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I. Introduccion
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1. Definicion

La enfermedad celiaca (EC), es un trastorno sistémico permanente,
provocado por una reaccion inmunitaria activada por la ingestion de
gluten y proteinas relacionadas, que se da en personas portadoras de los
haplotipos DQ2 y/o DQ8 del antigeno del complejo mayor de
histocompatibilidad (HLA, por sus siglas en inglés, Human Leukocyte
Antigen) de clase Il, y que se caracteriza por una combinacion variable de
titulos elevados de anticuerpos especificos de la celiaquia, una
enteropatia inflamatoria con grados variables de gravedad y una amplia
gama de sintomas digestivos y/o sistémicos (Husby et al., 2012; Maki,

2012; Ludvigsson et al., 2013).

2. Epidemiologia

Actualmente, la EC es la enteropatia inducida por un alimento mas
comun del mundo occidental, con una prevalencia aproximada de 1:100-
200 nacidos vivos (Rostom et al.,, 2005). Sin embargo, la informacion
disponible sobre la epidemiologia de la EC ha ido cambiando a lo largo
de los afios, aumentando el numero de casos diagnosticados
drasticamente con el desarrollo de pruebas serolégicas de alta
sensibilidad y especificidad y con un mayor conocimiento de las formas
de manifestacion de la enfermedad. Los estudios epidemioldgicos mas
antiguos se basaban solo en los casos diagnosticados con sintomatologia
clasica, y reportaban unas cifras de prevalencia muy bajas (1:3.333) y

muy variables en Europa. Ademas, se pensaba que la EC era exclusiva
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de la poblacion caucasica y particular de los nifios (Catassi, Gatti, &
Fasano, 2014). Sin embargo, en la actualidad, los estudios
epidemiolégicos poblacionales, basados en la blUsqueda activa de casos,
mediante el uso de test serolégicos, han aportado datos mucho mas
reales de prevalencia y con menos variabilidad. Actualmente se estima
que la prevalencia de EC es de 1:100, tanto en nifios como en adultos,
con una variabilidad de entre el 0,5-1,26%, estos datos han sido
obtenidos a partir de diferentes estudios de despistaje llevados a cabo en
poblacién sana asintomatica (Dubé et al., 2005; Catassi, Gatti, & Lionetti,
2015). Estos estudios poblacionales, nos indican que el incremento de
casos de EC no solo se debe a la existencia de una epidemia, sino
principalmente al desarrollo de métodos de diagndstico mas sensibles y
especificos, al conocimiento de las distintas formas de manifestacion de
la EC y al aumento de la concienciacion de la enfermedad por parte de la

comunidad clinica y sanitaria (Barkin, 2006).

El concepto de la epidemiologia de la EC, se conceptualiza como un
iceberg (Figura 1). La prevalencia de EC, puede ser concebida como el
tamarfio total del iceberg, donde la punta visible representa los casos
diagnosticados correctamente que cursan con sintomatologia digestiva
clasica de la enfermedad, marcadores seroldgicos positivos y atrofia
vellositaria evidente. Por cada uno de estos casos diagnosticados, se
estima que existe un promedio de 5-10 casos que siguen sin diagnosticar,
gue cursan de forma atipica o asintomatica, siendo este porcentaje la

parte sumergida del iceberg (Fasano & Catassi, 2012). En los paises

20



desarrollados, la linea que separa la proporcion de casos diagnosticados
y no diagnosticados, depende, en gran medida, del conocimiento de la
enfermedad por parte de los profesionales y la tendencia a solicitar
marcadores seroldgicos especificos de EC en situaciones de sospecha

clinica dudosa (Gujral, Freeman, & Thomson, 2012).

Clasica Casos de EC

Serologia+ diagnosticados
Biopsia +

intomatologia clasica

HLADQ2/DQ8 +

Subclinica
Sintomatologia atipica, extraintestinal
Serologia, biopsia, HLADQ2/ DQ8 +

Silente

Asintomatica
Serologfa, biopsia, HLA DQ2/ DQ8 +

Latente

Asintomatica y biopsia normal
Serologiay HLADQ2/ DQ8 +

Potencial

Asintomatica y biopsia normal
serologiay HLADQ2/DQ8 +

Figura 1. Iceberg de la enfermedad celiaca. EC: Enfermedad Celiaca.

En cuanto a la distribucion geogréfica de la EC, también existen
diferencias entre paises. Estas se atribuyen sobre todo a las diferencias
en la prevalencia y distribucion de los alelos de riesgo HLA, asi como a
las diferencias en los habitos alimentarios de las distintas poblaciones. El
proceso de globalizacion, ha implicado que el consumo de gluten se haya

extendido por todo el mundo, incluso en poblaciones consumidoras
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tradicionalmente de cereales sin gluten, lo que ha provocado un aumento

de la expresién de la enfermedad.

En Europa, considerada como la cuna de la investigacion de esta
enfermedad, la prevalencia media es aproximadamente del 1% de la
poblacion. Sin embargo, cabe destacar algunas diferencias significativas
entre paises, por ejemplo, en Alemania, la prevalencia se estima solo en
un 0,2%, mientras que en Finlandia y Suecia se ha comprobado que
afecta a mas del 2% de la poblacion (Olsson, Stenlund, Hoérnell, Hernell,
& lvarsson, 2009; Myleus et al., 2009; Mustalahti et al., 2010). Los
estudios mas recientes realizados en Espafia en las Comunidades
Autonomas de Asturias, Madrid y Pais Vasco, indican una prevalencia en
adultos de 1:370 y en nifios de 1:118 — 1:220 (Riestra, Fernandez,

Rodrigo, Garcia, & Ocio, 2000; Pascual et al., 2002; Castafio et al., 2004).

En el continente americano, la prevalencia es similar a la de Europa,
entorno al 1% de la poblacion (Fasano et al., 2003). Un reciente estudio
mostré como en Estados Unidos, la prevalencia habia pasado de un 0,2%
en 1975 hasta el 1% actual, es decir 5 veces mas, y atribuyeron este
aumento a los factores citados anteriormente, mayor conocimiento de la
enfermedad y métodos de diagndstico méas precisos (Catassi et al.,
2010). Por otro lado, en Latino América, los ultimos estudios indican que
la prevalencia es similar a la de la poblacién europea, aunque existen
regiones, como Uruguay, con escasos datos sobre la misma (Parra-
Medina et al., 2015). En China, los Ultimos andlisis realizados, muestran

gue la prevalencia de EC es mas comun de lo que siempre se ha
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considerado. Concretamente, las poblaciones chinas del norte y noreste
tienen mayor prevalencia que las poblaciones del sur. Los autores
atribuyen estas diferencias principalmente a las diferencias genéticas, al
mayor consumo de cereales con gluten y al mayor conocimiento de la
enfermedad en las regiones del sur (Yuan et al., 2013). En la India, donde
el trigo es un alimento bésico, se estimd una prevalencia del 0,3% en
escolares. Los autores sostienen que aun asi, la EC esta
infradiagnosticada en el norte de la India (Pooni, Chhina, Jaina, Singh, &
Gautam, 2006; Kochhar et al., 2012). En cambio, en paises como Japon,
Indonesia, Corea (norte y sur), Filipinas e islas del Pacifico, la prevalencia
de EC es muy baja debido a la baja frecuencia de individuos HLA-DQ2
positivos y bajo consumo de cereales con gluten (Kang, Kang, Green,

Gwee, & Ho, 2013).

Por ultimo, destacar los datos de prevalencia de EC en el continente
africano, donde el 40% de la poblacion saharaui es portadora del HLA
DQ2 y la prevalencia se estima en aproximadamente el 5% (Catassi et

al., 2014).

3. Espectro clinico de la enfermedad celiaca

Como se ha descrito en la Figura 1, la EC clasica que cursa con
sintomatologia digestiva, representa solo la punta del iceberg, una
pequefia parte del amplio espectro de la enfermedad. En la base, se
encontrarian las formas subclinicas que cursan con sintomatologia

extradigestiva, las formas silentes, la EC denominada latente y EC
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potencial. Todas estas formas de presentacion conforman el espectro

clinico de la EC.

3.1 Enfermedad celiaca sintomética
La EC sintomatica, es la que debuta con sintomatologia digestiva o
extradigestiva, marcadores serolégicos especificos positivos, HLA-
DQ2/DQ8 positivos y alteraciones en la mucosa intestinal.

Sintomatologia clasica

La primera vez que se describi6 la presentacion de la EC con
sintomatologia clasica, fue en 1888 por Samuel Gee, que la definia como
“indigestion cronica que se presenta en individuos de cualquier edad,
afectando méas a los niflos de uno a cinco afos. Los signos de la
enfermedad son las deposiciones blandas, pero no liquidas, voluminosas
y palidas. El comienzo de la enfermedad es progresivo y la existencia de
caquexia es constante. El vientre es especialmente blando vy

frecuentemente distendido [...]” (Gee S., 1888)

Hoy en dia, la forma clasica de la enfermedad, méas frecuente en la
primera infancia, se considera aquella que cursa con sintomatologia
digestiva predominante. Aunque las caracteristicas clinicas difieren
considerablemente en funcion de la edad de presentacion, podemos
destacar como sintomas digestivos clasicos la diarrea crénica y
malabsortiva, vomitos, cambios de caracter, retraso en el crecimiento,
estancamiento y/o pérdida de peso, talla baja, falta de apetito, distension

y/o dolor abdominal. También son muy caracteristicos la apatia, la merma
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de la actividad dindmica y el cansancio, como sintomas asociados (M&ki

et al., 2003; Fasano, 2005; Fasano, 2005b).

Si con esta clinica, no se hace un diagndstico y tratamiento correcto,
puede dar lugar a la llamada “crisis celiaca”, que es la forma mas grave
de la enfermedad. En este cuadro se producen graves alteraciones
digestivas, hematolégicas, debido a la falta de absorcién de la vitamina K
a nivel del intestino, también se pueden producir edemas por
hipoalbuminemia, y deshidratacion hipotdnica por la hipopotasemia.
Aunqgue actualmente es un cuadro infrecuente y se diagnostica de forma
excepcional, hasta hace relativamente poco era una de las formas de

inicio de la enfermedad (Mones et al., 2007; Jamma et al., 2010).

Sintomatologia atipica

Las manifestaciones clinicas atipicas suelen darse cuando Ila
sintomatologia digestiva clasica es poco llamativa o incluso inexistente.
Esta forma de presentacion es mas frecuente en nifios mayores,

adolescentes y adultos. Los principales sintomas son:

e Estreflimiento asociado o no a dolor abdominal de tipo célico o de
distensién abdominal.

e Retraso de la talla y/o de la pubertad. Esta complicacion es cada vez
menos frecuente debido a que el diagndstico precoz permite
establecer un tratamiento rapido y acertado que, normalmente, da
lugar a la recuperacion de la misma. Sin embargo, si el retraso de la

talla se produce entorno a la etapa puberal, puede ocurrir que las
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consecuencias sobre el crecimiento sean irreversibles, dejando
secuelas en la edad adulta (Reilly et al., 2011).

Déficit de hierro y acido félico. Tanto la ferropenia, la anemia como la
folicopenia, son las alteraciones hematoldgicas mas frecuentes
asociadas a la EC. Las principales causas de estos sintomas son la
alteracion de la absorcién del hierro y acido félico a nivel del intestino,
debido a la lesién de la mucosa, y la existencia de pérdidas ocultas
de sangre a través del intestino. Un 5% de los pacientes con anemia
ferropénica tienen EC, y se recuperan tras el diagndstico. De hecho,
se recomienda que ante toda anemia ferropénica de origen
desconocido que no responde bien al tratamiento de administracién
de hierro oral, se realice una endoscopia con toma de muestras de
biopsia duodenales para descartar una posible EC (Zhu, Kaneshiro, &
Kaunitz, 2010).

Dermatitis  hepitiforme (DH). Considerada la manifestacién
mucocutanea caracteristica de la EC, la DH se manifiesta
aproximadamente en el 20-30% de los individuos con EC y su
presencia se considera un signo inequivoco de una EC concomitante
(Collin, Salmi, Hervonen, Kaukinen, & Reunala, 2016). La DH que
consiste en una erupcién cutdnea con ampollas extremadamente
pruriginosas, remite espontdneamente solo en un 10-15% de los
casos, responde rapida pero transitoriamente al tratamiento
farmacolégico y lo hace de forma definitiva a la dieta sin gluten

(Cardones & Hall, 2012).
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Hipertransaminasemia. En el momento del diagnéstico de EC,
aproximadamente un 30% de los casos presentan niveles de
transaminasas elevados, debido a una hepatitis reactiva inespecifica.
Sin embargo, en los casos en los que la hipertransaminasemia es
debido a la EC, las alteraciones analiticas y las lesiones histolégicas,
desaparecen tras la eliminacion de gluten en la dieta (Farre et al.,
2002). Aunque no se conoce su patogenia, se relaciona con el
aumento de la permeabilidad intestinal caracteristica de EC, que
permitiria la entrada de toxinas y antigenos al higado. Actualmente se
estima que la EC es la causa de un 10% de Ilas
hipertransaminasemias criptogenéticas y del 50% de las alteraciones
de estas enzimas en poblacion pediatrica (Vajro, Paolella, Maggiore,
& Giordano, 2013).

Sintomas 6steo-articulares. La osteopenia y la artritis han sido
descritas en numerosas ocasiones como manifestaciones
extradigestivas de la EC. La disminucién de la densidad mineral 6sea
se ha descrito en un 30-40% de los casos no tratados de EC, tanto en
nifios como en adultos, incluso en ausencia de sintomas de
malabsorcién. Aunque los mecanismos de las alteraciones del
metabolismo mineral éseo en estos pacientes esta poco estudiado,
algunos datos demuestran que la EC es mas comdn en personas con
osteoporosis que en personas sin problemas dseos, encontrando que
hasta un 4% de pacientes con osteoporosis presentan marcadores
serolégicos especificos de EC positivos (Kamycheva, Goto, &
Camargo, 2016; Singh & Garber, 2016).
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Afectacién neurolégica y neuropsiquiatrica. Clasicamente, se han
asociado algunas manifestaciones neuroldgicas especificas con la
EC, principalmente la ataxia, que aparece en un 30-40% de los
pacientes diagnosticados. Algunos autores, demostraron que un 57%
de los pacientes con enfermedades neurolégicas de causas
desconocidas, presentaban niveles elevados de anticuerpos
especificos de EC y llegaron a estimar una prevalencia de la
enfermedad en este grupo del 16% (Hadjivassiliou et al., 2010). En
cuanto a las afectaciones neuropsiquiatricas, las mas frecuentes son:
irritabilidad, cambio brusco de caracter y depresion, que desaparecen
rdpidamente tras la eliminacion del gluten (Jackson et al., 2014;
Urban-Kowalczyk, OEmigielski, & Gmitrowicz, 2014).

Otras manifestaciones: defectos en el esmalte dental, trastornos
reproductivos, abortos de repeticiéon, disqueratosis (Pinto-Sanchez,

Bercik, Verdu, & Bai, 2015).

3.2 Enfermedad celiaca silente

La EC silente es la que cursa con lesiones tipicas en la mucosa intestinal,

atrofia vellositaria que se recupera tras el seguimiento de la dieta sin

gluten (DSG), pero que no refieren manifestaciones clinicas o minimas

(Ludvigsson et al., 2013). El diagnéstico de estos casos suele ser casual,

fruto de estudios o estrategias de despistaje realizadas en poblacién de

riesgo: familiares de celiacos de primer grado o pacientes con patologias

asociadas a EC (déficit de IgA, diabetes tipo I, tiroiditis autoinmune,

artritis reumatoide, Sindrome de Down) (Farrell & Kelly, 2002).
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Aunque esta forma de presentacion se ha considerado clasicamente
como caracteristica de la edad adulta, cada vez son mas los estudios que
apuntan a que la EC silente puede aparecer en edades tempranas

(Gokce & Arslantas, 2015).

3.3 Enfermedad celiaca latente
La EC latente, es el término mas controvertido. En la literatura se pueden
encontrar hasta 5 definiciones: 1) pacientes con serologia positiva y
mucosa normal o ausencia de atrofia vellositaria; 2) pacientes con
mucosa hormal, con dieta normal pero que han tenido en algdn momento
una ligera atrofia vellositaria; 3) para algunos expertos esta forma de EC
es simplemente una EC sin diagnosticar; 4) para otros expertos, la EC
latente es una EC que va precedida de otras enfermedades autoinmunes
(diabetes, tiroides); 5) finalmente otros autores consideran la EC latente
para referirse a sujetos con serologia negativa, mucosa normal pero un
aumento de linfocitos intraepiteliales (LIE). Asi que, considerando que la
EC latente y la EC potencial, descrita a continuacioén, suelen referirse a
los mismos casos Yy resulta confuso, muchos autores desaconsejan el uso
del término EC latente (Reilly et al., 2011; Reilly & Green, 2012;

Ludvigsson et al., 2013).

3.4 Enfermedad celiaca potencial
La EC potencial es la que se encuentra en la base del Iceberg. En estos
casos, no se encuentran alteraciones histolégicas importantes en la
biopsia intestinal ni tampoco sintomas, tan solo se observan o bien un
ligero aumento de linfocitos intraepiteliales y marcadores serolégicos
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positivos transitorios. Algunos casos también son positivos para HLA-
DQ2 y pueden o no presentar sintomas. En estos casos, recomienda

hacer un seguimiento clinico y seroldgico (Lionetti et al., 2012).

A continuacién, la Tabla 1 muestra las principales diferencias en cuanto a
la sintomatologia, serologia e histologia de la EC clasica, silente, latente y
potencial.

Tabla 1. Principales diferencias entre la EC clasica, silente, latente y

potencial.
EC clésica EC silente EC latente EC potencial
Sintomatologia + - - / + =
Marcadores + + _ +
Serolégicos
Lesidn intestinal + + _ _ / +
(biopsia)
Marcadores + + + +
genéticos

3.5 Enfermedad celiaca refractaria
La EC refractaria se considera cuando, tras 12 meses de dieta estricta sin
gluten, persiste la atrofia vellositaria e hiperplasia de criptas, o bien
cuando la clinica es grave y es necesaria la reevaluacién del paciente.
Aunque la EC refractaria es considerada como una enfermedad rara, se

diagnostica hasta en un 5% de los celiacos (Rishi, Rubio-Tapia, & Murray,
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2016). Se describe con mas frecuencia en mujeres, en personas mayores

de 50 afios y muy rara vez se ha diagnosticado en menores de 30.

Los sintomas mas frecuentes son la diarrea cronica, dolor abdominal
persistente y pérdida de peso asociado a malabsorcién y anemia. A nivel
histolégico, se encuentra que la atrofia de las vellosidades continda, asi
como la hiperplasia de las criptas y aumento de los LIE (Woodward,

2016).

Cuando hay sospecha de un paciente celiaco que no responde a la dieta
sin gluten, lo primero que hay que plantearse es si realmente el
diagndstico de celiaquia esta bien hecho y no se trata de otra patologia.
Existen una serie de enfermedades que pueden cursar con atrofia de las
vellosidades intestinales, como giardiasis, Enfermedad e Whipple,
gastroenteritis eosinofilica, enteropatia por VIH, linfoma intestinal,
Sindrome de Zollinger-Ellison, Enfermedad de Crohn, etc (Rubio-Tapia &
Murray, 2010). En segundo lugar, hay que asegurarse que el paciente
cumple estrictamente la dieta, ya que en muchas ocasiones es la causa
mas frecuente de la falta de respuesta al tratamiento, que no se sigue
estrictamente como asegura el paciente. En tercer lugar, hay que
asegurarse que la falta de respuesta al tratamiento no es debido a otros
procesos asociados a la EC, como intolerancia a la lactosa, insuficiencia
pancreatica, colitis microscépica, sobrecrecimiento bacteriano, linfoma T

asociado a enteropatia, etc (Vivas Alegre & Ruiz de Morales, 2008).

31



Por lo tanto, se puede confirmar la EC refractaria cuando se demuestra
que las lesiones de la mucosa persisten 0 se agravan junto con la
sintomatologia, pasados 6-12 meses del diagndstico e inicio de la dieta
sin gluten y tras haber descartado correctamente los diagndsticos
descritos anteriormente (Rishi et al., 2016). Una vez diagnosticada la EC
refractaria, se debe estudiar el fenotipo de los linfocitos de la mucosa
intestinal para clasificar la EC refractaria de tipo I, en la que los LIE
presentan un fenotipo normal, EC refractaria tipo Il, en la que hay una
proliferacion monoclonal de los linfocitos y esta expansion aberrante es la
que predispone al linfoma intestinal de tipo T asociado a la enteropatia.
En el caso de la tipo I, el pronéstico puede mejorar aplicando tratamiento
farmacolégico con inmunosupresores y nutricion enteral, pero en cambio,
en la tipo Il, el linfoma no responde a este tratamiento y se recurre a la
poliquimioterapia o incluso cirugia. En ambos casos, la supervivencia de
estos pacientes a los 5 afios esta por debajo del 50% (Nijeboer, van

Wanrooij, Tack, Mulder, & Bouma, 2013).

4. Etiopatogenia

Aunque la etiopatogenia de la EC no ha sido claramente establecida, lo
que esta bien estudiado es que es una enfermedad multifactorial, en la
que concurren factores genéticos, sistema inmune y factores ambientales

(Figura 2).
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Factores Factores
genéticos Ambientales

‘/A

Sistema inmune

Figura 2. Esquema de la etiopatogenia de la enfermedad celiaca

4.1 Factores genéticos
La existencia del componente genético de la EC quedé demostrada en
los estudios realizados en gemelos monozigéticos en los afios 70. Fue en
esta época, cuando se relacion6 por primera vez la EC con el sistema
HLA (Falchuk y Strobes, 1972; Stokes, 1972). La correlacion se

establecié en base a dos observaciones claves:

e La frecuencia con la que se daba la EC en familiares de primer
grado (padres / hermanos) de un paciente con EC era mayor que
en individuos no emparentados. Actualmente, esta frecuencia se
estima en un 10% en familiares de primer grado frente al 1% de
la poblacién general (Singh, Arora, Lal, Strand, & Makharia,
2015).

e La concordancia entre gemelos monozigéticos era muy superior a
la de hermanos dizigdticos. Actualmente, se estima que esta

concordancia es del 70-80% en los primeros y un 11% en los
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segundos (Greco et al.,, 2002). Ademas, los valores de riesgo
relativo entre hermanos son el indicio mas evidente de que la EC
tiene un agrupamiento familiar, teniendo en cuenta la prevalencia
en la poblaciéon general sin familiares celiacos (Nistico et al.,

20086).

4.1.1 El sistema HLA

Esta demostrada la fuerte asociacién entre la EC y el sistema HLA. Este
sistema estd compuesto por un conjunto de genes denominados genes
de histocompatibilidad, que se localizan en el cromosoma 6, en la region

6p21.

Los genes del sistema HLA se clasifican en tres regiones diferentes,
clase I, 1l y lll. Los productos de los genes de las dos primeras clases, | y
Il, aunque son moléculas diferentes, pertenecen a las familias de las
inmunoglobulinas e intervienen en procesos de activacién y restriccion de
la respuesta de los linfocitos T. Principalmente, estos genes, codifican
unas moléculas que son glicoproteinas de membrana, que se expresan
en la superficie de las células humanas y cuya funcion principal es la de
distinguir moléculas propias del individuo de moléculas ajenas,
presentando antigenos peptidicos a los linfocitos T (Wolters & Wijmenga,

2008).

Por otro lado, los genes que integran la regién de la clase lll, codifican

moléculas del sistema inmunitario innato y del factor de necrosis tumoral.
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La EC se ha asociado principalmente a los genes HLA de clase I,
agrupandose en la denominacién HLA-D. Dentro de esta denominacién,
se distinguen 5 familias o isotipos: DM, DO, DP, DQ y DR. Por otro lado,
la region que abarcan los genes HLA se ha denominado CELIAC1
(Figura 3). Estas 5 familias a su vez, presentan dos loci (posiciones fijas

en el cromosoma), Ay B (Koning, 2012).

Cromosoma 6

Brazo largo Brazo corto

Region HLA 6p21

Clasell Clase lll Clasel
| I e | |
DP DM DQ DR C4 C2Hsp70TNF B C E AGF

Figura 3. Esquema del sistema HLA.

Cada individuo hereda un conjunto de 2 alelos, uno del padre y otro de la
madre, y cada juego completo de alelos heredados de un progenitor, se
denomina haplotipo. Es decir, el genotipo HLA de cada individuo esti
formado por la suma del haplotipo del padre (con sus alelos

correspondientes) y del haplotipo de la madre (con sus alelos

35




correspondientes). Cabe destacar dos peculiaridades del sistema HLA.
Por un lado, existe lo que se conoce como un desequilibrio de ligamiento,
ya que hay ciertas combinaciones de variantes alélicas que se dan con
mayor frecuencia de la que cabria esperar si la asociacién fuera al alzar.
Y por otro, que el sistema HLA es altamente polimérfico y cada uno de los
genes contiene un gran numero de alelos. Debido a ese gran
polimorfismo, la mayoria de la poblacion es heterocigota para el sistema
HLA completo, sin embargo algunos individuos pueden ser homocigotos

para uno o mas alelos también (Neefjes, Jongsma, Paul, & Bakke, 2011).

La inmunogenética del sistema HLA en la EC

De los 5 isotipos de HLA de clase Il, se ha comprobado que la
susceptibilidad a la EC reside principalmente en el HLA-DQ, expresada
en el 95-99% de los casos de EC. En concreto, la molécula DQ2 es la
que confiere mayor riesgo, presente hasta en el 90% de los casos de EC.
El resto de pacientes EC pero negativos para DQ2, son portadores de la

molécula DQ8 (Trynka, Wijmenga, & van Heel, 2010).

e HLA-DQ2

El heterodimero DQ2 puede ser codificado en por los alelos de riesgo
DQA1*05:01 y DQB1*02:01, que dan lugar al haplotipo DQ2.5, siendo
este el haplotipo asociado a mayor riesgo de celiaquia. Este haplotipo, a
su vez, va asociado al gen DR3 (mas comdn en el centro y norte de

Europa).
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Pero este heterodimero también puede ser codificado a su vez por los
alelos DQA1*02:01 y DQB1*02:02, que dan lugar al haplotipo DQ2.2, de
riesgo pero menor que el anterior (DQ2.5). Este haplotipo, a su vez, va
asociado al gen DR7 (mas comun en la cuenca mediterranea). Cuando
este gen se asocia en trans a la molécula DRS5, codificado por
DQB1*03:01, DQA1*05:05, da lugar al genotipo DQ2.2/DQ2.7. Esta
asociacibn es muy caracteristica y comudn también de la cuenca

mediterranea.

Esta asociacidén es importante a nivel inmunopatogénico de la EC, puesto
que numerosos estudios han demostrado que la molécula DQ2 es la
principal presentadora de los epitopos toxicos del gluten a los linfocitos T
de la mucosa intestinal. De modo que, ser portador en homozigosis del
haplotipo DQ2.5 (DQ2.5/DQ2.5) o ser heterocigoto (DQ2.5/DQ2.2),
confiere una susceptibilidad significativamente superior de ser celiaco que
siendo portador de alguno de estos haplotipos en heterozigosis (DQ2.5/X

y DQ2.2/X) (Dubois et al., 2010; Pisapia et al., 2016).

e HLA-DQS8

Si bien el 90% de los afectados de EC son portadores de los haplotios
DQ2.5 y/o DQ2.2, existe un pequefio porcentaje de individuos que son
portadores del haplotipo denominado DQS8, ligado al gen DR4. Este, esta
codificado por los alelos DQA1*03:01 y DQB1*03:02, que confiere un
riesgo menor de desarrollo de EC frente a los otros dos haplotipos

(Wolters & Wijmenga, 2008; Dieli-Crimi, Cénit, & Nufiez, 2015).
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Por dltimo, cabe destacar que algunos autores observaron como las
mujeres son portadoras de las moléculas HLA-DQ2/DQ8 de manera mas
frecuente que los hombres, estimando que solo el 0.9% de las mujeres
celiacas eran negativas para ambas, frente al 9.5% de hombres negativos
para las mismas (Megiorni et al., 2008). Este hallazgo podria explicar, en
parte, la diferencia en la prevalencia entre mujeres (mayor) y hombres

(menor) que se ha comentado previamente.

4.1.2 Otros genes no-HLA

Al genotipo HLA y en concreto a los heterodimeros HLADQ2/DQ8, se les
atribuye hasta el 40% de la heredabilidad de la EC. Sin embargo, se sabe
el cerca del 30% de la poblacién sana de origen caucésico es portadora
de alguno de los haplotipos de riesgo citados, pero menos del 2% acaban
desarrollando EC. Por otro lado, los estudios de concordancia entre
hermanos con HLA idéntico, revelan que ésta es solo del 30%. Estos
datos sugieren que el genotipo DQ es necesario para el desarrollo de EC
pero no suficiente para desencadenarla y que es posible que exista una
acumulacion de riesgos por intervencién de otros muchos genes de

menor accion (Romanos & Wijmenga, 2010).

