peso molecular), se compone de la subunidad de alto peso molecular de la glutenina del
trigo y centeno y de la D-hordeina. El segundo grupo (MMW, peso molecular medio) esta
constituido por las w-gliadinas, w5-secalinas y C-hordeinas. Finalmente, el grupo LMW (bajo
peso molecular) esta formado por a-gliadinas, y-gliadinas, y-secalinas (40 y 75k) y y-hordeinas
(Figural) (Schalk et al., 2017)



Entre las principales proteinas de la dieta, el gluten es la Unica que contiene
aproximadamente un 15% de residuos de prolina y un 35% de residuos de glutamina
(Stern et al., 2001). El alto contenido en prolinas impide la proteolisis completa por las
enzimas gastricas, pancreaticas e intestinales, de tal manera que se forman largos
oligopéptidos inmunoreactivos en el intestino delgado. Al mismo tiempo, algunos
residuos de glutamina de estos péptidos son desaminados cataliticamente por la enzima
transglutaminasa tisular (tTG). Esta desaminacion aumenta la inmunogenicidad de los
péptidos debido a las interacciones de alta afinidad entre los residuos modificados y los
bolsillos especificos en los sitios de unién al ligando de las moléculas HLA-DQ2 y HLA-
DQ8 (Sollid y Khosla, 2011). (Figura 2).
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Figura 2. Esquema del mecanismo molecular de la enfermedad celiaca. Las enzimas
gastricas y pancreéticas degradarian las proteinas del gluten salvo determinados péptidos
resistentes a los enzimas del intestino. El paso de estos péptidos y la modificacion por la

transglutaminasa tisular, llevaria a la presentacion de estos péptidos modificados como



antigenos a células T y las activaria. Este proceso genera una respuesta hipersensible contra
todo lo asociado a estos péptidos toxicos que acaba destruyendo las vellosidades intestinales.
(modificado segun Christophersen et al., 2019).

La mayoria de las secuencias estimuladoras de células T descritas y estudiadas
hasta la fecha pertenecen a la a-gliadina, aunque la inmunogenicidad de otros grupos
proteicos ha sido confirmada mediante estudios in vivo (Ciclitira et al, 1984). La
identificacion de péptidos toxicos, tales como el 33-mer de la fraccion a-2 gliadina
(residuos 57-89), que contiene 6 epitopos de reconocimiento de las células T, ha
proporcionado la luz sobre el mecanismo molecular de la intolerancia al gluten (Shan et
al., 2002; Tye-Din et al., 2010). Desde entonces, gracias a estudios llevados a cabo
tanto in silico como in vivo, se han identificado otros péptidos activadores de células T,
algunos de los cuales se resumen en la tabla 1. (Tye-Din et al., 2010; Mitea et al., 2008;
Sollid et al., 2012; Sollid et al., 2020).

Tabla 1. Péptidos inmunogénicos identificados en distintas fracciones protéicas del gluten.

Proteina Secuencia de aminoacido Referencia

PFPQPQLPY
PYPQPQLPY
PQPQLPYPQ
FRPQQPYPQ
QGSFQPSsQQ
QGSFQPSsQQ
QGsvaQPQQlL
QYSQPQQPI
PQQSFPQQAQ
IQPQQPAQL
QQPQQPYPQ
SQPQQQFPQ
PQPQQQFPQ
QQPQQPFPQ
y-gliadina PQPQQPFCQ
LQPQQPFPQ
QQPFPQQPQ
QQPQQPFPQ
QQPQQPYPQ
PQQSFPQQAQ
PQQSFPQQAQ
PFPQPQQPF
PQPQQPFPW
PFSQQQQPV
FSQQQQSPF
PFSQQQQPV
QGYYPTSPQ
QGYYPTSPQ
FSQQQQSPF
PFPQPQQPF
PQPQQPFPQ
PIPQQPQPY

a-gliadina

w -gliadina

LMW-glutenina

HMW-glutenina

Hordeina

(Arentz-Hansen et al. 2000)
(Arentz-Hansen et al. 2002)
(Arentz-Hansen et al. 2000)
(Vader et al. 2002)
(van de Wal et al. 1998)
(Kooy-Winkelaar et al. 2011)
(Dorum et al.2014)
(Dorum et al.2014)
(Sjostrom et al. 1998)
(Qiao et al. 2005; Vader et al. 2002)
(Arentz-Hansen et al. 2002)
(Arentz-Hansen et al. 2002)
(Qiao et al. 2005)
(Arentz-Hansen et al. 2002)

(Qiao and Sollid, 2019)

(Qiao and Sollid, 2019)

(Arentz-Hansen et al. 2002)

(Tollefsen et al. 2006)

(Tollefsen et al. 2006)

(Kooy-Winkelaar et al. 2011)

(Petersen et al. 2016)
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. QGYYPTSPQ
HMW-glutenina QGYYPTSPQ

Los estudios que buscan incrementar nuestro conocimiento sobre las secuencias
téxicas de gliadina y guteninas, asi como de los péptidos homélogos presentes en otros
cereales toxicos, tienen gran importancia para comprender muchos aspectos de la

patogenia de la enfermedad celiaca.

Respuesta inmunologica
El modelo patogénico mas ampliamente aceptado incluye alteraciones en la digestion

alterada y el transporte transepitelial del gluten. La respuesta inmune inapropiada a las
proteinas del gluten, observada en pacientes celiacos, incluye tanto la inmunidad innata
(el gluten tiene un efecto téxico directo sobre el epitelio intestinal, cuyo principal
mediador es la interleucina (IL)-15) y la inmunidad adaptativa o especifica (depende de
la estimulacién de las células T CD4+ reactivas al gluten) (Qiao et al., 2012; Sollid, 2013;
Escudero-Hernandez et al., 2016; Christophersen et al., 2019) (Figura 3).
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Figura 3. Respuestas inmunoldgicas frente al gluten en la enfermedad celiaca. Los péptidos
de gluten inducen estrés en las células epiteliales intestinales (CEl), que sintetizan interleucina
(IL)-15, junto con cambios que determinan la reprogramacion de los linfocitos intraepiteliales
(LIE). Los LIE expresan receptores NKG2D, que reconocen las moléculas de estrés, MICA,

expresadas por los enterocitos; colaborando asi en la destruccién del epitelio (respuesta innata).
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Ademas, al llegar a la lamina propia, los péptidos son desaminados por la transglutaminasa
tisular (TG2), aumentando la afinidad por las moléculas HLA-DQ expresadas por las células
dendriticas (DC) y, con ello, la presentacién de antigeno a los linfocitos T (respuesta adaptativa).
Modificado segun Escudero-Hernandez et al., 2016.

Algunos péptidos de gliadina, tales como p31-43 y p31-49 de la a-gliadina, los
cuales no son reconocidos por las células T CD4+ en el contexto de las moléculas HLA-
DQ2/8, han sido descritos con propiedades estimuladoras de la respuesta innata, los
cuales actuan sobre las células epiteliales intestinales (CEIl) y las células dendriticas.
Estos péptidos son capeces de alterar la expresion génica y el transporte, ademas de
generar situaciones de estrés que se manifiestan por la sintesis de IL-15. Dicha IL-15
activa al factor de transcripcion NF-KB en las células adyacentes, lo que a su vez induce
mas produccion de IL-15, asi como la induccion de iINOS facilitdndose un estrés
oxidativo que retroalimenta la respuesta innata, la cual induce a su vez una sefal de
estrés en los enterocitos. La IL- 15 induce un comportamiento "NK-like" en los linfocitos
intraepiteliales, dando lugar a una apoptosis enterocitaria y debilitamiento las "tight-
junctions" entre los enterocitos que no han entrado en apoptosis. (Menard et al., 2012,
Escudero-Hernandez et al., 2016).

La respuesta adaptativa se ve facilitada como consecuencia del incremento en
la permeabilidad intestinal (apoptosis enterocitaria y debilitamiento de las "tight-
junctions") ya que los péptidos inmunoadaptativos como el 33-mer pueden alcanzar la
laminapropia, donde son desaminados por la enzima transglutaminasa tisular (TG2), la
cual es el componente clave que explica la activacion de la respuesta inmune adaptativa
al gluten (Raki et al., 2006). La desaminacién favorece la unidn entre los péptidos y las
moléculas HLA-DQ2 /DQ8 expresados en las células dendriticas. Estas células
dendriticas realizan la presentacion de antigenos especificos del gluten a las células T
y, COmMO consecuencia, se inicia una respuesta pro-inflamatoria caracterizada
principalmente por la produccion de interferén-y (IFN- y) que sera finalmente
responsable de la infiltracion de linfocitos intraepiteliales, hiperplasia de las criptas y
atrofia de las vellosidades, desencadenantes de todas las manifestaciones clinicas

(Escudero-Hernandez et al., 2016; Christophersen et al., 2019).

Factores genéticos

A pesar de que la modalidad de herencia de la EC aun es desconocida, se conoce desde
hace tiempo que la genética participa en la susceptibilidad a la enfermedad. Los estudios
sobre la prevalencia de la EC en familias afectadas y especialmente, aquellas en las
gue se comparan parejas de gemelos, has sido muy utiles para estimar la proporcidén en
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la que los factores genéticos y ambientales contribuyen al desarrollo de este complejo
trastorno. La base genética de la EC estd ampliamente demostrada ya que mientras que
la prevalencia de la EC se acerca al 1% en la poblacion general, esta aumentada al 10%
entre los familiares de primer grado de un paciente celiaco (Sollid, 2002). Ademas, el
ambiente parece tener también un efecto en el desarrollo de la EC, ya que los gemelos
dicigéticos presentan una concordancia en el desarrollo de la EC del 16-20%, superior
al 10% esperable entre hermanos no gemelos (Sollid, 2002). El hecho de que exista una
concordancia en el desarrollo de la patologia entre gemelos monocigotos (con el mismo
acervo genético) del 75-86%, sitia en dicho porcentaje la base genética de la EC,
achacandose el porcentaje restante a factores ambientales como podrian ser la duracion
de la lactancia materna, la edad de introduccién del gluten en la dieta o incluso la
existencia de infecciones viricas y/o bacteriolégicas concomitantes con la ingesta del
gluten (Greco et al., 2002).

La mayor porcién del riesgo genético de desarrollar EC proviene de la presentica
de ciertos alelos del Antigeno Leucocitario Humano (HLA, por sus siglas en inglés). La
EC tiene un origen poligénico y multifactorial donde el heterodimero HLA-DQ2
(DQA1*05/DQB,1*02), y en menor medida el HLA-DQ8 (DQA1*03 /DQ131*0302), estan
presentes en la mayoria de los pacientes celiacos, permitiendo explicar hasta el 40% de
la carga genética de la patologia (Sollid, 2002; van Heel et al., 2007). Ambos
heterodimeros juegan un papel central en la patogénesis de la EC al ser las moléculas
encargadas de la presentacion antigénica a través de las células presentadoras de
antigeno (Donnelly et al., 2011). El heterodimero HLA-DQ2 esta presente en méas del
90% de los pacientes, pero se encuentra también entre el 20 y 30% de la poblacién
general, aunque solo el 0,5-1% de ésta desarrolla la EC (Sollid, 2002). Por tanto, parece
necesaria la implicacion de numerosos loci de efecto menor. Asi, los genes de posible
susceptibilidad se engloban en numerosas regiones cromosomicas, como los clusters
CELIAC 1, CELIAC 2, CELIAC 3 o CELIAC 4. Sin embargo, todos estos loci de
susceptibilidad tendrian un efecto mucho menor y deberian actuar conjuntamente con
el principal factor FILA-DQ2/DQ8.

Factores ambientales

Los estudios epidemioldgicos han demostrado que los factores ambientales representan
un papel importante en el desarrollo de la EC (Serena et al., 2015). Esto se ve
corroborado por el rapido numero de diagnédsticos crecientes de EC, especialmente

entre pacientes adultos (Catassi et al, 2014) y por la creciente incidencia de EC



refractaria, donde los individuos afectados no responden a la dieta libre de gluten
(Malamut y Cellier, 2015).

Durante varios anos, se ha planteado la hipétesis de que la lactancia materna
tiene un papel protector contra la aparicibon de EC a través de diferentes
mecanismos (Akobeng y Heller, 2007). La administracion inicial de gluten antes de los
cuatro meses de edad se ha asociado con mayor riesgo de desarrollar la enfermedad,
y la introduccién del gluten con posterioridad a los siete meses se ha asociado con un
riesgo menor. Sin embargo, la superposicién de la introduccion del gluten con la
lactancia materna puede ser un factor protector importante para disminuir al minimo el

riesgo de la enfermedad celiaca.

Se ha planteado la hipétesis de que las infecciones gastrointestinales repetidas
aumentan el riesgo de EC (Chmielewska et al., 2015). Las infecciones pueden causar
inflamacién intestinal, lo que reduce la tolerancia al gluten en individuos genéticamente
predispuestos (Bethune y Khosla, 2008). En los ultimos afos, los investigadores han
comenzado a investigar si las alteraciones en la composicién del microbioma pueden
contribuir activamente a la pérdida de tolerancia al gluten (Krishnareddy, 2019; Serena
et al., 2019). La determinacion de los factores ambientales que influyen en la aparicion
de la enfermedad podria facilitar el desarrollo de estrategias para la prevencién primaria
de ésta.

