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ANTECEDENTES

La enfermedad celiaca (EC), también conocida como enteropatia sensible al gluten,
esprue celiaco o esprue no tropical, es una enfermedad inflamatoria cronica autoinmune
que se caracteriza por dafio a la mucosa intestinal y absorcion deficiente de nutrientes
debido a la ingestion de gluten de la dieta en individuos genéticamente susceptibles (1,

2, 29). Actualmente se le considera la condicion inflamatoria cronica mas comun.

Su incidencia se ha incrementado en forma notoria en los ultimos afos como
consecuencia de la introduccion clinica de pruebas seroldgicas con alta exactitud y
mejores criterios para el diagnostico de la lesion intestinal. Estos avances han llevado a
la identificacion de enfermos con formas asintomdticas o atipicas, que actualmente
representan la mitad de los casos, siendo que antes de 1993 eran menos del 30% (3).
Estudios recientes han demostrado que entre 0.5 y 1% de la poblacién norteamericana y
europea padece EC; mientras que en Latinoamérica, estudios realizados en Brasil y
Argentina han observado una prevalencia de 1:183 individuos y 1:167 (4, 5). En México
se han llevado a cabo tres estudios de seroprevalencia. El primero, que incluyé 350
universitarios de la Ciudad de México encontr6 0.72% (6), mientras que el segundo, con
una poblacion de 1009 donadores de sangre mostrd 2.6% (7), aunque cabe resaltar que
este estudio solo evalud serologia positiva para anticuerpos anti-transglutaminasa, pero
no antiendomisio ni histologia. El tercer estudio, que fue un seguimiento del previo,
determind la presencia de anticuerpos antiendomisio de los sueros que habian sido
positivos para anti-transglutaminasa, determindndose una doble positividad en el 0.59%
de la muestra, tomandose este valor como equivalente de la presencia de EC (30). Esto

indica que la EC, previamente considerada una afeccion infrecuente en nuestro pais,



tiene una prevalencia similar a la descrita en poblaciones norteamericanas y europeas.

La prevalencia de enfermedad celiaca no rebasa el 5% en ninguna poblacion (15).

La patogenia de la EC tiene componentes genéticos, ambientales e inmunolédgicos.
Genéticamente se considera una enfermedad poligénica, con participacion principal del
complejo mayor de histocompatibilidad (HLA por sus siglas en inglés, antigeno
leucocitario humano), asi como de otros genes no pertenecientes al HLA, todavia no
bien identificados (8). La susceptibilidad genética fue inicialmente sospechada por la
alta prevalencia en familiares (5-15%), concordancia en gemelos monocigotos (~75%) y
en individuos HLA-idénticos (~30%) (2). Se estima que el HLA constituye solo el 50%
o menos del efecto genético (9), siendo genes no HLA los que explican el resto del
riesgo. Algunos de estos genes no HLA que han sido estudiados, sin encontrarse franca
predisposicion genética son los polimorfismos de IL-1a, IL-1B, IL-18, RANTES vy
MCP-1 (10). EI HLA de clase II estd compuesto por los genes HLA-DR, HLA-DQ y
HLA-DP. En maultiples estudios, sobre todo en Europa, el marcador genético que
predomina es el HLA DQ2 (90-95%), codificado por los alelos DQA1*05 y DQB1*02,
mientras que la mayoria de los enfermos negativos para este marcador expresan HLA-
DQ8, codificado por los alelos DQA1*03 y DQB1*0302 (8, 11). Sin embargo, cada vez
mas estudios han descrito predominio del HLA DQS8 en grupos de Norte y Sudamérica

(12, 13, 14, 31).