Durante la Ultima década, se han llevado a cabo numerosos estudios
para intentar localizar aquellos genes que confieren susceptibilidad pero
situados fuera de la region HLA y que puedan explicar la otra parte de la
genética de la EC. Por un lado, se han llevado a cabo estudios de

ligamiento en familias y estudios de asociacion. Estos estudios han dado
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lugar a la localizaciéon y definicion de regiones CELIAC, definidas como
aquellas regiones cromosémicas que se repiten y se heredan por los
afectados de EC en varias generaciones de una familia y en las que se
han encontrado cierta asociacién con polimorfismos genéticos que
actuarian como factores de riesgo y contribuirian al otro 60% de la carga
genética que falta por determinar. Y por otro lado, y mas recientemente,
se han realizado estudios de asociacion de genoma completo, GWAS,
(por sus siglas en inglés, Genome Wide Association Studies), que han
permitido el analisis de miles de polimorfismos de un Unico nucleétido,
SNPs (por sus siglas en inglés, Single Nucleotide Polymorphism), que
son variaciones en la secuencia del ADN que afecta a una sola de las
bases (adenina, timina, citosina o guanina) de una secuencia del genoma

humano.

e Estudios de ligamiento y asociacion: regiones CELIAC

Estos estudios realizados en familias han permitido identificar regiones
cromosOmicas repetidas a lo largo de varias generaciones y se han
podido acotar aquellas regiones del genoma que tienen una implicacién
potencial en la patogénesis de la EC. Aunque no todos los estudios
realizados han sido concluyentes y se necesitarian mas estudios en
diferentes poblaciones, hasta la fecha, se han identificado cuatro regiones
candidatas en las que los genes hallados podrian tener un papel en el

desarrollo de la enfermedad:
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CELIACL1: esta region, situada en el cromosoma 6, posicion 6p21, es la
que alberga los genes del sistema HLA clase I, que constituye el
componente genético mas relevante de la EC y cuyos resultados han sido
los Unicos reproducidos en todos los estudios poblacionales realizados

hasta el momento (Dubois et al., 2010).

CELIAC2: esta region situada en el cromosoma 5, posicion 5q31-33, fue
descrita por primera vez en 1998 por Greco y colaboradores en una
poblacién italiana (Greco et al., 1998). En esta regién se han identificado
un grupo de genes implicados en la activacion y diferenciacion de
linfocitos T y genes que codifican para algunas citoquinas que pueden ser
importantes en la regulacion del sistema inmune y la inflamacion (Greco
et al., 2001). Sin embargo, aunque los estudios de ligamiento han dado
resultados positivos en numerosas poblaciones, actualmente no se ha

identificado ningln gen concreto en esta regioén asociado a la EC.

CELIAC3: esta regién, situada en el cromosoma 2, posicion 233,
descrita por primera vez en 1999 (Holopainen et al., 1999), es la region
no HLA mas destacable en cuanto a la reproducibilidad de los resultados
obtenidos en diferentes estudios. Aqui, se han encontrado genes
reguladores de la respuesta linfocitaria, unos que producen la
proliferacion y activacién de citoquinas y otro gen que inhibe la respuesta
del linfocito. Sin embargo, aunque muchos estudios encuentran
asociacion de esta region con el desarrollo de EC (Popat et al., 2002;

Haimila et al., 2004), otros estudios no lo confirman (Dema et al., 2009;
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Song, Kim, Kim, & Lee, 2013), por lo tanto, el factor genético que confiere

el riesgo en la region CELIAC3, todavia no ha sido identificado.

CELIACA4: por ultimo, en esta region situada en el cromosoma 19, que fue
identificado en el afio 2003 por el grupo de Belzen (Van Belzen et al.,
2003), se ha identificado un gen candidato, el MYO9B. Se ha hipotetizado
que las variaciones en este gen, por sus caracteristicas y funcién, pueden
suponer la disrupcion de la barrera intestinal que permitiria el paso de
péptidos inmunogénicos, como los del gluten (Monsuur et al., 2005;
Curley, Monsuur, Wapenaar, Rioux, & Wijmenga, 2006). Si bien es cierto
que, al igual que en las regiones anteriores, no todos los estudios de
asociacion realizados, han encontrado asociacion positiva con este gen
(Giordano et al., 2006; Nunez et al.,, 2006; Capilla et al.,, 2007), esta
region contiene 140 genes que podrian ser buenos candidatos por su

implicacion en la inmunidad y en la inflamacion (Curley et al., 2006).

e Estudios de asociacion del genoma completo: GWAS

Los GWAS permiten un rapido escaneo del genoma de los individuos, y
se realizan con el objetivo de encontrar marcadores de variaciones
genéticas asociadas a una enfermedad, en el caso de la EC, se buscan

polimorfismos de un Unico nucleétido (SNPs).

En el primer estudio del genoma completo realizado en EC, se
compararon 778 individuos con EC frente a 1.422 controles sanos,
realizandose analisis de asociacion de 310.605 SNPs. El tinico SNP fuera

de la region HLA en demostrar asociacion significativa estaba en la region
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de los genes IL2 e IL21 (van Overbeek et al., 1997; van Heel et al.,

2007;).

En el segundo estudio de GWAS, realizado en 2009, se analizaron
292.387 SNPs fuera de la region HLA en muestras de ADN de 4.533
individuos con EC y 10.750 controles sanos de Europa. En este segundo
analisis, se identificaron 13 nuevas regiones de riesgo, con evidencias
significativas de asociacién, que albergaban genes con funciones

inmunoldgicas (Dubois et al., 2010).

El ultimo proyecto llevado acabo con el objetivo de identificar un mayor
namero de variantes asociadas a la EC, fue el denominado Immunochip,
en el que se analizaron mas de 200.000 variantes en 12.000 individuos
con EC y 12.000 controles, procedentes de 7 regiones geograficas
diferentes. Esta técnica permitié realizar genotipado mas denso, aunque
muchos de los genes encontrados con posible relacién con la EC, ya

habian sido descritos en los estudios de GWAS (Trynka et al., 2011).

Con todos estos estudios, lo que esta claro es que a pesar de las
décadas de investigacion en la EC, los mecanismos genéticos exactos
que subyacen a esta enfermedad, siguen sin estar del todo claros. A
pesar de ello, como se muestra en la figura 4, desde los inicios, los
GWAS vy estudios posteriores, han comenzado a esclarecer la dimensién
y contribucién de la genética en la enfermedad, y con el tiempo, estas
variantes genéticas podran incluirse en algoritmos de prediccion de riesgo

para permitir un diagndstico previo a la aparicion de sintomas, en
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individuos con alta predisposicion genética (Kumar, Wijmenga, & Withoff,

2012). Por ultimo, los hallazgos de estos genes, siguen sin explicar el

100% de la etiopatogenia de la EC, lo que sugiere que otros factores

individuales y/o ambientales, son necesarios para el desarrollo de la

enfermedad.

HLA-DQ2
HLA-DQ8

1° GWAS
y

seguimientos

N~
IL2/1L21

RGS1, IL18R1 IL18RAP, CCR1-CCRS3,
IL12A-SCHIP1, LPP, TNFAIP3, TAGAP,
SH2B3-ATXN2, PTPN2

~~

TNFRSF14, MMEL1, RUNX3, PLEK,
CCR4, CD80-KTELC1, BACH2-MAP3K7,
PTPRK-THEMIS, ZMIZ1, ETS1, CIITA,-
SOCS1-CLEC16A, ICOSLG, PARKY7-
TNFRSF9, NFIA, CD247,
FASLGTNFSF18, FRMF4B, IRF4, ELMO1,
ZFP36L1, UBE2L3-YDJC, TLR7-TLR8

~~

UBASH3A, CLK3-CSK, TREH-
DDX6, POU2AF1, PFKFB3-
PRKCQ, PVT1, ARHGAP31, LTF,
CD28-CTLA4-ICOS, STAT4,
PUS10, C1orf106, RGS1

Figura 4. Historia de la genética de la enfermedad celiaca. Técnicas utilizadas y

genes potencialmente relacionados con la enfermedad, hallados con cada

técnica. GWAS, Genome Wide Association Studies.
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4.2 Factores inmunoloégicos

La EC ha sido descrita como una enfermedad autoinmune, considerando
ésta como aquella enfermedad en la que el sistema inmune actta contra
componentes propios del organismo y del individuo, convirtiéndose en su
propio atacante. En el caso de la EC, el sistema inmune reacciona frente
a la presencia de péptidos inmunogénicos del gluten sin digerir, la
gliadina, que pasan desde la luz intestinal hasta la lamina propia y son
modificados por la transglutaminasa tisular 2 (TGt 2) (Sollid & Jabri,
2013). La TGt 2 es una enzima calcio-dependiente con multiples
funciones y localizaciones en el organismo. Cuando la gliadina atraviesa
la barrera intestinal, la TGt 2 deamina la glutamina a &cido glutamico,
confiriéndole cargas negativas a esta molécula. Esta reaccion facilita la
uniéon de la gliadina deamidada a las moléculas HLA de las células
presentadoras de antigenos, que estimulan los linfocitos T y que da lugar
a la cascada inmunolégica que sucede a continuacién y que se describe
en la figura 5 (Stepniak & Koning, 2006; Elli, Bergamini, Bardella, &

Schuppan, 2009).

En condiciones fisiolégicas normales, la gliadina no puede atravesar la
barrera intestinal que forman las células epiteliales. Estas células estan
unidas por tight junctions, o “uniones estrechas” que limitan el paso de
macromoléculas al espacio de la lamina propia y hacen que el epitelio
tenga una permeabilidad selectiva. Sin embargo, se cree que en
individuos susceptibles, la interaccion entre la gliadina y las células

epiteliales da lugar a la alteracion de las tight junctions, y por lo tanto, a la
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alteracion de la barrera intestinal. También, se sabe que la enzima
zonulina es una proteina capaz de inducir el desensamblaje de las tight
junctions. Se ha visto que en la fase activa de la enfermedad, su
producciéon es continua y se encuentra en mayor cantidad que en

individuos sanos (Fasano et al., 2000).

Por otro lado, recientes estudios han demostrado que, en individuos
genéticamente susceptibles, los péptidos del gluten pueden inducir una
respuesta inmunoldgica no solo a través de la union de los péptidos a las
moléculas HLA y estimulaciébn de los linfocitos T, sino que ciertas
fracciones del gluten también pueden inducir la produccién de
interleuquina 15 (IL-15) en células mononucleares de la lamina propia de
pacientes susceptibles (Koning, Schuppan, Cerf-Bensussan, & Sollid,
2005). Esta IL-15, a su vez, estimularia la expresién de moléculas MIC en
el intestino que interactian con los receptores de los linfocitos Natural

Killer (NK) NKG2D (Hue et al., 2004; Stepniak & Koning, 2006).

Aunque los mecanismos moleculares que desencadenan la EC no estan
completamente descritos actualmente, se sabe que existen una serie de
reacciones que dan lugar a la destruccion de las vellosidades intestinales
y por lo tanto al aumento de la permeabilidad intestinal caracteristica de

la EC (Figura 5) (Sollid, 2000).
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Figura 5. Esquema simplificado de la etiopatogenia de la enfermedad celiaca. (1)
Los péptidos del gluten sin digerir, la gliadina, atraviesan la barrera intestinal. (2)
Una vez atravesada la barrera, se une al enzima TGt 2, que deamida la molécula.
(3) La molécula de gliadina deamidada, con carga negativa, se une al complejo
HLA-DQ2/DQ8 presente en células presentadoras de antigenos, normalmente
células dendriticas. (4) La célula dendritica presenta esta unién a los linfocitos T
CD4+. (5) A su vez, la union de la gliadina deamidada al HLA estimula la
produccién de la zonulina que aumenta la permeabilidad intestinal mediante la
ruptura de las “tight junction”. (6) La estimulacién de los linfocitos T, produce la
liberacién de citoquinas, especialmente factor de necrosis tumoral (TNFa) e
interferon (IFNY); (7) ambas moléculas han demostrado tener un efecto citotoxico
en las células del epitelio intestinal, produciendo la atrofia vellositaria
caracteristica de la EC y aumento de la produccion de LIE. (8) Por ultimo, los
péptidos del gluten también estimulan la produccion de IL-15, que a su vez
produciria, por un lado el aumento de los LIE y por otro, la produccion de
moléculas MIC y receptores NK; en concreto NKG2D, que inducen también la

destruccion de las vellosidades intestinales.
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4.3 Factores ambientales
Como se ha descrito en apartados anteriores, el 30% de la poblacion
sana de origen caucasico es portadora de alguno de los haplotipos de
riesgo de EC citados, pero menos del 2% acaban desarrollando EC.
Ademas, la concordancia entre hermanos con HLA idéntico es solo del
30%, lo que sugiere que ademas de la genética es necesaria la
implicacion de factores ambientales para desencadenar la enfermedad.
En los dltimos afios ha cobrado especial interés la posible influencia de

algunos factores ambientales concretos en el desarrollo de la EC.

4.3.1 El gluten

Es la proteina de conservacion mas importante que se encuentra en el
endospermo de los cereales de la familia Triticeae, como el trigo, la
cebada y el centeno, con propiedades aglutinantes que proporcionan
efectos deseables desde el punto de vista tecnolégico. Las proteinas del
gluten representan entre un 80-85 % del total de las proteinas de estos
cereales. El caso de la avena, sigue siendo controvertido, actualmente se
considera un cereal téxico para los celiacos debido a la posible
contaminacion cruzada que puede presentar con trigo, cebada o centeno.
Aungque a nivel taxonémico, la avena pertenece a la familia Aveneae,
algunos autores han encontrado secuencias de amino4cidos que podrian
ser toxicas en el caso de la EC (Arentz-Hansen et al, 2004a; Silano et al.,

2007).
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A nivel estructural, el gluten a su vez es un conjunto de proteinas que se
puede clasificar en dos grupos: prolaminas (solubles en etanol), con alto
contenido en los aminoé&cidos prolina y glutamina, y las gluteninas
(insolubles en etanol). Actualmente, se sabe que la EC esta causada
principalmente por la intolerancia a las prolaminas, pero también se han
encontrado fracciones téxicas en las gluteninas. Las prolaminas del
gluten son: gliadinas en el caso del trigo, secalinas en el centeno y
hordeina en la cebada (Figura 6) (Shewry & Halford, 2002; Wieser,

2007).

Las gliadinas son proteinas monoméricas que se clasifican en cuatro
grupos, segun su movilidad electroforética en geles de poliacrilamida a
pH acido: a, B, Y, w- gliadinas. En cambio, las gluteninas, son proteinas
poliméricas que se clasifican segin su peso molecular: gluteninas de alto
peso molecular (HMW-GS) y gluteninas de bajo peso molecular (LMW-
GS) (Shewry & Halford, 2002; Shewry, Halford, & Lafiandra, 2003; Belton,

2005).
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Figura 6. Esquema de la composicion de los cereales de la familia Triticeae.

Las enzimas digestivas, estan preparadas para degradar las proteinas
hasta su nivel mas basico, los aminoacidos. Primero se rompen en
péptidos (cadenas cortas de aminoacidos) y finalmente estos péptidos se
degradan hasta dejar sueltos los aminoacidos. Estas moléculas son las
que se absorben en el intestino para su aprovechamiento. Todas las
proteinas que ingerimos pueden ser degradadas hasta su nivel més
béasico, excepto una, el gluten, que debido a su particular estructura
primaria, hace que resulte casi imposible digerir esta proteina en su

totalidad. Mientras que una proteina normal es capaz de degradarse en
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aminoacidos y absorberse en 6 horas, los derivados del gluten pueden

resistir la digestion hasta 24 horas, un ejemplo mas de su complejidad.

De modo que el producto final de la digestion del gluten que llega al
intestino, no son aminoacidos, sino una mezcla de péptidos
(macromoléculas), que en condiciones fisioldgicas normales, las células
epiteliales son casi impermeables a este tipo de moléculas. Sin embargo,
en el caso de la celiaquia, estos péptidos son citotdxicos, ya que la
permeabilidad intestinal y la integridad de las uniones estrechas de las
células estdn alteradas y se permite el paso de estos péptidos que

desencadenan la respuesta inmunitaria descrita en el apartado anterior.

Pero no todos los péptidos derivados de la digestion del gluten son
toxicos en el caso de la enfermedad celiaca. Actualmente, se han
identificado més de 50 péptidos (secuencias de aminoacidos) que pueden
instigar la enfermedad, aunque del que mas evidencia hay, como uno de
los méas toxicos para la EC, es el péptido 33-mer, derivado de la a-
gliadina. Se considera uno de los péptidos més téxicos porque contiene 6
epitopos de linfocitos T (porcién de la molécula que es reconocida por el
sistema inmune), y resiste totalmente a la degradacién enzimatica
gastrica y pancreatica, llegando intacto a la mucosa intestinal (Shan et al.,

2002; Nikulina, Habich, Flohe, Scott, & Kolb, 2004).

50



Ademas de este péptido, en la a-gliadina, el grupo de Fasano y
colaboradores, consiguieron identificar en 2011 una serie de péptidos
también téxicos para la EC, asi como el efecto concreto que ejercian

estos péptidos en los individuos susceptibles de EC (Figura 7) (A.

Fasano, 2011).
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Figura 7. Secuencia de aminoacidos de la a-gliadina. En rojo, secuencia de
aminoacidos que ejercen un efecto citotdxico; en verde claro, secuencia con
actividad inmunomoduladora; en azul, secuencia de aminoacidos con que
estimula la liberacién de zonulina y por tanto, provoca la permeabilidad intestinal.

En verde oscuro, secuencia que provoca la liberacién de receptores CXCR3 en

pacientes con EC activa. Figura obtenida de (Fasano, 2011)
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4.3.1.1 Edad de introducciéon del gluten y lactancia

materna.

La edad de introduccion de gluten en lactantes de riesgo y la lactancia
materna, han sido unos de los factores ambientales considerados clave
en el desarrollo de la EC, hasta hace relativamente poco. La evidencia
epidemiolégica mas firme relacionada con este factor, procedia de
estudios retrospectivos observacionales, basados principalmente en la
llamada Epidemia Sueca (lvarsson et al., 2000). Entre los afios 1984 y
1996, se detectdé en Suecia un aumento, considerado epidémico, de
casos de EC en nifios menores de 2 afios, con una incidencia 4 veces
superior a la esperada. Debido a que fueron los menores de 2 afios los
principales afectados, se consideré que las practicas en la alimentacion
temprana podrian estar implicadas en este incremento de casos.
Analizando los posibles factores, se detecté que en Suecia, a principio de
los afios 80, habian entrado en vigor nuevas recomendaciones de
introduccién de gluten a nivel nacional, que posponia la introduccién de
los 4 afios a los 6 meses, edad que ademas coincidia en muchas
ocasiones con el cese de la lactancia materna. Ademas, se descubrié que
durante los afios de la epidemia, se habia incrementado el consumo de
gluten durante los primeros meses de vida, debido a que se habia
aumentado el consumo de bebidas malteadas y cereales infantiles vy
habia disminuido el nimero de nifios que tomaban lactancia materna a
los 6 meses. Por otro lado, el cese de la epidemia, a partir de 1995,

coincidid con otro cambio en las recomendaciones alimentarias que
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consistia en volver a introducir el gluten entre los 4 y 6 meses de forma
gradual, preferiblemente mientras se daba lactancia materna, y se
observé también, una disminucion en la cantidad de gluten consumida.
De modo que la llamada Epidemia Sueca de EC, se atribuia
principalmente a los cambios en edad de introduccién de gluten, el
aumento del consumo de gluten durante los primeros afios de vida y la
disminucién de la duracién de la lactancia materna (Ivarsson et al., 2000;
Ivarsson, Hernell, Stenlund, & Persson, 2002; Akobeng, Ramanan,

Buchan, & Heller, 2006).

Posteriormente, en 2005, el grupo de Norris et al, publicd otro estudio
también observacional y retrospectivo, realizado en 1.560 pacientes con
riesgo genético de desarrollar EC (diabéticos y familiares de primer grado
de pacientes con EC), en el que concluian que el riesgo de desarrollar EC
era mayor cuando se introducia el gluten antes de los 3 meses o después
de los 7 meses (Norris et al., 2005). Este estudio, junto con los datos de
la cohorte sueca, planteaban la hipétesis de que la introduccion entre los
4 y 6 meses de edad podria ser una ventana de oportunidad en
prevencion de la EC, induciendo la tolerancia oral al gluten en pacientes

de riesgo.

Paralelamente a estos estudios, se publicaron una serie de analisis y
revisiones, que afirmaban que introducir el gluten mientras se daba
lactancia materna, en aquellos sujetos de riesgo, reducia
significativamente el desarrollo de EC (Anderson & Brueton, 1985; Féalth-

Magnusson, Franzen, Jansson, Laurin, & Stenhammai, 1996; Ascher,

53



Krantz, Rydberg, Nordin, & Kristiansson, 1997; Peters, Schneeweiss,
Trautwein, & Erbersdobler, 2001; Persson, Ivarsson, & Hernell, 2002;

Sollid, 2002; Akobeng et al., 2006).

De modo que todos los datos de anteriores dieron lugar, por un lado a la
puesta en marcha de estudios prospectivos disefiados especificamente
para comprobar esta hipétesis. Y por otro, a la elaboraciéon de nuevas
recomendaciones del Comité de Alimentacién Complementaria de la
Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion
Pediatrica (ESPGHAN, por su siglas en inglés) publicadas en 2008 que,
en base a los datos disponibles hasta ese momento, establecian que
para reducir el riesgo de desarrollo de EC en poblacién de riesgo, el
gluten no debia introducirse antes de los 4 meses ni después de los 6, y
debia introducirse preferiblemente mientras se daba lactancia materna

(Agostoni et al., 2008).

Sin embargo, la hipétesis de la ventana de oportunidad, ha sido
recientemente descartada por varios estudios. El primer estudio realizado
en una cohorte sueca, fue el estudio ETICS (Exploring the Iceberg of
Celiacs in Sweden), realizado entre 2005 y 2010 (Myleus et al., 2009;
Naggara et al.,, 2011; Ivarsson et al., 2012; Namatovu, Sandstrém,
Olsson, Lindkvist, & Ivarsson, 2014). En este estudio se evaluaron
retrospectivamente dos cohortes de pacientes de 12 afios de edad, por
un lado los que nacieron en 1993 (durante la epidemia) y los que
nacieron posteriormente, y que por tanto habian introducido el gluten a

diferentes edades. Los resultados de este estudio revelaron que, la
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prevalencia de casos de EC en la poblacién nacida durante la epidemia
era casi del 3%. Sin embargo, también se vio que dos tercios de los nifios
nacidos durante los afios posteriores a la epidemia, se habian
diagnosticado mas tarde de los 2 afios. Por lo que los autores concluyen
gue probablemente la disminucién de los casos de EC después de la
epidemia en nifios menores de 2 afios se debia, mas que a una
verdadera disminucion de la incidencia, a un retraso en el desarrollo de la
clinica, y por lo tanto que los nifios nacidos después de la epidemia se
diagnosticaban a edades més tardias (Figura 8). Los investigadores
también observaron que la incidencia acumulada era incluso superior a la
cohorte epidémica a edades a edades similares, y concluyen en la
posible presencia de otros factores de riesgo que se presenten de forma
ciclica tanto a nivel ambiental como de estilos de vida (lvarsson, 2005;

Ivarsson et al., 2012).
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Figura 8. El nimero estimado de nuevos casos de EC anualmente en la
poblacion infantil sueca durante el periodo comprendido entre 1973 y 2009.

Figura obtenida de (Namatovu et al., 2014)
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Otro de los estudios que ha descartado la hipotesis de la ventana de
oportunidad ha sido el CELIPREV (Risk of Celiac Disease and Age at
Gluten Introduction), estudio multicéntrico, aleatorizado realizado en una
cohorte italiana de 707 lactantes con riesgo genético. En este estudio, los
sujetos se aleatorizaron para iniciar la introducciéon de gluten a los 6
meses (grupo A) o a los 12 meses (grupo B). Los resultados mostraron
gue aungue a los 2 afios, la incidencia de EC fue mayor en el grupo A
(12% vs 5%), a los 5 afos, estas diferencias ya no fueron significativas
(16% vs 16%). Tampoco, ninguna de las otras variables estudiadas,
incluyendo la duracion de la lactancia materna, tuvieron un efecto
preventivo en el desarrollo de la enfermedad. Por dltimo observaron que
la incidencia fue mayor en los nifios con genotipos de alto riesgo (HLA-
DQ homozitogos). Por lo tanto, los autores concluyen que aunque el
momento de introduccion del gluten no tiene un impacto significativo en el
desarrollo de EC, parece que la introduccion tardia se asocia a un
desarrollo mas tardio también de la enfermedad, independientemente de

la duracion de la lactancia materna (Lionetti et al., 2014).

Finalmente, el tercer estudio prospectivo que contrasté esta hipétesis y
del que se hablard& mas adelante también, fue el estudio europeo
PreventCD. En este estudio multicéntrico, randomizado, de doble ciego,
en el que participaron 7 paises europeos, se incluyeron 944 recién
nacidos con riesgo genético y se aleatorizaron, unos recibieron
diariamente gluten entre los 4 y 6 meses y otros placebo, preferiblemente

mientras recibian lactancia materna. Los resultados mostraron que, a los
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3 afos de edad, la incidencia de EC fue similar entre ambos grupos, los
que recibieron gluten (5,9%) y los que recibieron placebo (4,5%). La
lactancia materna tampoco mostré influencia en el desarrollo de la
enfermedad, no hubo diferencias entre aquellos nifios que no recibieron
lactancia materna, ni los que tuvieron lactancia materna exclusiva hasta
los 6 meses 0 mas, ni entre los que tuvieron lactancia mixta. Finalmente,
igual que en la cohorte del CELIPREV, los autores confirmaron que la EC
fue significativamente mas frecuente en el grupo de sujetos homozigotos,

y también en nifias (Vriezinga et al., 2014).

Respecto a la lactancia materna, ademés de los estudios descritos, una
serie de revisiones sisteméticas y metaandlisis, han demostrado la falta
de evidencia como para afirmar que la lactancia materna exclusiva
reduce el riesgo de desarrollo de EC en lactantes con riesgo genético, o
retrasa la aparicion de los sintomas, en comparaciéon con el uso de

férmulas artificiales o de lactancia mixta (Szajewska et al., 2015).

Todos estos nuevos resultados y evidencias han dado lugar a la
actualizacion de las recomendaciones, a nivel nacional y europeo. Estas
nuevas recomendaciones indican, que no existe evidencia suficiente para
establecer una edad adecuada de introduccion del gluten para prevenir la
EC, y que ésta puede hacerse entre los 4 y los 12 meses,
desaconsejando su introduccién antes de los 4. También destacan que, ni
lactancia materna ni su duracion, ni la introduccién del gluten durante la
misma, ejercen un papel protector frente al desarrollo de EC (Koninckx et

al., 2015; Szajewska et al., 2016).
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4.3.1.2 Cantidad de gluten

A priori, parece razonable pensar que la dosis de antigeno ingerido, en
este caso el gluten, podria tener un efecto significativo en el desarrollo de
la tolerancia oral al mismo. De hecho, los estudios clasicos citados
anteriormente, sugerian que ademas de la edad de introduccién del
gluten y la duracién de la lactancia materna, la ingesta de grandes
cantidades de gluten durante los primeros afios de vida, aumentaba el
riesgo de desarrollo de EC (Ascher et al., 1997; Mitt & Uibo, 1998). De
acuerdo a los datos procedentes de la cohorte de la epidemia sueca,
obtenidos retrospectivamente, se consideré que habia mas casos de EC
entre aquellos nifios que habian consumido grandes cantidades de
harinas con gluten (en torno a 38 g/ nifio/dia) durante los afios de la
epidemia, que entre aquellos que habian recibido cantidades medias o
pequefias (sobre 24 g/nifio/dia) (lvarsson et al., 2000; Ivarsson et al.,

2002; Myleus et al., 2009).

Sin embargo, igual que los estudios prospectivos recientes, han
descartado las hipétesis de la edad de introduccion y lactancia materna,
respecto a la cantidad de gluten y su impacto en el desarrollo de la EC en
poblacién de riesgo, hay escasas publicaciones que aborden esta
cuestion de manera prospectiva, y por lo tanto permitan establecer
conclusiones concluyentes. El (nico estudio prospectivo reciente,
realizado en la cohorte sueca de riesgo genético del estudio TEDDY,
concluye que los casos de EC consumian mayores cantidades de gluten

en la visita previa a la seroconversion de los anticuerpos (4,9 gramos),
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que los controles (3,9 gramos) (Aronsson et al., 2016). Por lo que se
necesitan mas estudios prospectivos en cohortes mas amplias que

confirmen o descarten esta hipétesis.

4.3.2 El trigo

Dentro de los cereales que contienen gluten, el trigo es el que se
consume en mayor cantidad. Ademas, es el tercer cereal con mayor
produccion mundial después del maiz y el arroz. El término trigo designa
al conjunto de cereales, tanto cultivados como silvestres, del género
boténico Triticum, perteneciente a la subfamilia Poiideae de la familia de
las gramineas, que también incluye la cebada y el centeno (Snape &

Pénkova, 2007).

Durante toda su evolucion, los cultivos de trigo han ido sufriendo
procesos de hibridacion natural y poliploidizacién que han supuesto
modificaciones en su composicidén y genoma, dando lugar a diferentes
especies (Chantret et al., 2005). Desde el punto de vista genético, hay
diferentes tipos de trigo cultivado que se diferencian en el nimero de
cromosomas. Las especies ancestrales (Triticum monococcum),
raramente encontradas hoy en dia, se consideran diploides con un
genoma y 7 pares de cromosomas. Las especies diploides contienen el
genoma A (T. urartur), el genoma B (T. speltoides) o el genoma D (T.
tauschii, también conocido como Aegilops squarrosa). Los trigos diploides
todavia se cultivan en algunos paises de Europa (regiones montafiosas

de los Balcanes o sur de ltalia), en Turquia y en la India, pero no a gran
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escala, estos cultivos se encuentran en pequefias y particulares

explotaciones agricolas (Dvorak, Terlizzi, Zhang, & Resta, 1993).

Las otras dos especies de trigo de importancia agricola son, por un lado
el Triticum turgidum (su subespecie / variedad durum), que es
tetraploide (con dos genomas, AABB). Los datos disponibles, indican
que esta especie se formé a partir de la hibridacién y duplicacion
cromosOmica espontanea de los genomas de las especies T. urartur y T.
speltoides. El trigo durum (duro), también se conoce como trigo de la
pasta, ya que en la mayoria de paises, es el principal producto derivado
de esta especie de trigo. Y por otro lado, esta la especie Triticum
aestivum, que es hexaploide (con tres genomas AABBDD), derivado de
la hibridacién de. T. turgidum y la especie diploide portadora del genoma
D, T. tauschii, (Figura 9) (Snape & Pankovéa, 2007). Esta especie, se
conoce como trigo de panificacion o trigo harinero, ya que por sus
propiedades, es el tipo de trigo utilizado para la elaboracion de pan y
productos procesados a base de harina (cereales, galletas, bolleria, etc).