2. EPIDEMIOLOGIA

A través de estudios sero-epidemiolégicos realizados en diversos paises europeos y
Estados Unidos, se estima que la prevalencia actual de la EC esta situada alrededor del
1% de la poblacion, aunque la mayoria estan sin diagnosticar. Por cada caso
diagnosticado puede haber entre 7-11 casos no diagnosticados, por lo que esta
claramente infraestimada a nivel mundial (Catassi, 2005). Se observa, sin embargo, una
tendencia a un mayor numero de diagnésticos en las ultimas décadas, debido no sélo a
un mejor conocimiento de la enfermedad y a un mayor indice de sospecha, sino también
a la disponibilidad de mejores marcadores serolégicos, y a una mayor realizacion de
biopsias duodenales, indicadas por diversos motivos. Ademas, la enfermedad es
reconocida no sélo en paises poblados por descendientes de europeos, sino también

en Oriente Medio, Asia, Sudamérica y Africa del Norte (Ludvigsson y Murray, 2019).



3. MANIFESTACIONES CLINICAS

La EC es una afeccion inmunolégica que afecta a multiples sistemas de 6rganos, por lo
que las manifestaciones clinicas son multiples en forma y numero debido a la naturaleza
multisistémica de la EC (Green et al., 2015). Las manifestaciones clinicas de la EC
varian mucho con la edad. Los lactantes y los nifios pequefnos generalmente presentan
diarrea, distension abdominal y retraso del crecimiento. Sin embargo, también son
comunes los vomitos, la irritabilidad, la anorexia y el estrefimiento. Los adolescentes
suelen presentar manifestaciones extraintestinales, como talla baja, sintomas
neurolégicos o anemia (Stern et al., 2001; Riestra, 2008; Ludvigsson y Green, 2011). La
presentacion clasica en los adultos es la diarrea que puede estar acompanada por dolor
o malestar abdominal. Las presentaciones silentes en los adultos (pacientes
asintomaticos con serologia positiva para la EC, altos niveles de linfocitos intraepiteliales
en la biopsia intestinal y EC, frecuentemente, asociada con otras enfermedades tales
como la diabetes mellitus tipo 1 o enfermedades autoinmunes tiroideas y hepaticas o
sindrome de Down) incluyen la anemia ferropénica, la osteoporosis y el diagnéstico
ocasional durante una endoscopia indicada por otras razones. En las ultimas décadas
ha habido un cambio progresivo en las manifestaciones clinicas, con menos pacientes,
tanto adultos como nifios, que presentan una forma clasica y diarreica. Esto, en los
ninos, se observa solo en los mas pequefios, mientras que los problemas de
crecimiento, los grupos de deteccién de riesgo y el dolor abdominal recurrente son los
modos de presentacidon mas comunes entre los nifios. Entre los adultos, la diarrea es la

presentacion mas comun seguida de anemia. (Green et al., 2015).

Una gran proporcién de pacientes pueden tener sintomas durante un largo
periodo de tiempo y haber sufrido hospitalizaciones e incluso procedimientos quirdrgicos
antes del diagnéstico de EC. Asi mismo, pueden aparecer trastornos en la esfera
reproductiva (menorquia tardia, menopausia precoz, abortos, infertilidad, impotencia,
recién nacidos de bajo peso), osteopenia, hipoesplenismo, adenocarcinoma del
intestino delgado o hepatitis reactiva (hipertransaminasemia criptogenética) (Riestra,
2008; Ludvigsson y Green 2011). Algunos casos son diagnosticados debido a la mayor
vigilancia que se hace de la enfermedad en las personas con antecedentes familiares y
en las personas con sindrome de Down; asi como en el sindrome de Turner o en la
diabetes tipo 1. Las personas con EC tienen ademéas mayor riesgo de enfermedades
inmunolodgicas, comparadas con la poblacién general. Los estudios de deteccion estan
indicados principalmente en los pacientes con distension, sindrome de colon irritable,

enfermedad tiroides, diarrea crénica de etiologia desconocida fatiga crénica y



estrefiimiento.La mayor parte de las personas con CD permanecen sin diagnosticar.
(Ludvigsson y Green, 2011; Green et al., 2015).

4 DIAGNOSTICO

La EC puede ser dificil de reconocer debido a las variaciones en su presentacion y la
intensidad de los sintomas y signos, e incluso en muchos casos se puede desarrollar
sin sintomas. Se ha estimado que sélo 1 de cada 3-7 pacientes adultos con EC son
sintomaticos. Los sintomas clinicos de la EC pueden aparecer en la infancia, en la
adolescencia o en la edad adulta. La EC sélo se desarrolla después de la introduccion
del gluten en la dieta del nifio. Ademas, la dieta sin gluten (DSG) mejora o elimina los
sintomas, normaliza los anticuerpos especificos de la enfermedad y los hallazgos
histolégicos. Por lo tanto, una dieta con cantidades normales de pan, pasta y otros
alimentos que contengan gluten debe ser consumida hasta el final del proceso
diagnostico (Husby et al., 2012; Al-Bawardy et al., 2017).

Importancia de la evaluacion de HLA-DQ2 y HLA-DQ8

El alelo HLA-DQ2 se identifica en el 90% de los pacientes con EC y en el 5-7% HLA-
DQ8. Una pequena proporcion de pacientes tiene un tipo genético alternativo que a
menudo incorpora la mitad del par de genes que codifica DQ2; llamado DQ2.2. Debido
a que esos alelos se hallan en el 30-40% de la poblacién general (siendo el mas comun
el HLA-DQ2) la ausencia de esos alelos es importante por su valor predictivo negativo
(Sollid, 2002). La evaluacion de HLA-DQ2/HLA-DQ8 desemperfia un papel importante
en la deteccién de casos en los que los individuos pertenecen a grupos en situacion de
riesgo para la EC (Liu et al., 2014). Estas personas incluyen, entre otros, familiares de
primer grado de un caso confirmado y pacientes que padecen enfermedades que han
demostrado estar asociadas con la EC. Un resultado negativo para HLA-DQ2/HLA-DQ8
significa muy baja probabilidad de desarrollo de la enfermedad, por lo tanto, no habria
necesidad de analizar los anticuerpos séricos en pruebas posteriores (Husby et al.,
2012).

Pruebas serolégicas

Los andlisis de anticuerpos mas sensibles para el diagnéstico de EC son los de clase
IgA: anticuerpos frente a péptidos desaminados de la gliadina (DGP), anticuerpos
dirigidos contra la transglutaminasa ti (tTG) y anticuerpos anti-endomisio (EMA) (Hill,
2005; Wolf et al., 2017). Los anticuerpos anti-DGP son considerados menos sensibles
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o especificos para la deteccion de la EC con respecto los anti-tTG y anti-EMA. En una
primera aproximacion los anti-tTG son los anticuerpos de preferencia para el diagndstico
de la EC segun los criterios diagnésticos de la Sociedad Europea de Gastroenterologia,
Hepatologia y Nutricién Pediatrica (ESPGHAN). En caso de deficiencia de Ig-A se usan
test de analisis de Ig-G (Husby et al., 2012).

Biopsia e histologia

La biopsia endoscépica de intestino delgado constituye otro de los puntos clave en el
diagnéstico de la EC. Para esta enfermedad se ha identificado un patrén distintivo de
anormalidades histolégicas. Las caracteristicas de estas anormalidades incluyen la
atrofia parcial o total de las vellosidades, criptas alargadas, disminucién de la relacion
vellosidad/cripta, aumento del indice mitético en las criptas, aumento de la densidad de
linfocitos intraepiteliales (IEL), e infiltracion de células plasmaticas en la lamina propia.
Ademas, se puede identificar la ausencia del borde en cepillo, asi como alteraciones en
las células epiteliales. De acuerdo con la clasificacion de Marsh, las lesiones incluyen
patrones infiltrativos, hiperplasicos y atrofia (Figura 4).

Figura 4. Mucosa duodenal de un paciente control no celiaco (A) y de un paciente celiaco
(B). Modificado segun Escudero-Hernandez, (2016).

La confirmacion de la enfermedad mediante biopsia es muy importante en
determinados tipos de pacientes, sin embargo, a diferencia de lo que establecia la
anterior la guia sobre diagnostico de la EC de la ESPGHAN, actualmente se considera
que, en pacientes con elevados niveles de anticuerpos, el diagnéstico podria basarse
en la combinacién de sintomas, anticuerpos y HLA, omitiendo en tal caso la biopsia
duodenal (Husby et al., 2012; Wolf et al., 2017).

11



5. TRATAMIENTO ACTUAL DE LA EC

En la actualidad, la Unica terapia existente para los pacientes celiacos consiste en el
seguimiento de una dieta estricta ausente de gluten durante toda la vida, mediante la
exclusién de la dieta de las proteinas toxicas del trigo (gliadinas y gluteninas), y de sus
homdlogos en la cebada (hordeinas), el centeno (secalinas), y la avena (aveninas), asi
como los hibridos de estos cereales (como kamut y triticale) y sus derivados (almidén,
harina, etc.) (Kupper, 2005).

En la mayoria de estos pacientes, el cumplimiento estricto de una DSG conduce,
en pocos meses, a la recuperacion rapida y completa de la arquitectura normal y la
funcién de la mucosa del intestino delgado, asi como a la remisién de los sintomas y la
normalizacion de las pruebas seroldgicas (Green y Jabri, 2003). Sin embargo, el
mantenimiento de una DSG no es tarea sencilla, no sélo por el elevado coste econémico
que implica, sino que también existen situaciones que favorecen su ingesta involuntaria,
como, por ejemplo, la presencia de gluten en una gran cantidad de productos
manufacturados. Aproximadamente, mas de la mitad de los alimentos que se
comercializan a dia de hoy contienen gluten de trigo, cebada, centeno o avena,
incluyendo aquellos en los que sélo interviene como espesante o aglutinante. El riesgo
que suponen estos alimentos para los celiacos hace conveniente un control riguroso del

contenido en gluten.

La definicidon de un alimento sin gluten, por EI Codex Alimentarius, es uno que
contiene <20 ppm (o0 mg/kg) de gluten, aunque también se establece otra categoria: de
alimentos con "contenido muy reducido de gluten”, que se utilizara para productos
fabricados con trigo, centeno, cebada, avena gluten, g o sus variedades hibridas, pero
que hayan recibido un tratamiento especial para eliminar el gluten.

Futuras alternativas terapéuticas

A pesar de que la DSG ha demostrado ser seguray eficaz en la mayoria de los pacientes
con EC, las dificultades para garantizar una correcta dieta libre gluten en el paciente
celiaco han impulsado la investigacion de alternativas terapéuticas que puedan actuar
como coadyuvantes a la DSG, permitan menores transgresiones o reemplacen la DSG

en determinadas circunstancias.

Una de las lineas de investigacion es la eliminacién de la toxicidad del gluten, la
cual se basa en conseguir cereales exentos de péptidos toxicos del gluten, obtenidos

mediante ingenieria genética, pero que conserven sus propiedades organolépticas, y
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sean adecuados para la panificacion (Gil-Humanes et al., 2010; Donnelly et al., 2011;
Mitea et al., 2010). Por otro lado, estan las terapias luminales que buscan neutralizar el
gluten en la luz del intestino delgado. Entre ellas se incluyen la terapia de digestion
enzimatica, la cual se enfoca sobre la inactivacion de los péptidos de gluten
inmunogénicos. Las enzimas capaces de llevar a cabo este proceso son las proteasas
de la familia de las prolil-endopeptidasas (PEPs), que no se hallan presentes en
humanos (Gass y Khosla 2007; Bethune y Khosla 2012). Los probiéticos, son terapias
luminales, poseen una variedad de efectos inmunomoduladores. Se ha demostrado que
preparaciones probiéticas hidroliza las proteinas del gliadina in vitro y podria producir
gliadinas pre-digeridas, durante el procesamiento de alimentos (Saulnier et al., 2013)

La administracién oral de proteasas especificas para glutamina prolina (es
glutenasas) representa una posible alternativa terapéutica a una dieta controlada/libre
degluten (Stepniak y Koning 2006; Cerf-Bensussan et al., 2007). Del mismo modo,
existen otras estrategias en investigacién basadas en tratamientos farmacol6gicos que
interfieren en los distintos eslabones de la respuesta inmunolégica, como el bloqueo de
los receptores DQ2, antagonistas de la zonulina, de la IL15 o de la transglutaminasa. La
anquilostomiasis, una infestacion producida por la lombriz Necator americanus ha sido
propuesta como un posible tratamiento para las enfermedades autoinmunes (Croese et
al., 2014).

Control de productos sin gluten. Métodos de analisis

Teniendo en cuenta la elevada prevalencia de la enfermedad, es imprescindible contar
con métodos fiables para determinar la presencia de gluten y asegurar que lo alimentos
etiquetados como “sin gluten” sean seguros para las personas celiacas. El control de
productos libres de gluten requiere el uso de métodos cuantitativos, altamente
especificos y con gran poder de detecciéon. EI empleo de métodos de control
inadecuados expone a los pacientes celiacos a un riesgo de salud elevado. Ademas, da
lugar a graves perjuicios econdmicos y problemas legales asociados a una dudosa
identificacion de los productos libres de gluten. A nivel industrial, se debe realizar un
control muy riguroso de las materias primas que emplean, y del producto final que

comercializan.