Como se vera a continuacion, es necesaria (aunque no suficiente) la presencia de estos
alelos para el desarrollo de enfermedad celiaca y podrian en consecuencia tener una
implicacion diagnostica y como método de escrutinio. Se refiere que la presencia de

HLA-DQ2 y HLA-DQS no es suficiente para el desarrollo de la enfermedad, dado que



estos marcadores se encuentran presentes en 25-40% de la poblacion general, y de estos
solo 2 a 3% desarrollaran EC (29). También se tienen datos en poblacion mexicana
sobre la frecuencia de las moléculas HLA en la poblacion general. Barquera y cols.
describieron la frecuencia de las moléculas HLA clase I y II en 381 individuos no
relacionados siendo de 16% para el HLA-DQB1*02 (DQ2) y 24% para el HLA

DRB1#0302 (DQ8) (16).

Los factores ambientales e inmunoldgicos consisten en la activacion del sistema inmune
adaptativo e innato (via HLA) mediante péptidos derivados del gluten. El endosperma
de los granos de trigo contiene entre otras sustancias gliadina y glutenina que dan lugar
a la proteina conocida como gluten, el factor ambiental desencadenante de esta
enfermedad. Sustancias similares como hordeina en la cebada, secalina en el centeno y
probablemente avenina en la avena son también capaces de activar al sistema
inmunologico (21). Todas estas proteinas son ricas en prolinas y glutaminas las cuales
son incompletsmente digeridas por las enzimas digestivas. A grandes rasgos, el
mecanismo por el cual se logra la activacion del sistema inmune adquirido implica el
paso de péptidos derivados del gluten (i.e. a-gliadina 33-mer) hacia la ldmina propia del
intestino delgado, sea por via intercelular o transcelular, siendo esta tltima via las mas
importante debido al aumento en la permeabilidad intestinal dependiente de una
proteina llamada “zonulina” que aumenta su liberacion ante la presencia de gliadina.
Una vez que estos péptidos (gliadinas) se ponen en contacto con la transglutaminasa 2 o
transglutaminasa tisular, son tomados por células presentadoras de antigenos para ser
presentados a linfocitos CD4 mediante heterodimeros de HLA-DQ2 o HLA-DQS8. La
transglutaminasa tisular juega un papel muy importante en la respuesta inmunologica,

dado que al deaminar los residuos de glutamina del gluten permite una mayor afinidad



del HLA por estos. La estimulacion de las células CD4 deriva en una respuesta Thl,
mediada por interferon-y con activacion de linfocitos T citotdxicos, macrofagos y
células del estroma que dafian la mucosa de manera directa o mediante la liberacion de
enzimas como metaloproteinasas de la matriz, llevando a pérdida de las vellosidades e
hiperplasia epitelial de las criptas. Paralelamente las células CD4 estimulan a los
linfocitos B para formar anticuerpos (Ig A e Ig G) contra el gluten y la transglutaminasa
tisular (11, 8). Como una via alterna ocurre la activacion del sistema innato por otros
péptidos derivados del gluten (i.e. a-gliadina p31-p49) que estimulan la expresion de
interleucina-15, proteinas de choque de calor (heat shock proteins), del gen de cadena
relacionado al HLA clase I y moléculas E por los enterocitos, que llevan a activacion de

los linfocitos intraepiteliales (incluyendo células NK) y dafian la mucosa (29).

Actualmente se reconocen varios fenotipos de EC (17, 32):

1) EC sintomética con presentacion clasica (sintomas gastrointestinales):
presentan sintomas gastrointestinales y secuelas de absorcion intestinal
deficiente, representa aproximadamente el 50% de los casos. El diagnostico se
establece con estudios seroldgicos positivos y atrofia de las vellosidades en la
biopsia. Existe mejoria clinica con la dieta libre de gluten.

2) EC sintomatica con presentacion atipica (sintomas extraintestinales): sintomas
gastrointestinales ausentes o minimos, con manifestaciones extraintestinales
predominantes, entre los que destacan alteraciones neuropsiquiatricas,
neuropatias, hepatitis, osteoporosis y anemia por deficiencia de hierro. El
diagnostico y respuesta al gluten son similares a la forma clasica. Probablemente

sea la forma de presentacion mas comun en la actualidad.