Ambas especies, suponen el 90% de todo el trigo producido en el mundo.
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Figura 9. Evolucién simplificada de las especies de trigo, desde las
variedades ancestrales, hasta las variedades hexaploides. Figura modificada

de (Molberg, @yvind 2005)



Aunque todas las especies de trigo son toxicas para los celiacos, puesto
que todas contienen gluten, numerosos estudios que han cuantificado in
vitro, la cantidad de gluten y por tanto, de péptidos inmunotdxicos para
EC, de diferentes especies, han demostrado que a mayor carga genética,
mayor cantidad de epitopos toxicos, y por tanto concluyen que las
variedades de trigo hexaploide, consideradas como el “trigo moderno”,
serian més toxicas para los celiacos que las variedades tetraploides, y
ambas a su vez mas toéxicas que las variedades diploides, consideradas
ancestrales (Molberg et al., 2005; van Herpen et al., 2006; Salentijn et al.,
2009). Otro estudio demostré que las secuencias de prolaminas (en
concreto de a- gliadinas) de la especie Triticum tauschii, donante del
genoma D del trigo de panificacion (T. aestivum), son mas ricas en
epitopos inmunotoxicos que las de otras especies relacionadas y ésta
podria ser una de las razones por las que el trigo hexaploide es mas
téxico que el trigo duro, que no posee el genoma D (van Herpen et al.,

2006; van Heel el et al., 2007; Xie et al., 2010).

Por dltimo, otros estudios también han demostrado que dentro de la
misma especie de trigo (hexaploide o tetraploide), el contenido en gluten
y por tanto, la toxicidad, puede variar segun la estacién del afio (Wieser,

2000; Fois et al., 2011).

En base a estos estudios in vitro, otra de las hip6tesis que se han
planteado en los dltimos afos, es que el aumento de los casos de EC en
todo el mundo asi como uno de los factores ambientales claves en el

desarrollo de la EC, podria ser el incremento en el consumo de especies

62



de trigo consideradas “modernas” y que son hexaploides, en detrimento
del consumo de especies ancestrales, las diploides, es decir que otro
factor ambiental clave podria ser el tipo de trigo (Van den Broeck, Hetty C
et al., 2010). Sin embargo, hasta la fecha, ningun estudio realizado in
vivo, ha analizado el verdadero impacto del consumo de grandes
cantidades de productos con gluten hechos a base de Triticum aestivum,

y/o Triticum durum en poblacion de riesgo genético de EC.

4.3.3 La microbiota

Ademéds de los factores anteriores, en los ultimos afios, han aumentado
los estudios centrados en la microbiota en los que se han descrito
alteraciones en la composicion de la microbiota intestinal, tanto en
biopsias intestinales como en heces de nifios y adultos celiacos en
comparacién con la de controles (Nadal, Donant, Ribes-Koninckx,
Calabuig, & Sanz, 2007; Collado, Donat, Ribes-Koninckx, Calabuig, &
Sanz, 2009). Ademas, teniendo en cuenta que la microbiota tiene un
papel importante en la modulacién de la inmunidad intestinal (Fasano &
Shea-Donohue, 2005; Palmer, Bik, DiGiulio, Relman, & Brown, 2007), se
ha planteado la posibilidad de que una situacion de disbiosis, y por tanto,
la microbiota, podria tener un impacto en la patogénesis de la

enfermedad (Sanchez et al., 2011).

La mayoria de estudios realizados en este campo, comparan individuos
sanos con pacientes celiacos tratados (con dieta exenta de gluten),

encontrado cepas mas patégenas en aquellos con EC. Uno de los
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estudios mostré que en aquellos individuos HLADQZ2/8 positivos, existia
un déficit o ausencia total hasta los 24 meses de edad, de Bacteroidetes,
en comparacion con individuos sin riesgo genético de EC, y se sabe que
algunos Bacteroidetes, poseen un rol importante en la salud del sistema

inmune (Sellitto et al., 2012).

También se han realizado estudios que comparan la microbiota de
pacientes en el momento del diagndstico (sin haber iniciado la dieta sin
gluten) con aquellos celiacos que llevan dieta exenta de gluten durante un
tiempo, encontrando que tras iniciar la dieta sin gluten, se restablece
parcialmente la microbiota, disminuyendo las cepas patégenas y
aumentado cepas de bacterias beneficiosas (Nadal et al., 2007;
Sanchez, Ribes-Koninckx, Calabuig, & Sanz, 2012; Sapone et al., 2011).
Sin embargo, ninguno de los estudios ha encontrado que la microbiota de
pacientes celiacos, que siguen estrictamente la dieta sin gluten, llegun a

tener la misma composicion que los individuos sanos.

Otro estudio compar6 la microbiota de nifios con riesgo genético segun
su grupo de HLA, encontrando que los individuos con un HLA de menor
riesgo, tenian mayor numero de bacterias beneficiosas, como
Actinobacterias, y una disminucién en el contenido de bacterias
patégenas, Firmicutes, Proteobacterias y Bacteroidetes, mientras que en
los individuos con mayor riesgo genético (DQ2 homozigotos), se encontrd
mayor contenido de Firmicutes, (Clostridium) y Proteobacterias y menor

contenido de Actinobacterias. Por lo tanto, este estudio concluye que el
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genotipo de HLA también influye en la composicion de la microbiota

(Palma, Nova, Pozo Rubio, & Sanz, 2010; Olivares et al., 2015).

Por lo tanto, las evidencias cientificas existentes y encontradas hasta la
fecha, sugieren la convergencia parcial de los mecanismos de accion de
los péptidos del gluten y de potenciales patdgenos de la microbiota
intestinal, que podria agravar la respuesta infamatoria y la alteracién de la
permeabilidad intestinal en la EC (Fasano & Shea-Donohue, 2005). Sin
embargo, los resultados del analisis de la composicién de la microbiota
de los diferentes estudios no son concluyentes, y algunos contradictorios,
por lo que, existe una falta de consenso si los cambios en la microbiota
son causa o consecuencia del desarrollo de la enfermedad (Cenit,

Olivares, Codoiier-Franch, & Sanz, 2015).

4.3.4 Otros factores ambientales

e Tipo de parto

Otro de los factores ambientales estudiados, ha sido el tipo de parto. Se
sabe, que la cesarea esta relacionada con una exposicion diferente a
determinados tipos de bacterias que podrian ser beneficiosas, que podria
afectar a la capacidad de respuesta antimicrobiana de los nifios.
Partiendo de esta teoria, se especul6 con la posibilidad de que aquellos
nifios nacidos mediante cesarea, tendrian mayor riesgo de desarrollo de
EC. Sin embargo, los recientes estudios prospectivos, han demostrado

que no existe relacion entre el tipo de parto y la incidencia de EC (Stordal,
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White, & Eggesbo, 2013; Lionetti et al., 2014; Vriezinga et al., 2014;

Emilsson, Magnus, & Stgrdal, 2015).

e Infecciones viricas

Otra de las teorias planteadas, ha sido que las infecciones viricas en los
primeros afios de vida, especialmente si coinciden con el momento de
introduccion del gluten, podrian alterar la homeostasis inmune intestinal e
iniciar la pérdida de tolerancia oral junto al aumento de la permeabilidad

intestinal.

Los estudios prospectivos realizados en cohortes de riesgo, no
encontraron asociacién con las infecciones viricas y el riesgo de
desarrollo de EC (Lionetti et al.,, 2014; Vriezinga et al., 2014). Sin
embargo, un estudio reciente realizado en ratas, ha demostrado que
determinados reovirus pueden tener un efecto negativo sobre el sistema
inmune y establecer las bases para el desarrollo de enfermedades
autoinmunes como la EC. En este estudio se administr6 a ratones sanos,
dos cepas distintas de reovirus, la T1L, que actda a nivel de intestino
delgado y altera la funcionalidad del sistema inmune, y la cepa T3D, que
actia fuera del tracto gastrointestinal. Los resultados mostraron que,
mientras la cepa T3D no tuvo ningun efecto nocivo, la cepa TI1L
desencadend una respuesta inflamatoria inmune mucho mas agresiva en
presencia del gluten, y a su vez, respuesta inducia una sobreexpresion
del gen IRF1, implicado en la pérdida de la tolerancia al gluten (Bouziat

et al., 2017). Ademas, los autores también encontraron que los pacientes
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con EC presentaban niveles mucho mas altos de anticuerpos contra los
reovirus, y niveles mas altos de expresion de genes IRF1, que los
individuos sanos. Por lo tanto, concluyen que la combinacién de la
infeccidn con un reovirus intestinal y la primera exposicion al gluten, en
lactantes con riesgo genético, podrian crear las condiciones Optimas para

el desarrollo posterior de la EC.

5. Diagndstico

Tras mas de 20 afios de aplicaciéon de los criterios diagnésticos de EC,
establecidos por la ESPGHAN vy vigentes desde 1990, los avances y
precision en las pruebas inmunolégicas, asi como la comprensién de la
implicacion y predisposicion genética en la EC, dieron lugar a la revision
de estos criterios diagnosticos. En 2012, un grupo de expertos de la
ESPGHAN, publicé las nuevas guias para el diagnéstico de EC en edad
pediatrica, en la que se valoraron y reconsideraron las cuatro
herramientas diagndsticas clasicas: la clinica, los anticuerpos, la genética

y la lesion histolégica (Husby et al., 2012).

e Clinica

Las nuevas guias establecen en qué situaciones hay que investigar el
diagnéstico de EC de acuerdo a la sintomatologia. Los autores
establecen dos grandes grupos de pacientes, aquellos con sintomas
clasicos, y pacientes asintoméaticos o que pertenecen a algunos de los

llamados grupos de riesgo (Tabla 2).
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Tabla 2. Cuando investigar la EC de acuerdo a las nuevas guias de

diagndstico la ESPGHAN 2012.

Pacientes con signos y sintomas

sugestivos de enfermedad celiaca

Pacientes asintomaticos o

pertenecientes a grupos de riesgo

e Diarrea crénica o intermitente

e Fallo de medro, pérdida de
peso, estancamiento ponderal

e Pubertad retrasada, amenorrea

e Anemia ferropénica

e Nauseas 0 vomitos

e Dolor abdominal crénico

e Distension abdominal

e  Estrefiimiento crénico

e Fatiga crénica

e Aftas bucales recurrentes

e Dermatitis herpetiformes

e  Fracturas éseas con
traumatismos minimos
osteopenia/osteoporosis

e Alteracién bioquimica hepatica

En nifios y adolescentes que

pertenezcan a alguno de los

siguientes grupos de riesgo:

e Familiares de primer grado con
enfermedad celiaca

e Diabetes mellitus tipo 1

e Sindrome de Down

e Enfermedad tiroidea autoinmune

e Sindrome de Turner

e Sindrome de Williams

e  Déficit selectivo de

inmunoglobulina tipo A

e  Hepatitis autoinmune

e Anticuerpos

Anticuerpos antiendomisio (AAE): la especificidad de estos anticuerpos,

en manos de laboratorios expertos, esta entre el 98 y el 100%, por lo que




deben considerarse como el estandar de referencia de anticuerpos

especificos de EC.

Anticuerpos antitransglutaminasa tipo 2 (anti-TG2): niveles altos de estos

anticuerpos (>10 respecto al valor de referencia), pueden considerarse
como valores altamente especificos de EC. Sin embargo, cuando los
niveles son positivos pero bajos, deben confirmarse con la determinacion
de los AAE, y/o biopsia, ya que en determinadas enfermedades se han
detectado titulos bajos de anti-TG2 (enfermedades autoinmunes,

tumores, psoriasis).

Anticuerpos antigliadina _deaminada (anti-DGP): los anti-DGP pueden
usarse incialmente o conjuntamente cuando los otros anticuerpos son
negativos, cuando el paciente es menor de 2 afios de edad o cuando

existe deficiencia primaria o secundaria de inmunoglobulina tipo A (IgA).

e Genética

Esta ampliamente demostrado que un HLA-DQ2/DQ8 positivo es una
condicidn necesaria pero no suficiente para el desarrollo de EC. Aunque
mas del 95% de los pacientes con EC son positivos para este HLA, entre
el 30-40% de la poblacion caucasica presenta este genotipo pero solo el
1% desarrolla la enfermedad. Sin embargo, se sabe que individuos HLA-
DQ2/DQ8 negativos, tienen muy poca probabilidad de desarrollar la

enfermedad.
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Por lo tanto, en las nuevas guias, se establece que el estudio genético,
por su alto valor predictivo negativo, sirve principalmente para descartar

la EC con un 99% de certeza.

e Biopsiaintestinal

En cuanto a las lesiones histolégicas, se consideran determinantes en el
diagnostico de EC, solo aquellas lesiones Marsh-2 (hiperplasica) y Marsh-

3 (que va desde la atrofia parcial, subtotal o la total).

En cambio, las lesiones de bajo grado (Marsh-1, infiltrativa), no son
especificas de EC, ya que solo el 10% de los individuos con Marsh-1
tiene EC. Por eso, los expertos establecen que en casos de lesiones de
bajo grado, es necesaria la realizacion de métodos complementarios para
el estudio de las biopsias, como citometria de flujo (recuento de linfocitos

intraepiteliales) y determinacion de depdsitos de TtG en mucosa.

Ademas, por primera vez en estas guias, se valora la posibilidad de omitir
la biopsia intestinal, pero solo en sujetos claramente sintométicos, con
valores de anticuerpos anti-TG2 > 10 respecto al valor de referencia, AAE
positivos y HLA-DQ2 y/o DQ8 positivos. En todos los demas casos, la
primera biopsia es obligatoria. La posibilidad de evitar la biopsia en
determinados casos, se ha considerado uno de los hitos méas relevantes

de esta guia.
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También se establece que, a diferencia de los criterios anteriores a 2012,
no es necesario repetir la biopsia intestinal si el diagnéstico es inequivoco

y hay buena respuesta clinica y serolégica a la retirada del gluten.

Finalmente, como resumen practico, el documento incluye unos
algoritmos diagnosticos a seguir, que se diferencian entre pacientes con
sintomatologia y pacientes asintomaticos. Las Figuras 10 y 11, muestran

estos algoritmos simplificados.
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Nifio/a y adolescente con sintomas sugestivos de EC

|
anti-TG2 tipo IgA con lga Total*

anti-TG2 negativos

anti-TG2 positivos l

NOEC

Unidad de Gastroenterologia Pediatrica

anti-TG2 > 10x VR anti-TG2<10x VR

AAE y HLA-DQ2/DQ8 Biopsia intestinal
| L7 |

AAE + AAE + AAE - AAE -
HLA + NoHLA | | NoHLA HLA +

Marsh 0-1 Marsh 2-3

| [ |

EC

EC Continuar estudio considerando:
- Falsos positivos serologia

- Falsos negativos en biopsia

- EC potencial

Figura 10. Algoritmo diagnéstico para pacientes pediatricos con sospecha clinica
de EC (sintométicos). *En caso de déficit de IgA, se realizara la determinacion de
anticuerpos de clase IgG. Anti-TG2: anticuerpos antitransglutaminasa tipo 2; VR:
valor de referencia; AAE: anticuerpos antiendomisio; EC: Enfermedad celiaca.

Modificada de (Husby et al., 2012)
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Nifio/ay adolescente pertenecientes a grupos de riesgo o asintomaticos

!
HLA-DQ2/DQS (+) y anti-TG2( +/ =)

HLA-DQ2/DQ8 (-)

1

HLA-DQ2/DQS (+) NOEC

t

anti-TG2 tipo IgA con Iga Total* — anti-TG2 (=)

l

. . Considerar:
anti-TG2 > 3x VR anti-TG2< 3x VR Falso negativo,
déficit de IgA,
baja intesta de
Biopsia intestinal v AAE gluten o
\ -
l l ,\‘ farmacos
AN
Marsh 2-3 | | Marsh 0-1 AAE + AAE -
EC Casos dudosos, Considerar;
Completar estudio, ATG2 falso positivo o
Seguimiento transitorio

Figura 11. Algoritmo diagnéstico para pacientes pediatricos asintomaticos,
pertenecientes a grupos de riesgo. *En caso de déficit de IgA, se realizara la
determinacion de anticuerpos de clase 1gG. Anti-TG2: anticuerpos
antitransglutaminasa tipo 2; VR: valor de referencia; AAE: anticuerpos

antiendomisio; EC: Enfermedad celiaca. Modificada de (Husby et al., 2012)
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6. Tratamiento

Actualmente, tras el correcto diagnéstico de la EC, el Gnico tratamiento
eficaz es el seguimiento de por vida de una dieta estricta exenta de
gluten, tanto en aquellos pacientes sintomaticos como asintomaticos, ya
que las consecuencias son las mismas. Tras el inicio de la dieta, se
consigue la mejoria de los sintomas a partir de las dos semanas, en
aquellos que los tengan, la disminucién de los niveles de anticuerpos y
normalizacion seroldgica entre los 6 y los 12 meses, y por Ultimo la
recuperacion de las vellosidades intestinales alrededor de los 2 afios tras

el inicio de la dieta (Bravo, 2011).

Es importante una adecuada adherencia a la dieta ya que esta
demostrado que la ingestion de pequefias cantidades de gluten, aunque
no provoquen sintomas, producen dafio a nivel de las vellosidades
intestinales que pueden dar lugar a la aparicibn de malignomas, ademas
de otras complicaciones como osteoporosis (Gibert et al., 2006; Catassi

et al., 2007; Gibert et al., 2013).

La DSG supone la eliminacién de la dieta de todos los productos que
lleven como ingrediente trigo, cebada, centeno, espelta, kamut y triticale
(cereal obtenido del cruce de trigo y centeno), asi como todos los
derivados de estos cereales: harinas, almidones, panes, pastas, etc
(Kupper, 2005). El caso de la avena y su toxicidad en la EC, sigue en
entredicho, ya que algunos estudios no encuentran lesion histologica tras
5 afios de provocacion con avena en adultos celiacos, mientras que otros

autores si han encontrado lesién histolégica mediada por células T
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especificas para la avenina (Kilmartin, Lynch, Abuzakouk, Wieser, &
Feighery, 2003; Lundin et al., 2003; Arentz-Hansen et al, 2004b). En
poblacién pediatrica, los estudios mas relevantes mostraron que tras un
afio consumiendo avena, no se observaron alteraciones en la mucosa
intestinal ni se detectaron niveles elevados de anticuerpos (Holm et al.,
2006). Sin embargo, actualmente no existe unanimidad entre los expertos
en la consideracion de la avena como un cereal seguro para los
individuos con EC y algunos sugieren que al tener la avena un contenido
en prolaminas inferior al de los otros tres cereales, sus efectos podrian
manifestarse a mas largo plazo o incluso solo en aquellos individuos con
mayor riesgo y sensibilidad a estas prolaminas. Ademas de estos
estudios, hay que considerar que otro de los problemas de la avena y
productos elaborados a base de este cereal, y es que existe
frecuentemente una contaminaciéon cruzada con prolaminas de otros
cereales. Por lo tanto, la recomendacion mas generalizada es la de evitar

también el consumo de avena.

La DSG debe basarse principalmente en aquellos alimentos que por
naturaleza no contienen gluten, como son carnes, pescados, huevos,
lacteos y derivados, frutas, frutos secos, verduras, hortalizas, legumbres y
cereales o pseudocereales (preferiblemente integrales), sin gluten (maiz,
arroz, mijo, sorgo, quinoa y amaranto). Los productos manufacturados y
comercializados, etiquetados como “sin gluten”, son seguros, pero su
consumo, al igual que en el caso de una dieta normal, debe ser

ocasional. Sin embargo, aunque esto puede parecer sencillo, lo cierto es
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gue en la practica, los celiacos se enfrentan a numerosos problemas,
como la ambigliedad de la legislacion, la posible falta de veracidad de los
etiquetados de productos manufacturados, la posible contaminacion
cruzada industrial, dificultades para comer fuera de casa en comedores
escolares o restaurantes, el elevado precio de los productos especiales
“sin gluten”, el gluten oculto en algunos medicamentos, o productos
envasados que por naturaleza no deberian llevar gluten, como
embutidos, salsas, frutos secos fritos, gominolas, algunos derivados
lacteos aromatizados, conservas de carne o pescado, etc (Bustamante et

al., 2017).

Por ultimo destacar que el principal efecto secundario asociado a la DSG,
es la aparicion de estrefiimiento por la eliminacién de productos basados
en cereales ricos en fibra (Ohlund, Olsson, Hernell, & Ohlund, 2010;
Martin, Geisel, Maresch, Krieger, & Stein, 2013). Sin embargo, esta
demostrado que con una dieta variada y equilibrada, aumentando el
consumo de frutas, verduras, legumbres y cereales sin gluten integrales,
se puede corregir el estrefiimiento. Por otro lado, algunos sujetos
presentan déficit de vitaminas y oligoelementos tras un largo periodo de
DSG, que muchos autores han atribuido al hecho de que muchos de los
productos a base de cereales con gluten estan enriquecidos con
vitaminas y minerales (hierro, calcio, tiamina, &cido félico, niacina), y por
lo tanto, su eliminacion de la dieta podria dar lugar a desequilibrios
nutricionales (Hallert et al., 2002; Theethira, Dennis, & Leffler, 2014;

Topal et al., 2015; Vici, Belli, Biondi, & Polzonetti, 2016). Sin embargo,
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recientemente se ha demostrado que los déficit nutricionales encontrados
en pacientes con EC, son consecuencia de una mala planificacion
individual o falta de consejo dietético profesional, y no por la exclusion del

gluten de la dieta (Kautto et al., 2014; Theethira & Dennis, 2015).

Aunque existen otros tratamientos en fase de experimentacion, el Unico
tratamiento eficaz y seguro, disponible hasta la fecha, es el seguimiento

estricto de una DSG.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Il. Hipbtesis y objetivos
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1. Hipétesis

Se sabe que el genotipo HLA-DQ2/DQ8 esta ampliamente distribuido
en poblacién general, sin embargo solo 1/3 de los individuos
genéticamente susceptibles acaba desarrollando una EC, lo que
supone una incidencia aproximadamente del 1% de la poblacion
general. En el caso de familiares de primer y segundo grado de
personas diagnosticadas de EC, la prevalencia estimada es mayor,
entorno al 7%, variando en Espafia entre el 2-7%, aunque estos
estudios estan realizados solo en poblacion adulta, lo que significa
que ninguno estima la prevalencia en poblacién pediatrica de riesgo
(Esteve et al., 2006; Vaquero et al., 2014; Singh et al., 2015;). Por lo
tanto, considerando estas diferencias en la prevalencia de EC,
numerosos estudios clasicos observacionales han sugerido la
necesidad de determinados factores ambientales cuyo papel seria
fundamental en la etiopatogenia de la enfermedad. Por un lado,
seguin estos estudios retrospectivos, el consumo de grandes
cantidades de gluten durante los primeros meses de vida, en
poblacién de riesgo genético de EC, podria ser uno de los factores
ambientales claves. Sin embargo, ninguno de los estudios ha
evaluado ni cuantificado, con herramientas analiticas fiables y
validadas, y de manera prospectiva y regular este consumo. De modo
que la evidencia de los datos de los que disponemos hasta ahora, no

permiten afirmar esta hipétesis. Y por otro lado, estudios in vitro, han

81



demostrado que las variedades de trigo hexaploides, contienen mayor
namero de epitopos toéxicos para EC, sugiriendo que el continuo
crecimiento del consumo de estas variedades por parte de la
poblacién, podria ser otro de los factores ambientales implicados en
el aumento del nidmero de casos de EC. Sin embargo, hasta el
momento, no se ha realizado ningun estudio in vivo, en poblacién de
riesgo, evaluando el verdadero impacto del tipo de trigo consumido y
el riesgo de desarrollo de la enfermedad, que permitan afirmar esta

hipétesis.

Por todo ello, es necesario analizar y cuantificar de forma prospectiva,
utilizando herramientas analiticas fiables y validadas, el consumo de
gluten asi como el tipo de trigo consumido, para establecer el
verdadero impacto de estos dos factores ambientales en el desarrollo

de la EC.
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2. Objetivos

e Objetivo primario

El objetivo general de esta tesis, es evaluar el impacto de la cantidad
de gluten consumida y del patron de consumo asi como del tipo de
trigo consumido durante los primeros afios de vida, en el desarrollo de
la EC, en una poblacién pediatrica Europea de riesgo genético,

seguida desde el nacimiento hasta, al menos, 6 afos.

Para conseguir dicho objetivo, se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

Desarrollo y validacion de cuestionarios de frecuencia de

consumo (CFC), para disponer de herramientas fiables para el

célculo del consumo de gluten.

- ldentificar las principales fuentes de gluten de la dieta en la
poblacién estudiada.

- Cuantificar la cantidad de gluten contenida en los diferentes
alimentos consumidos por los sujetos.

- Evaluar el tipo de trigo utilizado en la elaboraciéon de los
productos consumidos por los sujetos.

- Comparar la cantidad de gluten consumida en los distintos

paises.

- Comparar el tipo de trigo consumido en los distintos paises.

83



- Analizar cual de los factores estudiados, tiene mayor impacto

en el desarrollo de la enfermedad.

e Objetivo secundario
Ademas del objetivo principal, se plantearon los siguientes objetivos
secundarios:
- Estudiar las formas de debut de la enfermedad en poblacion
pediatrica de riesgo, en la cohorte Espafiola.
- Establecer la prevalencia de EC en esta poblacion pediatrica,
familiares de primero grado de EC, seguida

prospectivamente desde el nacimiento.
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[ll. Material y métodos
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1. Sujetos objeto del estudio
Los sujetos de este estudio, pertenecen a la cohorte del Proyecto

Europeo PreventCD (www.preventcd.com). El estudio PreventCD, es

un estudio aleatorizado de doble ciego, cuyo principal objetivo era
analizar la incidencia de EC a los 3 afios, tras la introduccién precoz
del gluten, entre los 4 y 6 meses, en una cohorte Europea, compuesta
por sujetos de 8 paises, con riesgo genético, reclutados desde el
nacimiento, entre 2007 y 2010, y seguidos prospectivamente, al

menos hasta los 3 afios.

A partir de los 3 afios, y al menos hasta los 6, se continu6é con el
seguimiento de la cohorte, cuyos principales resultados se muestran

en este trabajo.

e Criterios de inclusion

Para la inclusion en el estudio, era necesario cumplir los dos

siguientes criterios:

- Recién nacidos, reclutados entre 0-3 meses de edad, con riesgo
de EC, es decir: (1) HLA-DQ2/D8 positivos o con el alelo
DQB1*02; (2) con al menos un familiar de primer grado con EC
diagnosticado con biopsia.

- Recién nacidos cuyos padres o tutores legales, firmaron el

consentimiento informado para participar en el estudio.
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e Criterios de exclusién

Cumplir cualquiera de los siguientes criterios, fue motivo de exclusion.

- Recién nacidos diagnosticados con sindromes asociados con
mayor riesgo de EC, como Sindrome de Turner o con trisomia 21.

- Nifios nacidos antes de las 36 semanas, excepto aquellos bebés
sanos nacidos entre las 34-36 semanas que pesaron mas de 2
kg. No se aplico restriccion de peso en gemelos sanos nacidos
entre las 34 y 36 semanas.

- Nifios cuyos padres o tutores legales, retiraron el consentimiento

informado.

2. Disefio del estudio
Como se ha expuesto en el apartado anterior, los sujetos pertenecian
a la cohorte del PreventCD y por lo tanto todos ellos siguieron el

mismo protocolo de estudio y seguimiento (Hogen Esch et al., 2010).

e Intervencion

El objetivo primario del PreventCD, era analizar si la introduccion del
gluten entre los 4 y los 6 meses de edad podia prevenir el desarrollo
de EC en poblacion de riesgo. De modo que se aleatorizaron los
sujetos en dos grupos, un grupo (grupo A), recibié diariamente entre
los 4 y 6 meses 200 mg de gluten vital en polvo (equivalente a 100

mg de gluten inmunolégicamente reactivo) y otro grupo (grupo B)
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recibid placebo (2 g de lactosa en polvo). La aleatorizacion se realizd
de manera informatizada en el departamento de estadistica del
Hospital Universitario de Leiden (Paises Bajos), de modo que ni los
investigadores ni los participantes, sabian a qué grupo pertenecia

cada sujeto.

El gluten empleado, se adquiri6 de la empresa Cargill, y todos los
sobres que se distribuyeron pertenecian al mismo lote. Cuando el
gluten se extrae del trigo, queda un polvo de color marrén, que tiene
un sabor neutro, que es estable a temperatura ambiente y que
conserva todas las propiedades asi como los péptidos
inmunogénicos. Para asegurar que el lote adquirido contenia la
cantidad de gluten asi como los péptidos inmunogénicos, se
realizaron varias pruebas: dos test ELISA, el ELISA R5 y un nuevo
sistema ELISA, el Gluten-tecR, y también un andlisis Western blot con
anticuerpos monoclonales especificos de gluten. De modo que se
considera que el gluten empleado durante el periodo de intervencion,
es representativo del gluten que se consume habitualmente. Todos
los sujetos recibieron al inicio del estudio, los sobres necesarios para

realizar la intervencion.