Dada la complejidad del sistema a analizar, la Unica forma de proporcionar a los
pacientes celiacos una dieta segura es el empleo de ensayos de alta sensibilidad y
especificidad. Algunas de las técnicas empleadas para el andlisis de gluten son los

métodos inmunoldgicos basados en anticuerpos monoclonales (AcMos), principalmente
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pruebas inmuno-enzimaticas, western blot y dispositivos de flujo lateral. En lo referente
a las herramientas no inmunoldgicas, las mas utiles son las técnicas de PCR o la

espectrometria de masas.

Los métodos mas utilizados para el analisis de gluten en alimentos, se basan en
AcMos que presentan afinidad frente a diferentes fracciones de prolaminas o secuencias
especificas de proteinas de gluten. Estos anticuerpos reconocen regiones repetitivas
del gluten (Osman et al., 2001; Dona et al., 2010) o han sido disefiados a partir de
regiones conocidas como téxicas dentro de las secuencias proteicas del gluten (Spaenij-
Dekking et al., 2004, Mitea et al., 2008; Morén et al., 2008a; Moron et al., 2008b).
Algunos de estos anticuerpos han sido incorporados en diversos ensayos tipo ELISA
para ser usados en gluten de los alimentos (Méndez et al., 2005; Moré6n et al., 2008a;
Mordn et 2008b). Estos métodos son los mas convenientes y extensamente empleados
al unir sencillez, sensibilidad, economia, ademas, de detectar directamente las proteinas

téxicas para los pacientes celiacos.

Otra de las alternativas, usada principalmente como complementaria a las
anteriores, esta basada en técnicas de PCR mediante el uso de cebadores que codifican
secuencias repetitivas de las prolaminas (Henterich et al., 2003; Hernandez et al., 2005).
A diferencia de los ELISAs, la PCR es una técnica indirecta para detectar gluten, no
cuantifica la presencia de gluten, sino la de ADN que codifica para el gluten.

La tercera posibilidad es el uso de técnicas tales como la espectrometria de
masas. El procedimiento de estas metodologias se basa en la determinaciéon de los
espectros de masas caracteristicos de diferentes fracciones del gluten. Ademas, con
estas técnicas se pueden caracterizarlos péptidos contenidos en distintos tipos de
alimentos (Camafeita et al, 1997). No obstante, estas técnicas requieren
instrumentacién compleja, equipamiento costoso, el equipo requiere instalaciones
amplias, complejo proceso de elaboracién de librerias de perfiles de espectros y
compleja calibracién del equipo.

Seguimiento de la dieta libre degluten

Consecuencias clinicas especificas a largo plazo, como mortalidad, dafno 6éseo,
complicaciones neuroldgicas, asociaciones autoinmunes, etc., se han estudiado como
efectos de la EC. Especificamente, se ha discutido la posibilidad de si, por un lado, estas
complicaciones podrian ser modificadas por la DSG y, por otro lado, como de importante

es el grado de adherencia a la dieta para obtener resultados favorables. Un estudio de
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Italia sugiri6 una mortalidad notablemente mas alta (5 veces mayor de lo esperado) en
pacientes que no se adhirieron o se adhirieron parcialmente al DSG (Corrao et al., 2001)

En consecuencia, una DSG puede conducir a una mejora significativa de los
sintomas, la normalizacién de las medidas bioquimicas y un aumento en la calidad de
vida en pacientes que informan sintomas al inicio del estudio. Aunque generalmente se
acepta que todos los productos de trigo, centeno, cebada y algunas avenas deben
evitarse estrictamente en la DSG, la relacion entre la cantidad de gluten ingerida y el
desarrollo de sintomas y anormalidades histologicas no esta claramente definido y la
cantidad exacta de gluten que las personas con EC pueden tolerar diariamente sin sufrir
ningun efecto nocivo no se ha establecido completamente; en otros términos, es

necesario comprender lo estricto que debe ser una DSG.

Sin embargo, varios estudios basados en biopsias intestinales han sugerido que
las transgresiones de la dieta son relativamente frecuentes, estando entre el 36% vy el
55% en las poblaciones estudiadas (Stoven et al., 2012; Hall et al., 2013; Matoori et al.,
2013). Sigue habiendo inquietudes acerca de la adherencia diaria a la DSG, que podria
ser involuntaria o intencional, siendo esto la principal razén de EC mal controlada en
pacientes adultos (Mahadev et al., 2017). Asi mismo, existe una parte de la poblacion
celiaca que no parece responder de manera positiva a la DSG y sufre sintomas de
malabsorcion persistente recurrente y atrofia de las vellosidades intestinales. Esta
Poblacion podria ser sospechosa de padecer EC refractaria, una enfermedad rara
(aproximadamente el 5- 10% de los pacientes con EC) que aparece en los pacientes sin
aparente respuesta positiva a la dieta libre de gluten (Rubio-Tapia y Murray, 2010b; Rishi
et al., 2016; Malamut y Cellier, 2019). Aunque esta enfermedad refractaria fue descrita
en pacientes con supuesta ausencia total de ingesta de gluten, una cantidad de 50 mg
de gluten puede producir sintomas y / 0 aumentar la enteropatia en pacientes con EC
asintomatica (El Khoury et al., 2018), por lo que mantener un GFD de por vida es
necesario para todos los pacientes (Husby y Bai, 2019) Por lo que, una herramienta
precisa y rentable para controlar la recuperaciéon de la mucosa, que evite la necesidad

de endoscopias regulares en pacientes sintomaticos sigue siendo una necesidad.

Los anticuerpos anti-tTG y anti-DGP se usan comunmente para evaluar el
seguimiento de la EC (Ludvigsson et al., 2018). Aunque se necesitan varios meses para
que la serologia especifica de EC esté por debajo del nivel de corte normal, una
disminucion significativa en los niveles de serologia durante el primer afo sugiere
adherencia a la dieta, y los pacientes con EC cuyas caracteristicas serolégicas no
mejoran deben ser reevaluados en cuanto a su exposicion al gluten (Husby y Bai, 2018).
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Sin embargo, la negatividad de la serologia no refleja el cumplimiento estricto de una
DSG. En pacientes adultos, la serologia de EC es un mal predictor de transgresiones
dietéticas (Vahedi et al., 2003). Aunque las pruebas de anticuerpos muestran una alta
precisién para el diagnéstico de EC, estas pruebas no son tan confiables en el
seguimiento, ya que tampoco se correlacionan bien con los hallazgos o sintomas
histolégicos. Es importante destacar que una serologia negativa especifica de EC en un
paciente tratado no garantiza necesariamente la recuperacion de la mucosa intestinal
(Ludvigsson, 2012; Vahedi et al., 2003). Otros marcadores han sido propuestos para el
control de la dieta, como por ejemplo la prueba de permeabilidad (Duerksen et al., 2005)
o la calprotectina fecal (Ertekin et al., 2010; Szaflarska-Poptawska et al., 2019) Estos
métodos pueden demostrar que existen procesos inflamatorios, de tal manera que si
sus valores se encuentran modificados puede ser como consecuencia tanto de
enfermedades infecciosas, enfermedades inflamatorias intestinales o de procesos de
alergia, lo que significa que no tienen por qué ser una medida del consumo directo de
gluten. Igualmente, el cumplimiento de la dieta evaluado mediante entrevista ha sido
sugerido como marcador de control de la EC por su bajo coste, su no invasividad, y su
demostrada correlacion con el dafo intestinal. Sin embargo, son dificiimente

estandarizables y la subjetividad no puede evitarse.

Deteccidn de Péptidos inmunogénicos del gluten (GIP)

Las pruebas tradicionales para monitorizar el cumplimiento de una DSG solo evalian
las consecuencias de las transgresiones de la dieta. Ademas, no pueden detectar la
exposicion ocasional al gluten, el cual puede impedir la recuperacion total de la mucosa
intestinal en el paciente celiaco (Sharkey et al., 2013). El consumo diario total de gluten
que podria ser critico para la mayoria de los pacientes con EC es menor 50 mg de gluten
(Hischenhuber et al., 2006), y algunos pacientes necesitan tan solo 10 mg de gluten
diario para desencadenar el desarrollo de anormalidades en la mucosa intestinal
(Akobeng y Thomas., 2008). Por lo tanto, existe la necesidad de herramientas precisas

y no invasivas para controlar a los pacientes y evitar las consecuencias mas graves.

La EC se activa por los péptidos inmunogénicos del gluten (GIP) que son
resistentes a la digestion gastrointestinal y pueden interactuar con el sistema inmune de
los pacientes con EC para desencadenar una respuesta autoinmune contra tTG y otros
antigenos. Shan et al. mostré mediante estudios in vitro e in vivo en ratas y humanos

que un péptido de 33-mer de a2-gliadina es estable frente a la digestion por todas las
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endoproteasas. Este péptido se identifico6 como el iniciador primario de la respuesta
inflamatoria al gluten en pacientes con EC (Shan et al., 2002).

Para cuantificar el potencial toxico del gluten en alimentos, dos anticuerpos
monoclonales (AcMo) G12 y A1, fueron obtenidos frente al péptidos inmunodominante
33-mer. La reactividad de estos anticuerpos se correlaciond con la inmunotoxicidad
potencial de las proteinas analizadas y demostraron ser Utiles en estudios sobre la
desintoxicacién enzimatica del gluten. Estos anticuerpos mostraron una gran
sensibilidad a los péptidos tdxicos (ademas del péptido de 33 meros) del trigo, centeno,
cebada y variedades de avena (Moron et al., 2008a; Mor6n et al., 2008b). Un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas sandwich (ELISA), basado en AcMo G12 y A1, dio
resultados muy prometedores para el analisis de gluten en una gama de muestras. Este
método tenia un limite de deteccion de 0,6 ppm de gluten, 1/3 de la concentracién
obtenida por otros métodos descritos hasta la fecha. De manera similar, se desarrollé
una prueba rapida para determinar la concentracion, cualitativa o semicualitativa, de
gluten en alimentos sélidos, bebidas y en superficies utilizando dispositivos de flujo
lateral (LFD) con estos AcMo (Comino et al., 2013; Halbmayr-Jech et al., 2012), asi
como un método ELISA competitivo, basado en el anticuerpo G12, para la deteccién de
péptidos tdxicos de gluten en alimentos hidrolizados (Comino et al., 2013; Real et al.,
2014). En base a estas metodologias, se han propuesto nuevas herramientas para

monitorizar la DSG mediante la determinacién de GIP en muestras humanas.

Heces
Los inmunoensayos con G12 AcMo mostraron que mas del 30% de los péptidos

de gliadina inmunorreactivos persistieron intactos después de la hidrélisis durante la
digestion gastrointestinal simulada in vitro (Comino et al, 2012). En base a estos
hallazgos, Comino et al. (2012) describié un método novedoso para controlar el DSG
mediante la deteccién de GIP en heces mediante el uso del anticuerpo G12 [ 99]. Este
estudio apoya la resistencia del 33-mer a la hidrélisis péptica-tripéptica-quimiotréptica in
vitro; y, lo mas significativo, se demostré que los epitopos toxicos de gluten son medibles
por AcMo en las heces de sujetos normales y pacientes con EC que reciben una dieta
que contiene gluten. Se detectaron GIP en las heces de individuos sanos y pacientes
con EC que recibieron dietas que contenian gluten, y GIP desaparecié cuando se
introdujo un DSG (Caminero et al., 2012). Con las dietas que contenian cantidades
variables de gluten, la excrecién de GIP fue proporcional a la cantidad ingerida. Estas
pruebas también podrian detectar diferencias cuando, estando en DSG, los sujetos
fueron desafiados con cantidades conocidas de gluten oral (Auricchio, 2012).

17



Comino et al. (2016) demostrd la utilidad clinica de este nuevo método de
medicion de GIP fecal como marcador de adherencia a DSG. En un ensayo clinico
multicéntrico examind prospectivamente el cumplimiento de la DSG de nifos y adultos
celiacos. Ademas, la respuesta a DSG se evalu6 mediante cuestionario dietético,
serologia celiaca y respuesta clinica. Se investigaron las correlaciones entre GIP fecal
y los métodos tradicionales para monitorizar la DSG. La deteccion de GIP en heces
reveld las limitaciones de los métodos tradicionales para controlar la DSG en pacientes

celiacos.

Un reciente estudio de Comino et al. (2019), evalué la determinacién de GIP en
heces como marcador de adherencia a DSG en nifios celiacos recién diagnosticados en
un ensayo clinico prospectivo multicéntrico. Ademas, se compardé con los métodos
tradicionales utilizados para evaluar la adherencia a DSG: revision dietética del registro
de alimentos de cuatro dias y la serologia celiaca (transglutaminasa tisular, tTG y
anticuerpos peptidicos de gliadina desamidada, DGP). Se determind, que la de GIP en
heces pueden guiar el tratamiento de la enfermedad celiaca antes del diagnéstico y
durante la evaluacion de la adherencia a la dieta. Por lo tanto, el analisis de GIP en
heces, es un método preciso y no invasivo que permite una evaluacién directa y

cuantitativa de la exposicidn al gluten poco después de la ingestién.