3) EC silenciosa: individuos asintomaticos pero con serologia positiva y atrofia de
vellosidades demostrada por biopsia. Suele ser diagnosticada al estudiar
personas de alto riesgo como son los familiares directos de sujetos con EC.

4) EC potencial: aquellos individuos con serologia positiva pero sin atrofia de las
vellosidades. Tienen riesgo de desarrollar sintomas o cambios histoldgicos
durante su evolucion.

5) EC refractaria: Persistencia de sintomas e inflamacion intestinal a pesar de la
dieta libre de gluten. Esta forma de presentacion es poco frecuente pero
constituye un reto diagnéstico y terapéutico, ademds de que representa el

principal factor de riesgo para desarrollar linfomas de células T.

En su forma clasica, la EC da lugar a absorcion intestinal deficiente total, con grados
variables de afeccion dependiendo de lo extenso del compromiso intestinal, siendo
caracteristicamente mayor en los segmentos proximales. Es frecuente la deficiencia de
hierro y folatos, y menos comun la de Bi2, dado que el ileon terminal no suele verse
afectado en esta enfermedad. Las manifestaciones clinicas son resultado de este
compromiso en la absorcion: astenia, adinamia, diarrea, distension abdominal y pérdida
de peso (aunque cabe sefialar que hasta 30% de los pacientes presentan sobrepeso).
Algunos solo manifiestan datos sugerentes de reflujo gastroesofagico o dispepsia (8%),
sindrome de intestino irritable (por lo menos 5% tienen criterios de Roma II) y en un
porcentaje creciente solo se identifican manifestaciones extraintestinales como anemia
ferropénica (8%), osteoporosis (7%), trastornos neurologicos (neuropatia periférica
sensitiva, ataxia cerebelosa, convulsiones), infertilidad, abortos recurrentes, estatura
baja, defectos en el esmalte dental, ansiedad, depresion e incluso trastornos psicoticos.

La clevacion de transaminasas se encuentra hasta en 47% de los enfermos, con niveles



de ALT mayores a AST, que suelen normalizarse después de excluir el gluten de la
dieta. Ademads, en 30% de los pacientes, la EC se asocia con otras enfermedades
autoinmunes, prevalencia que aumenta en relacion a la duracion de la exposicion al
gluten. Entre las mds comunes estan la dermatitis herpetiforme (mas del 80% de estos
sujetos cursa con EC), diabetes mellitus tipo 1 (3-8%), enfermedad tiroidea autoinmune,
hepatitis autoinmune, cirrosis biliar primaria, sindrome de Sjogren, colitis microscopica
(10%) y deficiencia de Ig A (2-10%); asi como con sindromes genéticos como Turner,
Down y Williams (18, 19). En todos estos casos se recomienda la busqueda
intencionada de EC, asi como en familiares de primer grado dada la alta prevalencia.
También se ha observado mayor frecuencia de algunas neoplasias, especialmente del
linfoma de cé€lulas T asociado a enteropatia (2, 3, 17), pero también de adenocarcinomas

de intestino delgado, faringe y esofago (20).

Desde el punto de vista histoldgico, las alteraciones de la mucosa intestinal en la EC no
tratada se caracterizan por aplanamiento de la mucosa con reduccion en la altura de las
vellosidades e hiperplasia de las criptas, asi como infiltracion de la ldmina propia por
linfocitos y células plasmaticas, alteraciones todas inespecificas. Un hallazgo
caracteristico presente inclusive en ausencia de sintomas gastrointestinales es el
incremento en el nimero de linfocitos intraepiteliales, si bien puede observarse también
en otras patologias como sobrepoblacion bacteriana, alergia nutricional, colitis

microscopica con enteropatia y esprue tropical (2, 15, 21, 22).

Tradicionalmente, se utilizan los criterios modificados de Marsh (1999) para clasificar

los cambios histologicos observados en la EC (21, 33):



b)

d)

Tipo 0 (preinfiltrativa): Se caracteriza por mucosa normal pero existe serologia
positiva para anticuerpos anti-gliadina.