Por otro lado, los sobres de placebo contenian 2 g de lactosa también

en polvo y se distribuyeron de la misma forma que los anteriores.
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Después de las 8 semanas de intervencion, ambos grupos recibieron
la misma cantidad de gluten mediante unas recomendaciones simples
y estandarizadas, que se les dio a los padres, utilizando productos
regulares disponibles en todos los paises: de 6 a 7 meses, recibieron
250 mg de gluten (equivalente un cacito y medio de cereales en
polvo), de 7 a 8 meses, recibieron 500 mg de gluten (equivalente a un
cacito de cereales en polvo mas una galleta tipo maria), de 8 a 9
meses 1000 mg de gluten (dos cacitos de cereales mas dos galletas
tipo maria) y de 9 a 10 meses recibieron 1500 mg de gluten
(equivalente a cuatro cacitos de cereales mas dos galletas tipo
maria). A partir de los 10 meses, los padres no recibieron ningun tipo
de recomendacion nutricional y se permiti6 un consumo libre de
gluten de acuerdo a los hébitos alimentarios de cada pais
participante. Este consumo se registr6 y cuantific6 hasta los 36

meses.

e Seguimiento

El seguimiento de los pacientes consistié en la evaluacion periédica,
desde el nacimiento hasta los 3 afios, cada 2-3 meses, realizando
exploracion fisica (peso, talla, perimetros), determinacion de los
niveles de anticuerpos anti-TG2, IgA total y evaluacién de sintomas
caracteristicos de EC. La periodicidad de los controles aparece en la
Tabla 3. Las determinaciones de los niveles de anticuerpos de, todas
las muestras de suero tomadas de cada nifio, se analizaron de
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manera centralizada por una de las empresas participantes en el

Proyecto PreventCD (Thermo Fisher Scientific, Freiburg, Germany).

Para el marcador AGA, se consideraron positivos, valores por encima

de 17 U/mL y para Anti-TG2, valores por encima de 6 U/mL.

A partir de los 3 afos, se continud con el estudio de aquellos sujetos
cuyos padres mantuvieron el consentimiento, realizandose un
seguimiento perioddico anual con las mismas determinaciones citadas
en el parrafo anterior, estando la mayoria de ellos en el momento
actual todavia en seguimiento en las Unidades clinicas

correspondientes.
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Tabla 3. Cronograma de intervenciones, determinaciones y recogida de muestras realizadas durante el estudio.

Edad en meses

10

11

12

14

16

18

20

22

24

28

30

34

36

Aleatorizacion

Intervencién

Incremento
pautado gluten

Consumo libre de
gluten

Registro
dietético

Muestras de leche

materna

Medidas

antropomeétricas

Evaluacién clinica

Muestras de

sangre

X*

*Determinacién del genotipo HLA; # Marcadores serolégicos especificos de EC. Tabla adaptada de (Hogen et al., 2010).
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e Grupo deriesgo HLA

La estratificacién de los grupos de riesgo genético, dependiendo de
los haplotipos de HLA, se hizo de acuerdo a una clasificacion de

riesgo previamente establecida (Bourgey et al., 2007).

Los grupos establecidos fueron:

- Grupo HLA 1 (de mayor riesgo): DQ2.5/DQ2.5; DQ2.5/DQ2.2.
- Grupo HLA 2: DQ2.2/DQ7.

- Grupo HLA 3: DQ2.5/DQ7; DQ2.5/DQ8; DQ2.5/otro.

- Grupo HLA 4: DQ2.2/DQ2.2; DQ2.2/DQ8; DQ8/DQS.

- Grupo HLA 5 (de menor riesgo): DQZ2.2/otro; DQ8/DQ7; DQ8/otro.

El haplotipo “otro”, se refiera a cualquier haplotipo que no sea

ninguno de los descritos en alguno de los grupos de HLA.

e Diagnostico de EC

El diagnodstico de todos los casos de EC, se realiz6 de acuerdo a los

criterios de la ESPGHAN 2012 (Husby et al., 2012).

Por un lado, se les realizd biopsia a los sujetos con anticuerpos
especificos de EC elevados (méas de 10 veces el valor de referencia)
junto con sintomas gastrointestinales caracteristicos de EC. Pero

también, a los sujetos con sintomas extraintestinales (diarrea croénica,
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malabsorcion, fallo de medro, etc) y niveles de anticuerpos

especificos de EC elevados.

Y por otro lado, en el caso de los sujetos completamente
asintomaticos, se les realizé biopsia aquellos que presentaron: 1)
niveles de anticuerpos anti-TG2 elevados en 2 ocasiones, en un
intervalo de 3 meses; 2) anticuerpos antigliadina de clase IgA (AGA)
elevados (>50 U/ml) en 3 ocasiones en un intervalo de 3 meses; 3) un
aumento significativo y claro de niveles de AGA en 2 andlisis
realizados en un intervalo de 3 meses (niveles > 17 y < 50 U/ml para
la primera muestra positiva y un aumento de al menos 20 U/ml para la

segunda muestra positiva).

Las biopsias se realizaron mediante endoscopia digestiva y se
obtuvieron 4 muestras de la segunda parte del duodeno y 2 del bulbo
duodenal. La histologia de cada biopsia se evalué localmente por los
anatomopatélogos de cada hospital y adicionalmente, al igual que con
las muestras de suero, las muestras de biopsias fueron evaluadas de
forma centralizada en Departamento de Anatomia Patolégica, del

Instituto de Patologia de Brescia, Italia, por el Profesor Villanacci.

La histologia de las biopsias se clasificod de acuerdo a la clasificacién

de Marsh-Oberhuber (Oberhuber, Granditsch, & Vogelsang, 1999).
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Finalmente, todos los casos fueron revisados, discutidos vy
confirmados por un comité de diagnéstico de expertos que formaban

parte del estudio principal PreventCD.

e Aspectos éticos

El estudio PreventCD fue aprobado por los Comités Eticos de todos
los hospitales participantes, cumpliendo con las normas de Buenas
Practicas Clinicas. Ademas, durante todo el periodo del estudio se
contd con el apoyo y orientaciébn de un consejero externo experto en
aspectos éticos, miembro del Comité de Helsinki, el cual formé parte
de la supervision y gestion de todos los documentos e informes
elaborados durante el estudio, asegurando el cumplimiento de los

aspectos éticos.

Todos los padres o tutores legales de los sujetos incluidos, fueron
informados verbalmente y por escrito del estudio y firmaron el

consentimiento informado.

3. Materiales

e Base de datos ProMISe

Todos los datos obtenidos de cada sujeto durante el estudio, se
registraron en una base de datos comun, la base de datos ProMISe.
Esta, es una aplicacion de gestion de datos basada a su vez en la

web que utiliza una base de datos central de SQL (Structured Query
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Language) gestionada de manera centralizada desde el
Departamento de Estadistica Médica y Bioinformatica, del Hospital

Universitario de Leiden.

Cada investigador, contaba con wun usuario Yy contrasefia
personalizados que le daba acceso solo a los datos de los sujetos de

su pais.

e Registros dietéticos

Para el desarrollo del CFC, se utilizd un registro dietético de 24 horas.
Posteriormente, para la validacién de los CFC, se utilizaron dos tipos
de registros alimentarios, por un lado un registro alimentario de dos
dias, y por otro un registro alimentario de 7 dias. En los tres registros
se recogia la misma informacion, solo se diferenciaban en la cantidad
de dias que debian completarse (1, 2 o 7). En todos los casos, los
padres recibieron instrucciones precisas de cémo rellenarlos,
entregadas y explicadas siempre por la misma persona, una dietista-

nutricionista especializada.

En el Anexo I, se muestra un ejemplo de la plantilla utilizada,

correspondiente a 1 dia de registro dietético.
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4. Métodos

4.1 Desarrollo y validacién de los cuestionarios de

frecuencia de consumo.
Para cumplir con el principal objetivo de esta tesis se planted el
desarrollo de herramientas fiables que permitieran calcular con
precision el consumo de gluten . En el caso de Espafia, el calculo de
gluten consumido se hizo con cuestionarios de frecuencia de
consumo, disefiados, desarrollados y validados para este fin. En el
resto de paises se utilizaron cuestionarios de frecuencia de consumo,
también disefiados y desarrollados para el mismo fin, o bien registros
dietéticos de 7 dias, método considerado como el patrén de oro para

la evaluacion de la ingesta dietética.

e Estudio piloto: seleccién de los items a incluir en los CFC.

Para el desarrollo de un CFC, se recomienda primero realizar un
estudio piloto para identificar adecuadamente los items que se van a
incluir, asi como el tamafio de las porciones (Cade, Thompson,
Burley, & Warm, 2002). En nuestro caso, realizamos un estudio piloto
previo para identificar los alimentos con gluten consumidos entre los 7
y los 36 meses de edad. En este estudio, familias con bebés de
edades comprendidas entre ese rango de meses, completaron de

forma prospectiva un registro dietético de 24 horas (Anexo ). En este
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registro anotaron los alimentos consumidos, el tamafio de las

porciones y las marcas comerciales.

Para este estudio piloto, los nifios se reclutaron en guarderias, en
escuelas de primaria asi como en centros de atencion primaria de la
Comunidad Valencia. Los criterios de exclusion fueron: (1) cualquier
disfunciéon oral-motora, (2) alergia alimentaria diagnosticada, (3)
cualquier enfermedad gastrointestinal o cualquier trastorno
gastrointestinal menor (diarrea, estrefiimiento, reflujo gastroesofagico)
(4) desnutriciéon y (5) nifios con restricciones dietéticas o siguiendo

dietas especificas.

De los registros completados, se extrajeron los productos con gluten
consumidos en estas edades y el tamafio medio de porcion, que se
incluyeron posteriormente en los CFC. No fueron incluidos aquellos
alimentos que declaraban solo trazas de gluten, ya que no se podia

calcular la cantidad de gluten exacta contenida.

Finalmente, en el estudio piloto, se observé que a partir de los 12
meses, se introducian nuevos alimentos con gluten, y se dejaban de
consumir también otros alimentos, por lo que se decidi6 desarrollar

dos CFC, uno de 7 a 12 meses, y otro de 13 a 36 meses (Anexos Il

y 11I).
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e Disefio y desarrollo de los CFC.

Una vez identificados los alimentos con gluten consumidos, se
definieron los alimentos, las porciones y las frecuencias de consumo

gue se incluirian en cada uno de los CFC.

En el CFC de 7 a 12 meses, se incluyeron 13 grupos de alimentos y
preguntas complementarias sobre la edad de introduccién de cada
alimento, lactancia materna, tipo y marcas de férmulas y cereales
infantiles. En el CFC de 13 a 36 meses, se consideraron 20 grupos de
alimentos y se incluyeron las mismas preguntas complementarias

excepto la edad de introduccién de cada alimento.

Productos:

Los productos se agruparon por grupos de alimentos de acuerdo a su
composicién y formulacion. Los grupos de alimentos incluidos fueron:
pan, galletas, bolleria, bizcocho, picos de pan/rosquilletas, cereales,

pasta, rebozados, productos lacteos con galletas y potitos.

En el caso del pan, se diferencié entre pan y pan de molde, para
facilitar la recogida de informacion a los padres y también porque el
tamafio de las porciones consumidas era diferente segun si era pan
de molde o pan de barra. De esta manera evitibamos subestimar o

sobrestimar el gluten consumido procedente del pan.
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Para las galletas, se diferenciaron por un lado por marcas, ya que
habia una marca que contenia significativamente mayor cantidad de
gluten, y por otro por tipo, ya que el tamafio de la porcion de las

galletas de chocolate era mayor.

Los cereales infantiles también se dividieron en dos subgrupos, por
un lado una marca concreta de cereales, que contenia
significativamente mas gluten y en el otro subgrupo, se agruparon el
resto de marcas consumidas. Los cereales de desayuno también, se
diferenciaron por la cantidad de gluten en cereales normales y

cereales con chocolate.

Finalmente, para la pasta también se consideraron dos subgrupos,
por un lado la pasta utilizada para sopas (tipo estrellas, letras, fideos),
ya que las raciones usadas en estos casos eran menores, y por otro
lado la pasta tipo macarrones, espirales, lazos y espaguetis, ya que

las raciones usadas en estos casos eran mayores.

Porciones:

El tamafio de porcién de cada grupo de alimento, se establecié de
acuerdo a la informacién obtenida en el estudio piloto: una rebanada
para el pan (cualquier tipo), pero se diferencié la cantidad segun el
tipo de pan, una rebanada de pan normal se consideré 40 g y una
rebanada de pan de molde se consideré6 30 g; una unidad y/o

porcidn para galletas, picos de pan/rosquilletas, potitos, productos
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rebozados, productos lacteos con galletas y bolleria; cacitos para los
cereales infantiles; cucharadas para los cereales de desayuno y

tamafio de plato para la pasta.

Frecuencias:

En ambos CFCs, se establecieron las siguientes frecuencias de
consumo: nunca, menos de una vez por semana, de 1 a 3 veces por
semana, de 4 a 6 veces por semana, una vez al dia, dos veces al dia
y tres o méas veces al dia. Son frecuencias estdndar establecidas y
utilizadas en CFC generales y similares (Magkos, Manios, Babaroutsi,
& Sidossis, 2006; Hopman et al., 2007; Marriott et al., 2008; Marriott
et al.,, 2009; Hopman, Pruijn, Tabben, le Cessie, & Mearin, 2012).
Ademas de las frecuencias, se pedia a los padres que especificaran
también la cantidad de producto consumido, por ejemplo: 3 galletas, 2
potitos, 3 nuggets de pollo, etc. Finalmente, en el caso de “tres 0 mas
veces al dia”, también se pidi6é a los padres que especificaran tanto la
cantidad de producto consumido como el nimero exacto de veces al

dia que se consumia

e Conversion de lafrecuencia a ingesta media diaria de gluten.

La frecuencia semanal de gluten recogida en cada cuestionario, se
convirtié a ingesta media diaria de gluten (IMDG). En primer lugar se
determind la cantidad de gluten contenida en cada porcion individual

de cada producto, que se explicara a continuacién. Esta cantidad se
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atribuyé a la frecuencia “una vez al dia”, en caso de que se
consumiese solo una unidad del producto, y a partir de estas
cantidades se convirtieron el resto de frecuencias, de la siguiente

manera:

- “Menos de una vez a la semana”: en este caso, la cantidad de
gluten de una porcion individual se dividié entre 14 asumiendo
que esta frecuencia seria aproximadamente una vez cada 2
semanas (14 dias). En el caso de que los padres especificaran
que el nifio comia, por ejemplo, 3 galletas, pero "menos de una
vez a la semana", la cantidad de gluten total de 3 porciones
individuales se dividi6 por 14, y asi con el resto de productos.

-  “De 1 a 3 veces por semana”’: en este caso, la cantidad de una
porcion individual se dividié entre 7 dias y se multiplicé por 2 (2 se
consider6 el promedio de "1 a 3 veces por semana”). Igual que
para el caso anterior, si los padres especificaban que el nifio
comia, por ejemplo, 3 unidades de un producto pero de 1 a 3
veces por semana, la cantidad de gluten total de las 3 porciones
individuales se dividi6 entre 7 y se multiplico por 2.

- “De 4 a 6 veces por semana”: para esta frecuencia, la cantidad de
gluten de una porcion individual se dividio entre 7 y se multiplico
por 5 (considerandose 5 como el promedio de “4 a 6 veces por

semana”). Cuando el nifio consumia mas de una porcién de
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producto pero de 4 a 6 veces por semana, se procedié de la
misma forma especificada en las frecuencias anteriores.

A,

“Una vez al dia”: si en esta opcion los padres solo marcaban la X,
se consider6 la cantidad de gluten contenida en cada una de las
porciones individuales de cada producto. En el caso de lo que los
padres especificaran el nimero de porciones consumidas,
aunque fuese una vez al dia, se multiplicé la cantidad de gluten
del producto por el nimero total de porciones consumidas.

“Dos veces al dia”: si en esta opcion, los padres solo marcaban la
X, para el calculo multiplicé la cantidad de gluten contenida en un
porcion individual por 2. En aquellos casos en los que los padres
especificaban el numero de porciones consumidas, por ejemplo
“3 galletas” dos veces al dia, se multiplicd, la cantidad de gluten
de una galleta por 3 y esta cantidad de gluten obtenida, por 2. Y
asi con todos los productos.

“Tres 0 mas veces al dia”: en esta opcion, se les pedia a los
padres que si era mas de 3 veces, especificasen cuantas veces.
Por lo tanto, si en esta opcidn, los padres solo marcaban la X,
para el célculo, se multiplic6 la cantidad de gluten contenida en
un porcion individual por 3. En aquellos casos en los que los
padres especificaban el nUmero de porciones consumidas y el

namero de veces, se multiplico la cantidad de gluten de una

porcion individual por el nUmero de porciones consumidas y por
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las veces consumidas. Por ejemplo, “3 galletas, 4 veces al dia”,
se multiplicé la cantidad de una galleta por 3 y la cantidad
obtenida por 4.

e Célculo de la cantidad de gluten de cada producto.

El calculo de la cantidad de gluten contenida en cada alimento, se
hizo de acuerdo al método generalmente aceptado de Overbeek et al.
(van Overbeek et al., 1997), mediante el cual se considera que el
gluten representa el 80% total de las proteinas vegetales de aquellos
alimentos que contienen gluten. Por lo tanto, para calcular la cantidad
de gluten de cada alimento, se multiplicé por 0,8 los gramos de

proteinas vegetales de cada producto.

En primer lugar, se identificaron a partir del estudio piloto los
productos consumidos que contenian gluten asi como las diferentes
marcas referidas. En segundo lugar, se calcul6 la cantidad de
proteinas vegetales que contenia cada uno de estos productos. Para
ello se utilizaron las etiquetas de los alimentos, tablas especificas de
composicién de alimentos, las paginas webs oficiales de las
empresas, o0 a través de informacion directamente proporcionada por
las empresas tras contacto telefénico. Finalmente, con toda la
informacién recabada, se cred una base de datos con el contenido
exacto de gluten de todos los productos y marcas identificadas, por

100 gramos y por raciéon consumida.
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Una vez obtenida la cantidad de gluten de todos los productos, se
hizo una media por grupo de alimento para facilitar el calculo posterior
del consumo de gluten. Las medias se hicieron para los siguientes
grupos, descritos anteriormente; pan, pan de molde, galletas, galletas
de chocolate, bolleria, bizcocho, picos de pan/rosquilletas, cereales
infantiles, cereales de desayuno, pasta para sopa, pasta, rebozados,
productos lacteos con galletas y potitos de fruta y potitos salados. En
el caso de las galletas, hubo una marca que se consideré por
separado para el célculo por su diferencia significativa en el contenido
de gluten en comparacion con el resto de marcas de galletas

similares.

e Validacion de los cuestionarios de frecuencia de consumo.

La validacion de un cuestionario de frecuencia de consumo, debe
hacerse con el fin de evaluar si el cuestionario desarrollado est&
midiendo correctamente lo que queremos. Para ello, debe
comprobarse que las mediciones tomadas con el CFC coinciden con
las obtenidas con el “patrébn de oro” y/o con otros métodos de
mediciébn generalmente aceptados o previamente validados. En el
caso de la evaluacion de la ingesta dietética, el patrébn de oro se
considera un registro dietético de 7 dias (RD-7). Pero debido a la
complejidad y tiempo que se requiere para completarlo, también se
utilizan otro tipo de registros, como el registro dietético de 2 dias (RD-
2), para la validacion de CFC (Cade et al., 2002).
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La validacion de nuestros CFC la hicimos frente a los dos métodos,
primero frente a un RD-2 y posteriormente frente al patrén de oro, un

RD-7.

Calculo del tamafio muestral: CFC versus RD-2.

El tamafio de la muestra necesario para la validacion, dependera del
método estadistico que se vaya a utilizar para la comparacién de los
resultados. En nuestro caso, y como se explicara a continuacion,
utilizamos el método Bland-Altman. Para este método, el tamafio de
la muestra debe ser lo suficientemente grande para permitir que los
intervalos de confianza, se estimen con precision, considerandose
que una muestra de al menos 50 sujetos seria suficiente y una
muestra mayor (100 o mas sujetos), es la deseable (Cade et al.,

2002).

Calculo del tamafio muestral: CFC versus RD-7.

El tamafio muestral necesario para la validaciéon de los CFC frente al
RD-7, se calcul6é segun las diferencias en la ingesta media de gluten
entre los CFC y el RD-2, y la desviacion maxima aceptada entre los
resultados obtenidos de ambos métodos, que en nuestro caso

establecimos en un 20%.
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Validacién

Para la validacién, los participantes tuvieron que completar ambas
herramientas: el CFC y uno de los registros alimentarios. Los
primeros participantes completaron el CFC y al mes siguiente el RD-2
(un dia entre semana y un dia fin de semana). Una vez obtenidos
estos resultados, se calculé la diferencia de ambos métodos y se
calcul6 el numero de participantes que debian completar el CFC y el
RD-7. Estos altimos lo hicieron de la misma manera que los primeros
participantes, primero completaron el CFC y un mes después, el RD-

7.

4.1.1 Andlisis estadistico

Las variables continuas se expresaron mediante medias Yy
desviaciones estandar. Para comprobar la concordancia entre los
registros alimentarios y los CFC (CFC versus RD-2 y CFC versus RD-
7), se utilizé el método de Bland-Altman, estratificando por grupos de
edad (de 7 a 12 meses y de 13 a 36 meses). Se estimd el sesgo
medio y los intervalos de concordancia al 95% del acuerdo entre
ambas medidas. También, como una medida adicional de
concordancia, se calcul6 para cada caso, el coeficiente de correlacion

de concordancia de Lin.

El método de Bland-Altman se considera el método estadistico méas
adecuado para la validacién de CFC. Este método permite establecer
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las diferencias en las mediciones de dos herramientas analiticas, y
permite identificar si alguna de las herramientas utilizadas esta
subestimando o sobrestimando la medicién, detectando posibles

sesgos (Bland & Altman, 1999).

4.2. Andlisis de la influencia de los factores

ambientales de riesgo en el desarrollo de la

enfermedad celiaca.
Los factores ambientales de riesgo que se analizaron fueron la
cantidad y el tipo de gluten consumido. Tal y como se ha descrito
anteriormente en la Tabla 3, este célculo se hizo de manera
prospectiva. De 4 a 6 meses de edad, unos sujetos recibieron gluten
y otros placebo, de 7 a 10 meses, todos recibieron la misma cantidad
de gluten y a partir de 11 meses, se permiti6 una ingesta libre. De
modo que la cantidad y tipo de gluten consumida por cada sujeto
participante se calcul6é a los 11, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 28, 30, 34y
36 meses de edad, de, Espafia, Hungria, ltalia y Paises Bajos.
Mientras que en Alemania, se calculé a los 11, 12, 18, 24, 30 y 36

meses de edad.
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4.2.1 Cantidad de gluten

e Cantidad de gluten en cada producto

Antes de calcular la ingesta de gluten de cada sujeto, se estimé en
cada pais la cantidad de gluten contenida de cada uno de los
productos y, para evitar posibles sesgos, las dietistas-nutricionistas
responsables en cada pais, acordaron un método comun de célculo,

que fue el mismo que para la validacién de los CFC:

- Primero, se identificaron todas las marcas de productos con
gluten disponibles en cada pais.

- Una vez identificadas, se obtuvo la cantidad de proteinas
vegetales contenidas en cada producto, de diferentes formas:
etiquetas, tablas de composicion de alimentos, paginas webs
oficiales de las empresas, o contacto directo con las empresas.

- Una vez identificada la cantidad de proteinas vegetales, el célculo
del gluten se realiz6 de acuerdo al método generalmente
aceptado de Overbeek et al. tal como se ha descrito en el
apartado anterior:

- Finalmente se cred una base de datos comun, diferenciada por
paises, en la que se incluy6 la cantidad de gluten contenida en

cada producto, por marca, porcién consumida y pais.
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e Cantidad de gluten consumida

Para el registro de la cantidad de gluten consumida por cada sujeto,
en los 3 centros de Espafia se utilizaron los CFC (Anexo Il y 1lI), cuyo
desarrollo y caracteristicas se han descrito en el apartado anterior. El
célculo del consumo se realiz6 de forma centralizada por una dietista-
nutricionista experta, en el centro de Valencia. En los Paises bajos e
Italia, también se utilizaron CFC, desarrollados y validados siguiendo
la misma metdologia que en Espafia., (Hopman et al., 2007; Hopman
et al.,, 2012). En el caso de Alemania y Hungria, el calculo de la
cantidad de gluten se hizo con el patron de oro, un RD-7. Como los
CFC de Espafia, Italia y Paises Bajos se validaron frente al patrén de
oro, se considera que ambas herramientas, reportaron la misma

informacién, de forma fiable y precisa.

Toda la informacion obtenida de los CFC y los RD-7, se registré en la
base de datos ProMISe. La cantidad de gluten consumida por los
sujetos de Espafia, ltalia y Paises Bajos se calculé de manera
centralizada en Valencia por una sola dietista-nutricionista, a partir de
la informacion incorporada en ProMISe, esto es, cada pais introducia
la frecuencia de consumo de cada item (por ejemplo, 1 vez al dia,
menos de 2 veces a la semana, etc), indicada por los padres en los
CFC; y a partir esta informacion y de la base datos de contenido de
gluten de todos los productos previamente elaborada, se calculaba la
ingesta media diaria de gluten (IMDG) de cada sujeto de estos tres
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paises. En el caso de Alemania y Hungria, al rellenar los sujetos un
RD-7 en sus respectivos idiomas, las dietistas de cada pais
calculaban la IMDG, de acuerdo al método previamente establecido, y
reportaban directamente, la cantidad total en ProMISe. De esta
manera, se pudo exportar la IMDG de cada sujeto en cada mes, para

los andlisis estadisticos.

4.2.2 Tipo de gluten

Para analizar el tipo de gluten, se examiné el tipo de trigo utilizado -
Triticum aestivum o Triticum durum - en la elaboracion de los
productos incluidos en la base de datos. Esta informacién se obtuvo
de las etiquetas, ya que en algunos casos se indicaba el tipo de
harina o trigo utilizado para la elaboracién, o bien de las paginas
webs oficiales de cada marca o por contacto directo con las

empresas.

Tras el andlisis, se incluyé en la base de datos, ademas de la
cantidad de gluten contenida, el tipo de trigo utilizado. En todos los
paises, para la mayoria de productos, estaba disponible esta
informacién, excepto en Alemania, por lo que para el analisis

estadistico se excluyeron los datos de este pais.
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4.2.3 Analisis estadistico
Puesto que en Alemania, la informacién del tipo de gluten no estaba
disponible, se decidio realizar dos andlisis estadisticos diferentes,

analizando las dos variables por separado.

e Andlisis estadistico 1

El primer analisis estadistico se realizd para determinar si la cantidad

de gluten consumida era un factor de riesgo en el desarrollo de EC.

- Las variables continuas se expresaron en medias y desviaciones
estandar (SD, por sus siglas en inglés). Las variables categéricas
se expresaron en frecuencias absolutas o relativas.

- Las IMDG entre paises y entre los casos de EC y no-EC, se
compararon usando un t-test, y se consideraron diferencias
estadisticamente significativas cuando el valor p < 0,05.

- Los datos del consumo de gluten de los casos de EC, se
recogieron solo hasta el momento del diagnéstico.
Posteriormente, estos individuos y su ingesta, no se consideraron
para el analisis estadistico.

- Tras la exploracién de los datos, se observé que el consumo de
gluten no seguia una tendencia lineal, por lo tanto mediante un
modelo de regresién segmentada, ajustado para cada individuo
(piecewise linear mixed model), se establecié y definié el patron

de consumo de gluten, basado en la IMDG de cada individuo y de
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cada pais. El modelo definié y ajusté el patrén de consumo de
gluten, incluyendo las siguientes variables como covariables:
aumento progresivo del consumo de gluten de 11 a 18 meses (=
pendiente inicial), IMDG a los 18 meses y por ultimo, aumento
progresivo del consumo de gluten de 18 a 36 meses (= pendiente
final).

Finalmente, para el andlisis de riesgo de desarrollo de EC, se
realizé6 un modelo de regresion de Cox multivariable de riesgos
proporcionales (Cox proportional hazards regression model),
ajustando para las siguientes variables: pais, género, grupo de
intervencién (gluten o placebo), grupo de riesgo HLA, patrén de
consumo de gluten (que incluia la cantidad total de gluten
consumido de cada sujeto), y la interaccién entre el grupo de
riesgo HLA y el patrén de consumo de gluten.

Los p valores de los modelos mixtos se estimaron utilizando la
aproximacion de  Satterwaite, considerando  diferencia
estadisticamente significativa cuando p<0,05. Todos los analisis
estadisticos y graficos, se realizaron con el R software (version
3.1.2).

Andlisis estadistico 2

El segundo andlisis estadistico se realiz6 para analizar si el tipo de

gluten consumido (Triticum aestivum o Triticum durum) era un factor

de riesgo en el desarrollo de EC. Para ello, se excluyé a Alemania del
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andlisis, puesto que esta informacion no estaba disponible. Este
analisis se realiz6 de la misma manera que el anterior, con pequefas

variaciones:

- Las variables continuas se expresaron en medias y desviaciones
estandar (SD, por sus siglas en inglés). Las variables categoricas
se expresaron en frecuencias absolutas o relativas.

- Las IMDG de cada tipo de gluten, entre paises y entre los casos
de EC y no-EC, se compararon usando un t-test, y se
consideraron diferencias estadisticamente significativas cuando el
valor p < 0,05.

- Los datos de los casos de EC, se recogieron sélo hasta el
momento del diagndstico. Posteriormente, estos individuos y su
ingesta, no se consideraron para el analisis estadistico.

- En el primer analisis, tras la exploracion de los datos, se observo
que el consumo total de gluten no seguia una tendencia lineal. De
modo que para los diferentes tipos de gluten, también estimaron
patrones de consumo, mediante un modelo de regresion
segmentada, ajustado para cada individuo (piecewise linear
mixed model), tomandose como referencia el trigo mas agresivo,
el Triticum aestivum. El modelo definié y ajusté el patron de
consumo de la misma manera que en el analisis anterior:
aumento progresivo del consumo de Triticum aestivum de 11 a 18

meses (= pendiente inicial), IMDG de Triticum aestivum a los 18
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meses y por ultimo, aumento progresivo del consumo de Triticum
aestivum de 18 a 36 meses (= pendiente final).