Orina
Una fraccién proporcional del GIP absorbido en el tracto gastrointestinal llega a la

circulacién y se excreta en la orina (Ludvigsson y Green, 2011). La metodologia
propuesta por Moreno et al. (2017) basado en la prueba de gluten de orina puede ser
util en la practica clinica como una herramienta de monitoreo para hacer un seguimiento
del cumplimiento de la DSG. Los ensayos clinicos en orina basados en LFD se usan en
muchas enfermedades. El acoplamiento de un lector a la LFD en orina de pacientes con
EC podria proporcionar una medicién cuantitativa de la infraccién de la dieta,
proporcionando ventajas significativas en el tratamiento de la DSG. Se ha demostrado
una correlacion positiva entre la cantidad de gluten ingerido y el GIP detectado en
muestras de orina humana (Moreno et al., 2017). Se detectaron GIP en muestras de
orina 6—48 h después de la ingesta de gluten.

La metodologia demostré el alto nivel de incumplimiento en pacientes con EC
qgue supuestamente habian consumido DSG a largo plazo a través de la presencia de
GIP. Estos resultados fueron consistentes con los informes que muestran que ~ 30% —

50% contintan con atrofia de la mucosa en pacientes con EC a pesar de seguir un DSG
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(Matoori et al., 2013; Tio et al., 2012). Ademas, se demostré una correlacion directa
entre la ausencia de GIP en orina y la curacién del epitelio intestinal intestinal (Figura 2)
Ademas, el 100% de los pacientes adultos con mayor dafo en el epitelio (Marsh 11/ 111),
segun el analisis histologico, tenian GIP en orina.

El desarrollo de un biosensor de resonancia altamente sensible para la deteccién
de GIP en orina por Soler et al. (2016) demostré que la metodologia de deteccidon
permite una cuantificacién répida de GIP en orina mediante el uso de G12 moAb,
alcanzando un limite de deteccién de 0,33 ng/ml. Por lo tanto, los biosensores ofrecen
ventajas significativas sobre las técnicas convencionales que permiten el analisis

bioguimico con excelente reproducibilidad y alta sensibilidad en cuestiéon de minutos.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES DEL TEMA Y OBJETIVOS

Las patologias relacionadas con el gluten han surgido como un fenémeno
epidemiolégicamente relevante en los Gltimos afos con una prevalencia global entorno
al 5%. Se caracterizan por vias patogénicas particulares, sin embargo, comparten
manifestaciones clinicas, lo que dificulta su diagnéstico diferencial. Se han sugerido
numerosos factores responsables del incremento en estas patologias tales como una
creciente demanda de productos elaborados con trigo en paises donde no se cultiva
este cereal, el desarrollo de técnicas de horneado industrial que minimizan el tiempo de
fermentacion (Gobbetti et al. 2007), o el aumento en la produccién de variedades de
trigo modernas con una mayor cantidad de epitopos inmunogénicos (Belderok 2000).

Entre los trastornos relacionados con el gluten, la enfermedad celiaca (EC) es la
mas conocida hasta la fecha y es capaz de producir un infiltrado de linfocitos a nivel
intraepitelial y una hiperplasia de criptas con distintos grados de atrofia de las
vellosidades intestinales. Su patogenia involucra dos clases de péptidos téxicos:
aquellos capaces de inducir un cambio en la mucosa, mediante mecanismos
inflamatorios e innatos y; otros que generan la repuesta adaptativa. Estos péptidos o
epitopos se han encontrado tanto en las a-, y- y w-gliadinas de trigo, como en las
gluteninas de bajo y alto peso molecular. Dos de ellos son los contribuyentes principales
de lainmunogenicidad del gluten y se encuentran en el péptido 33-mer de las a-gliadinas
(Mitea et al., 2010; Sollid et al., 2012; Soler et al., 2016; Caio et al., 2019). No obstante,
la toxicidad final del trigo es el resultado sus epitopos candénicos y de las variantes de
es0s epitopos que se encuentran presentes en mayor o menor grado en las secuencias
de las proteinas del gluten. Por tanto, es importante el estudio y caracterizacion de estos
epitopos canonicos, asi como, de sus variantes con sustituciones naturales, ya que
dichas sustituciones podrian contribuir aumentando, reduciendo o suprimiendo la

respuesta inmunogénica al gluten.

El Unico tratamiento para la EC implica una estricta adherencia a una dieta sin
gluten (DSG) durante toda la vida con el fin de eliminar los sintomas y alcanzar la
recuperacion de la mucosa. Sin embargo, lograr la plena adherencia a la dieta no es
facil dada la ubicuidad del gluten en los alimentos, y a sus implicaciones sociales y
economicas (Bernardo et al., 2012, Al-Bawardy et al., 2017, Caio et al., 2019). Varios
estudios han demostrado que al menos un tercio de los pacientes con EC no se adhieren
completamente a una DSG (Barratt et al., 2011; Matoori et al., 2013; Comino et al., 2016;
Moreno et al., 2017), lo que puede conducir a largo plazo a un deterioro en la calidad de

vida y, a complicaciones como el empeoramiento de la mala absorcion, anemia,
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osteoporosis e incluso un mayor riesgo de desarrollo de cancer a nivel gastrointestinal
(Malamut et al., 2013; Husby et al., 2019; Lenti et al., 2019).

Las herramientas actuales para el control de la DSG estan basadas en serologia,
sintomatologia, entrevistas o encuestas dietéticas. Sin embargo, ninguna de estas
herramientas ofrece una medida precisa sobre las transgresiones dietéticas y la
adherencia a la dieta. En contraste, la biopsia duodenal es el estandar de oro para el
diagnéstico de la EC, pero es una técnica invasiva y cara por lo que no es recomendada
para usarla de manera rutinaria para el seguimiento de la DSG (Sharkey et al., 2013,
Ludvingsson et al., 2014; Silvester et al., 2017; Husby et al., 2019).

El desarrollo de nuevas técnicas de monitorizacién de la DSG no invasivas, precisas y
fiables podria mejorar la identificacién de pacientes celiacos que estan expuestos
regularmente al gluten (voluntaria o involuntariamente). A este respecto, los anticuerpos
monoclonales, G12 y A1 (Morédn et al., 2008a; 2008b), se han utilizado en el desarrollo
de inmunoensayos con capacidad de deteccion de péptidos inmunogénicos del gluten
(GIP) en muestras de heces y orina para la deteccién del consumo inadvertido de gluten
y detectar casos de transgresiones en la dieta. Estos métodos ayudan a identificar el
origen de sintomas clinicos y evitar las complicaciones derivadas de la ingesta de gluten
(anemia, osteoporosis, incremento de lo riesgos de linfoma, etc). A diferencia de los
tradicionales, que solo evallan las consecuencias de las transgresiones dietéticas,
estos métodos no invasivos permiten una evaluacion directa y cuantitativa de la
exposicién al gluten. Por ello, tiene una importancia transcendental en el seguimiento
de la EC la validacion clinica de estas nuevas herramientas (Comino et al., 2012;
Comino et al., 2016; Comino et al., 2019; Moreno et al., 2017; Silvester et al., 2019)

En base a estos antecedentes, el OBJETIVO GENERAL de esta Tesis Doctoral
ha sido el estudio de nuevas estrategias de control de la enfermedad celiaca, por un
lado, mediante la caracterizacion de péptidos y epitopos inmunogénicos del gluten en
diversas variedades de trigos comerciales; y por el otro, mediante la validacién clinica
de un biomarcador para el seguimiento del paciente celiaco. Este Objetivo fue
desarrollado en los siguientes OBJETIVOS CONCRETOS:

1. Estudio bibliografico de las principales patologias asociadas con la ingesta de
cereales como son la EC, la alergia al trigo (AT) y la sensibilidad al gluten no celiaca
(SGNC) en los cuales el seguimiento de una dieta con exclusién del gluten es el

tratamiento comudn para aliviar los sintomas y evitar complicaciones a largo plazo.

2. Determinacién del potencial inmunotoxico de las a-gliadinas en especies de trigo

cultivado diploides, tetraploides y hexaploides. Estudio de la abundancia de las variantes
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de los epitopos téxicos en las secuencias de a-gliadinas y andlisis de su capacidad
estimulatoria mediante anticuerpos monoclonales y ensayos de proliferacion celular en

cultivo de linfocitos T de pacientes celiacos.

3. Realizaciéon de un ensayo clinico prospectivo en pacientes celiacos en seguimiento
para establecer la utilidad clinica de la determinacion de GIP en orina como nuevo
biomarcador del cumplimiento de la DSG, analizando los siguientes parametros:

a. Correlacién entre la determinacion de GIP en orina y la presencia de
sintomatologia, niveles de anticuerpos relacionados con la EC y cuestionarios dietéticos.

b. Utilidad de la determinacién de GIP en orina como biomarcador capaz de
predecir el grado de lesién histoldgica.
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Abstract: The high global demand of wheat and its subsequent consumption arise from the
physicochemical properties of bread dough and its contribution to the protein intake in the human diet.
Gluten is the main structural complex of wheat proteins and subjects affected by celiac disease (CD)
cannot tolerate gluten protein. Within gluten proteins, x-gliadins constitute the most immunogenic
fraction since they contain the main T-cell stimulating epitopes (DQ2.5-glia-«1, DQ2.5-glia-a2,
and DQ2.5-glia-3). In this work, the celiac immunotoxic potential of x-gliadins was studied within
Triticeae: diploid, tetraploid, and hexaploid species. The abundance and immunostimulatory capacity
of CD canonical epitopes and variants (with one or two mismatches) in all «-gliadin sequences were
determined. The results showed that the canonical epitopes DQ2.5-glia-1 and DQ2.5-glia-«3 were
more frequent than DQ2.5-glia-«2. A higher abundance of canonical DQ2.5-glia-«1 epitope was
found to be associated with genomes of the BBAADD, AA, and DD types; however, the abundance
of DQ2.5-glia-a3 epitope variants was very high in BBAADD and BBAA wheat despite their low
abundance in the canonical epitope. The most abundant substitution was that of proline to serine,
which was disposed mainly on the three canonical DQ2.5 domains on position 8. Interestingly,
our results demonstrated that the natural introduction of Q to H at any position eliminates the
toxicity of the three T-cell epitopes in the «-gliadins. The results provided a rational approach for
the introduction of natural amino acid substitutions to eliminate the toxicity of three T-cell epitopes,
while maintaining the technological properties of commercial wheats.

Keywords: celiac disease; «-gliadin; 33-mer; DQ2.5-glia-a1; DQ2.5-glia-o2; DQ2.5-glia-«3 epitopes;
wheat species

1. Introduction

Wheat is one of the most widely cultivated cereals in the world and constitutes a major source
of energy, protein, and fiber in the diet. Increasing global demand for wheat and its subsequent
consumption, with an annual production of about 750 million tons, is due to its unique viscoelastic
properties for its inclusion in food products and to industrialization and westernization [1-3].
The wheat group has evolved through allopolyploidization, that is, through hybridization between
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species from the genera Aegilops and Triticum followed by genome doubling [4]. Genetic studies
have provided valuable information regarding which wild cereal species are the relatives of modern
domesticated cereals, and which geographical wild plant produced the domesticated forms that are
used in food production today [5]. The diploid wild wheat that was first domesticated is thought to
have been Triticum monococcum (A™A™), which is still growing in some parts of the world both for
animal feed and human consumption. Wheats with more than one genome are known as polyploid
wheats. The AA genome of the tetraploid wheats is closely similar to that of T. urartu, and the BB
genome is related to Aegilops speltoides (BB). The wild tetraploid, formed after the hybridization,
was designated as Triticum turgidum ssp. dicoccoides (wild emmer; BBAA), and the first domesticated
tetraploid was T. turgidum ssp. dicoccum (cultivated emmer; BBAA), from which, the cultivated
T. turgidum ssp. durum has evolved. The hexaploid wheat, Triticum aestivum ssp. aestivum (BBAADD),
consists of three genomes designated A, B, and D. The A and B genomes of hexaploid wheats come
from the A and B genomes of tetraploid wheat. The hexaploid wheats resulted from the hybridization
of cultivated emmer and a wild grass species identified as Aegilops tauschii (DD), followed by polyploid
formation which gave rise to a new species that has three genomes designated BBAADD [6,7]. The main
wheat species grown throughout the world is the hexaploid T. aestivum, usually called “common” or
“bread” wheat. In terms of total production, the next variety in importance is the tetraploid durum
or macaroni wheat (T. turgidum L. subsp. durum Desf.). This is adapted to hot dry climates and is
widely used for the production of pasta. Common wheat species account for nearly 94% of the total
production, with durum wheat representing 5%, and other wheat forms about 1% [6,8].

Although wheat has always been recognized as a fundamental food, this cereal cannot be tolerated
by certain individuals since it is responsible for significant pathologies, called gluten-related disorders,
such as celiac disease (CD), wheat allergy, non-celiac gluten sensitivity, gluten ataxia, and dermatitis
herpetiformis [9]. CD is an immune-mediated systemic disorder elicited by the ingestion of gluten
in genetically susceptible individuals. It affects around 1% of the global population and is based
on a variable combination of intestinal and extra-intestinal signs and symptoms, celiac specific
antibodies, HLA-DQ?2/8 haplotypes, and enteropathy [9-11]. Gluten proteins are rich in proline
and glutamine residues, which make them resistant to being fully digested in the gastrointestinal
track. Partial digestion of gluten generates small peptides that provoke autoimmune disorders in celiac
people. The most accepted model for explaining CD immunopathogenesis is the two-signal model [12]
characterized by a first innate immune response followed by a secondary antigen-specific adaptive
response. According to this model, certain peptides, such as the 19-mer gliadin peptide, trigger an
innate immune response [13] mainly characterized by the production of interleukin 15 (IL-15) by
epithelial cells. The result is the disruption of the epithelial barrier by increasing the permeability
and inducing enterocyte apoptosis [14]. As a consequence, the immune-adaptive peptides, like the
33-mer, can now reach the lamina propria where they are deaminated by the tissue transglutaminase
(tTG2). Such deamidation provides a negative charge to gliadin peptides and hence enhances their
affinity to bind within the HLA-DQ2/8 bound, which is also the ‘susceptibility gene’” in CD, expressed
on the surface of dendritic cells (DCs) [15-17]. DCs are therefore central in CD pathogenesis since
they present a gluten antigen to T cells, [18] thereby driving progression of the pro-inflammatory
antigen-specific adaptive immune response, which will turn into the symptomatology of the disease.