Tipo | (infiltrativa): Mucosa normal, pero con incremento de linfocitos
intraepiteliales. Aunque el punto de corte es un tanto arbitrario, se considera cuando
existen mas de 30-40 linfocitos intraepiteliales por cada 100 enterocitos.

Tipo 11 (hiperplasica): Ademas de la linfocitosis intraepitelial existe hiperplasia de
las criptas con incremento en el numero de mitosis, y radio altura-
vellosidad/profundidad-cripta inferior a lo normal (3 a 5).

Tipo 11l (destructiva): Comprende la lesion caracteristica de atrofia de las
vellosidades. Se divide en los siguientes subtipos: A) atrofia parcial con radio altura-
vellosidad/profundidad-cripta inferior a 1; B) atrofia subtotal, s6lo observandose
vellosidades aisladas; C) atrofia total, similar a la mucosa coldnica.

Tipo IV (hipoplasica): Es la etapa terminal de la enfermedad con aplanamiento y
atrofia de la mucosa como consecuencia de dafio irreversible por inflamacion
cronica. Existen depositos de coldgena en la mucosa y submucosa. Se asocia a EC

refractaria y al desarrollo ulterior de linfoma de células T asociado a enteropatia.

El diagnéstico de la EC requiere una alta sospecha clinica y que el médico tenga

presente todo el espectro clinico de la enfermedad, especialmente si se toma en cuenta

la alta prevalencia de formas atipicas. No existe una sola prueba que permita establecer

el diagnodstico, por tanto deben tomarse en cuenta varios criterios, incluyendo las

manifestaciones clinicas (diarrea y malabsorcion), la serologia y el estudio

histopatologico. Estos tres parametros permitiran clasificar a la EC de acuerdo a los

tipos previamente descritos (clasica, con sintomas atipicos, silenciosa, latente). Pero

incluso con esta evaluacion no es infrecuente que exista duda sobre el diagnostico y se



justifique un ensayo terapéutico con una dieta libre de gluten, sin embargo, para
complicar aun mas la evaluacion, muchos pacientes con diarrea cronica de otra

etiologia, incluyendo sindrome de colon irritable responden a una dieta libre de gluten.

Los estudios serologicos iniciales se basaban en la medicion de anticuerpos dirigidos
contra la gliadina (fraccién proteica del gluten). Actualmente esta prueba no se
considera apropiada, ya que aunque con buena sensibilidad, su especificidad es limitada,
por lo que se utilizan otras con mayor sensibilidad y especificidad que identifican
anticuerpos Ig A contra la transglutaminasa tisular (TGt), ya sea en forma directa
mediante técnica de ELISA (anticuerpos anti-transglutaminasa) o indirecta a través de
inmunofluorescencia (anticuerpos antiendomisio, los cuales también estan dirigidos
contra la transglutaminasa). Es importante mencionar que para que la determinacion de
estos anticuerpos sea valida, el paciente debe llevar una dieta sin restriccion de gluten,
de lo contrario debera considerarse realizar un reto con gluten por 2 a 4 semanas previo
a la determinacion de estos marcadores de autoinmunidad. Estd demostrado que los
anticuerpos antiendomisio tipo Ig A en adultos tienen especificidad cercana al 100% y
sensibilidad también alta (90-96%). En el caso de los anticuerpos anti-transglutaminasa
tisular tipo Ig A, las cifras correspondientes son 95-99 y 90-98% respectivamente. Sin
embargo, hay que considerar que los pacientes con formas leves de la enfermedad (tipos
[ y IT de Marsh), la sensibilidad llega a ser menor a 90% para ambos anticuerpos,
ademas de que después de aproximadamente 3-6 meses de apego a la dieta la prueba
puede resultar negativa en gran parte de los enfermos. Por otra parte, como ya se
menciond, 2-10% de los enfermos presentan deficiencia de Ig A, por lo que en casos de
sospecha alta y anticuerpos Ig A negativos, deben medirse los anticuerpos clase Ig G,

que aunque tienen baja sensibilidad, conservan especificidad muy altas (23).