Finalmente, para el analisis de riesgo de desarrollo de EC, se
realiz6 un modelo de regresiéon de Cox multivariable de riesgos
proporcionales (Cox proportional hazards regression model),
ajustando para las siguientes variables: pais, género, grupo de
intervencién (gluten o placebo), grupo de riesgo HLA, patrén de
consumo de gluten (que incluia la cantidad total de cada tipo de
gluten consumido de cada sujeto), y la interaccion entre el grupo
de riesgo HLA y el patron de consumo del tipo de gluten
consumido.

Los p valores de los modelos mixtos se estimaron utilizando la
aproximaciébn de  Satterwaite, considerando  diferencia
estadisticamente significativa cuando p<0,05. Todos los analisis
estadisticos y graficos, se realizaron con el R software (version

3.1.2)

4.3 Andlisis de la subcohorte Espafiola

La subcohorte Espafiola del estudio PreventCD estaba compuesta

por sujetos de procedentes de distintas areas geograficas del pais,

controlados en 3 centros participantes de Valencia, Madrid y Reus.

En el andlisis de la cohorte general, se observé que habia diferencias

significativas en el nimero de casos de EC entre los tres centros, por
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lo que se decidio realizar un analisis de riesgo en la subcohorte
Espafiola, que fue seguida hasta que al menos todos los sujetos

habian alcanzado la edad de 6 afios.

Se realiz6 el mismo andlisis estadistico que el descrito en el apartado
de Analisis estadistico 1, pero simplificado, ya que el tamafio

muestral era menor que el del analisis principal:

- Las variables continuas se expresaron en medias y desviaciones
estandar (SD, por sus siglas en inglés). Las variables categéricas
se expresaron en frecuencias absolutas o relativas.

- Las IMDG de cada tipo de gluten, entre centros de investigacion y
entre los casos de EC y no-EC, se compararon usando un t-test,
y se consideraron diferencias estadisticamente significativas
cuando el valor p < 0,05.

- Los datos de los casos de EC, se recogieron sélo hasta el
momento del diagndstico. Posteriormente, estos individuos y su
ingesta, no se consideraron para el analisis estadistico.

- El analisis de riesgo de desarrollo de EC, se realiz6 mediante un
modelo de regresibn de Cox multivariable de riesgos
proporcionales (Cox proportional hazards regression model),
ajustando para las siguientes variables: ciudad, género, grupo de
intervencién (gluten o placebo), grupo de riesgo HLA y cantidad

de gluten consumida.
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Finalmente, se hizo andlisis descriptivo detallado de las formas de
debut de la EC en esta subpoblacién y se estimé la prevalencia de la

enfermedad.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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IV. Resultados y Discusién
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1. Desarrollo y validacibn de los cuestionarios de

frecuencia de consumo.

1.1 Caracteristicas de la muestra
La muestra del estudio piloto que complet6 el CFC y el RD-2, estaba
compuesta por 342 sujetos, de los cuales 126 tenian entre 7 y 12
meses (73 nifias y 53 nifios). Estos 126 nifios se agruparon como

grupo 1y contribuyeron al desarrollo del CFC-1 (de 7 a 12 meses).

Los 216 sujetos restantes tenian entre 13 y 36 meses (123 nifias y 93
nifos), y se agruparon como grupo 2, contribuyendo al desarrollo del

CFC-2 (de 13 a 36 meses).

Todos los padres que participaron tenian al menos educacion
primaria, en el 65% de las familias al menos uno de los dos (padre o

madre) tenian estudios superiores, y todos eran de raza caucasica.

En el caso de la muestra que completé el CFC y el RD-7, estaba
compuesta por 45 sujetos, de los cuales 15 (8 nifias y 7 nifios) tenian
entre 7 y 12 meses, y 30 (19 nifias y 16 nifios) tenian entre 13 y 36
meses. Las caracteristicas de los padres eran similares a la de los
anteriores, todos tenian al menos educacion primaria, en el 52 % de
los casos al menos uno de los padres (padre o madre) tenian

estudios superiores), y todos eran de raza caucasica.
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1.2. Resultados

e Anadlisis Descriptivo

En el caso de grupo 1 (de 7 a 12 meses), la IMDG obtenida del RD-2
y el CFC-1 fue de 2,81 g/dia y 2,67 g/dia respectivamente. Las
diferencias en la IMDG entre ambas herramientas, fue lo que se
utilizé6 para determinar estadisticamente la muestra necesaria para
validar el CFC-1 frente al patron de oro, el RD-7, que fueron 15 nifios.
La IMDG obtenida del RD7- y el CFC-1 fue de 2,44 g/dia y 2,47 g/dia

respectivamente.

En el caso del grupo 2 (de 13 a 36 meses), la IMDG obtenida del RD-
2 y el CFC-2 fue de 4,85 g/dia y 5,68 g/dia respectivamente. Las
diferencias en la IMDG entre ambas herramientas, fue lo que se
utilizé para determinar estadisticamente la muestra necesaria para
validar el CFC-2 frente al patron de oro, el RD-7, que fueron 30 nifios.
La IMDG obtenida del RD7- y el CFC-2 fue de 4,4 g/dia y 4,15 g/dia

respectivamente.

Las IMDG obtenidas de los CFC, RD-2 y RD-7 de cada grupo de

edad, se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Ingesta media diaria de gluten, obtenida de los RD-2, RD-7 y

CFC en ambos grupos de edad (7-12 meses y 13-36 meses).

RD-2 RD-7 CFC
Edad (meses) n
IMDG (SD) IMDG (SD) IMDG (SD)
RD-2 7-12 126 2,81 (1,66) 2,67 (1,11)
Vs
13-36 216 4,85 (2,19) 5,68 (1,99)
CFC-1
RD-7 7-12 15 2,44 (0,66) 2,47 (1,58)
Vs
13-36 30 4,40 (1,58) 4,15 (1,35)
CFC-2

N: ndmero total de muestra; RD-2: Registro dietético de 2 dias; RD-7:

Registro dietético de 7 dias; CFC: Cuestionario de Frecuencia de Consumo;

IMDG: Ingesta media diaria de gluten; SD: Desviacién estandar; CFC-1:

Cuestionario de frecuencia de consumo de 7 a 12 meses; CFC-2:

cuestionario de frecuencia de consumo de 13 a 36 meses.

Con los datos obtenidos de los CFC, se hizo un andlisis adicional

descriptivo, en el que se establecié en qué proporcién cada grupo de

alimento contribuye a la ingesta total de gluten y cédmo evoluciona la

ingesta de productos con gluten. Como se observa en la Tabla 5, el

consumo de pan, pasta y “otros” (productos rebozados, pizza, etc),

aumenta progresivamente con la edad, mientras que el consumo de

cereales infantiles disminuye significativamente también con la edad.
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Tabla 5. Contribucion en porcentaje (%), de los diferentes grupos de

alimentos, a la ingesta total de gluten, en diferentes meses de edad.

eses* 7-8 9-10 11-12 13-18 19-24 25-36
Producto

Cereales

) ) 60,67 53,86 52,19 24,34 18,26 13,01
infantiles

Pan 24,86 23,4 16,54 28,0 35,40 40,21

Galletas 14,46 13,64 11,9 16,45 14,8 12,63

Pasta 0,00 0,25 1,20 3,40 6,40 8,70

Otros 0,00 8,85 18,17 27,8 25,13 25,45

* Se establecieron estos grupos de edad porque el consumo de los diferentes
productos con gluten eran similar (sin diferencias significativas) en estos rangos de

edad.

e Andlisis estadistico

Como se ha descrito en la metodologia, para comprobar la
concordancia entre los registros alimentarios y los CFC, se utiliz6 el
método de Bland-Altman, estimandose el sesgo medio y los intervalos
de confianza (IC) al 95% del acuerdo entre ambas medidas. Y como
medida adicional de concordancia, se calculé el coeficiente de

correlaciéon de concordancia de Lin.

El sesgo medio obtenido comparando el RD-2 y los CFC, fue de -0,14

g/dia (Intervalo de concordancia del 95% [-0.30, 0.03]), en el grupo 1
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(de 7 a 12 meses), y de 0,40 (Intervalo de concordancia del 95%
[0.08, 0.71]), el grupo 2 (de 13 a 36 meses). Los intervalos de
concordancia al 95% del acuerdo entre ambas medida, oscilaron
entre -1,95y 1,68 en el grupo 1y de -4,23 a 5,03 en el grupo 2, es
decir, que hubo un aumento evidente en los IC en el grupo 2. En la
Figura 12, podemos ver representados graficamente estos

resultados.

Finalmente, los resultados obtenidos del coeficiente de correlacion de
concordancia de Lin, fueron consistentes con los obtenidos mediante
el método de Bland-Altman, p = 0,76 (Intervalo de concordancia 95%
[0.67, 0.82]) para el grupo 1 (7 - 12 meses) y p = 0,57 (Intervalo de

concordancia 95% [0.48, 0.65]), para el grupo 2 (13 — 36 meses).

entre el RD-2y el CFC

—®— 7-12 meses A
8 4 |7 13-36meses

Diferencias en la ingesta media de gluten (g/dia)

Ingesta media de gluten (g/dia) obtenida de los RD-2 y los CFC

Figura 12. Gréfico de Bland-Altman de la ingesta media de gluten, evaluando

la concordancia entre el RD-2 y el CFC.
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Cuando se compararon los RD-7 y los CFC, el sesgo medio obtenido
fue de 0,03 g/dia (Intervalo de concordancia del 95% [-0.20, 0.27]), en
el grupo 1 (de 7 a 12 meses), y de -0,25 (Intervalo de concordancia
del 95% [-0.94, 0.44]), el grupo 2 (de 13 a 36 meses). Los IC al 95%
del acuerdo entre ambas medida, oscilaron entre 0,80 y 0,87 en el
grupo 1y de -3,87 a 3,34 en el grupo 2, es decir, de la misma manera
que en la validacién frente al RD-2, hubo un aumento evidente en los
IC en el grupo 2. En la Figura 13, podemos ver representados

graficamente estos resultados.

Finalmente, los resultados obtenidos del coeficiente de correlacion de
concordancia de Lin, también fueron consistentes con los obtenidos
mediante el método de Bland-Altman, p=0,77 (Intervalo de
concordancia del 95% [0.45, 0.91]) para el grupo 1 y p=0,21 (Intervalo

de concordancia del 95% [-0.15, 0.52]), para el grupo 2.

—e— 7—-12 meses
—&— 13 — 36 meses

1 2 3 4 5 6 7

Diferencias en la ingesta media de gluten (g/dia)
entre el RD-7 y el CFC
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Ingesta media de gluten (g/dia) obtenida de los RD-7 y los CFC

Figura 13. Gréafico de Bland-Altman de la ingesta media de gluten,
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Como era de esperar, y como se observa en la Figura 13, los limites
de concordancia entre RD-7 y CFC, estan mas proximos a 0 en
ambos grupos de edad, lo que indica que aunque la muestra sea mas
pequefia, los resultados obtenidos con los CFC se aproximan mas a
los obtenidos con el RD-7 que con el RD-2. Ademas, como ambos
CFC se validan frente a las dos herramientas, se puede considerar
que los resultados son representativos de la IMDG de nifios con

edades comprendidas entre 7 y 36 meses de edad.

1.3 Discusion
Hasta la fecha, estos dos CFC son las primeras herramientas
desarrolladas y validadas en Espafia para evaluar especificamente la
ingesta de gluten en nifios de 7 a 36 meses de edad. Si bien es cierto
que lo habitos alimentarios pueden variar a lo largo de las diferentes
comunidades auténomas y la poblacion de estudio pertenecia solo a
la Comunidad Valenciana, se considera que los productos con gluten
disponibles en el mercado son los mismos en todo el pais. Por lo
tanto, se puede suponer que estos CFC pueden ser utilizados no solo
en la Comunidad Valenciana, sino también para evaluar la ingesta de

gluten de la poblacion espafiola general de 7 a 36 meses.

La validacion de un CFC antes de utilizarlo en estudios
epidemiolégicos, es esencial para evitar falsas asociaciones entre

factores dietéticos y enfermedades o marcadores relacionados con
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enfermedades. Por lo tanto, los estudios de validacion deben
realizarse con el fin de analizar si el CFC que se va a utilizar, mide
correctamente lo que queremos evaluar, y para ello debe
comprobarse si los resultados obtenidos concuerdan con los
obtenidos con un “patréon de oro”. En el caso de la evaluacion de los
hébitos alimentarios, se considera el patrén de oro un registro
dietético de 7 dias, ya que permite recoger todos los alimentos
consumidos durante una semana. De modo que la informacién que se
recoge es mas precisa que, por ejemplo, en un RD-2. Sin embargo
completar el RD-7 es mas tedioso y muchas veces los sujetos no
terminan de completarlo o no reflejan exactamente todo lo que
comen, por eso, se ha comprobado que el RD-2 proporciona
informacion suficiente y fiable de los héabitos alimentarios de las
personas y es mas facil de cumplimentar (Cade et al., 2002;

Kirkpatrick et al., 2014; Shim, Oh, & Kim, 2014).

Como se puede comprobar, en este estudio ambos CFC fueron
validados con éxito frente a un RD-2 y un RD-7. Las diferencias
obtenidas en la IMDG entre el CFC y el RD-7 no fueron significativas,
lo que indica que estos CFC muestran perfectamente el gluten diario
consumido en poblacion pediatrica de 7 a 36 meses de edad.
Ademés, los CFC serian mejor herramienta, en este caso, que un RD-

2, especialmente a partir de los 13 meses, donde se incluye mas
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diversidad de alimentos que pueden no ser consumidos a diario lo

que haria que con el RD-2 se subestimara este consumo de gluten.

Es importante destacar que la evaluacion y cuantificacion precisa de
la ingesta de gluten en los primeros afios de vida en poblacion de
riesgo de desarrollar EC es fundamental para poder establecer el
verdadero rol del gluten en la etiopatogenia de la EC. Los estudios
clasicos epidemiolégicos basados en la llamada Epidemia Sueca,
descrita en la introduccién, sugerian que el consumo de grandes
cantidades de gluten aumentaba el riesgo de EC antes de los 2 afios.
De acuerdo a los célculos de la epidemia, se considerd que el
aumento de los casos de EC entre 1987 y 1995, se debia entre otros
factores, al aumento del consumo medio de gluten en nifios menores
de 2 afios pero la estimacion de la cantidad de gluten consumida, se
calcul6 de manera retrospectiva, a partir de datos aproximados de
consumo anual y del nUmero de nifios nacidos por afio. Sin embargo,
y como se verd a lo largo de este trabajo, esta hipétesis actualmente

no se sostiene y se discute méas en profundidad en el punto 2.5.

Por lo tanto, es necesario el desarrollo y uso de herramientas
especificas y faciles de usar, como las que hemos desarrollado, para
llevar a cabo estudios prospectivos en poblacién de riesgo que
evallien de forma precisa el verdadero papel de la cantidad de gluten
en el desarrollo de EC, ya que hasta la fecha, la asociacion del
consumo de gluten y el riesgo de EC, se ha basado en estudios
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retrospectivos (lvarsson et al., 2000; Ivarsson, 2002; Ivarsson et al.,

2005).

Hasta la fecha, no se han publicado CFC para evaluar
especificamente la ingesta de gluten en otros paises europeos, solo
en los Paises Bajos, donde los autores desarrollaron y validaron
también dos CF, uno de 0 a 12 meses y otro de 1 a 4 afios (Hopman
et al.,, 2007; Hopman et al., 2012). Comparando nuestros resultados
con los obtenidos en Holanda, vemos que la IMDG en ambos rangos
de edad es superior a la ingesta de nuestros sujetos. La IMDG de 0 a
12 meses en Holanda es de 5,8 g/dia frente a los 2,47 g/dia en
Espafia de 7 a 12 meses. Y por otro lado, la IMDG de 12 a 48 meses
en Holanda es de 7,2 g/dia, frente a los 4,15 g/dia en Espafia de 13 a
36 meses. Sin embargo, el patréon de consumo si que es similar en
ambos paises, en los dos casos observamos una disminucién con la
edad en el consumo de cereales infantiles y un aumento progresivo
del consumo de pan y pasta, mientras que el consumo de galletas
aunque aumenta ligeramente, se mantienen mas o menos constante

en ambos grupos de edad.

Por lo tanto, esta herramienta, ademas de poder utilizarse en estudios
prospectivos para establecer el papel del gluten en el desarrollo de
EC en poblacién pediatrica de riesgo, también puede utilizarse para

comparar los habitos alimentarios de consumo de gluten de la
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poblacion general pediatrica espafiola con los habitos de otros paises

en poblaciones similares.

Estos resultados han sido publicados (Crespo Escobar et al., 2015).

2. Cantidad de gluten consumida y riesgo de desarrollo

de enfermedad celiaca.

2.1 Caracteristicas de la muestra
Como se ha descrito en el apartado de Material y Métodos, los
sujetos de este estudio, pertenecian a la cohorte del Proyecto
Europeo PreventCD. De los 944 sujetos que se incluyeron en el
PreventCD, se seleccionaron solo aquellos que tenian disponibles los
datos del consumo de gluten hasta los 36 meses, que fueron un total
de 715 sujetos, de Alemania, Espafia, Hungria, Italia y Paises Bajos,
correspondiendo estos sujetos al total de los individuos reclutados en
estos paises. Los sujetos no incluidos, pertenecian a paises que no

registraron la ingesta de gluten de forma regular.

Los sujetos incluidos pertenecian a diferentes areas geograficas de
cada pais, no solo a la ciudad en la que se encontraba el Hospital
participante, En el momento del andlisis, todos habian cumplido 5
afios y 587 (83,5%), tenian 6 afios. En la Tabla 6, se muestran las

caracteristicas generales de la poblacion incluida en el estudio.
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Tabla 6. Caracteristicas de la poblacién de estudio.

Grupo de HLA de riesgoJr

Grupo de Grupo 2 Edad de
Pais n* intervencion”® Género Grupo 1 n /FIJEC Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 | Casos de diagnostico
Gluten / M/F n / EC (%) (%) n/EC (%) | n/EC (%) | n/EC (%) EC® < 2 afios(>2
Placebo ° anos)**
Alemania 100 (95) 4852 59/41 13/4 (30) 6/0 (0) 48/6 (12) 7/0 (0) 26/1 (3) 11 0 (100)
Espafia 225 (202) 116 /109 125/100 | 51/13(25) | 18/2 (11) 98/9 (9) 11/0 (0) 47/0 (0) 24 41,6 (58,4)
Hungria 135 (83) 68 /67 65/ 70 21/8 ( 11/3 (27) | 69/11 (16) 7/0 (0) 2712 (7) 24 4 (96)
ltalia 128 (104) 62 /66 64/ 64 12/5 (41) | 28/3 (10) | 45/7 (15) 3/1 (33) 40/2 (5) 18 33(67)
Paises Bajos | 127 (113) 63 /64 63/ 64 16/2 (12) | 8/3(37) | 78/10 (13) | 4/1 (25) 21/2 (9) 18 22 (78)
Total 715 (597) 357/358 376/339 | L1332 711 338/43 2026 | 1617 () 95

(29)

(15)

(13)

M: masculino; F: Femenino; EC: Enfermedad Celiaca. * NUmero total de nifios incluidos en el estudio por pais. Entre paréntesis, el nUmero de

nifios que tenian 6 afios en el momento del andlisis. #NUmero total de nifios que recibieron gluten o placebo durante el periodo de intervencion

(de 4 a 6 meses). + Los valores representan el numero total de nifios de cada grupo HLA por pais / el nimero total de nifios que desarrollaron

EC en cada grupo de HLA especifico y entre paréntesis el porcentaje que representan los casos de EC, respecto al niUmero total de cada grupo
de HLA. El grupo 1 incluye los haplotipos DQ2.5/DQ2.5 y DQ2.5/DQ2.2; grupo 2: DQ2.2/DQ7; grupo 3: DQ2.5/DQ7, DQ2.5/DQ8, y DQ2.5/ctro;
grupo 4: DQ2.2/DQ2.2, DQ2.2/DQ8, y DQ8/DQS; grupo 5 DQ2.2/otro, DQ8/DQ7, y DQ8/otro.
momento del analisis.**Porcentaje de casos de EC diagnosticados antes y después de los 2 afios de edad.

$ Numero de casos diagnosticados de EC en el
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2.2 Consumo de gluten en la poblacion de estudio.

2.2.1 Cohorte general

Primero, se hizo un analisis descriptivo de la ingesta media de gluten
(IMDG) por pais. Como se ha explicado en apartados anteriores, de
acuerdo al protocolo del estudio principal, todos los sujetos tuvieron
un consumo fijo y pautado de gluten entre los 6 y 10 meses. Sin
embargo, a partir de los 11 meses, cuando se permiti6 un consumo
de gluten libre, se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la comparacion mdltiple entre todos los paises y a
todas las edades (p<0,001), excepto entre los Paises Bajos y Hungria
a los 11 meses (p=0,85). En general, la IMDG significativamente mas
baja a cualquier edad se registr6 en Espafia, mientras que el
consumo mas alto se registr6 en Hungria hasta los 24 meses y a

partir de los 24, el consumo mas alto se obtuvo en ltalia.

Uno de los datos mas destacables, es que todos partian del mismo
consumo de gluten por protocolo a los 10 meses, 1,5 g, y cuando se
dej6 el consumo libre, en Paises Bajos y Hungria, este consumo se
cuadriplic6, pasando de 1,5 g a 5,2 g. En ltalia también aumenté
bruscamente pero menos que en los dos paises anteriores, pasando
de 1,5 g a 4,8. En cambio en Alemania y Espafia, este aumento fue
mas moderado, pasando de 1,5 a 3,7 y 2,5 respectivamente. Todos

los datos de IMDG a cualquier edad se muestran en la Tabla 7.
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Por otro lado, tras la exploracion y representacion inicial de los datos,
observamos que, aunque habia diferencias en la cantidad de gluten
consumida entre paises, en general todos seguian un patrén de
consumo similar, independientemente de la cantidad: un aumento
brusco de la ingesta entre los 11 y 18 meses, dando lugar a una
pendiente de consumo pronunciada, y un aumento mas moderado en
el consumo entre los 18 y 36 meses, excepto en lItalia, donde el
consumo de gluten continla aumentando significativamente a partir
de los 18 meses. De modo que, con estos datos, se realizé un modelo
de regresion segmentada, ajustado para cada individuo, se establecio
y definid el patron de consumo de gluten, basado en la IMDG de cada
individuo y de cada pais, cuyos resultados se muestran también en la

Tabla 7 y se representan graficamente en la Figura 14.

En general, Espafia presentd la pendiente inicial y la IMDG a los 18
meses, mas baja y un aumento insignificante en la IMDG a partir de
18 meses, siendo la pendiente final estimada cero. En contraposicion,
Hungria presentd la pendiente inicial mas pronunciada y la IMDG a
los 18 meses mas alta. Por dltimo, la pendiente final mas pronunciada
la encontramos en Italia. De manera global hubo diferencias
estadisticamente significativas entre las pendientes iniciales de todos

los paises, y la IMDG a los 18 meses (p<0,001).
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Tabla 7. Ingesta media diaria de gluten por pais y patrén de consumo de gluten estimado y ajustado mediante un modelo

de regresiéon segmentada.

Pais Alemania Espafia Hungria Italia Paises Bajos
IMDG Estimacion IMDG Estimacion IMDG Estimacion IMDG Estimacion IMDG Estimacion
Meses (SD) [IC 95%)] (SD) [IC 95%)] (SD) [IC 95%)] (SD) [IC 95%)] (SD) [IC 95%)]
11 3,72 2,55 5,20 4,85 5,27
(1,8 (1,27) (3,39) (2,16) (2,15)
4,31 3,14 7,07 5,43 6,36
12 211 0,38t (L.49) 0,211 391) 0,647 262 0,607 (253) 0,33t
: IC 95% 3'45 IC 95% 7,56 IC 95% 7’93 IC 95% 7’68 IC 95%
0,26, 0,50 ’ 0,15, 0,26 ’ 0,54, 0,74 ’ 0,50, 0,70 ’ 0,23,0,43
14 ND [ ] (1,43) [ ] (4,19) [ ] (2,99) [ ] (2,49) [ ]
3,87 9,27 5,80 7,69
16 ND (1,73) (4,05) (3,35) (2,42)
6,517 4,25" 10,27" 8,87" 8,17"
18 (2'2:) IC 95% (;_1’2;) IC 95% 2'40'2952) IC 95% ?3;89:; IC 95% (2’22) IC 95%
’ [6,18, 6,89] ’ [4,15,4,47] ’ [10,08,10,45] ’ [8,43, 8,99] ’ [7,95,8,35]
4,20 9,35 9,76 8,52
20 N (1.94) (4,36) (4,01) (2,44)
29 ND 4,15 10,39 8,93 8,30
0,06* (1,98) o* (3,96) 0,03* (3:40) 0,20* (2.69) 0,04*
24 (g'gg) IC 95% (;_1’2;) IC 95% 2'416215) IC 95% 2'309748) IC 95% (2’32) IC 95%
: [0,01, 0,11] : [-0,01,0,03] : [-0,01, 0,07] : [0,15, 0,25] : [0, 0,08]
o8 ND 4,20 10,01 11,82 8,60
(1,84) (3,55) (3,66) (2,69)
30 6,96 4,15 10,61 12,37 8,77
(2,87) 1,77 (3,46) (3,96) (2,78) 135




Tabla 7 (continuacioén). Ingesta media diaria de gluten por pais y patrén de consumo de gluten estimado y ajustado

mediante un modelo de regresiéon segmentada.

Pais Alemania Espafia Hungria Italia Paises Bajos
IMDG Estimacion IMDG Estimacion IMDG Estimacion IMDG Estimacion IMDG Estimacion

Meses (SD) [IC 95%] (SD) [IC 95%] (SD) [IC 95%) (SD) [IC 95%] (SD) [IC 95%)]

34 ND 4,46 10,96 11,51 8,85
0,06* (1,92) 0* (3,38) 0,03* (3,73) 0,20* (2,50) 0,04*

IC 95% IC 95% IC 95% IC 95% IC 95%

36 7.8 001,011 | 439 | 001003 | 115 | 001,007 | 1210 | 015025 | 919 [0, 0,08]
(3,94) (1,85) (3,33) (3,22) (2,92)

IMDG: Ingesta Media Diaria de Gluten (g/dia); SD: Desviacion estandar; IC: Intervalo de confianza; ND: Datos no disponibles. -|—: Aumento del
consumo de gluten (g/mes) de la pendiente inicial (11-18 meses); #: Ingesta media diaria de gluten estimada a los por método al os 18 meses;
*. Aumento del consumo de gluten (g/mes) de la pendiente final (18-36 meses).
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Figura 14. Representacion de la ingesta media diaria de gluten (g/dia) y del
patron de consumo, definido por una pendiente inicial (de 11 a 18 meses), un
consumo de gluten estimado a los 18 meses y una pendiente final (de 18 a 36

meses), para cada pais.

2.2.2 Grupo de intervencion

Se hizo un andlisis comparativo del consumo de gluten entre aquellos
sujetos que recibieron gluten versus placebo durante el periodo de
intervencién (de 4 a 6 meses), y no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas, ni en la comparacién entre grupos del
mismo pais, ni en la comparacion global (grupo gluten versus gluten
placebo, independientemente del pais) (p>0,05). Los resultados de la

comparacion de ambos grupos por pais se muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8. Ingesta media diaria de gluten por grupo de intervencion (gluten o placebo)* y mes.

Pais Alemania Espafia Hungria Italia Paises Bajos
rupo | Gluten Placebo Gluten Placebo Gluten Placebo Gluten Placebo Gluten Placebo
Mes IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD)
1 4,07 3,48 2,49 2,71 6,21 6,00 5,22 4,66 5,23 5,32
(2,08) (1,51) (1,08) (1,42) (3,37) (3,07) (2,15) (2,23) (2,17) (2,16)
12 4,79 4,00 3,06 3,33 8,19 7,71 5,12 5,36 6,43 6,35
(2,32) (1,93) (1,31) (1,65) (3,59) (3,88) (3,03) 2,77) (2,36) (2,70)
14 ND ND 3,50 3,58 8,21 8,66 8,71 7,19 7,49 7,85
(1,33) (1,52) (3,01) (8,51) (3,29) (2,67) (2,40) (2,60)
16 ND ND 3,96 3,97 10,05 10,19 5,98 5,71 7,41 8,02
(1,67) (1,78) (3,85) (8,19) (3.,85) (3,23) (2,47) (2,38)
18 6,74 6,42 4,15 3,99 11,87 11,61 9,10 8,30 8,13 8,04
(2,88) (2,50) (1,79) (1,67) (3,85) (3,05) (4,37) (3,49) (2,46) (2,59)
20 ND ND 4,33 4,16 10,68 9,73 9,74 10,74 8,66 8,39
(2,17) (1,67) (3,99) (3,08) (3,25) (3,85) (2,45) (2,45)
4,33 4,03 11,49 10,96 9,43 8,00 8,11
22 ND ND (2,19) (1,70) (3,45) (3.87) (3,75) @an | S0@M | @e
24 7,01 6,81 4,44 (1,7) 4,37 12,79 11,37 11,18 10,74 8,69 7,53
(3,38) (2,69) ’ ’ (2,07) (3,44) (3,81) (3,79) (4,12) (2,19) (3,10)
28 ND ND 4,21 4,15 10,79 10,10 12,40 12,38 8,85 8,47
(1,88) (1,83) (3,31) (3,10) (1,82) (3,64) (2,29) (2,98)

138




Tabla 8 (continuacién). Ingesta media diaria de gluten por grupo de intervencion (gluten o placebo)* y mes.