Gluten is a complex mixture of storage proteins of cereals such as wheat, rye, barley, oats,
and their hybrid derivatives. Gluten proteins have been classified according to their solubility [19].
In wheat, these proteins are defined as gliadins (soluble in 60-70% ethanol) and glutenins (only soluble
under stronger conditions, i.e. acids, reducing agents and detergents, urea, etc.) [20]. According to
their electrophoretic mobilities, gliadins are divided into three groups: «- and 3-gliadins, y-gliadins,
and w-gliadins [19], while the glutenins are divided into the high molecular weight (HMW) and the
low molecular weight (LMW) glutenin subunits (GSs) [21,22]. Among the gliadins, the x-gliadins
have the strongest immunogenicity [23], and four T-cell stimulatory epitopes have been identified as
being responsible for eliciting the immunogenicity of «-gliadin. Two of these are the major epitopes
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and they are present in the 33-mer peptide, which is the main contributor to the immunogenicity
of the gluten [24] and contains six copies of these two overlapping T-cell epitopes: three copies of
the DQ2.5-glia-x1 and three copies of the DQ2.5-glia-a2. The other two T-cell stimulatory epitopes
are minor epitopes: DQ2.5-glia-«3 and DQ8-glia-o1 [24-27]. However, natural substitutions of these
canonical epitopes could also contribute to the toxicity of wheat [28], and it could suggest that the
total CD immunogenicity of gluten protein is a result of the canonical epitopes and their variants,
some of which are more abundant than the canonical epitopes themselves. Gluten can have different
immunogenic potential sequences whose proportions in each species are also variable. For this reason,
it is important to study the amino acid substitutions in the variants of these epitopes; interestingly,
these variants could increase, reduce, or suppress the CD response.

In earlier work, next-generation sequencing and Sanger sequencing of x-gliadins from diploid
and polyploid wheats provided six types of x-gliadins with major differences in their frequencies.
The canonical CD epitopes and their variants were identified in the different types of «-gliadins [29].
In the present study, we used the sequence data with one or two mismatches and canonical epitopes
obtained in Ozuna et al. [29], and we have built upon the previous research by exploring the abundance
of different DQ2.5-glia-oc1, DQ2.5-glia-«2, and DQ2.5-glia-«3 epitope variants per species in diploid
and polyploid wheats. Moreover, the immunogenic potential of these epitope variants in wheat species
was studied by testing their binding capacity to anti-33-mer monoclonal antibodies (moAbs) [30,31]
and to induce T-cell proliferation. The anti-33-mer antibodies were able to detect the presence of gliadin
33-mer related epitopes in prolamins from wheat, barley, rye, and various oats varieties as well as in
food samples and human samples to monitor gluten free diet (GFD) compliance and transgressions [32].
Our study showed that the canonical epitopes DQ2.5-glia-«1 and DQ2.5-glia-«3 were more frequent
than DQ2.5-glia-«2. The most abundant natural modification was found in the DQ2.5-glia-«3 domain
in all the sequences studied. However, this variant decreased its immunogenicity with respect to
the canonical epitope. On the other hand, one of the most representative variants of DQ2.5-glia-«2
(40%) showed an immunogenicity equivalent to the canonical epitope. Our results provide a rational
approach for the introduction or selection of natural amino acid substitutions to eliminate the toxicity
of three a-gliadin T-cell epitopes, while keeping the technological properties of the commercial wheats.

2. Materials and Methods

2.1. Catalogue and Abundance of CD Epitopes from Diploid, Tetraploid, and Hexaploid Wheat Varieties

Canonical epitopes DQ2.5-glia-a1 (PF/YPQPQLPY), DQ2.5-glia-x2 (PQPQLPYPQ), and
DQ2.5-glia-o3 (FRPQQPYPQ) and variants with one or two mismatches provided by Ozuna et al. [29]
were obtained from diploid, tetraploid, and hexaploid wheats (Figure 1).

The frequency/abundance of each peptide in the sequences of the different wheats was studied
in silico. The abundance of each epitope was calculated by multiplying the total number of epitopes
found in a given gene by the frequency of that gene in the genome.

These canonical CD epitopes and their most representative variants with one or two mismatches
were synthesized as deaminated and non-deaminated 9-mer peptides. The peptides were supplied by
Biomedal S.L. (Seville, Spain).
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Figure 1. Schematic representation of 96 accessions from Triticum and Aegilops sp. showing their
origin and breeding status. In total, there are thirty-five accessions of hexaploid wheats, thirty-seven
accessions of tetraploid wheats, and twenty-four accessions of diploid wheats. AA, BB, and DD:
diploids; BBAA: tetraploids; BBAADD: hexaploids (partially adapted from Ozuna and Barro) [3].

2.2. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Maxisorp microtitre plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were coated with gliadin solution (Sigma,
St Louis, MO, USA) and incubated overnight at 4 °C. The plates were washed with phosphate-buffered
saline (PBS) containing 0.05% Tween 20 and blocked with PBS-bovine serum albumin (BSA) 3% for
1 h at room temperature (RT), and 33-mer peptide was used as standard. Serial dilutions of peptides
were made, to each of which horseradish peroxidase (HRP)-conjugate with anti-33-mer antibody
(moAb) was added [32]. The samples were pre-incubated at RT for 1 h and then added to the wells.
After 1 h of incubation at RT, the plates were washed and substrate solution (TMB, Sigma) was added.
The reaction was stopped at 15 min with 1 M sulfuric acid and the absorbance at 450 nm was measured
(microplate reader UVM340; Asys Hitech GmbH, Eugendorf, Austria). Two separate assays were
performed, each with two repetitions.

2.3. Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) and Cell Cultures

Peripheral blood mononuclear cells from 18 child patients with active CD on a gluten-containing
diet were isolated from 6 mL of heparinized blood by Histopaque gradient centrifugation and
cultured at a density of 1 x 10° cells per milliliter in 96-multiwell culture plates in RPMI-1640 culture
medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% fetal bovine serum (GIBCO-Invitrogen Ltd), 1%
penicillin-streptomycin, and 0.1% gentamicin (Sigma-Aldrich). After 48 h, PBMCs were incubated
with different peptides (50 pg/mL). After 48 h of stimulation, the free supernatants were collected and
stored at —80 °C until the interferon gamma (IFN-y) analyses were carried out.

2.4. Cell Proliferation Analysis

T-cell proliferation was determined after 48 h of incubation using the ELISA
5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) cell proliferation test (Millipore Chemicon, Temecula, California, USA).
The stimulation index (SI) value was calculated by dividing the mean absorbance at 450 nm after
stimulation by the mean absorbance of T cells exposed to the culture medium alone (negative control).
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2.5. IFN-7y Production

Supernatants from the PBMC culture were collected after 48 h and stored at 80 °C for IFEN- vy
determination using a commercial ELISA kit in accordance with the manufacturer’s instructions
(Thermo Scientific, Madrid, Spain). Standards were run on each plate. The sensitivity of the assay was
<2 pg/mL.

2.6. Statistical Analysis of T Cells and IFN-vy Assays

Each experiment was carried out in duplicate on separate days. The data is expressed as mean
and SD. All statistical analyses were performed with the STATGRAPHICS Centurion XVI program.
The analysis of variance (ANOVA), followed by the Tukey test for mean multiple comparison, was used.
In this study, p values lower than 0.05 (p < 0.05) were considered significant.

3. Results and Discussion

3.1. Relative Abundance of DQ2.5-Glia-a1, DQ2.5-Glia-a2, and DQ?2.5-Glia-a3 Domains and Their Variants
in Triticum and Aegilops Species

The complete repertoire of peptides involved in the pathogenesis of CD remains a daunting
task due to the great heterogeneity of gluten proteins [23,26]. Several studies have demonstrated
that peptides derived from o-gliadins induce the strongest T-cell responses in the vast majority of
patients [23,33-35]. The a-gliadins can have different sequences and their proportions in each species
are also variable. In the present study, we have explored the abundance of different DQ2.5-glia-o1,
DQ2.5-glia-«2, and DQ2.5-glia-«3 variants in 96 genotypes from diploid and polyploid wheats. Among
these genotypes, 27 accessions were commercial lines and 69 were non-commercial lines (Figure 1).

The DQ2.5-glia-o epitopes are located in the 33-mer region of x-gliadins (Figure 2a). Although
seventy-eight variants were found for these three canonical epitopes across the Triticeae species [29],
only the most representative variants (covered by >80 reads), encompassing one or two mismatches,
were used for this study; of which 9 variants were from DQ2.5-glia-«1, 10 from DQ2.5-glia-«2, and 14
from DQ2.5-glia-«3 (Figure 2b).

a-gliadin [Triticum aestivum] Canonicalepitope | DQ25-glia-al DQ2.5-glia-a2 DQ2.5-glia-a3
E ;P QPQLEY PQPQLPYPQ FRPQQPYPQ

Mismatch CD epitope variants
PFPQLQLPY PQPQLPYSQ FPPQQPYPQ
l 33-mer (p57-p89) H p89-p97 ‘ PFLQPQLPY PQPHLPYPQ FSPQQPYPQ
LOLOPFPQPQLPYPOPQLPYPOPQLPYPQPQPFRPQQPY PQ PFPQPQLSY PQLQLFYPQ FRPQQSYPQ
. PFSQPQLPY PQPQLPYPH FLPQQPYPQ
PFP?PQLP PYP(%PQLPY FRP?QPYPQ Onemismatch PYPQPHLFY PQPOLPYLQ FOPQQPYPQ
DQ2 5-glia-al DQ2.5-glia-al DQ2.5-glia-a3 PYPHPQLPY PQPOLLYPQ FRPQQPOPQ
PYPQPQLPY PYPQPQLLY FRPQQPYLQ
Sk PFPQLQOPY PQPQPQYPQ Fr?ﬁg?rl”::g
PQPQLPYPQ PQPQLPYPQ PYPQPQLEP LOPQLPYSQ FPPQQSYPQ
WSl Dpsgiac | Two mismatches SQPQLPYSQ FPPQLPYPQ
PQPQLPYPQ PQPQLPHSQ FF%QQPY‘PQ
DQ2.5-glia-a2 I;:EI:QQSQ 1133

(a) (b)

Figure 2. Celiac disease (CD) epitopes and variants derived from «-gliadin. (a) Location of canonical
epitopes DQ-2.5-glia-a1, DQ-2.5-glia-«2, and DQ-2.5-glia-&3 into x-gliadin protein. (b) Variants of the
canonical CD epitopes with one or two mismatches selected with more than 80 reads found in Triticum
and Aegilops ssp. The mismatches are indicated in red.

In view of the total abundance of the different canonical epitopes, DQ2.5-glia-al and
DQ2.5-glia-«3 were more abundant than DQ2.5-glia-«2 (p < 0.05, Figure 3). There were no significant
differences between the abundance of DQ2.5-glia-«1 and DQ2.5-glia-«3, however, we found higher
variability of the DQ2.5-glia-1 canonical epitope in hexaploid wheats, since its abundance fluctuated
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widely depending on the different hexaploid species, while it remained evenly distributed in the
DQ2.5-glia-«3 canonical epitope (p = 0.02, Figure 3).
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Figure 3. Abundance of CD canonical epitope and variants per wheat genome type. (a) Abundance
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epitope and variants, and (c) abundance of the canonical DQ2.5-glia-o3 epitope and variants. BBAADD:
hexaploid genome; BBAA: tetraploid genome; AA, DD, and BB: diploid genomes.

Figure 4 shows the abundance of CD canonical epitopes and variants per species. The percentage
of DQ2.5-glia-«1 canonical epitope with respect to variants was 80%. This epitope was present
in all wheat genomes with the exception of BB diploids. The highest abundance was found in
T. compactum, T. monococcum, and Ae. tauschii. The most abundant variant (range from 0.1% to 20%) was
P1Y,P3Q4P5QgLyFgPg with two mismatches (P to F at p8 and Y to P at p9). This variant was present in
all wheat genomes with the exception of BB and DD diploids. The next most abundant variant was the
substitution of P to L at p5, but this variant was present in only BBAA and BB genomes (Figure 5).

The percentage of DQ2.5-glia-«2 canonical epitope with respect to the different variants of
this epitope was 14%, and this epitope was only present in hexaploids BBAADD and DD diploids.
This finding may indicate that this epitope came from Ae. tauschii, the donor of the D genome to
bread wheat. The DQ2.5-glia-o2 variants P1QyP3Q4L5P¢Y7S8Q9 and P;Q2P3Q4P5Q6Y7PgQg were the
most frequent (80%). The highest abundance score (range from 46% to 74%) of P1Q,P3Q4L5PsY7SsQq
(P to S substitution at p8) occurred in AA diploids and was absent from DD and BB diploid genomes.
In contrast, P1Q,P3Q4P5Q6Y7PgQy (L to P at p5 and P to Q at p6), with two mismatches, presented
high abundance in all genomes, with the exception of T. monococcum (A™A™ diploid) (Figures 4 and 5).