Actualmente se cuenta con anticuerpos dirigidos contra péptidos de gliadina
deaminados (anticuerpos antigliadina deaminada), los cuales tienen sensibilidad y
especificidad muy similares a los anticuerpos anti-transglutamisa, por lo que la clase Ig
G de estos anticuerpos se considera el estudio diagnostico de primera linea en pacientes
con deficiencia de Ig A (24, 29). El uso de inmunosupresores es otra causa de falsos

negativos para serologia.

Las caracteristicas operacionales imperfectas de los anticuerpos para el diagnodstico de
EC, asi como la falta de especificidad de los hallazgos histopatoldgicos, han creado la
necesidad de contar con otros marcadores, sobre todo en casos de diagnostico incierto.
En consecuencia, la expresion practicamente indispensable de HLA-DQ2 y HLA-DQS8
ha abierto la posibilidad de contar con otra herramienta de diagnostico para que si estos
marcadores no estdn presentes, pueda descartarse el diagnostico en aquéllos casos
equivocos, por ejemplo atrofia de vellosidades con serologia negativa (discrepancia
entre serologia e histologia) y/o en personas que ya siguen dieta libre de gluten y

rehtsan hacerse una prueba de reto (35, 36).

En un estudio reciente realizado en nifios con diagnoéstico histopatolégico de EC, pudo
observarse que en 36 casos con anticuerpos antiendomisio y anti-TGt positivos todos
expresaron HLA-DQ2 o HLA-DQS; mientras que en 35 sin estos anticuerpos el 56%
tuvo positividad para HLA-DQ2 o HLA-DQS8. Ademas, en 15 no se detect6 alguno de
estos alelos y pudieron recibir una dieta con gluten sin recidiva de manifestaciones
clinicas. Esto sugiere que en pacientes con diagnostico histopatoldgico y anticuerpos

antiendomisio no es necesaria la confirmacion genética, mientras que en los pacientes



que no expresen HLA-DQ2 o HLA-DQS8 puede excluirse el diagndstico de EC con un

valor predictivo negativo de 100% (25).

Otra utilidad demostrada del diagnéstico genético en EC deriva del escrutinio de
familiares directos con la intencion de evaluar el riesgo de padecer la enfermedad ante
la presencia de alguno de los alelos implicados. Esto fue demostrado recientemente en
un estudio finlandés, en el cual se incluyeron 382 familiares de primer grado de 54
sujetos con EC (y por tanto 54 familias). Los autores encontraron 136 (35%) familiares
con criterios para EC, todos excepto uno tenia alguno de los HLA de riesgo, a saber,
HLA-DQA1*0501, DQB1*0201 y DRB1*04 (este ultimo relacionado estrechamente
con el DQB1*0302). De los 245 sujetos sin EC, nadie tenia estos alelos. La conclusion
fue que la genotificacion de los alelos HLA evitaria la realizacion de estudios invasivos
(endoscopia) y de mayor escrutinio a personas sin expresion de los alelos de riesgo,
dejando la evaluacion madas detallada para aquellos familiares positivos a estos
marcadores (26). Rubio-Tapia y cols. en la clinica Mayo también estudiaron predictores
de riesgo familiar para EC, incluyendo los alelos HLA. Encontraron que el tener estos
marcadores genéticos, sobretodo en hermanos de afectados, conferia un alto riesgo de
padecer EC, dado que todos ellos expresaban alguno de los HLA mencionados,
sugiriendo asi la necesidad de una evaluacidon mas completa e invasiva en estos

pacientes (27).