Pais Alemania Espafa Hungria Italia Paises Bajos
rupo| Gluten Placebo Gluten Placebo Gluten Placebo Gluten Placebo Gluten Placebo
Mes IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD)
30 6,88 7,15 4,11 4,15 (1,75) 11,25 10,83 12,11 12,99 9,26 8,40
(2,76) (3,06) (1,82) ' ' (3,16) (7,22) (3,03) (3,43) (2,33) (3,04)
4,49 11,41 10,53 10,68 10,96 8,75 9,08
34 ND ND o1y | 36198 1 (305 (3,66) (3,45) (4,90) (2,41) (2,49)
36 7,51 8,14 4,42 4,35 (1,95) 12,05 11,83 12,57 11,51 9,53 8,99
(3,93) (4,05) (1,80) ' ' (3,18) (3,92) (3,48) (2,97) (2,64) (3,07)

IMDG: Ingesta Media Diaria de Gluten (g/dia); SD: Desviacion estandar; ND: Datos no disponibles. *La IMDG global del grupo que recibio

placebo fue 0,28 g/dia menos que la IMDG del grupo que recibié gluten [IC del 95% (-0.56, 0.01), p = 0,06].
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2.2.3 Género

También se hizo un analisis comparativo del consumo de gluten entre
nifios y nifias, y no se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas, ni en la comparacion entre géneros del mismo pais, ni
en la comparacion global (nifios versus nifias, independientemente
del pais) (p>0,05). La IMDG global de los nifios fue 0,27 g/dia mas

que las nifias, [IC del 95% (-0.01, 0.56), p = 0,06].

Los resultados de la comparacién de ambos grupos por pais se

muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Ingesta media diaria de gluten por género (masculino o femenino) y mes.

Pais Alemania Espafia Hungria Italia Paises Bajos
énero M F M F M F M F M F
Mes IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD)
1 4,07 3,48 2,49 2,71 6,21 6,00 5,22 4,66 5,23 5,32

(2,08) (1,51) (1,08) (1,42) (3,37) (3,07) (2,15) (2,23) (2,17) (2,16)

12 4,79 4,00 3,06 3,33 8,19 7,71 5,12 5,36 6,43 6,35
(2,32) (1,93) (1,31) (1,65) (3,59) (3,88) (3,03) (2,77) (2,36) (2,70)

14 ND ND 3,50 3,58 8,21 8,66 8,71 7,19 7,49 7,85
(1,33) (1,52) (3,01) (8,51) (3,29) (2,67) (2,40) (2,60)

16 ND ND 3,96 3,97 10,05 10,19 5,98 5,71 7,41 8,02
(1,67) (1,78) (3,85) (8,19) (3.,85) (3,23) (2,47) (2,38)

18 6,74 6,42 4,15 3,99 11,87 11,61 9,10 8,30 8,13 8,04
(2,88) (2,50) (1,79) (1,67) (3,85) (3,05) (4,37) (3,49) (2,46) (2,59)

20 ND ND 4,33 4,16 10,68 9,73 9,74 10,74 8,66 8,39
(2,17) (1,67) (3,99) (3,08) (3,25) (3,85) (2,45) (2,45)

4,33 4,03 11,49 10,96 9,43 8,00 8,11

22 ND ND (2,19) (1,70) (3,45) (3.87) (3,75) @an | S0@M | @e
24 7,01 6,81 4,44 (1,7) 4,37 12,79 11,37 11,18 10,74 8,69 7,53
(3,38) (2,69) ' ' (2,07) (3,44) (3,81) (3,79) (4,12) (2,19) (3,10)

28 ND ND 4,21 4,15 10,79 10,10 12,40 12,38 8,85 8,47
(1,88) (1,83) (3,31) (3,10) (1,82) (3,64) (2,29) (2,98)
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Tabla 9 (continuacién). Ingesta media diaria de gluten por género (masculino o femenino) y mes.

Pais Alemania Espafa Hungria Italia Paises Bajos
énefo F M F M F M F M F
Mes IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD)
30 6,88 7,15 4,11 4,15 11,25 10,83 12,11 12,99 9,26 8,40
(2,76) (3,06) (1,82) (1,75) (3,16) (7,22) (3,03) (3,43) (2,33) (3,04)

34 ND ND 4,49 4,36 11,41 10,53 10,68 10,96 8,75 9,08
(1,91) (1,98) (3,05) (3,66) (3,45) (4,90) (2,41) (2,49)

36 7,51 8,14 4,42 4,35 12,05 11,83 12,57 11,51 9,53 8,99
(3,93) (4,05) (1,80) (1,95) (3,18) (3,92) (3,48) (2,97) (2,64) (3,07)

M: Masculino; F: Femenino; IMDG: Ingesta Media Diaria de Gluten (g/dia); SD: Desviacién estandar; ND: Datos no disponibles.
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2.2.4 Casos diagnosticados de EC y no-EC

El dltimo analisis comparativo de la ingesta de gluten que se realizé,
fue el de la IMDG entre los casos diagnosticados de EC y los casos
no-EC. Tampoco se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas, ni en la comparacién entre casos por paises, ni en la
comparacion global (casos diagnosticados de EC versus no-EC,

independientemente del pais) (p>0,05).

Los resultados de la comparacion de ambos grupos por pais, se
muestran en la Tabla 10, y la representacion grafica de los mismos

en la Figura 15.
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Tabla 10. Ingesta media diaria de gluten por casos (diagnosticados de enfermedad celiaca y casos sanos) y mes.

Pais Alemania Espafia Hungria Italia Paises Bajos
asos EC no-EC EC no-EC EC no-EC EC no-EC EC no-EC
Mes IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD)

1 3.19 3.78 2.59 2.56 4.9 5.25 4.80 4.86 4.76 5.34
(1.46) (1.82) (1.55) (1.25) (2.30) (3.53) (1.57) (2.24) (1.93) (2.15)

12 3.73 4.35 3.36 3.12 6.89 7.14 6.01 5.43 6.32 6.37
(1.97) (2.13) (1.68) (1.47) (2.98) (4.06) (2.96) (2.90) (2.16) (2.54)

14 ND ND 3.62 3.44 8.16 7.37 7.52 7.99 8.70 7.55
(1.35) (1.45) (4.37) (4.10) (2.26) (3.13) (3.01) (2.39)

16 NA NA 3.91 3.87 9.25 9.17 6.64 5.74 7.53 7.72
(2.00) (1.72) (3.21) (4.15) (3.39) (3.39) (1.83) (2.50)

18 7.80 6.42 4.14 4.00 11.05 10.74 9.68 8.70 8.07 8.03
(4.52) (2.44) (2.00) (1.71) (4.35) (4.25) (4.03) (3.89) (2.79) (2.56)

20 ND ND 3.88 4.19 8.56 9.39 8.57 10.20 8.37 8.50
(1.65) (1.95) (4.56) (4.33) (5.82) (3.39) (2.57) (2.49)

29 ND ND 4.22 4.13 9.82 10.44 7.10 9.07 8.27 8.33
1.73) (2.00) (3.28) (4.09) (4.18) (3.39) (2.68) (2.75)

24 9.17 6.65 4.82 4.33 10.50 11.39 13.07 10.60 8.64 8.01
(4.35) (2.83) (3.07) .77) (3.80) (4.05) (4.08) (3.86) (1.85) (2.80)

28 ND ND 4.25 4.19 9.82 10.11 13.98 11.69 7.61 8.68
(2.33) (1.83) (4.06) (3.5) 0) (3.74) (2.83) (2.65)
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Tabla 10 (continuacién). Ingesta media diaria de gluten por casos (diagnosticados de enfermedad celiaca y no diagnosticados)

Yy mes.
Pais Alemania Espafa Hungria Italia Paises Bajos
asos EC no-EC EC no-EC EC no-EC EC no-EC EC no-EC
Mes IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD) | IMDG(SD)
30 7.45 6.89 5.85 4.11 9.45 10.79 12,11 12,99 9.15 8.75
(3.45) (2.75) (2.36) (1.74) (2.52) (3.49) (3,03) (3.43) (2.23) (2.84)
34 ND ND 5.77 4.42 10.78 11.01 10,68 10,96 9.19 8.82
(2.61) (2.90) (3.34) (3.37) (3,45) (4,90) (1.8) (2.57)
36 8.17 7.73 6.10 4.34 10.84 11.61 12,57 11,51 7.39 9.36
(4.16) (3.92) (4.11) (1.76) (3.03) (3.47) (3,48) (2,97) (3.10) (2.81)

EC: casos diagnosticados de EC; no-EC: casos

estandar; ND: Datos no disponibles.

no diagnosticados de EC; IMDG: Ingesta Media Diaria de Gluten (g/dia); SD: Desviacion
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Ingesta Media Diaria de Gluten (g/dia)
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Figura 15. Ingesta media diaria de gluten y SD (lineas verticales) en casos diagnosticados de EC y no-EC, por pais y mes.

A: Espafia, B: Alemania, C: Paises Bajos; D: Hungria; E: Italia.
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2.3 Cantidad de gluten consumida y riesgo de
desarrollo de enfermedad celiaca.

Para analizar el impacto de las diferentes variables en el desarrollo de
la EC, se ajust6 un modelo de regresiéon lineal de Cox, cuyos

resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Efecto de cada una de las variables incluidas en el modelo

multivariable de regresion de Cox, en el riesgo de desarrollo de EC.

Variable RR (IC 95%) T p-valor”

Pais

Alemania 1.0 (Referencia)

Espafia 0.62 (0.21, 1.79) 0.37

Hungria 1.03 (0.35, 2.99) 0.96

Italia 0.42 (0.11, 1.61) 0.21

Paises Bajos 1.03 (0.36, 2.94) 0.96
Género

Femenino 1.0 (Referencia) --

Masculino 0.66 (0.38, 1.16) 0.22
Grupo de intervencion

Gluten 1.0 (Referencia) --

Placebo 0.86 (0.49, 1.50) 0.59

147




Tabla 11 (continuacién). Efecto de cada una de las variables

incluidas en el modelo multivariable de regresiéon de Cox, en el riesgo

de desarrollo de EC.

Variable RR (IC 95%) T p-valor#

Grupo de Riesgo HLA

Grupo 1 1.0 (Referencia) --

Grupo 2 0.35 (0.11, 1.01) 0.07

Grupo 3 0.19 (0.08, 0.46) <0.001*

Grupo 4 0.35(0.11, 1.10) 0.40

Grupo 5 0.18 (0.05, 0.68) 0.01*
Patron de consumo de gluten

Pendiente inicial 1.0 (Referencia) --

IMDG estimada a los 18 m 0.98 (0.89, 1.09) 0.76

Pendiente final 1.17 (0.59, 2.31) 0.66
Interaccion de las variables
Pendiente inicial : grupo HLA 1 1.0 (Referencia) --
Pendiente inicial : grupo HLA 2 5.81 (1.18, 28.74) 0.031*
Pendiente inicial : grupo HLA 3 2.31(0.63, 8.4) 0.20
Pendiente inicial : grupo HLA 4 0.04 (0.01, 2.19) 0.11
Pendiente inicial : grupo HLA 5 1.18 (0.14, 9.63) 0.88

RR: Ratio de Riesgo; IC: Intervalo de confianza; 4: Ratio de Riesgo de cada

variable asociado al riesgo de desarrollo de EC. # Los p valores para los

modelos mixtos se estimaron utilizando la aproximacion de Satterthwaite.

* p valores considerados estadisticamente significativos.
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En este andlisis se obtuvieron los ratios de riesgo (HR) para cada
variable incluida en el modelo. Las variables pais, género y grupo de
intervencién no mostraron una asociacion significativa con el riesgo
de desarrollo de EC (p valores de los de los HR = 0,40, 0,22 y 0,59,

respectivamente).

La variable patron de consumo de gluten, que incluye a su vez la
cantidad de gluten consumida, definida como pendiente inicial, IMDG
y pendiente final, tampoco mostré6 asociacion significativa con el
riesgo de desarrollo de EC. Solo las variables grupo HLA 3 y 5
mostraron asociacion significativa, presentando un menor riesgo de
desarrollo de EC, comparado con el grupo HLA 1, que era el grupo de

referencia (p valores de los HR = <0,001 y 0,01 respectivamente).

Finalmente, este andlisis también incluia la interaccion entre el patrén
de consumo de gluten y el grupo de riesgo HLA, Como se observa en
la Tabla 11, el riesgo de desarrollo de EC en los grupos HLA 1, 3,4y
5, no mostré una interaccion significativa con el patréon de consumo
de gluten (los p valores de los HR = 0,99, 0,11, 0,2 y 0,88,
respectivamente). Sin embargo, el grupo de riesgo HLA 2
(DQ2.2/DQ7), si que mostrdé una interaccidén significativa con este
patrén de consumo, concretamente con la pendiente inicial. De modo
que, cuanto mas brusco aumenta el consumo de gluten de mes a mes

entre los 11 y 18 meses (es decir, cuanto mas pronunciada es la
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pendiente inicial), mayor es el riesgo de desarrollo de EC en los

sujetos con el haplotipo HLA-DQ2.2/DQ7 (el p valor del HR = 0,03).

Los resultados de la interaccion del patron de consumo de gluten el
grupo de riesgo HLA, se representan graficamente en la Figura 16.
En esta figura, podemos observar como el grupo de riesgo HLA 1
(que incluye los sujetos homocigotos), parte de un riesgo de EC
superior al resto de grupos HLA, y este riesgo no se ve modificado
por el patron de consumo de gluten (pendiente inicial). Lo mismo
ocurre para los grupos HLA 3, 4 y 5, que parten de un riesgo inferior,
pero tampoco se ve afectado por el patrén de consumo de gluten. Sin
embargo, para el grupo HLA 2, vemos como parte de un riesgo de
desarrollo de EC inferior al grupo HLA-1, pero a medida que aumenta
la pendiente inicial del consumo de gluten (IMDG entre 11-18 meses),
también aumenta el riesgo, llegando incluso a tener un riesgo similar

al del grupo HLA 1.
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Figura 16. Representacion grafica de la interaccion de las variables “pendiente
inicial” (Ingesta media diaria de gluten de 11 a 18 meses) y grupo de riesgo HLA.
El grupo 1 incluye los haplotipos DQ2.5/DQ2.5 y DQ2.5/DQ2.2; el grupo 2 incluye
DQ2.2/DQ7; el grupo 3 incluye DQ2.5/DQ7, DQ2.5/DQ8, y DQ2.5/otro; e grupo 4
incluye DQ2.2/DQ2.2, DQ2.2/DQ8, y DQ8/DQ8; y el grupo 5 DQ2.2/otro,

DQ8/DQ7, y DQ8/otro.

2.4 Caracteristicas genotipicas de los casos
diagnosticados de enfermedad celiaca.
En vista de los resultados del riesgo de desarrollo de EC, se hizo de
forma adicional un analisis descriptivo de los grupos de riesgo HLA de
los casos diagnosticados de EC y de la edad de diagndstico. Como
se observa en la Tabla 6, si analizamos cémo contribuye cada

genotipo HLA especifico al total de los casos diagnosticados de EC
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por pais, podemos observar que en Espafia, el grupo de mayor riesgo
(grupo HLA 1), representa el 54% del total de los casos, y a la vez,
coincide con que Espafia tiene la mayor proporcion de casos
diagnosticados antes de los 2 afios de edad. Sin embargo, en
Alemania el 36% de los casos son DQ2 homocigotos (grupo HLA 1),
pero todos los nifios son diagnosticados mas tarde de los 2 afios, lo
que sugiere la influencia de factores, posiblemente ambientales pero
diferentes a la cantidad de gluten, que contribuyan al desarrollo de la

EC.

2.5 Discusion
El principal hallazgo de este estudio, es que la cantidad de gluten
consumida entre los 11 y 36 meses de edad, no es un factor de
riesgo en el desarrollo de EC hasta los 6 afios de edad, en una
cohorte de riesgo Europea. Estos datos son similares a los obtenidos
en el estudio previo de nuestro grupo, PreventCD, que mostraba los
resultados del riesgo de desarrollo de EC pero solo hasta los 3 afios
de edad (Vriezinga et al, 2014). Estudios epidemiolégicos
demuestran que el porcentaje de pacientes que se diagnostica entre
los 3 y 6 aflos es mayor que en los menores de 3 afos (Telega G,

Bennet T & Werlin S, 2008; Lurz et al., 2009; Savilahti et al., 2010)

Aunque hubo diferencias estadisticamente significativas en la IMDG

entre paises, el consumo de los casos que desarrollaron EC y los que
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no, fue similar. Ademas, el analisis de riesgo mostré que esta variable
no presentd una asociacién significativa con el desarrollo de EC.
Asimismo, si el consumo de grandes cantidades gluten durante los
primeros afios aumentara el riesgo de desarrollo de EC, como se ha
sugerido en los Ultimos afios, cabria esperar que Espafia tuviese la
menor incidencia de EC, ya que presenta el consumo de gluten mas
bajo, y Hungria e ltalia, con el consumo de gluten mas alto, tuviesen

mayor incidencia de EC, hecho que no ocurre.

Nuestros resultados difieren de estudios previos, basados en la
Epidemia Sueca, que sugerian que el consumo de grandes
cantidades de gluten en el momento de la introduccion, aumentaba la
incidencia de EC antes de los 2 afios. Este aumento de los casos de
EC que se observd entre 1987 y 1995 (afios de la epidemia), se
atribuy6 principalmente a tres factores importantes: cambio en las
recomendaciones de edad de introduccion del gluten, disminucién de
la duracién de la lactancia mantera, y por Gltimo aumento del
consumo de harinas con gluten en nifios menores de 2 afios, que se
duplico durante los afios de la epidemia, pasando de 25 gramos de
harinas con gluten en los afios previos a 47 gramos durante la
epidemia. Sin embargo, como se ha explicado en la discusion de los
resultados anteriores, esta estimacion se hizo de forma retrospectiva
mediante una férmula muy poco precisa (lvarsson et al., 2000). Aun

asi, basandonos en estos calculos (gramos de harinas), podemos
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estimar que el consumo medio de gluten fue de 2,5 gramos en los
afios previos a la epidemia, (25 g de harina con un 12 % aproximado
de proteina vegetal, x 0,8), frente a 4,5 gramos de gluten
aproximadamente durante los afios de la epidemia (47 g de harina
con un 12 % aproximado de proteina vegetal, x 0,8). Si comparamos
estas cantidades con nuestros resultados, vemos que en nuestra
cohorte, a los 2 afios de edad (edad a la que se consideraba que
habia habido un aumento del consumo), el consumo es muy superior
a 4,5 gramos (considerado consumo alto en la epidemia) en todos los
paises excepto en Espafia, que tiene una IMDG de 4,4 gramos a los
24 meses. Sin embargo, Espafa presenta el mayor nimero de casos
diagnosticados antes de los 2 afios (41,6%) (Tabla 6), mientras que
Hungria que presenta la mayor IMDG a los 2 afios, tiene una de las
incidencias de casos de EC menores de 2 afios mas bajas (4%), y
ello siguiendo el mismo protocolo prospectivo de seguimiento en
todos los sujetos del estudio. Por lo tanto, si la cantidad de gluten
consumida durante los primeros afios fuese un factor de riesgo en el

desarrollo de EC, cabria esperar que los resultados fuesen contrarios.

El Unico estudio prospectivo, realizado en una cohorte similar a la
nuestra con la que podemos comprar nuestros resultados, es el
realizado en la cohorte sueca del estudio TEDDY (The Environmental
Determinants of Diabetes in the Young), con el cual también

encontramos discrepancias (Aronsson et al., 2016). Este estudio se
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llevé a cabo en una cohorte de riesgo genético sueca, donde los
autores cuantificaron el consumo de gluten de forma prospectiva con
un registro dietético de 3 dias. De acuerdo a sus resultados, los
autores concluyen que los casos diagnosticados de EC, consumieron
mas cantidad de gluten en la visita previa a la seroconversion de los
anticuerpos (4,9 g/dia), en comparacién con los controles (3,9 g/dia).
Sin embargo, a diferencia de nuestro estudio, para comparar las
ingestas de gluten, los autores categorizaron el consumo de gluten en
tertiles, estableciendo arbitrariamente los puntos de corte: bajo
[<3,4g/d], medio [3,4-5,0g/d], y alto [>5,0g/d]. De este modo, asumen
que aquellos que, por ejemplo, no consumen gluten (0 gramos)
tendrian el mismo riesgo que los que consumen 3,4 gramos. Por lo
tanto, la categorizacibn de variables continuas es una limitacion
importante que da lugar a la pérdida de informacion, entre otros
sesgos bien establecidos (Royston, Altman, & Sauerbrei, 2006;
Naggara et al., 2011). Ademas, los puntos de corte establecidos no
se pueden reproducir en otros estudios, ya que son aleatorios, y por
lo tanto no permiten realizar comparaciones. Consideramos que
nuestro estudio utiliza una metodologia mas adecuada para los fines
perseguidos, obteniendo resultados mas precisos y reproducibles y
que permiten establecer el verdadero impacto del consumo de gluten

en el desarrollo de EC.
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Otro de los hallazgos més intrigantes de este estudio, es la
interaccién encontrada entre el aumento brusco de la de gluten de los
11 a 18 meses y el aumento significativo del riesgo de desarrollo de
EC, en sujetos HLA-DQ2.2/DQ7 (HLA grupo 2), pero no entre otros
grupos de riesgo HLA. Estos resultados sugieren que un aumento
moderado del consumo de gluten hasta los 18 meses, podria modular
el riesgo de EC en este genotipo especifico. Estudios recientes, han
demostrado que el grupo de riesgo HLA 1 (DQ2.5/ DQ2.5y DQ2.5/
DQ2.2), tiene un riesgo intrinseco mayor de desarrollo de EC a
edades tempranas, en comparacion con otros grupos, incluso se ha
establecido un gradiente de riesgo de EC (Lionetti et al., 2014; Liu et
al., 2014, Vriezinga et al., 2014). De modo que, es posible que para el
genotipo de mas riesgo (grupo HLA 1), los factores ambientales,
como la ingesta de gluten, no tengan ningun efecto, mientras en
individuos con menos riesgo genético (como HLA-DQ2.2/DQ7), el
efecto modulador de los factores ambientales como la ingesta de
gluten sea mas relevante. En cualquiera de los casos, nuestro estudio
demuestra por primera vez que existe una relacion significativa entre
la ingesta de gluten, ciertos genotipos HLA y el riesgo de desarrollo

de EC.

Finalmente, referente a las limitaciones del presente estudio, la
principal y destacable es que, por protocolo, los sujetos recibieron

unas pautas de introduccion de gluten entre los 4 y 6 meses, asi
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como un aumento del consumo entre los 6 y 10 meses, muy
especificas, que no se corresponden con la practica habitual. Sin
embargo, ya se ha demostrado que ni la edad de introduccién, precoz
o tardia, ni la cantidad de gluten consumida durante los primeros 3
afios, son factores determinantes en el desarrollo de la EC, por lo que
podemos considerar que la intervencion realizada en estos sujetos no
interfiere significativamente en la historia natural de la EC (Lionetti et
al., 2014; Vriezinga et al., 2014). Ademas, el método estadistico
aplicado, tiene en cuenta estos posibles sesgos potenciales. Eso,
junto con las fortalezas del estudio, como son el caracter prospectivo
del estudio, el tamafio muestral, el elevado nimero de registros
evaluados de manera centralizada, y la distribucién geogréfica de la
muestra, hacen que los resultados sean extrapolables a la poblacién

de riesgo Europea.

Estos resultados han sido publicados (Crespo-Escobar et al., 2017).
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3. Tipo de trigo consumido y riesgo de desarrollo de
enfermedad celiaca.

Ademas de la cantidad de gluten, otro de los factores ambientales
que se analizd, fue el tipo de trigo consumido durante los primeros
afios en la misma cohorte, ya que, como se ha explicado en la
introduccién es otro de los factores que se ha sugerido como posible

responsable del aumento de la incidencia de EC.

3.1 Caracteristicas de la muestra
Para este andlisis, se incluyeron los mismos sujetos que para el
andlisis anterior excepto los individuos de Alemania, puesto que no
tenian la informacién del tipo de trigo utilizado en la elaboracion de
cada producto con gluten consumido. De modo que los sujetos de
este andlisis, también pertenecian a la cohorte del Proyecto Europeo
PreventCD, y de los 944 sujetos de la cohorte total, se seleccionaron
los sujetos de Espafia, Hungria, Italia y Paises Bajos, siendo el total
de 637. Las caracteristicas generales de la poblacion incluida se

muestran en la Tabla 6 (exceptuando Alemania).
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3.2 Patrén de consumo de productos con gluten de la
cohorte total.
Partiendo de la IMDG calculada de cada individuo, se hizo un estudio
descriptivo, analizando la contribuciéon de cada uno de los productos
con gluten consumido a esta ingesta total. Como se ha descrito en el
método, los productos se agruparon en: pan, galletas, bolleria, pasta,

cereales infantiles y “otros” (productos rebozados, potitos, etc).

Las principales diferencias se encontraron en el consumo de cereales
infantiles, pan, pasta y galletas, tal y como se muestra en la Figura 17
y 18. Los resultados en g/dia y por mes, asi como la contribuciéon en
porcentaje de cada producto a la IMDG en cada pais, se muestran en

los Anexos IVy V.

Cereales infantiles

El consumo mas alto de cereales infantiles se registré6 en Espafia en
los primeros meses (1-1,5g), con un descenso significativo a partir de
los 24 meses. En Hungria y Paises Bajos, el consumo durante los
primeros meses también fue mas alto, aunque menos que en Espafia,
pero se empiezan a dejar de consumir antes que en Espafia, a partir
de los 14 meses. Por el contrario, en ltalia, el consumo de cereales

infantiles es insignificante a cualquier edad.
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Pan

El consumo mas alto de pan a cualquier edad, se registré en Hungria
y Paises Bajos. Entre los 14 y 36 meses, consumian entre 5-6
gramos, lo que supone 4 veces mas que en Espafia e ltalia, que
consumian entre 1 y 2 gramos de pan. En este caso, se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas en el consumo de pan

entre los 2 primeros paises y los 2 Gltimos (p<0,001).

Pasta

El consumo de pasta mas alto se registré en ltalia, que representa el
50% de la IMDG a cualquier edad, variando en 2 y 4 gramos. A los 11
y 12 meses, el consumo de pasta en ltalia proviene de la “pastina”,
una pasta de pequefio tamafio, considerada apta para bebés. Por el
contrario, el consumo de pasta en el resto de paises representa como
mucho el 20% de la IMDG, variando la cantidad de consumo entre

0,5-1 gramo.

Galletas

El consumo mas alto de galletas se registr6 en ltalia, a cualquier
edad, en torno a 1 y 2 gramos, seguido de Hungria, con un consumo
maximo de 1,9 gramos a los 18 meses. En Espafia y Paises Bajos, la

cantidad mas alta encontrada estuvo en torno a 0,5 gramos.
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Bolleria y “otros”

La contribucién de la bolleria a la IMDGI fue insignificante en Espafia
y Paises Bajos a cualquier edad, mientras que en ltalia y Hungria, el
consumo en los Ultimos meses fue mas relevante, alrededor de 2

gramos.

Por ultimo, en general, la contribuciéon de otro tipo de productos con
gluten a la IMDG fue despreciable en comparacion con el resto de

productos, a cualquier edad y en cualquier pais.

3.3 Patrén de consumo de productos con gluten de los
casos diagnosticados de enfermedad celiaca y los no
diagnosticados.
También se hizo un analisis comparativo de las diferencias en los
productos con gluten consumidos, entre casos de diagnosticados de
EC y no-EC en cada pais, y no se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas, ni por edades ni por pais (p> 0,05).

Los resultados de este analisis se muestran en el Anexo VL.
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Ingesta Media Diaria de Gluten (g/dia)

Edad en meses

MDGI (g/day)

MDGI (g/day)

Edad en meses

Edad en meses

Otros

Bolleria

Pasta

Cereales infantiles
Galletas

Pan

Figura 17. Consumo total de los diferentes tipos de productos sin gluten en gramos/dia, por pais y mes. A: Espafia;

B: Paises Bajos; C: Hungria y D: Italia.
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Figura 18. Cantidad de gluten consumida procedente de los diferentes productos, en cada
pais por mes. A: Pan; B: Galletas; C: Cereales infantiles; D: Pasta; E: Bolleria; F: Otros.
IMDGI: Ingesta Media Diaria de Gluten.
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3.4 Tipo de trigo consumido
Ademas de la comparacion de los productos con gluten consumidos,
se hizo un andlisis descriptivo del tipo de trigo consumido en cada

pais.

Como se ha explicado en la metodologia, se analizaron de cada
producto el tipo de trigo usado para su elaboracion. Tras este analisis,
se comprobd que en Espafia, Italia y Paises Bajos, se utilizaba la
variedad Triticum aestivum (especie hexaploide) para la elaboracién
de todos los productos hechos a base de harina (pan, cereales,
galletas, bolleria, rebozados, etc), y el Triticum durum (especie
tetraploide) para la elaboracién de pasta. Sin embargo, en Hungria
todos los productos con gluten se hacen a base de Triticum aestivum,
sin utilizar la variedad Triticum durum ni para la elaboracion de la

pasta.

De modo que, para realizar el analisis, en Espafa, ltalia y Paises
Bajos, se consider6 que el consumo de pan, galletas, cereales
infantiles, bolleria y otros representaba el consumo total de Triticum
aestivum, mientras que el consumo de pasta representaba el de
Triticum durum. Para Hungria, la IMDG total, se consider6 como
consumo de Triticum aestivum. Al igual que con la IMDG total, en el
caso del tipo de gluten, también se obtuvieron diferencias

estadisticamente significativas entre paises (p<0,001). EI consumo
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mas alto de Triticum aestivum, se observé en Hungria a cualquier
edad, seguido de Paises Bajos, ltalia, y por dltimo Espafia, con el
consumo mas bajo. En cuanto al Triticum durum, el consumo mas alto
se observé en ltalia, a cualquier edad, coincidiendo con el consumo
més alto de pasta observado en el analisis anterior. Después de ltalia,
el consumo mas alto de Triticum durum se registr6 en Espafia,
seguido de Paises Bajos y por ultimo Hungria, cuyo consumo de

Triticum durum era O (Figura 19).