Regarding the DQ2.5-glia-«3, the epitope variant F1P2P3Q4Q5P¢Y7PgQg (with R to P substitution
at p2) was the most frequent, with an abundance greater than 75% across all species, except in Triticum
polonicum (BBAA) and Triticum urartu (A"A"), with abundances of 67.9% and 42.2%, respectively.
The second and third most frequent variants, F1LP3Q4L5PsY7PgQq (R to L at p2 and Q to L at p5) and
F1PyP3Q4Q5S6Y7PsQg (R to P at p2 and P to S at p6), had two mismatches and were absent in AA
and DD diploid genomes, which could indicate that the BB genome is the origin of this variant in the
polyploid varieties; in fact, the abundance of this epitope variant in the remaining genomes was very
similar (~20%) (Figures 4 and 5).

The process of hybridization between Ae. tauschii and T. dicoccum provided the DD genome,
and new gluten gene combinations, to hexaploid wheats, thereby considerably improving their bread
baking properties compared to that of tetraploid wheats, particularly the HMW-glutenin subunits [36].
However, the DD genome also encodes for gliadins that have been reported as highly immunogenic,
as the DD genome has the highest number of potential immunogenic a-gliadin peptides [37], while
those from the BB genome contribute the least [38,39]. We found that the three canonical epitopes are
present in the DD genome, with a representation ranging from 43% to 65%. In hexaploids (BBAADD),
all canonical epitopes are also present, but in a smaller proportion (<40%) than the DD genome.
In contrast, in the AA genome, only DQ2.5-glia-«1 and DQ2.5-glia-«3 are present, and the BB genome
is not represented by any of the canonical epitopes.
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Figure 4. Abundance of CD canonical epitopes and variants per wheat species. (a) Abundance
in the DQ2.5-glia-1 epitope variants, (b) abundance in DQ2.5-glia-«1 epitope variants by species,
(c) abundance in DQ2.5-glia-«2 epitope variants, (d) abundance in DQ2.5-glia-«2 epitope variants by
species, (e) abundance in DQ2.5-glia-«3 epitope variants, and (f) abundance in DQ2.5-glia-«2 epitope
variants by species.
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Figure 5. Abundance of epitope variants according to wheat genome type. The epitopes represented
showed more than 1% of abundance in each gliadin domain. (a) AA genome, (b) BB genome, (c) DD
genome, (d) BBAA genome, and (e) BBAADD genome. DQ2.5-glia-«1 epitope: green; DQ2.5-glia-o2
epitope: red; DQ2.5-glia-«3 epitope: blue.

3.2. Anti-33-mer MoAb Binding Capacity and T-cell Stimulatory of DQ2.5-a-Gliadin-Derived Peptides

Several of the amino acid variants that we found in the x-gliadin epitope sequences had never
been described previously, while a number had been described but had never been tested for their
immunogenic and stimulatory capacities. In order to determine which variants are capable of inducing
a CD stimulatory response, the variants from DQ2.5-glia- epitopes were synthesized as native and
deaminated peptides and tested for their capacity to bind to anti-33-mer monoclonal antibodies
(moAbs) and to induce T-cell proliferation, respectively (Figure 6). The latter was confirmed with
gamma interferon assays (IFN-y). The positioning of deamidated glutamine residues is strongly related
to the positioning of proline residues, which is particularly strict in the case of DQ2.5 epitopes (but not
DQS8 epitopes), as DQ2.5 only accepts proline at a certain position in the peptide binding groove [26,40].
The capacity of DQ2.5-glia-« epitopes to trigger proliferation of T cells was tested in deaminated
peptides, deamidation of glutamine (Q) at p6 in DQ2.5-glia-«1 domain, p4 in DQ2.5-glia-«2 domain,
and p4 in DQ2.5-glia-«3 domain.

The DQ2.5-glia-a1 and DQ2.5-glia-x2 epitopes were regarded as major CD epitopes, as they
are recognized by most of CD patients [41]. The anti-33-mer moAbs reacted strongly with the
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canonical DQ2.5-glia-x1 epitope P1{F/Y},P3Q4P5Q¢L7PsYg. In comparison with the canonical
CD epitope, the variants P1F;L3Q4P5Q¢L7PgYy (proline (P) to leucine (L) substitution at p3) and
P1F>S3Q4P5QL7PgYg (P to serine (S) substitution at p3) showed a cross-reactivity (CR) of 37.7% and
55.4%, respectively. With regard to studies of PBMCs in DQ2.5-glia-c1 variants, the single substitution
P to S at p3 maintained similar stimulation capacity to that of the canonical epitope, although it was not
abundant (0.2% to 0.8%) in wheat species. Similarly, the variant with P to L substitution at p3 was very
low in abundance (0.1% to 1.6%) and was found in all the polyploid species except for T. spelta, while
in diploids it was only found in species with the AA genome. However, substitutions of Q to histidine
(H) at p4 and p6, respectively, abolished the stimulatory capacity of this epitope, probably because
it provides a positive charge or via its influence in the deamidation at p6, as previously observed
by Schumann et al. [42]. Moreover, P to L at p8, or two substitutions, also abolished the stimulatory
capacity and showed no affinity for the moAbs (Figure 6a).

As indicated in Figure 6b, the variant P;Qy;P3Q4L5P¢Y7S8Q9 (P to S substitution at p8)
showed an anti-33-mer binding capacity and PBMC stimulation similar to that of the DQ2.5-glia-«2
canonical CD epitope. This common variant was found in polyploid and diploid species with
AA genome, but was not found in BB and DD genomes. Those peptides with two mismatches,
such as P1QyP3Q4P5Q6Y7PgQq (substitutions L to P at p5 and P to Q at p6), L1Q2P3Q4L5PsY7S5Q0
(substitutions P to L at p1 and P to S at p8), S1Q,P3Q4L5P6Y7S8Qq (substitutions P to S at p1 and p8),
and P1Q,P3Q4L5PsH7S3Q9 (substitutions tyrosine (Y) to H at p7, and P to S at p8) showed a CR of
30-40% with respect to the canonical CD epitope and a stimulation index (SI) from 13 to 23 for PBMC
stimulation. In contrast, the replacement of P to L at p3, p6, or p8 showed no reactivity with the
moAbs. Among all of these variants, P1Q,P3Q4L5PsY7S58Q9 and P1Q,P3Q4P5Q6Y7P3Qg were the most
frequent variants of the DQ2.5-glia-x2. The modification of P to S at p8 showed high stimulation
with the moAbs and PBMCs, however, two mismatches of L to P at p5 and P to Q at p6 in the same
sequence caused a threefold decrease in the immunogenicity of the DQ2.5-glia-x2 canonical epitope.
This change is abundant in the BBAA genome, especially in the T. turgidum species.

Proliferation assays for PBMC with the canonical DQ2.5-glia-«3 epitope F1RyP3E4Q5P4Y7PgQq
were tested with E on p4 by tTG2-deamidation of the original Q. Several peptides released an increased
stimulatory effect on T cells, such as the DQ2.5-glia-«3 variant F1L,P3Q4L5PcY7PgQg with two
mismatches. However, other variants for this epitope, with several amino acid substitutions, had no
stimulatory effect on T cells, including P to S substitution at p6, Y to Q at p7, P to Q at p3, and two
substitutions of arginine (R) to P at p2 and Q to H at p9 and R to P at p2 and P to A at p3 (Figure 6¢).
The replacement of R to L at p2 and Q to L at p5 in the variant F1LyP3Q4LsPsY7PgQq gave it greater
stimulation capacity, given that this variant was highly abundant for the DQ2.5-glia-3 epitope, it was
found in all the polyploid species and in the BB diploid genome. However, the non-abundant variant
F1PyP3Q4LsPsY7PgQg with the change of R to P at p2 and Q to L at p5 increased both the binding of
the moAbs and stimulation with T cells. The variant F1RyP3Q4L5P¢Y7LgQg with one mismatch (P to L
at p8) showed T-cell stimulatory capacity and moAb binding, but was low in abundance (0.6% to 2.5%).
Nevertheless, one of the most abundant variants, F1S2P3Q4Q5P¢Y7PgQg, showed no T-cell stimulatory
capacity and binding of the moAb and was found in the BB diploid genome.

According to the model of HLA-DQ?2, the key amino acid residues for DQ2 binding lie at positions
1,7, and 9, with preferential residues at positions 4 and 6 [43,44]. On the other hand, Elli et al. [45]
found that substitutions at positions 2, 3, 5, and 8 also profoundly affected T-cell stimulation, indicating
that these residues may all interact with the T-cell receptor (TCR). Our findings showed that the change
at position 2 affected T-cell stimulation in the domain DQ2.5-glia-x1, at p8 in the DQ2.5-glia-x2
domain. In addition, the changes at positions 2, 5, and 8 in the DQ2.5-glia-«3 domain profoundly
affected T-cell stimulation. Our results now provide new insights into an alternative approach, since
we have showed that, by introducing specific amino acid substitutions, such as Q to H, at any position,
the toxicity of the three T-cell a-gliadin epitopes could be eliminated. As such, the high level of
variation influencing the immunogenicity of the major CD epitopes may offer possibilities to generate
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new wheat lines with reduced CD-immunogenicity, which may be potentially used as starting points
for the breeding of safe wheats.
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Figure 6. T-cell proliferation and anti-33-mer binding capacity of DQ2.5-glia-«x1, DQ2.5-glia-«2,
and DQ2.5-glia-«3 epitope variants and canonical epitope. (a) DQ-2.5-glia-x1 epitope and variants,
(b) DQ-2.5-glia-o2 epitope and variants, and (c) DQ-2.5-glia-«3 epitope and variants. Variants and the
canonical epitope were synthesized as deaminated 9-mer peptides to peripheral blood mononuclear
cell (PBMC) assay. Proliferative responses of T cells were defined as a stimulation index (SI), which
means the specific proliferation of a sample divided by the background proliferation ([PBMC +
peptide] /[PBMC]). Glutamate residues (E) that would be formed by TG2-mediated deamination,
which are important for recognition by T cells, are shown in italics. For the T-cell assay, the responses
are represented relative to the maximum response given by the CD canonical epitope indicated
by ++++. Therefore, - corresponds with 15%; + corresponds with 15-25%; ++ corresponds with
25-50%; +++ corresponds with 50-75%; ++++ corresponds with 75-100%; and +++++ corresponds
with >100%. For the monoclonal antibody (moAb) assay, the amount of antigen detected is represented
relative to the maximum amount (mol/L) detected in a given assay by the CD canonical epitope
indicated by ++++. Therefore, - corresponds with 0%; +/- corresponds with < 5%; + corresponds with
5-10%; ++ corresponds with 10-30%; +++ corresponds to 30-60%; ++++ corresponds to 60-100%; and
+++++corresponds to > 100%. CR; cross-reactivity, was calculated as follows: (IC50 of the antigen
for which the moAb was raised /IC50 of each antigen assayed) x 100. The IC50 is defined as the
concentration of the line that reduces the peak absorbance by 50% in the assay. Each of the letters
represents the amino acid substitution of the variants.
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4. Conclusions

The results presented here about CD DQ2.5 epitopes provide the basis for the introduction
and/or selection of natural amino acid substitutions to eliminate the toxicity of the a-gliadin T-cell
epitopes. Our findings show that the most abundant epitope in the DQ2.5-glia-«1 domain is the CD
canonical epitope. Considering the DQ2.5-glia-«2 domain, the variants P1Q,P3Q4L5P¢Y755Q9 and
P1QxP3Q4P5Q6Y7PsQg are the most abundant in this domain, while F1P2P3Q4Q5P¢Y7PgQg is the most
abundant in the DQ2.5-glia-a3 domain. Moreover, the F;P,P3Q4Q5PY7PsQqg variant was also the
most frequent of all the sequences studied. Our data indicate that the changes of P to S and R to P may
be the most representative changes and the natural introduction of Q to H at any position eliminates
the toxicity of the three T-cell epitopes. These results may offer possibilities to generate wheat varieties
with a reduced CD-immunogenicity. Such varieties would help to reduce the presence of immunogenic
CD epitopes in wheat flour and, while not safe for consumption by patients, might help to prevent the
onset of CD in people that carry genetic risk factors. Overall, the more the scientific community knows
about immunogenicity of the gliadins, the closer an alternative therapy besides GFDwill be achieved.
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CAPITULO 5. VALOR PREDICTIVO NEGATIVO DE LA AUSENCIA REPETIDA
DE PEPTIDOS INMUNOGENICOS DEL GLUTEN EN ORINA PARA LA
PREDICCION DE LA RECUPERACION DE LA MUCOSA DE PACIENTES
CELIACOS TRATADOS
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CAPITULO 6. RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION

La eliminacion del gluten de la dieta como Unico tratamiento para la enfermedad celiaca,
ha impulsado la investigacion y validacion de nuevas técnicas de control menos
invasivas y asequibles que mejoren la identificacién y seguimiento de los pacientes
celiacos que estan expuestos regularmente al gluten (voluntaria o involuntariamente)
mientras siguen una DSG. La permanente dieta libre de gluten que, si bien es muy
eficaz, puede resultar a veces una tarea dificil debido a que los productos a base de
trigo y otros cereales son de uso comun en nuestra dieta diaria. Mientras que muchos
pacientes logran una recuperacion total de su enfermedad mediante el seguimiento de
una dieta libre de gluten y consiguen mantenerla de manera estricta; hay pacientes que
requieren un seguimiento periodico para conocer la eficacia del tratamiento, y otros
muchos que darian la bienvenida a nuevos productos alimenticios que permitan una
mayor flexibilidad de su dieta. Los trabajos presentados en esta Tesis Doctoral se
centran en el desarrollo nuevas estrategias para el control de la enfermedad celiaca.

La enfermedad celiaca es una enteropatia autoinmune crénica que aparece
cuando individuos genéticamente susceptibles ingieren gluten derivado de trigo,
cebada, centeno y algunas avenas, en la dieta. Los pacientes con un diagnéstico de
enfermedad celiaca necesitan adoptar una dieta sin gluten de por vida (Ludvigsson et
al., 2012). La dieta libre de gluten fue propuesta como tratamiento para la enfermedad
celiaca, permitiéndose de esta manera la recuperacion clinica y funcional de la mucosa
del intestino y la desaparicion de la sintomatologia. De hecho, a dia de hoy la dieta sin
gluten ha demostrado ser segura y eficaz en la mayoria de los pacientes con
enfermedad celiaca. No obstante, las dificultades para garantizar una correcta dieta sin
gluten y las deficiencias en el espectro de herramientas disponibles para el control a
largo plazo del paciente celiaco han impulsado la investigacion de nuevas alternativas
terapéuticas, sin embargo, hoy por hoy ninguna de ellas puede reemplazar la DSG.

La ingestién de gluten se ha relacionado con una variedad de trastornos clinicos,
los cuales han surgido gradualmente como un fendémeno epidemiol6gicamente
relevante con una prevalencia global estimada de alrededor del 5%. Ademas de la
enfermedad celiaca, esta la alergia al trigo y la sensibilidad al gluten no celiaca, las
cuales representan diferentes trastornos relacionados con el gluten (Elli et al., 2015). En
esta tesis doctoral, se ha hecho una revision de las diferencias y la superposicion en la
presentacion clinica entre los trastornos relacionados con el gluten y un estudio global
de la dieta libre de gluten.
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La disponibilidad de anticuerpos frente a uno de los péptidos mas inmunotoxicos
del gluten de trigo (Morén et al., 2008a; 2008b), y el desarrollo de inmunoensayos para
la detecciéon del consumo inadvertido de gluten mediante la medicion de GIP en
muestras humanas (heces y orina), se han desarrollado en esta Tesis Doctoral nuevas
estrategias de control de la enfermedad celiaca mediante dos enfoques alternativos.
Uno de ellos estuvo centrado en la determinacion del potencial inmunotéxico de péptidos
derivados de a-gliadinas de variedades de trigo, los cuales inducen fuertes respuestas
de las células T en la gran mayoria de los pacientes (Mitea et al., 2010; Sollid et al.,
2012; Soler et al., 2016; Caio et al., 2019). Para demostrar esta hipétesis se ha usado
variedades de la tribu Triticeae, concretamente especies de Triticum y Aegilops y se ha
discutido su immunogenicidad obtenida mediante células T de pacientes celiacos. Por
otro lado, se ha estudiado la abundancia de las variantes de los epitopos téxicos en
todas las secuencias de a-gliadinas y su reactividad mediante técnicas inmunolégicas
basadas en anticuerpos G12y A1, con el fin de comprobar si habia una correlacién entre
la reactividad de dichas variedades frente a estos anticuerpos y su inmunogenicidad.

El segundo de los enfoques esta orientado a la evaluacion de la utilidad clinica
de la determinacion de GIP en orina como un biomarcador del cumplimiento de la DSG
en pacientes celiacos. Ademas de correlacionar la deteccion de GIP en orina con los
métodos tradicionales y probar su utilidad como predictor de la actividad histoldgica.

Patologias asociadas al gluten

El trigo, el arroz y el maiz son los cereales mas consumidos. El trigo, es el mas cultivado
en el mundo debido a su adaptabilidad a diferentes ambientes y a su alto rendimiento,
asi como por las propiedades biomecanicas que presenta su masa. Los productos de
trigo hacen contribuciones sustanciales a la ingesta dietética de energia y proteinas, y
suministran fibra, minerales y vitaminas (Kasarda, 2013; Lundin, 2014). Sin embargo,
también tienen impactos negativos en la salud humana, en relaciéon con las alergias y
las intolerancias. Estos trastornos estan relacionados con la exposicién al gluten, el
principal complejo proteico estructural del trigo y otros cereales como el centeno, la
cebada y la avena. Las diferentes patologias asociadas a la ingesta de cereales, asi
como el seguimiento de la dieta sin gluten, se han estudiado en el capitulo 3.

La EC es un trastorno autoinmune desarrollado en individuos predispuestos
genéticamente (HLA-DQ2/DQ8) y causado por una intolerancia permanente al gluten
contenido en algunos cereales, como el trigo, el centeno, la cebada y algunas

variedades de avena que conduce a una inflamacion crénica del intestino delgado ( Jabri
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y Sollid, 2006; Makharia et al., 2012; Ludvigsson et al., 2013. El diagnostico de EC se
basa en una combinacion de hallazgos de la historia clinica del paciente, marcadores
genéticos, anticuerpos serolégicos especificos y andlisis histopatolégicos de las
muestras duodenales. La prueba serolégica preferida para la deteccién de EC en
sujetos mayores de 2 afnos es el anticuerpo anti-transglutaminasa IgA (TTG) (van der
Windt et al., 2010). El anticuerpo anti-endomisio (EMA) se puede utilizar como prueba
confirmatoria en casos de diagndstico incierto en poblaciones de alto riesgo (Leffer y
Schuppan, 2010). Sin embargo, la prueba EMA es costosa y depende del operador
debido a la interpretacion del patrén inmunofluorescente. El péptido de gliadina
desamidada (DGP) IgA e IgG, en sustitucién de los anticuerpos anti-gliadina, se usan
en combinacién con TTG IgA en nifios menores de 2 anos (Husby et al., 2012). Los
andlisis histopatolégicos generalmente se basan en la clasificacion histolégica de
Marsh-Oberhuber que varia desde una mucosa normal (Marsh 0) hasta la aparicién de
infiltracion linfocitica (Marsh 1), hiperplasia de la cripta (Marsh 2) y diferentes niveles de
atrofia vellositaria (Marsh 3), aunque esta clasificacién sigue siendo subjetiva. Se han
propuesto clasificaciones mas objetivas y practicas en los ultimos anos, como la de
Corazza y Villanacci o la de Ensari (Pefia, 2015; Escudero-Hernandez et al., 2016).

Sin embargo, actualmente se sabe que las reacciones al gluten no se limitan a
la EC, sino que ahora apreciamos la existencia de un espectro de trastornos
relacionados con el gluten, donde se incluye la alergia al trigo (AT) y la sensibilidad al
Igluten no celiaca (SGNC). La AT se define como una reaccién inmunolégica adversa
mediada por IgE por proteinas de trigo, pero no a otros cereales. Dependiendo de la
ruta de exposicidén a los alérgenos, la AT se clasifica en asma ocupacional (asma de
panadero) y rinitis; alergia alimentaria (AA), que afecta la piel, el tracto gastrointestinal
o el tracto respiratorio; anafilaxia inducida por ejercicio dependiente del trigo y urticaria
de contacto. Los anticuerpos IgE juegan un papel central en la patogénesis de estas
enfermedades. La SGNC ha sido reconocida como un nuevo sindrome relacionado con
el gluten por la comunidad cientifica, pero el conocimiento sobre este sindrome todavia
es incompleto con pocas certezas y muchos problemas sin resolver. Ademas de EC y
AT, hay un tercer sindrome relacionado con el gluten en el que los mecanismos
inmunoldgicos no estan relacionados con la presencia de IgE, como en AT, o una
respuesta inmune adaptativa caracterizada por la presencia de células T reactivas al
gluten y anticuerpos dirigidos contra TTG o péptidos de gluten desaminados como en
EC. Se cree que este sindrome, SGNC, surge de una respuesta inmune innata al gluten
de la dieta no acoplada a una respuesta inmune adaptativa secundaria (Escudero-

Hernandez, 2016). Por lo tanto, el SGNC se considera un trastorno inmunomediado
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caracterizado por una activacion de la inmunidad innata, pero se necesitan mas estudios
para confirmar esto y determinar si la inmunidad adaptativa puede contribuir a su

patogénesis.

El tratamiento de los trastornos relacionados con el gluten se basa en la
exclusién de los cereales que contienen gluten de la dieta. Se debe hacer un
seguimiento de los pacientes con entrevistas dietéticas y serologia como marcadores
de EC para garantizar el cumplimiento de la dieta, pero ninguno de estos métodos ofrece
una medida precisa del cumplimiento de la dieta. Por lo tanto, se han desarrollado
nuevas herramientas basadas en la determinacion de GIP en heces y orina para un
mejor seguimiento del cumplimiento de la DSG de una manera menos subjetiva y no

invasiva.

Potencial inmunogénico de variantes de epitopo de a-gliadina

El trigo es uno de los cereales mas cultivados en el mundo y constituye una fuente
importante de energia, proteinas y fibra en la dieta. La creciente demanda mundial de
trigo y su posterior consumo, con una produccion anual de alrededor de 750 millones de
toneladas, se debe a sus propiedades viscoeldsticas Unicas para su inclusion en
productos alimenticios y a la industrializacion y occidentalizacion (Shewry y Hey, 2015;
Ozuna y Barro, 2018). El trigo ha evolucionado a través de la alopoliploidizacion, es
decir, a través de la hibridacién entre especies de los géneros Aegilops y Triticum,
seguido de la duplicacion del genoma (Feldman y Levy, 2012).

La principal especie de trigo que se cultiva en todo el mundo es el hexaploide T.
aestivum, generalmente llamado trigo "comun" o "pan". En términos de produccién total,
la siguiente variedad importante es el trigo duro tetraploide (T. turgidum L. subsp. Durum
Desf.). Esto se adapta a climas secos y calientes y se usa ampliamente para la
produccion de pasta. Las especies de trigo comun representan casi el 94% de la
produccion total, con el trigo duro representando el 5%, y otras formas de trigo alrededor
del 1% (Petersen et al., 2006; Arzani et al., 2007).

Aunque el trigo siempre ha sido reconocido como un alimento fundamental,
ciertas personas no pueden tolerar este cereal, ya que es responsable de patologias
significativas, llamadas trastornos relacionados con el gluten, como la EC, la AT, la
SGNC, ataxia al gluten y dermatitis herpetiforme (Ludvigsson et al., 2013). Las proteinas
del gluten son ricas en residuos de prolina y glutamina, lo que las hace resistentes a ser
completamente digeridas en la via gastrointestinal. La digestion parcial del gluten genera

péptidos pequefios que provocan trastornos autoinmunes en personas celiacas. El
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modelo mas aceptado para explicar la inmunopatogénesis EC es el modelo de dos
sefnales (Brandtzaeg, 2006) caracterizado por una primera respuesta inmune innata
seguida de una respuesta adaptativa secundaria especifica de antigeno. Segun este
modelo, ciertos péptidos, como el péptido de gliadina de 19 mer, desencadenan una
respuesta inmune innata (Maiuri et al, 2003) caracterizada principalmente por la
produccion de IL-15 por las células epiteliales. El resultado es la ruptura de la barrera
epitelial, al aumentar la permeabilidad e inducir la apoptosis de los enterocitos (Maiuri
et al., 2000). Como consecuencia, los péptidos inmunoadaptativos, como el 33-mer,
ahora pueden alcanzar la lamina propia donde son desaminados por la transglutaminasa
tisular (tTG2). Tal desamidacién proporciona una carga negativa a los péptidos de
gliadina y, por lo tanto, aumenta su afinidad para unirse dentro del enlace HLA-DQ2 / 8,
que también es el 'gen de susceptibilidad' en CD, expresado en la superficie de las
células dendriticas (DC) (Qiao et al., 2004; Ré&ki et al., 2006; Tollefsen et al., 2006) Las
DC son, por lo tanto, centrales en la patogénesis de la EC, ya que presentan un antigeno
de gluten para las células T (Bernardo, 2013), lo que impulsa la progresién de la
respuesta inmune adaptativa especifica del antigeno proinflamatorio, que se convertira
en la sintomatologia de la enfermedad.