Ademas de analizarse la cantidad del tipo de trigo consumido,
también se analizo el patron de consumo, es decir de qué manera
aumenta el consumo de ambos tipos de trigo. Como se puede
observar en la Figura 19, el patron de consumo de ambos tipos de
trigo, sigue la misma tendencia que la IMDG global: hay un aumento
del consumo de ambos tipos mas pronunciado hasta los 18 meses,
un cambio de pendiente a esta edad, y un aumento mas moderado
del consumo desde los 18 hasta los 36 meses, excepto en el caso del

Triticum durum en Hungria, que el consumo es 0.
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Figura 19. Consumo total de los diferentes tipos trigo (Triticum aestivum y Triticum

durum), por mes y por pais.

3.4.1 Grupo de intervencién y género

Se hizo un andlisis comparativo de la cantidad de los diferentes tipos
de trigo entre los dos grupos de intervencion (gluten y placebo), y no
se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas ni entre

individuos del mismo pais, ni en el andlisis global (p>0,05).

En la comparacion entre género, tampoco hubieron diferencias
estadisticamente significativas en el tipo de trigo consumido entre

nifios y nifias, ni del mismo pais ni en el andlisis global (p>0,05).
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3.5 Tipo de trigo consumido y riesgo de desarrollo de

enfermedad celiaca.
Del mismo modo que en el andlisis anterior, para analizar el impacto
de las diferentes variables en el desarrollo de la EC, se ajusté un
modelo de regresién lineal de Cox, cuyos resultados se muestran en
la Tabla 12. En este caso, se analizaron las mismas variables que en
el andlisis anterior, excepto la cantidad de gluten como variable, sin
embargo la cantidad estaba contenida en la variable cantidad de tipo
de gluten, ya que esta variable se definié a partir de las IMDG de

cada individuo.

Para analizar el impacto del tipo de gluten consumido, el modelo tomé
como referencia el tipo que, supuestamente, tenia mas riesgo, la
especie hexaploide Triticum aestivum. Ademds, para mantener la
coherencia con el andlisis anterior, y puesto que el patron de
consumo del tipo de gluten, seguia la misma tendencia que el
consumo total de gluten, en este andlisis también se incluyeron las
variables del patron: pendiente inicial (aumento del consumo de
Triticum aestivum de 11 a 18 meses), consumo de Triticum aestivum
a los 18 meses, y pendiente final (consumo de Triticum aestivum de

18 a 36 meses).

También, ademas de los ratios de riesgos de las variables

independientes, se analiz6 la interaccion del consumo de Triticum
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aestivum y el grupo de riesgo HLA, para comprobar si se daba la

misma asociacion que en el analisis anterior.

Tabla 12. Efecto de cada una de las variables incluidas en el modelo

multivariable de regresion de Cox, en el riesgo de desarrollo de EC,

incluyendo el tipo de trigo consumido (tomando Triticum aestivum

como referencia).

Variable HR (IC 95%) T p-valor”

Pais

Hungria 1.0 (Referencia) --

Espafia 0.39 (0.16, 0.95) 0.05

ltalia 0.63(0.27, 1.48) 0.29

Paises Bajos 0.66 (0.32, 1.36) 0.26
Género

Femenino 1.0 (Referencia) --

Masculino 0.59 (0.35, 0.98) 0.05
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Tabla 12 (continuacién). Efecto de cada una de las variables
incluidas en el modelo multivariable de regresiéon de Cox, en el riesgo
de desarrollo de EC, incluyendo el tipo de trigo consumido (tomando

Triticum aestivum como referencia).

Variable HR (IC 95%) T p-valor#

Grupo HLA de riesgo

Grupo 1 1.0 (Referencia) --

Grupo 2 0.51 (0.17, 1.52) 0.22
Grupo 3 0.32 (0.15, 0.69) 0.03*
Grupo 4 0.73 (0.15, 3.63) 0.71
Grupo 5 0.16 (0.05, 0.53) 0.02*

Patrén de consumo de
Triticum aestivum

Pendiente inicial 1.41(0.48,4.16 0.52

IMDG estimada a los 18 m 0.96 (0.85, 1.09) 0.57

Pendiente final 0.37 (0.11,1.17) 0.09
Interaccion de las variables
Pendiente inicial : grupo HLA 1 1.0 (Referencia) --
Pendiente inicial : grupo HLA 2 1.69 (0.26, 10.96) 0.58
Pendiente inicial : grupo HLA 3 0.77 (0.21, 2.43) 0.59
Pendiente inicial : grupo HLA 4 0.09 (0.01, 6.52) 0.27
Pendiente inicial : grupo HLA 5 0.94 (0.18, 4.89) 0.94

HR: Ratio de Riesgo; IC: Intervalo de confianza; +: Ratio de Riesgo de cada
variable asociado al riesgo de desarrollo de EC. # Los p valores para los
modelos mixtos se estimaron utilizando la aproximacién de Satterthwaite.

* p valores considerados estadisticamente significativos. 6
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En este andlisis se obtuvieron los ratios de riesgo (HR) para cada
variable incluida en el modelo. Ninguna de las variables mostr6 una
asociacion significativa con el riesgo de desarrollo de EC, excepto los
grupos HLA 3 y 5, que mostraron un riesgo menor, estadisticamente
significativo, respecto al HLA 1 (p valores = 0,03, y 0,02

respectivamente.

En cuanto a la interaccion entre el patrén de tipo de trigo consumido y
el grupo de riesgo HLA, en este caso no se obtuvo ninguna
asociacién significativa, lo que significa que, en este caso, el tipo de
gluten consumido no tiene un efecto significativo en el riesgo de

desarrollar EC, independientemente del genotipo HLA.

3.6 Discusién
El principal hallazgo de este estudio, es que el consumo de
variedades modernas de trigo, Triticum aestivum, entre los 11 y 36
meses de edad, no es un factor de riesgo en el desarrollo de EC
hasta los 6 afios de edad, en una cohorte de riesgo Europea. Aunque
hubo diferencias significativas en el tipo de trigo consumido entre
paises, el analisis de riesgo demostr6é que esta variable no presenta

una asociacion significativa con el desarrollo de EC.

Muchos estudios realizados in vitro, han demostrado que las
variedades hexaploides tienen mas epitopos toxicos de gluten que

otras variedades de trigo, como las tetraploides (Triticum durum) o
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especies diploides, lo que ha llevado a muchos expertos a plantearse,
si quiza uno de los factores ambientales clave en el aumento de la
incidencia de EC, es el tipo de trigo consumido (van Herpen et al.,

2006).

En un estudio que analiz6 in vitro la inmunogenicidad de las células T
frente a diferentes tipos de trigo (Triticum urartu, Triticum
monococcum, Triticum tauschii, Triticum dicoccoides, Triticum durum
y Triticum aestivum), los autores concluyen que la mayoria de
secuencias que codifican el péptido 33-mer, estdn codificadas a su
vez por genes localizados en el cromosoma 6D, lo que significaria
que las variedades hexaploides, que son las Unicas que contienen el
genoma D, tendrian mayor nimero de este péptido, que se sabe que

es uno de los de mayor toxicidad en EC (Molberg et al., 2005).

Otros estudios posteriores también realizados in vitro, encontraron
resultados similares. Las variedades hexaploides mostraron mayor
expresion de a-gliadinas (las fracciones mas inmunogénicas del
gluten), que las variedades de trigo tetraploides, sugiriendo la
posibilidad de que estas diferencias tuvieran un impacto en el
desarrollo de EC.(Salentijn et al., 2009; Zhang et al., 2011; Zili¢,
Bara¢, Pesi¢, Dodig, & Ignjatovié-Mici¢, 2011). A pesar de los
hallazgos, los autores sugieren que es necesario evaluar el verdadero

impacto del tipo de trigo consumido en el desarrollo de EC in vivo.
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Por otro lado, en un reciente y exhaustivo estudio en el que se
analizaron: 53 variedades de Triticum aestivum, cultivado a gran
escala, 19 variedades de Triticum aestivum cultivado por agricultores
locales, a pequefia escala, 20 variedades de Triticum spelta, 15
variedades de Triticum durum cultivado a gran escala y 19 variedades
de Triticum durum cultivado a pequefia escala por agricultores
locales, los autores concluyen que la variacion en el contenido de a-
gliadinas no se correlaciona con la variacion en el contenido de
epitopos téxicos, ademas de que dentro de una misma especie
(diploide, tetraploide o hexaploide), la cantidad de epitopos toxicos
varia segun las variedades. Asimismo, sus resultados también
demuestran gque las variedades modernas no son mas toxicas que las
variedades ancestrales o locales y que las especies hexaploides
dependiendo de la variedad, pueden tener mas o menos epitopos
téxicos y por lo tanto, ser mas o menos agresivas en la EC (Ribeiro

et al., 2016).

Nuestros resultados, confirmarian in vivo, en una cohorte de riesgo,
los resultados obtenidos por Ribero et al. Sin embargo, no podemos
compararlos con otros estudios in vivo, ya que todos los ensayos

realizados hasta la fecha se han realizado in vitro.
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4. Andlisis la subcohorte Espafiola.

4.1 Caracteristicas de la muestra
La cohorte espafiola del estudio, estaba compuesta por 225 nifios
reclutados en hospitales terciarios de Valencia, Madrid y Reus,
procedentes de distintas areas geograficas del pais. En el momento
de este analisis, todos habian cumplido al menos los 6 afios de edad,
siendo el 60 %, mayores de 8 afios; se diagnosticaron 26 casos de
EC, lo que representa el 11,5% del total. En la Tabla 13, se muestran

las caracteristicas generales de la poblacion incluida en el estudio.
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Tabla 13. Caracteristicas generales de la subcohorte Espafiola.

Grupo de HLA de riesgo (n)Jr
Grupo de .
insgsntti;joagi%n n* intervencion” G'an/elio Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Gluten / Placebo
Madrid 63 34/29 39/24 9 6 27 5 16
Valencia 75 371738 45/ 30 16 7 34 5 13
Reus 87 45 /42 43/ 44 26 6 35 3 17
51 19 $ 13 46
Total Cohorte 225 116 /109 127 /98 (22,6%)$ (8,4%)$ 96 (42,6) (5,7%)55 (20’4%)$
Casos de EC 26 16 /10 18/8 | 13 (25%)° | 2 (10%)® | 11 (11%)° 0 0

*Numero total de nifios incluidos en cada centro y nimero total de casos diagnosticados de EC. #NUmero de nifios que recibieron
gluten o placebo entre las semanas 16 y 24 de la cohorte general y de los casos diagnosticados. -}—Genotipo HLA, Grupo 1 incluye
DQ2.5/DQ2.5 y DQ2.5/DQ2.2; grupo 2 DQ2.2/DQ7; grupo 3 DQ2.5/DQ7, DQ2.5/DQ8, y DQ2.5/X; grupo 4 DQ2.2/DQ2.2, DQ2.2/DQ8
y DQ8/DQ8; y grupo 5 DQ2.2/X, DQ8/DQ7 y DQ8/X. $Porcentaje que representa respecto a la cohorte total de 225 nifios. B

Porcentaje que representan los casos de EC, dentro de cada grupo de riesgo, respecto al total del grupo HLA
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4.2 Factores ambientales: gluten y lactancia materna
Se analizaron un total de 2565 CFC (hasta 12 registros alimentarios
por nifio), cuyos resultados se muestran en la Tabla 14 y Figura 20.
A partir de los 10 meses, cuando se permiti6 un consumo libre de
gluten, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
las tres poblaciones (p<0,001), encontrandose el consumo mas bajo
en Reus y el mas alto en Valencia. Sin embargo, cuando se comparé
el consumo medio de gluten entre los casos de EC y no EC (Tabla
14), no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas

(p=0,25).

También se realiz6 la comparacién del IMDG entre nifios y nifias, que
no mostro diferencias estadisticamente significativas, ni en el analisis

global (p=0,29), ni entre nifios y nifias del mismo centro (p=0,18).

Por ultimo, se analizé la duracién media de lactancia materna y no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) ni
entre centros, siendo la duraciéon media de 8, 7 y 6 meses en Madrid,
Reus y Valencia, respectivamente; ni entre casos de EC (duracién

media de 6 meses) y no EC (duracibn media de 5 meses).
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Tabla 14. Ingesta media diaria de gluten por centro de investigacién y segun diagnéstico, EC versus no-EC, en el

momento del estudio.

Centro de investigacion Global
Madrid Valencia Reus EC (n=24) No-EC (n=221)

Edad

(meses) IMDG (SD) IMDG (SD) IMDG (SD) ‘MDG (SD) IMDG (SD)
1 2,98 (1,44) 2,71 (1,28) 2,13 (1,01) 2,59 (1,56) 2,55 (1,24)
12 3,62 (1,65) 3,18 (1,66) 2,78 (1,06) 3,65 (1,63) 3,09 (1,46)
14 4,00 (1,75) 3,57 (1,38) 2,98 (1,05) 3,73 (1,33) 3,43 (1,45)
16 4,23 (1,95) 4,47 (1,79) 3,15 (1,21) 4,06 (1,98) 3,86 (1,71)
18 4,24 (2,00) 4,42 (1,91) 3,53 (1,17) 4,52 (2,03) 3,96 (1,69)
20 4,28 (1,92) 4,83 (2,29) 3,61 (1,37) 4,54 (1,72) 4,17 (1,96)
22 4,28 (1,95) 4,48 (2,20) 3,79 (1,74) 4,70 (1,82) 4,11 (1,99)
24 4,39 (1,95) 5,01 (2,14) 3,82 (1,33) 5,23 (2,85) 4,31 (1,76)
28 3,87 (1,73) 5,31 (1,80) 3,41 (1,43) 4,78 (2,03) 4,18 (1,83)
30 3,99 (1,41) 5,05 (1,99) 3,38 (1,35) 5,60 (2,35) 4,11 (1,74)
34 4,25 (1,28) 5,49 (2,18) 3,60 (1,53) 5,96 (2,22) 4,42 (1,90)
36 4,50 (1,37) 5,30 (2,11) 3,44 (1,36) 5,82 (3,38) 4,53 (1,77)

IMDG: Ingesta Media Diaria de Gluten en gramos/dia, SD: Desviacion Estandar, EC: casos diagnosticados de enfermedad celiaca, No-

EC: casos sanos.
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Figura 20. Ingesta media diaria de gluten (g/dia) en los diferentes centros

de investigacién espafioles.

4.3 Riesgo de desarrollo de enfermedad celiaca
Ademas del estudio descriptivo, mediante el método de regresion de
Cox, se analiz6 el riesgo de desarrollo de EC, ajustado para todas las
variables de riesgo. Como se muestra en la Tabla 15, los resultados

mas destacables se obtuvieron en el HLA y el género.

De los 5 grupos de riesgo genético establecidos, los HLA
homocigotos (grupo 1: DQ2.5/DQ2.5 y DQ2.5/DQ2.2) presentaron un
riesgo relativo 4 veces superior, con un valor de 4,7 [95% IC (0,80-
27,55)] y un p-valor proximo a la significacién estadistica (p=0,08).
Como puede observarse en la Tabla 14 anterior, 13 de los 26 casos

de EC, pertenecian al grupo 1, lo que supone el 50% del total. Por
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otro lado, el género masculino presenté un riesgo relativo 5 veces

menor, 0,18 [95% IC (0,03-1,16)], con un p-valor también cercano a la

significacién estadistica (p=0,07).

El aumento progresivo del consumo de gluten, presentd un riesgo

relativo de 1,11 [95% IC (0,69-1,78)], sin significacion estadistica

(p=0,66). El resto de variables estudiadas (ciudad y grupo de

intervencién) tampoco presentaron asociacion significativa con el

desarrollo de EC.

Tabla 15. Efecto de cada una de las variables incluidas en el modelo

multivariable de regresion de Cox, en el riesgo de desarrollo de EC de

la subcohorte espafiola.

Variable HR (IC 95%) i p-valor#

Ciudad

Madrid 1,0 (Referencia) --

Reus 0,9 (0,17 - 4,55) 0,90

Valencia 0,1 (0,04 - 3,01) 0,20
Género

Femenino 1,0 (Referencia) --

Masculino 0,2 (0,02 - 1,16) 0,07
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Tabla 15 (continuacién). Efecto de cada una de las variables
incluidas en el modelo multivariable de regresiéon de Cox, en el riesgo

de desarrollo de EC de la subcohorte espafiola.

Variable HR (IC 95%) T p-valor”

Grupo de riesgo HLA

Grupo 1 4,7 (0,80 — 27,5) 0,08

Grupo 2 3,2 (0,21 - 22,0) 0,32

Grupo 3 1,0 (Referencia)

Grupo 4 1,7 (0,05 — 53,4) 0,75

Grupo 5 0,4 (0,01 — 14,0) 0,64
Consumo de gluten 1,1 (0,69 - 1,78) 0,66

HR: Ratio de Riesgo; IC: Intervalo de confianza; -|-: Ratio de Riesgo de cada
variable asociado al riesgo de desarrollo de EC. # Los p valores para los
modelos mixtos se estimaron utilizando la aproximacion de Satterthwaite.

* p valores considerados estadisticamente significativos.

4.4 Caracteristicas de los casos diagnosticados de
enfermedad celiaca

Los 26 casos fueron diagnosticados mediante biopsia intestinal,
presentando todos un grado de lesi6bn Marsh 3 y valores de anti-TG2
positivos previos a la biopsia, siendo la mediana de edad de aparicién

de la serologia positiva de 24 meses [rango, 12-94] y ningln caso
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presentaba déficit de IgA. Todas las caracteristicas de los casos

diagnosticados de EC, se muestran en el Anexo VII.

Caracteristicas clinicas

Respecto a la clinica, 21 niflos mostraron sintomatologia
gastrointestinal, de los cuales 16, presentaron diarrea con al menos
uno o mas sintomas asociados (dolor/distensién abdominal y/o
vomitos). Los otros 5 casos sintomaticos, presentaron estreflimiento,
algunos junto a dolor abdominal y anorexia. En ninguno de los 21
casos se observo afectacion nutricional grave. De los 5 casos
considerados asintomaticos, solo uno presentd ferropenia, sin

anemia.

Edad de diagnéstico

En cuanto a la edad de diagnéstico, 10 nifios fueron diagnosticados
antes de los 24 meses (2 asintomaticos) y 9 casos entre los 25-36
meses, es decir, el 73% debutaron antes de los 3 afios de edad. Los
7 casos restantes tenian mas de 3 afios al debut (3 sujetos
asintométicos), siendo la mediana de edad de diagnostico de los
casos (momento en el que se realiza la biopsia) de 26 meses [rango,

14-96).
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Género vy grupo de riesqo HLA

Los datos mas relevantes se encontraron en la distribucién por sexo y
grupo HLA de riesgo. De los 26 casos, 13 pertenecian al grupo 1
(homocigotos), de los cuales 11 debutaron antes de los 3 afios de
edad y los otros dos entre los 3 y 4 afios. Del grupo de riesgo 3, se
diagnosticaron 11 casos, de los cuales 7 antes de los 3 afios, y el
resto entre 4 y 8 afios. Finalmente, los 2 casos restantes pertenecian
al grupo de riesgo 2, debutando uno a los 27 meses y otro a los 4
afios de edad. Del grupo de riesgo 4 y 5 no se diagnosticé ningan
caso. Teniendo en cuenta la distribucion de grupos de riesgo de la
cohorte total (Tabla 13), esto supone que de los 51 sujetos
homocigotos, el 25%, desarroll6 la enfermedad, mientras que de los
96 sujetos del grupo de riesgo 3, solo lo hizo el 11% vy, en el caso del

grupo de riesgo 2, solo el 10% de los sujetos.

Por ultimo, en cuanto al género, de los 26 casos diagnosticados, 18
fueron nifias (70%), y se diagnosticaron todas antes de los 4 afos,
excepto 1 que debut6 a los 8 afos. Por otro lado, 10/18 pertenecian
al grupo de riesgo 1, 1 nifia al grupo 2 y 7 nifias al grupo de riesgo 3.
Finalmente, durante el periodo de intervencién (entre los 4 y 6 meses)
14 habian recibido gluten y 4 placebo. De los 8 nifios que
desarrollaron la enfermedad, 3 pertenecian al grupo de riesgo 1, solo

1 al grupo 2 y 4 nifios al grupo 3 de riesgo. 5/8 debutaron entre los 2 y
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2 afios y medio, y los otros a los 4, 5y 7 afios. Finalmente, 6/8 habian

recibido placebo durante el periodo de intervencién y 2 nifios gluten.

Lo mas destacable es que de la cohorte total (225 nifios), 51 eran
homocigotos, 24 niflas y 27 nifios. De los 27 nifios, solo 3
desarrollaron EC (11%), mientras que de las 24 nifias, se
diagnosticaron 10 casos, lo que supone el 40% de las nifas

homocigotas, debutando todas antes de los 4 afios.

4.5 Discusién
El seguimiento desde el nacimiento hasta el diagndstico de EC de
esta subcohorte, pone de manifiesto que, en poblacién de riesgo
genético, la enfermedad puede debutar muy precozmente,
especialmente en los sujetos DQ2 homocigotos (HLA-DQ2.5/DQ2.5 y
DQ2.5/DQ2.2), ya que de los 13 casos, todos debutaron antes de los
4 afios de edad. Ademds, este grupo genético, con 4 veces mas
riesgo de EC, representa el 50% de los casos diagnosticados pero
so6lo representa el 22% de los casos de la cohorte total. Sin embargo,
tampoco hay que obviar que de los 13 casos restantes, que
pertenecian a los grupos de riesgo 2 y 3, 8 sujetos debutaron antes
de los 3 afos. Estos resultados son similares a otras cohortes
europeas y americanas que demostraban que el genotipo es uno de

los factores clave de la enfermedad y que el mayor riesgo de
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desarrollo de EC en sujetos homocigotos ya se manifiesta desde
edades muy tempranas (Pietzak, Schofield, McGinniss, & Nakamura,
2009; Lionetti et al., 2014; Liu et al., 2014; Vriezinga et al., 2014).
También, en los analisis previos de esta tesis, se ha visto la

importancia del HLA en el desarrollo de la EC (Vriezinga et al., 2014).

Si comparamos la prevalencia global de casos de EC en nuestra
cohorte, con otras series espafiolas, que estudian familiares de primer
grado, aunque estan en consonancia, la nuestra es mas elevada,
11,6% frente al 7% estimado (Castafio et al., 2004; Vaquero et al.,
2014; Vitoria, Arrieta, Astigarraga, Garcia-Masdevall, & Rodriguez-
Soriano, 1994). Considerando que ninguna estas series estudiadas
anteriormente incluye poblacién pediatrica, ni especifican la
distribucion de grupos de riesgo HLA, nuestro estudio sugiere por un
lado que, o bien nosotros ya hemos diagnosticado la mayoria de
casos de EC que corresponden a nuestra cohorte, a pesar de que el
seguimiento se ha realizado hasta los 6-8 afios de edad, o bien que
en otros estudios el nimero de casos debutando de forma oligo o
asintomatica en edad pediatrica quedan sin identificar y por lo tanto,
la prevalencia global en estas series esta subestimada. Y por otro,
puede ser que en nuestra cohorte el porcentaje de sujetos HLA
homocigotos sea mayor que en otras series espafiolas estudiadas, y

por lo tanto nuestra mayor prevalencia se deba a este factor.
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Nuestros resultados también confirman que los nifios presentan un
riesgo de desarrollo de EC 5 veces inferior respecto a las nifias, datos
que concuerdan con otros estudios, que ponen de manifiesto que las
nifias tienen mayor riesgo de desarrollo de EC desde edades
precoces (lvarsson, Persson, Nystrom, & Hernell, 2003; Mearin, 2007;
Markle & Fish, 2014; Vriezinga et al., 2014). Pero ademas, hay que
destacar que del total de la cohorte, el 40% de las niflas homocigotas
fueron diagnosticadas de EC, y todas, excepto una, antes de los 4
afnos de edad. Esto indica que no solo hay que considerar el genotipo
como factor clave, sino que la combinacion del genotipo homocigoto
con el sexo femenino, puede dar lugar a un debut muy precoz de le
enfermedad y por lo tanto hay que tenerlo en cuenta para el
seguimiento de poblacién de riesgo desde edades muy tempranas.
Estos hallazgos confirman los resultados obtenidos en el estudio
PreventCD en el que se observaba como la combinaciéon de ambos
factores aumenta el riesgo de desarrollo de EC hasta los 3 afios. Sin
embargo, en nuestra cohorte hemos comprobado que este efecto se
mantiene hasta los 6 afios, edad hasta la que se ha seguido la

cohorte.

En cuanto a las formas clinicas de manifestacién de la enfermedad,
en nuestra cohorte hemos comprobado que, aunque la mayoria
presentaron sintomas gastrointestinales caracteristicos de la

enfermedad, 5 estaban asintomaticos en el momento del diagnéstico.
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Esto demuestra que la EC paucisintomatica no es exclusiva del nifio
mayor o del adolescente, como se ha considerado clasicamente
(Rodrigo Saez et al., 2011; Cilleruelo et al., 2014). Por otra parte,
todos los sujetos diagnosticados presentaron anticuerpos positivos,
incluso los 6 que debutaron antes de los 2 afios de edad, que
positivizaron entre 12 y 18 meses. Aunque el niUmero de casos es
pequefio, llama la atencidn la discrepancia con publicaciones previas,
que refieren un 17% de anti-TG2 negativos en nifios menores de 18
meses (Lagerqvist et al., 2008); pero coinciden con los resultados de
otras cohortes europeas donde todos los casos, independientemente
de la edad, presentaban anti-TG2 positivos al diagnéstico (Lionetti et

al., 2014, Vriezinga et al., 2014).

Respecto a los resultados obtenidos sobre el impacto de la cantidad
de gluten consumida en el desarrollo de EC, considerando que el
intervalo de confianza de la variable consumo de gluten, es de [0,69-
1,78], el aumento progresivo de la ingesta de gluten entre los 11 y 36
meses, podria reducir o aumentar el riesgo de desarrollo de EC, pero
en ningun caso, seria significativo. Ademas, el consumo de los casos
de EC y no-EC, fue similar. Los datos concuerdan con los resultados
obtenidos en el analisis anterior, y estos resultados, del impacto de la
cantidad de gluten y el riesgo de desarrollo de EC, ya se han

discutido también en el apartado anterior.
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Finalmente, puesto que los sujetos de la cohorte Espafiola,
pertenecen a la cohorte general del PreventCD, las limitaciones y
fortalezas de este subanalisis son las mismas descritas en apartados
anteriores, aunque hay que destacar que una limitacion afiadida a
este analisis es que el nimero de sujetos era menor que el de la

cohorte total del estudio principal.
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1. Conclusiones

Partiendo de las hipétesis planteadas, y en base a los resultados

obtenidos, podemos concluir que:

1. Los CFC desarrollados y validados, son unas herramientas
fiables y precisas para evaluar el consumo de gluten en Espafia
en niflos de 7 a 36 meses de edad, tanto con fines clinico-
asistenciales, como para realizar estudios epidemiologicos.

2. La cantidad de gluten consumida durante los 3 primeros afios de
vida, no es un factor de riesgo asociado al desarrollo de
enfermedad celiaca hasta los 6 afios, para la mayoria de
genotipos HLA.

3. El aumento brusco del consumo de gluten entre los 11 y 18
meses, podria aumentar el riesgo de desarrollo de EC en sujetos
HLA-DQ2.2/DQ?7.

4. El patron de consumo de gluten en poblacién pediatrica, es
similar en Europa y se cumple en todos los paises estudiados: un
aumento brusco del consumo entre los 11 y 18 meses, y un
aumento mas moderado a partir de los 18 meses.

5. Espafia es el pais con menor consumo de gluten a cualquier
edad, seguido de Alemania, Paises Bajos, Hungria e Italia, siendo
estos dos ultimos los de mayor consumo.

6. Eltipo de trigo (harina) consumido durante los 3 primeros afios de

vida, tampoco es un factor de riesgo asociado al desarrollo de la
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10.

11.

EC hasta los 6 afios: ni el consumo de trigo hexaploide aumenta
el riesgo de desarrollo de EC, ni el consumo de trigo tetraploide
tuvo un efecto (protector) significativo en el desarrollo de EC.

El consumo de ambos tipos de trigo, sigue un patrén similar al del
consumo total de gluten: un aumento brusco del consumo entre
los 11 y 18 meses, y un aumento mas moderado a partir de los 18
meses.

La tendencia del consumo de alimentos con gluten en poblacién
pediatrica, es similar en Europa: el consumo de cereales infantiles
disminuye con la edad, mientras que el consumo de pan, pasta,
galletas y bolleria aumenta con la edad.

En el andlisis de la subcohorte Espafiola se confirman los
resultados obtenidos previamente en la cohorte del PreventCD: el
genotipo HLA junto con el género, son los factores mas
determinantes en el desarrollo de la enfermedad hasta los 6 afios
de edad.

En general, los sujetos homocitogos (HLA-DQ2.5/DQ2.2 y HLA-
DQ2.5/DQ2.2), presentaron hasta 4 veces mas riesgo que los
sujetos con otros genotipos HLA. Por otro lado, en el género
femenino se duplica el riesgo.

Finalmente, este andlisis de la subcohorte Espafiola, también
mostré que la combinacién de ambos factores (HLA homocigoto y

género femenino) todavia aumentaba mas el riesgo de desarrollo
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de la EC y este efecto se mantienen al menos hasta los 6 afios de
edad.

12. Las formas asintométicas de debut no son exclusivas del nifio
mayor, pudiendo encontrarse incluso en lactantes (menores de

dos afios).