En trabajos anteriores, la secuenciacion de préxima generacion y la
secuenciacion de Sanger de a-gliadinas de los trigos diploides y poliploides
proporcionaron seis tipos de a-gliadinas con grandes diferencias en sus frecuencias.
Los epitopos candénicos de CD y sus variantes se identificaron en los diferentes tipos de
a-gliadinas (Ozuna et al., 2015). En el capitulo 4, utilizamos los datos de secuencia
obtenidos en (Ozuna et al, 2015), y ahora nos hemos extendido explorando la
abundancia de diferentes DQ2.5-glia-a1, DQ2.5-glia-a2 y DQ2.5-glia- variantes del
epitopo a3 por especie en trigos diploides y poliploides. Ademas, de estudiar el potencial
inmunogénico de estas variantes de epitopos en especies de trigo probando su
capacidad de union a anticuerpos monoclonales anti-33-mer (moAbs) e induciendo la
proliferacion de células T. Nuestro estudio mostré que los epitopos candnicos DQ2.5-
glia-a1 y DQ2.5-glia-a3 fueron mas frecuentes que DQ2.5-glia-02. La modificacién
natural mas abundante se encontré en el dominio DQ2.5-glia-a3 en todas las secuencias
estudiadas. Sin embargo, esta variante disminuyé su inmunogenicidad con respecto al
epitopo canonico. Por otro lado, una de las variantes mas representativas de DQ2.5-
glia-a2 (40%) mostré una inmunogenicidad equivalente al epitopo canénico. Nuestros
resultados proporcionaron un enfoque racional para la introduccion o seleccién de
sustituciones de aminoacidos naturales para eliminar la toxicidad de tres epitopos de
células T de a-gliadina, manteniendo las propiedades tecnolégicas del trigo comercial.
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Los resultados obtenidos sobre el potencial inmunogénico de las a-gliadina
supone un paso mas en el conocimiento de las fracciones que pueden ser tdxicas para
los pacientes celiacos. Esto podria ayudar, en un futuro, a la obtencién variedades de
trigo mas saludables y con menor contenido en gluten toxico para el colectivo celiaco.
Este hecho resultaria de gran valor para los pacientes celiacos desde un punto de vista
nutricional, permitiendo mejorar la calidad de vida de este colectivo.

Validacion clinica de un biomarcador para el seguimiento del paciente celiaco

Un tercio de los pacientes con EC se exponen al gluten a pesar de los mejores esfuerzos
para realizar modificaciones en la dieta (Barratt et al, 2011; Matoori et al., 2013;
Commino et al., 2016; Moreno et al., 2017). Ademas, del 36% al 55% de los pacientes
que confirman la adhesion completa a una DSG no logran la remision histolégica,
posiblemente debido a lapsos involuntarios en su ingesta diaria de gluten (Hall et al.,
2013; Tio et al., 2012; Stoven et al., 2012; Matoori et al., 2013). La prevalencia de atrofia
vellositaria persistente ha cambiado con el tiempo, hay mayores tasas de recuperacién
en los ultimos afnos. Las diferencias sociales asociadas con la atrofia persistente
sugieren que el acceso a una DSG y / 0 educacién sobre un DSG afecta la recuperacion
de la mucosa (Lebwohl et al, 2014). Actualmente, los métodos para evaluar la
adherencia a la DSG comprenden un cuestionario dietético, serologia o sintomas
clinicos; sin embargo, ninguno de estos métodos genera una medida directa o precisa
de la adherencia a la dieta. La biopsia del intestino delgado es el método "estandar de
oro" para el diagnostico de EC. Sin embargo, de acuerdo con la mayoria de las guias
clinicas, su papel en el seguimiento de los pacientes se limita a los casos que involucran
una falta de respuesta clinica o la recurrencia de los sintomas (Husby y Bai, 2019;
Lahdeaho et al., 2011; Sharkey et al., 2013; Silvester et al., 2017; Ludvigsson et al.,
2014).

La validacion de nuevas técnicas de diagndstico menos invasivas y asequibles
podria mejorar la identificacion de los pacientes celiacos que estan expuestos
regularmente al gluten (voluntaria o involuntariamente) mientras siguen una DSG. Los
anticuerpos monoclonales que pueden ayudar a detectar de manera sensible y
especifica los péptidos inmunogénicos del gluten (GIP) se han utilizado en el desarrollo
de inmunoensayos para la deteccion del consumo inadvertido de gluten mediante la
medicion de GIP en muestras humanas (heces y orina) (Comino et al., 2016; Moreno et
al., 2017; Comino et al., 2012; Comino et al., 2019; Gerasimidis et al., 2018; Roca et al.,
2019; Costa et al., 2019; Cebolla et al., 2018). En el capitulo 5 nuestro objetivo en este
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estudio fue evaluar no solo la utilidad clinica de medir las concentraciones de GIP en
orina como un biomarcador de cumplimiento de la dieta en pacientes celiacos en
comparacion con otros métodos alternativos, sino también acceder a su utilidad como

predictor de actividad histoldgica.

En nuestro estudio, encontramos que una cuarta parte de la cohorte a DSG
presentaba lesiones duodenales tipo Marsh II-1ll. Segun nuestros resultados, entre el
60% y el 80% de estos pacientes habrian pasado por alto si hubiéramos considerado
solo los resultados de la serologia, los sintomas o las puntuaciones del cuestionario y
no hubiéramos realizado una biopsia duodenal. Los posibles efectos adversos
acumulados en el futuro en estos pacientes con dafo histolégico podrian no haberse
atribuido al consumo de gluten, y otras pruebas alternativas se habrian prescrito de
manera improductiva para detectar otras etiologias (Comino et al., 2016; Moreno et al.,
201; Ludvigsson et al., 2014; Comino et al., 2019; Costa et al., 2019; Singh et al., 2019).

En los pacientes celiacos de reciente diagnostico, es decir, que aun no
comenzaron una DSG, las concentraciones de GIP en orina fueron significativamente
mas altas que en los pacientes que ya estaban a DSG. Sin embargo, en este grupo,
habia cuatro pacientes con concentraciones inferiores al LQ, confirmando que muchos
pacientes eliminan o reducen el gluten en su dieta antes de completar las pruebas de
diagnostico, cuando sospechan que pueden ser celiacos, lo que dificulta llegar a un
diagnostico preciso (Comino et al., 2016; Comino et al., 2019). Estos resultados sugieren
que, durante el diagndstico, la medida de GIP en orina podria ayudar a verificar si se
habia ingerido previamente una cantidad sustancial de gluten para validar los resultados
negativos de las pruebas seroldgicas y la ausencia de dano histologico.

En la cohorte a DSG, la determinacion de GIP en tres muestras de orina en tres
dias diferentes dentro de la misma semana es un enfoque especialmente conveniente
para confirmar la adherencia a DSG a corto plazo y parece predecir con precision la
ausencia de lesiones histolégicas. Por lo tanto, el analisis de GIP en orina es un método
preciso que permite la deteccién de la exposicién a cantidades muy pequefas de gluten.
Si estas exposiciones a pequefias cantidades de gluten no son frecuentes, no inducirian
una recaida de la lesién intestinal en pacientes celiacos tratados, aunque se detectan
en la orina. Ademds, puede haber pacientes con diferentes niveles de sensibilidad
histolégica cuando se exponen a las mismas cantidades de gluten. Por lo tanto, una
prueba positiva de GIP no se usa para predecir la presencia de dafo histolégico durante
el seguimiento del paciente, sino para detectar exposiciones inadvertidas al gluten, lo

que nos permite planificar una intervencion dietética.
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Los resultados obtenidos mostraron que aproximadamente el 58% de los
pacientes a DSG fueron expuestos a cantidades de gluten, detectables por los
resultados positivos de GIP en orina, pero solo el 16% de ellos presentaron resultados
serologicos positivos. Esta baja sensibilidad de las pruebas seroldgicas en el
seguimiento a la adherencia de la DSG pudo deberse a que los pacientes no exhibieron
concentraciones positivas de anti-tTG nuevamente en la ingestion de pequefas
cantidades de gluten (Comino et al., 2016; Silvester et al., 2017; Ludvigsson et al., 2014;
Gerasimidis et al., 2018; Singh et al., 2019; Kelly et al., 2015). Por otro lado, menos de
un tercio de los pacientes que estuvieron expuestos al gluten informaron haber
experimentado sintomas, dato similar a los resultados de otros estudios sobre la
enfermedad celiaca no sensible (Dewar et al., 2012). Por lo tanto, ni el hecho de que los
pacientes permanecieran asintomaticos, ni el hecho de que tuvieron resultados
seroldgicos negativos implicaron que no habian consumido gluten y que no corrian el
riesgo de desarrollar lesiones histolégicas y complicaciones como resultado de su

condicion.

En nuestro estudio, no encontramos una concordancia entre los resultados del
cuestionario CDAT vy las exposiciones al gluten de los pacientes, basadas en la
deteccién de GIP en orina que es una medida objetiva de la ingesta real de gluten a
corto plazo. A partir de estos resultados y de publicaciones anteriores, parece que medir
la concentracion de GIP en orina es un enfoque complementario efectivo para las

evaluaciones de dietistas.

Teniendo en cuenta la cinética de la eliminacién de GIP en orina (descrita por
Comino et al. 2012 y Moreno et al. 2017), en este estudio, tres muestras de orina por
paciente, agrupadas entre el fin de semana (sdbado y domingo) y el dia de la cita médica
del paciente, fueron recogidos. Esta estrategia tenia dos objetivos: primero, detectar el
gluten consumido durante un periodo significativo de la semana y segundo, incluir los
dias en que se espera que las personas consuman alimentos fuera de su hogar con
mas frecuencia. Los resultados revelaron que hubo aproximadamente un aumento del
30% en las transgresiones dietéticas durante el fin de semana en comparacion con el

dia de la cita.

Con el fin de determinar la validez estadistica de medir las concentraciones de
GIP como un biomarcador de lesiones histolégicas, se determinaron el NPV, PPV, la
especificidad y la sensibilidad de la medida de GIP en orina. Se demostrd que la medida
de GIP en orina en 3 dias de la semana, incluido el fin de semana, podria ser la mejor
opcion para confirmar la adherencia a GFD a corto plazo, y el alto valor predictivo
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confirm6 que la recuperacion de la mucosa intestinal habia sido efectiva (96.87 (83,78,
99,92), VPN). Una sola prueba fecal de GIP podria ser mas sensible que una sola
prueba de GIP de orina porque el intervalo de tiempo para la deteccion de GIP seria
mayor y podria evitarse la posibilidad de que el paciente se adhiera a un GFD solo para
la visita médica (Comino et al., 2016; Comino et al., 2012; Comino et al., 2019) Sin
embargo, la mayoria de los laboratorios y pacientes clinicos prefieren recolectar y

manipular muestras de orina, incluso si hay mas muestras para analizar.

La validacion de GIP en orina como un biomarcador de la asusencia del dafno
intestinal en pacientes celiacos tratados, es un método sensible, clinicamente probado
para el seguimiento de pacientes celiacos. Con este biomarcador se puede evitar
biopsias invasivas para determinar la recuperacién de la mucosa intestinal en estos
pacientes. Este novedoso procedimiento parece ser la herramienta mas fiable, no solo
para predecir el cumplimiento correcto de la adherencia a la DSG, sino para el
seguimiento del estado de la enfermedad. Ademas, La determinacion de GIP en orina
ha sido propuesta por primera vez en un algoritmo de seguimiento del paciente celiaco.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

1.

Las patologias relacionadas con el gluten presentan un espectro similar en cuanto
a sintomatologia clinica, sin embargo, existen diferencias entre ellas a nivel de su
patogenia. La correcta interpretacion de las pruebas diagnésticas y el adecuado
conocimiento de la clinica conduce al abordaje apropiado de las mismas.

El tratamiento de los trastornos relacionados con el gluten se basa en la exclusion
de la dieta de los cereales que contienen estas proteinas. Los pacientes con
enfermedad celiaca deben someterse a una estricta dieta sin gluten para evitar
complicaciones en su salud a corto y largo plazo. En contraste, en los pacientes
con sensibilidad al gluten no celiaca la falta de adherencia a la dieta sélo
condicionara recaidas sintomaticas. En el caso de los pacientes que padecen
alergia al trigo solo se debe excluir este cereal.

El estudio de trigos de los géneros Triticum'y Aegilops ha permitido determinar las
sustituciones de aminoacidos naturales que eliminan la toxicidad de los principales
epitopos capaces de estimular las células T de los pacientes celiacos, en la a-
gliadina. Se ha demostrado que la introduccién natural del aminoacido glutamina
(Q) por histidina (H) en cualquier posicién elimina la imnunogenicidad del epitopo.

El estudio de las variantes de los epitopos canénicos de las a-gliadinas de los
trigos analizados ha demostrado que los cambios de aminoacidos mas
representativos son prolina (P) por serina (S) y arginina (R) por P, comprobandose
que en la mayoria de los casos no conduce a la eliminacion del potencial

inmunogénico de la variante de epitopo.

La determinacién de GIP en orina ha puesto de manifiesto por primera vez que el
18% de los pacientes reduce el consumo de gluten previo a diagnéstico de EC.
Por lo tanto, la medida de GIP podria ayudar a verificar que se ha consumido
gluten antes de considerar un resultado negativo en serologia e histologia.

El ensayo clinico de validacion de GIP en orina ha demostrado que entre el 60%
y el 80% de los pacientes con lesiones histoldgicas severas (Marsh II-111) tuvieron
serologia negativa, fueron asintomdticos y decian tener buena adherencia a la
DSG segun CDAT. Sin embargo, el 95% de estos pacientes presentaron GIP en

orina.
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La validacion clinica de la determinacion de GIP en orina predice la ausencia de
lesion histologica con un VPN del 97% y una sensibilidad del 94% mediante
recogida de tres muestras de orina en el periodo de una semana. El uso de este
biomarcador ha permitido establecer por primera vez un algoritmo de seguimiento

del paciente celiaco evitando la utilizacién de técnicas invasivas.
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