2. Aplicaciones précticas

Las herramientas desarrolladas (los CFC), podran ser utilizadas tanto
con fines clinicos, por ejemplo ante la sospecha de EC en edades
muy tempranas para analizar si el nifio esta consumiendo o no gluten
y en qué cantidad, como para realizar estudios epidemiolégicos que
requieran un conocimiento preciso del consumo de gluten en

cualquier poblacion espafiola.

Actualmente no existe suficiente evidencia para establecer la edad
mas adecuada para introducir el gluten en la dieta del lactante con
riesgo de EC. En base a nuestros resultados, tampoco habria
suficiente evidencia para postular recomendaciones especificas en
cuanto a la cantidad y forma més adecuada de introducir el gluten en
la dieta del lactante con riesgo de EC. Por ello consideramos que el
gluten, en sujetos de riesgo, deberia introducirse como un

componente mas de la alimentacién complementaria.

Por dltimo, al ser el genotipo HLA junto con el género, los factores

mas determinantes en el desarrollo de la enfermedad, y considerando
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la precocidad con la que puede debutar la misma, se justifica la
realizacion del cribado precoz en pacientes con al menos un familiar
de primer grado diagnosticado de EC. La identificacion de individuos
con alto riesgo permitiria un seguimiento mas precoz, exhaustivo y
regular, sobre todo de homocigotos DQ2, agilizando el diagnéstico de
la enfermedad. Actualmente no existen recomendaciones especificas
de ningun organismo, nacional o europeo, en cuanto a cémo
programar el seguimiento en esta poblacién de riesgo, pero, de
acuerdo con nuestros resultados y con los de los estudios recientes
ya comentados, consideramos que seria apropiado que a partir de los
18 meses y, al menos, hasta los 6 afios se realizaran controles
clinicos y serolégicos anuales. Se conseguiria de este modo evitar las
graves consecuencias de un diagndstico tardio, asi como reducir el

coste sanitario, evitando pruebas complementarias innecesarias.
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ANEXO 1. Plantilla de registro dietético utilizado para la validacion de

los CFC.
DIA
Alimento: Marca: Cantidad:
DESAYUNO
Alimento: Marca: Cantidad:
ALMUERZO
Alimento: Marca: Cantidad:
COMIDA
Alimento: Marca: Cantidad:
MERIENDA
Alimento: Marca: Cantidad:
CENA
Alimento: Marca: Cantidad:
ENTRE
HORAS
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ANEXO II. Cuestionario de frecuencia de consumo -1 (de 7 a 12

meses).

Cuestionario dietético
1. ;Recibe el nifio/a exclusivamente lactancia materna? o No
o 54 pasaa la preguntan®4
2. ;A que edad dejaste de darle lactancia matemna?
o Nunca le he dado
o Sigo déndole
o Ales ... meses

3. (Qué tipo de formula adaptada le da a su hijo?

o Anti-reflujo’ a.nl:t regurgttacmn
L'Iarcacomﬂtlal_
o Otras
Cantidad: ........
Marca comercial: .

4. ;Alimenta a su hijo con leche con cereales con gluten?
omno, pﬂsaalapreglmtamunem 6.
O 5i. Marca comercial:

5. ;Que cantidad de cereales con ghuten le da asu hijo al dia?

O Siesconbiberdn: o 1-—3cacitos o1 vezal dia
o 2-3 veces al dia
o 4-5 weces al dia
o 6 veces al dia
o 4— 6 cacitos
o 1 vezal dia
o 2-3 veces al dia
o 4-5 veces al dia
o 6 veces al dia
o Mas de 6 cacitos
o 1 vezal dia
o 2.3 veces al dia
o 4-5 veces al dia
O 5ies papilla:
o Menos de Y2 plato
o ¥ - 1 plato
o 1 —1 % platos
o 1%: - 2 platos
o Mis de 2 platos

6. Cuando le da potitos salados {no casera) a su hijo/a, joqué marca usa normalmente?
o No utilizo “comida preparada’™
o Hero:
- buenas noches- crema de verdura y pasta
- del mercado- verdura con pavo v pasta
om0 OSSO S

7. Cuando le da “potitos de fiuta™ a so njo/a. jqué marca usa normalmente?

o No utilizo “comida preparada™

o Hero: macedonia de frutas con cereales

o Nestlé: cocldail de frutas v cereales

o Otros: . . e
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ANEXO Il (continuacién). Cuestionario de frecuencia de consumo -1 (de 7 a 12 meses).

[EDAD:

FRECUENCIA EDAD DE INTRODUCCION
PRODUCTOS NUNCA 1 13 46 Tvezal | 2veces | 3 omas fJf =6m 6-7m Tm 7-3 =8m 80m =0m 9-10m =10 10- =1lm | 11-12m
/semana | veces'sem | veces/sem dia dia veces m m 1lm
dia

Pan (1 porcion 40 g)

Galletas (Maria, Maria
Dorada, Rio Petit v

Tosta Rica)

Galletas  Dinosaurios
La

Cruasanes (1

porcion=25g)
Magdalenas (1 porcion
=30g)

Rosquilletas (unidad)

Chocolate (1 cuadrado)

Cereales

(Nestlé Milupa Ordesa,
Hero Baby)

Cereales (Nutribén)

Pasta: (macarrones,
estrellitas, espaguetis.)
(1 porcién= 50 g)
Productos  rebozados
Caseros {1
porcion=75g)

Potitos de fruta (con
gluten)

Potitos salados (con
gluten)
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Anexo lll. Cuestionario de frecuencia de consumo — 2 (de 13 a 36

meses).

Miimero:
Fecha: .
Edad: .
Nombre ([N'[CIALES)

Cuestionario dietético

1. ;Becibe el nifio/a exclusivamente lactancia materna? o No
o Si, pasa a la pregunta n® 4

2. (A que edad dejaste de darle lactancia materna?

o Nuneca le he dado
o Sigo dandole
oAlos.... meses
3. (Qué tipo de leche adaptada le da a su hijo?
o Normal
Cantidad: .
Marca counetc:.al
o0 Adaptada para alergias ahmentatws.‘hidmhzadas
Cantidad: .
Marca mme-rcial
o Anti-reflujo’ anti- regwgttacion
Cantidad: .
Marca comercml
o Otras
Cantidad: ............
Marca comercial: ..

4. ;Alimenta a su hijo con cereales con gluten?
one, pasaalaprreglmmnmmnﬁ
O 5i Marca comercial: e

5. (Qué cantidad de cereales le da a su hijo al dia? Indicar &l mimero de cacitos o cucharadas,
va sea en biberdn o en papilla.

o 1-—3 cacitos:
a1 wvezal dia
0 2-3 veces al dia
o 4-5 veces al dia
o6 veces al dia
o 4—6 cacitos
o 1vezal dia
o 2-3 weces al dia
o 4-5 veces al dia
o 6 veces al
o Mas de 6 cacitos
o 1 vez al dia
o 2-3 veces al
o4-5 veces al dia

= A rramac al

O Sison cereales enteros (tipo Kellogg), que cantidad v marca comercial?

6. Cuando le da potitos salados (no casera) a su hijo/a, joqué marca vusa normalmente?
o No utilizo “comida preparada”
o Hero:
- buenas noches- crema de verdura y pasta
- del mercade- verdura con pavo ¥ pasra
o Otros: .

7. Cuando le da “potitos de fita™ a su hijo/a, jqué marca vsa normalmente?

o No utilizo “comida preparada”

o Hero macedonia de firutas con cereales 238
o Nestlé: cocltail de fiutas v cereales
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Anexo lll (continuacion). Cuestionario de frecuencia de consumo — 2 (de 12 a 36 meses)

8. ;Con qué frecuencia le da a su hijo/hija los siguientes productos?

PRODUCTOS NUNCA Menos de 1 1-3 veces/sem | 4-6 veces/sem 1vez al dia 2 veces dia 3 o mas veces
/semana dia

Pan (1 porcion 40 g).

Pan sandwich (1 rebanada=30g)

Galletas (Maria, Maria Dorada. Rio Petit v Tosta Rica)

Galletas Dinosaurios La

Galletas con chocolate (tipo principe)

Bizcochitos (1 porcion=20g) v Bolleria ( curasanes, magdalenas)(1
porcion=25g)

Ensaimadas (1 porcion=35g)

Rosquilletas (unidad)

Cereales ( Nestlé Milupa Ordesa.Hero Baby)

Cereales (Mutribén)

Cereales (kellogs)

Cereales con cacao

Pasta: (estrellitas, sémola trigo.letritas ...) (racién sopa)

Pasta: (spaguetis. macarrones, lacitos...) (plato pequefio)

Varitas de merluza (1 porcion=75g)

Croquetas de pollo congeladas (1 porcion=75g)

Pollo empanado (1 porcién=75g)

Postres lacteos con harina (cereales o galleta)

Potitos de fruta (con gluten)

Potitos salados ( con gluten)

*En la casilla de “3 o mas”. especificar la cantidad.




Anexo IV. Ingesta media de gluten por producto, pais y mes.

PAN (g/dia)
11m 12 m 14 m 16 m 18 m 20m 22m 24 m 28 m 30m 34 m 36 m
Espafia 0.30 0.61 0.84 1.01 1.17 1.25 1.41 1.53 1.55 1.61 1.84 1.80
Paises Bajos 2.88 3.85 4.71 481 511 5.50 5.62 5.65 6.02 6.18 6.05 6.38
Italia 0.41 0.58 1.17 0.92 1.39 1.88 1.07 1.84 1.41 2.46 0.91 2.02
Hungria 1.89 3.04 3.53 4.40 5.30 4.89 541 5.99 5.20 5.48 5.88 6.12
PASTA (g/dia)
11m 12 m 14 m 16 m 18 m 20m 22 m 24 m 28 m 30 m 34 m 36 m
Espafia 0.06 0.15 0.23 0.34 0.46 0.52 0.54 0.64 0.70 0.71 0.78 0.77
Paises Bajos 0.10 0.12 0.17 0.21 0.20 0.20 0.22 0.22 0.22 0.20 0.22 0.23
Italia 2.36 2.96 3.49 3.98 3.95 3.41 4.00 4.20 4.00 4.16 2.78 4.02
Hungria 0.64 0.78 0.94 1.03 1.21 0.98 1.03 1.09 0.93 0.95 0.97 0.99
GALLETAS (g/dia)
11m 12 m 14 m 16 m 18 m 20m 22 m 24 m 28 m 30m 34 m 36 m
Espafia 0.48 0.51 0.53 0.57 0.56 0.55 0.58 0.56 0.53 0.48 0.48 0.47
Paises Bajos 0.33 0.34 0.36 0.36 0.30 0.29 0.31 0.30 0.34 0.33 0.40 0.37
Italia 1.51 1.25 1.93 2.08 2.05 2.09 2.18 1.77 2.04 1.81 1.24 1.48
Hungria 1.19 1.40 1.37 1.67 1.90 1.33 1.45 1.56 1.38 1.49 1.46 1.52
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Anexo IV (continuacidn). Ingesta media de gluten por producto, pais y mes.

CEREALES INFANTILES (g/dfa)

11m 12 m 14 m 16 m 18 m 20m 22m 24 m 28 m 30m 34 m 36 m

Espafia 1.55 1.64 1.59 1.68 1.45 1.44 1.16 1.10 0.77 0.60 0.48 0.35

Paises Bajos 1.31 1.44 1.58 1.39 1.18 1.07 0.83 0.57 0.46 0.52 0.36 0.34

Italia 0.08 0.05 0.00 0.08 0.03 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00

Hungria 1.16 1.37 0.86 0.83 0.83 0.63 0.65 0.65 0.51 0.46 0.44 0.47
BOLLERIA (g/dia)

11m 12 m 14 m 16 m 18 m 20m 22 m 24 m 28 m 30 m 34 m 36 m

Espafa 0.00 0.03 0.06 0.08 0.13 0.16 0.16 0.19 0.20 0.21 0.26 0.26

Paises Bajos 0.03 0.08 0.13 0.18 0.20 0.24 0.19 0.25 0.24 0.24 0.23 0.28

Italia 0.26 0.34 0.65 0.58 0.76 0.79 0.71 1.30 1.18 1.27 0.74 1.40

Hungria 0.25 0.43 0.75 1.15 1.40 1.42 1.67 1.71 1.88 2.00 2.03 2.10

OTROS (g/dia)

11m 12 m 14 m 16 m 18 m 20m 22 m 24 m 28 m 30 m 34 m 36 m

Espafia 0.17 0.25 0.26 0.26 0.27 0.26 0.28 0.30 0.37 0.37 0.47 0.53

Paises Bajos 0.33 0.48 0.54 0.59 0.78 0.80 0.86 0.83 0.98 0.88 0.97 1.04

Italia 0.02 0.17 0.26 0.24 0.62 0.61 0.67 0.95 1.14 1.13 0.72 1.23

Hungria 0.03 0.05 0.08 0.12 0.18 0.15 0.20 0.25 0.24 0.27 0.30 0.33
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Anexo V. Contribucion de los diferentes productos con gluten a la ingesta media diaria de gluten en cada pais.

ESPANA

11 m 12 m 14 m 16 m 18 m 20 m 22 m 24 m 28 m 30 m 34 m 36 m

'MD(S/J%TAL 255 314 345 387 401 4.20 415 437 420 415 446  4.40

Pan (%) 11.84 18.42 2337 2430 2827 2972  33.80 3495 3693 38.83 41.28 40.85

Galletas (%) | 1898 1636 1521 1481 14.01 13.21 13.89 12.84 1252 1259 1071 10.73

_ Cereales 60.10 52.15 46.08 4339 36.23 3517  28.04 2511 1844 1557 10.70 7.98
infantiles (%)

Pasta (%) 218 451 6.47 874 1150 1210 1311 1457 1669 1750 17.45 1755

Bolleria (%) | 0.26 081 1.78 208  3.15 3.76 386 427 488 517 585 585

Otros (%) 671 798 752 681 684 6.17 6.76 696 882 905 10.48 12.01

PAISES BAJOS

11 m 12 m 14 m 16 m 18 m 20 m 22 m 24 m 28 m 30 m 34 m 36 m

'MD((S/J%TAL 527 636 7.68 7.70  8.04 8.52 830 809 860 877 885 919

Pan (%) 5566 60.55 61.29 62.43 63.61 6457  67.74 69.81 7050 7043 7041 70.42

Galletas (%) | 7.50 538 467 462  3.73 3.41 368 369 395 380 450 401

Cereales

nfantiles (05) | 2490 2263 2062 1809 1672 1254 1097 850 6.40 597 504 473

Pasta (%) 298 189 219 274 260 2.40 266 268 260 230 252 248

Bolleria (%) | 056  1.24 1.74 230 245 2.82 260 312 280 270 260 3.60

Otros (%) 660 762 770 766  9.75 .43 1037 1070 1145 1150 11.22 1150
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Anexo V (continuacién). Contribucién de los diferentes productos con gluten a la ingesta media diaria de gluten en cada pais.

ITALIA

11 m 12 m 14 m 16 m 18 m 20m 22 m 24 m 28 m 30m 34 m 36 m

'MD(S/J%TAL 485 543 793 580 881 9.76 893 1078 11.82 1237 1151 12.10

Pan (%) 9.44 10.63 14.90 15.35 15.77 19.24 14.75 17.81 18.96 19.88 17.92 19.69

Galletas (%) 31.14 2294 24.32 25.08 23.25 21.40 24.40 16.43 17.56 16.61 15.81 14.25

. Cer_eales 1.61 1.01 0.05 1.33 0.40 0.00 0.00 0.02 0.00 0.08 0.00 0.00
infantiles (%)

Pasta (%) 48.63 5458 48.20 45.70 44.85 44.20 4483 41.22 39.82 40.62 4411 43.22

Bolleria (%) 5.33 6.21 8.16 9.14 8.67 8.07 7.98 12.89 11.50 11.55 11.44 11.57

Otros (%) 2.35 3.13 3.30 4.22 7.08 6.24 7.50 8.79 9.64 9.94 8.27 10.20

HUNGRIA

11 m 12 m 14 m 16 m 18 m 20m 22 m 24 m 28 m 30m 34 m 36 m

'M'D(E/JS)TAL 527 636 768 770 804 8.52 830 809 860 877 885 9.19

Pan (%) 55.66 60.55 61.29 62.43 63.61 64.57 67.74 69.81 70.50 70.43 70.41 70.42

Galletas (%) 7.50 5.38 4.67 4.62 3.73 3.41 3.68 3.69 3.95 3.80 4.50 4.01

Cereales

infantiles (%) 2490 22.63 20.62 18.09 16.72 12.54 10.97 8.50 6.40 5.97 5.04 4.73

Pasta (%) 2.98 1.89 2.19 2.74 2.60 2.40 2.66 2.68 2.60 2.30 2.52 2.48

Bolleria (%) 0.56 1.24 1.74 2.30 2.45 2.82 2.60 3.12 2.80 2.70 2.60 3.60

Otros (%) 6.60 7.62 7.70 7.66 9.75 9.43 10.37 10.70 11.45 11.50 11.22 11.50
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Anexo VI. Ingesta media diaria de gluten de los diferentes productos, por mes, por pais, y por casos diagnosticados de

enfermedad celiaca (EC) y casos sanos (no-EC)

PAN (g/dia)
Casos | 11m 12 m 14 m 16m 18 m 20m 22m 24 m 28m 30m 34m 36m
Espafia no-EC | 0.30 0.61 0.84 101 | 117 | 125 | 1.41 | 153 | 155 | 161 | 1.84 | 1.80
EC 0.24 0.62 0.67 0.90 0.84 0.99 1.44 1.25 1.11 1.44 1.30 1.46
Paises bajos | N0-EC | 2.88 | 3.85 471 | 481 | 511 | 550 | 562 | 565 | 6.02 | 6.18 | 6.05 | 6.38
EC 2.29 3.66 4.84 4.22 5.00 6.03 5.81 6.01 5.96 6.37 6.48 5.71
ltalia no-EC | 0.41 | 058 117 | 092 | 1.39 | 1.88 | 107 | 1.84 | 1.41 | 246 | 191 | 202
EC 0.33 0.82 1.2 0.83 1.70 1.55 0.13 1.51 1.54 2.38 1.58 1.90
Hungria no-EC 1.89 3.04 3.53 4.40 5.30 4.89 5.41 5.99 5.20 5.48 5.88 6.12
EC 1.89 2.95 3.87 4.53 5.22 4.71 5.26 5.55 4.94 4.69 5.92 5.69
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Anexo VI (continuacién). Ingesta media diaria de gluten de los diferentes productos, por mes, por pais, y por casos

diagnosticados de enfermedad celiaca (EC) y casos sanos (no-EC)

PASTA (g/dia)

Casos 11m 12m 14 m 16 m 18 m 20m 22 m 24 m 28 m 30m 34 m 36m

Espafia no-EC | 006 | 015 | 023 | 034 | 046 | 052 | 054 | 064 | 070 | 071 | 0.78 | 0.77

EC 0.35 0.44 0.53 0.70 0.70 0.65 0.83 0.83 1.05 0.80 1.36 1.17

Paises bajos | N0-EC | 010 | 012 | 017 | 021 | 020 | 020 | 022 | 022 | 022 | 020 | 022 | 0.23

EC 0.28 0.26 0.32 0.36 0.29 0.29 0.28 0.31 0.31 0.31 0.39 0.35

ltalia no-EC | 236 | 296 | 349 | 398 | 395 | 341 | 400 | 420 | 400 | 416 | 278 | 4.02

EC 2.57 2.63 2.95 3.17 3.43 3.51 3.16 5.10 4.60 4.91 3.17 3.17

. no-EC 0.64 0.78 0.94 1.03 1.21 0.98 1.03 1.09 0.93 0.95 0.97 0.99
Hungria

EC 0.60 0.74 1.02 1.13 1.48 1.18 1.13 1.07 0.96 0.94 0.98 0.95
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Anexo VI (continuacién). Ingesta media diaria de gluten de los diferentes productos, por mes, por pais, y por casos

diagnosticados de enfermedad celiaca (EC) y casos sanos (no-EC)

GALLETAS (g/dia)

Casos | 11m 12 m 14 m 16m 18 m 20m 22m 24 m 28m 30m 34m 36m

Espafia no-EC | 0.48 0.51 0.53 0.57 0.56 0.55 0.58 0.56 0.53 0.48 0.48 0.47
EC 0.54 0.69 0.69 0.69 0.72 0.63 0.72 0.86 0.41 0.97 0.67 0.77

Paises bajos | N0-EC | 0.33 | 0.34 036 | 036 | 030 | 029 | 031 | 030 | 034 | 033 | 040 | 037
EC 0.43 0.45 0.48 0.38 0.35 0.19 0.31 0.27 0.21 0.23 0.40 0.36

ltalia no-EC | 1.51 1.25 1.93 | 208 | 2.05 | 209 | 218 | 1.77 | 2.04 | 1.81 | 124 | 148

EC 1.08 0.97 1.99 2.0 2.20 2.66 2.19 1.59 2.09 2.38 1.47 1.38

Hungria no-EC 1.19 1.40 1.37 1.67 1.90 1.33 1.45 1.56 1.38 1.49 1.46 1.52
EC 1.46 1.84 1.05 1.47 1.92 1.21 1.31 1.24 1.33 1.60 1.23 1.55
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Anexo VI (continuacién). Ingesta media diaria de gluten de los diferentes productos, por mes, por pais, y por casos

diagnosticados de enfermedad celiaca (EC) y casos sanos (no-EC)

CEREALES INFANTILES (g/dia)

Casos 11m 12m 14 m 16 m 18 m 20m 22 m 24 m 28 m 30m 34 m 36m

Espafia no-EC | 155 | 164 | 159 | 1.68 | 145 | 144 | 1.16 | 110 | 077 | 0.60 | 0.48 | 0.35

EC 1.63 1.75 1.64 1.92 1.79 1.58 1.49 1.52 0.94 0.81 0.92 0.50

Paises bajos | N0-EC | 131 | 144 | 158 | 139 | 1.18 | 1.07 | 083 | 057 | 046 | 052 | 036 | 0.34

EC 1.36 1.68 2.09 1.74 1.39 1.04 0.83 0.65 0.65 0.67 0.49 0.49

ltalia no-EC | 008 | 005 | 000 | 008 | 003 | 000 | 000 | 000 | 000 | 001 | 0.00 | 0.00

EC 0.06 0.00 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00 0.00 0.00 0.00

. no-EC 1.16 1.37 0.86 0.83 0.83 0.63 0.65 0.65 0.51 0.46 0.44 0.47
Hungria

EC 1.32 1.47 0.98 0.97 1.11 0.51 0.72 0.62 0.81 0.46 0.40 0.67
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Anexo VI (continuacidn). Ingesta media diaria de gluten de los diferentes productos, por mes, por pais, y por casos

diagnosticados de enfermedad celiaca (EC) y casos sanos (no-EC)

BOLLERIA (g/dia)

Casos | 11m 12 m 14 m 16m 18 m 20m 22m 24 m 28m 30m 34m 36m

Espafia no-EC | 0.00 0.03 0.06 0.08 0.13 0.16 0.16 0.19 0.20 0.21 0.26 0.26
EC 0 0.01 0.05 0.06 0.14 0.27 0.325 0.39 0.42 0.35 0.2 0.18

Paises bajos | N0-EC | 0.03 | 0.08 013 | 018 | 020 | 024 | 019 | 025 | 024 | 024 | 023 | 028
EC 0.03 0.09 0.10 0.15 0.19 0.19 0.13 0.19 0.21 0.18 0.23 0.20

ltalia no-EC | 0.26 | 0.34 065 | 058 | 076 | 079 | 071 | 130 | 118 | 1.27 | 0.74 | 1.40

EC 0.24 0.22 0.44 0.65 0.86 0.52 0.75 0.99 1.12 1.15 0.66 1.30

Hungria no-EC 0.25 0.43 0.75 1.15 1.40 1.42 1.67 1.71 1.88 2.00 2.03 2.10
EC 0.23 0.31 0.72 1.05 1.23 1.45 1.71 1.72 1.97 1.92 1.83 1.97
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Anexo VI (continuacién). Ingesta media diaria de gluten de los diferentes productos, por mes, por pais, y por casos

diagnosticados de enfermedad celiaca (EC) y casos sanos (no-EC)

OTROS (g/dia)

Casos | 11m 12 m 14 m 16m 18 m 20m 22m 24 m 28m 30m 34m 36m

Espafia no-EC | 0.17 | 0.25 026 | 026 | 027 | 026 | 028 | 030 | 037 | 037 | 047 | 053
EC 0 0.03 0.21 0.14 0.34 0.20 0.18 0.36 0.48 0.71 0.69 0.56

Paises bajos | N0-EC | 0.33 | 0.48 054 | 059 | 078 | 080 | 086 | 0.83 | 098 | 0.88 | 097 | 1.04
EC 0.27 0.41 0.62 0.62 0.82 0.75 0.73 0.75 0.66 0.65 0.71 0.76

ltalia no-EC | 0.02 | 0.17 026 | 024 | 062 | 061 | 067 | 095 | 114 | 113 | 072 | 1.23

EC 0.01 0.17 0.20 0.27 0.62 0.63 0.66 0.89 1.10 1.03 0.76 1.10

Hungria no-EC 0.03 0.05 0.08 0.12 0.18 0.15 0.20 0.25 0.24 0.27 0.30 0.33
EC 0.02 0.05 0.09 0.13 0.17 0.14 0.20 0.23 0.23 0.24 0.32 0.30
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Anexo VII. Caracteristicas de los casos diagnosticados de enfermedad celiaca en la subcohorte Espafiola.

Edad Edad
. primera o Otros Otros e
c . Grupo Grupo de Género* : realizacion . . . Clasificacion

asos HLA-|— intervencion * serologia biopsi Diarrea# sintomas Sintomas Marsh

s psia . . . ars

positiva digestivos$ | /signos
(meses) (meses)
M1 Grupo 1 Placebo F 36 38 -- -- NS* 3A
M2 | Grupol | Gluten F 22 24 - - Deficit de 3B
hierro

M3 Grupo 3 Placebo F 12 14 Sl NO 3C
M4 Grupo 3 Placebo M 18 20 Sl NO 3A
V1 Grupo 3 Gluten F 18 21 Sl NO 3A
V2 Grupo 1 Gluten M 18 23 Sl NO 3A
V3 Grupo 3 Placebo M 60 63 -- -- NS* 3B
V4 Grupo 3 Gluten F 24 27 Si NO 3B
V5 Grupo 2 Placebo M 48 52 NO Sl 3A
V6 Grupo 3 Gluten F 47 49 NO NO NS* 3B
R1 Grupo 3 Placebo M 82 84 NO Si 3A
R2 Grupo 1 Gluten F 20 23 Si NO 3C
R3 Grupo 1 Gluten F 24 26 Sl NO 3B
R4 Grupo 1 Placebo F 24 26 Sl NO 3A
R5 Grupo 1 Gluten F 43 47 Sl NO 3B

*Casos: M, casos diagnosticados en Madrid; V, casos diagnosticados en Valencia; R, casos diagnosticados en Reus. -|-Genotipo HLA,
Grupo 1 incluye DQ2.5/DQ2.5 y DQ2.5/DQ2.2; grupo 2 DQ2.2/DQ7; grupo 3 DQ2.5/DQ7, DQ2.5/DQ8, y DQ2.5/X; grupo 4
DQ2.2/DQ2.2, DQ2.2/DQ8 y DQ8/DQS; y grupo5 DQ2.2/X, DQ8/DQ7 y DQ8/X. **Género: F, femenino; M, masculino. #Diarrea: todos
los casos con diarrea presentaron ademas, o distensién abdominal y/o dolor abdominal y/o vémitos. $ Otros sintomas digestivos

fueron estrefiimiento junto con dolor abdominal v/o anorexia. * Estos casos no presentaron ninguna sintomatologia.
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Anexo VIl (continuacion). Caracteristicas de los casos diagnosticados de enfermedad celiaca en la subcohorte Espafiola.

. Primerg E.dad' . Otros e g
Casos* Grupo ‘ Grupo d.e’ Género* sero!qgla rea!lzac_lon Diarreat sintomas 'Otros Clasificacion
HLA+} intervencion * positiva biopsia digestivos$ sintomas Marsh
(meses) (meses)
R6 Grupo 1 Gluten F 21 23 Sl NO 3C
R7 Grupo 1 Placebo M 26 30 Sl NO 3B
R8 Grupo 3 Placebo M 18 22 Sl NO 3B
R9 Grupo 1 Gluten F 24 26 - - NS* 3C
R10 Grupo 1 Gluten F 26 28 Sl NO 3C
R11 Grupo 1 Gluten F 16 18 NO Sl 3C
R12 Grupo 2 Gluten F 24 27 NO Sl 3A
R13 Grupo 3 Gluten F 25 27 NO Sl 3A
R14 Grupo 1 Gluten M 21 23 Sl NO 3B
R15 Grupo 3 Gluten F 25 28 Sl NO 3B
R16 Grupo 3 Placebo F 94 96 Sl NO 3A

*Casos: M, casos diagnosticados en Madrid; V, casos diagnosticados en Valencia; R, casos diagnosticados en Reus. -|-Genotipo HLA,
Grupo 1 incluye DQ2.5/DQ2.5 y DQ2.5/DQ2.2; grupo 2 DQ2.2/DQ7; grupo 3 DQ2.5/DQ7, DQ2.5/DQ8, y DQ2.5/X; grupo 4
DQ2.2/DQ2.2, DQ2.2/DQ8 y DQ8/DQS; y grupo5 DQ2.2/X, DQ8/DQ7 y DQ8/X. **Género: F, femenino; M, masculino. #Diarrea: todos

los casos con diarrea presentaron ademas, o distensién abdominal y/o dolor abdominal y/o vémitos. $ Otros sintomas digestivos

fueron estrefiimiento junto con dolor abdominal y/o anorexia. X Estos casos no presentaron ninguna sintomatologia.
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