Por otro lado, se ha sugerido que la gravedad de la enfermedad, asi como la ocurrencia
de patologia autoinmune asociada, estan también relacionadas a la presencia y dosis
(homocigoto o heterocigoto) de los diferentes alelos HLA como se comentara mas

adelante. Esto tiene un alto sentido logico ya que sabemos que la reactividad de

10



linfocitos T asi como el proceso inflamatorio consecuente dependen de la presencia de
los alelos clase II. Jonson y cols. evaluaron la relaciéon del HLA con la gravedad de la
EC en una cohorte de pacientes de Nueva York, bajo la justificacion de tener diferente
comportamiento genético (alta prevalencia de DQS) y enfermedad en general mas leve
comparado con pacientes europeos, sin que encontraran diferencias (14). En el caso de
patologia autoinmune asociada, se sabe por ejemplo, que la EC y la DM tipo 1

comparten los mismos alelos HLA de predisposicion genética (28, 31).
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DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La EC constituye una enfermedad que ofrece un reto diagndstico y su frecuencia es
suficientemente elevada (0.5-0.7% en México) para justificar un estudio de prueba
diagnodstica. La sintomatologia, serologia e histologia en muchos casos no es
concluyente e incluso puede ocasionar confusion. Por otro lado, el tratamiento
(exclusion total del gluten en la dieta) tiene implicaciones sociales y econdmicas
importantes por lo que resulta obligatorio tener un sustento suficientemente solido al
indicar una dieta de estas caracteristicas. Dicho esto, resulta indispensable contar con un

método diagndstico mas preciso e idealmente econdmico y poco invasivo.

La evaluacion de los marcadores genéticos HLA-DQ2 y HLA-DQS8 podria constituir
una herramienta Util en la practica clinica para el diagnodstico diferencial de esta
enfermedad, sobre todo en los casos de duda diagnoéstica. Por otro lado, se conoce poco
sobre predictores de complicaciones, de curso clinico y de riesgo de aparicion de otras
enfermedades autoinmunes en pacientes con EC, asi resulta interesante evaluar como
candidato a los alelos HLA, sobre todo dado las diferencias genéticas encontradas entre
diferentes poblaciones, asi como la heterogeneidad de las manifestaciones y gravedad

de la enfermedad.

Asi mismo, debido a las implicaciones que tiene la enfermedad no tratada (deficiencias
nutricionales, riesgo de complicaciones, mayor mortalidad a largo plazo), es muy
importante contar con un método de escrutinio en individuos de alto riesgo, como lo son
familiares de afectados, y asi dirigir la necesidad de mayor evaluacion (endoscopia y
biopsia), por lo que un marcador de facil determinacion, no invasivo y con alto valor

predictivo negativo como son las moléculas HLA seria de gran utilidad en este campo.

12



Como ya se menciond, aunque existen datos preliminares en México, la utilidad de los
resultados es limitada, requiriéndose un estudio mejor diseiiado que nos de a conocer la
prevalencia real de estos marcadores genéticos y por tanto su utilidad clinica, tanto
desde el punto de vista de prueba diagndstica como de marcadores de asociacion con
diferentes caracteristicas de la enfermedad, incluyendo tipo de presentacion clinica,

gravedad, enfermedades asociadas y complicaciones.

HIPOTESIS

Las moléculas HLA clase II en pacientes con sospecha de EC tienen utilidad clinica al
permitir identificar la asociacion de cada alelo con el riesgo de padecer esta enfermedad.
Se postula que la asociacion serd con el HLA DQS8 serd mayor, o al menos igual que

con el HLA DQ2.
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OBJETIVOS

Objetivo general
Determinar si existe asociacion entre la presencia de los diferentes alelos HLA  Clase

IT y el riesgo de padecer EC en poblacion mexicana con sospecha de esta enfermedad
Objetivos especificos
= Determinar si existe asociacion del alelo HLA DQ2 con EC en cualquiera de sus
presentaciones, en términos de razon de momios, sensibilidad, especificidad y
valores predictivos
= Determinar si existe asociacion del alelo HLA DQ8 con EC en cualquiera de sus
presentaciones
= Determinar si existe asociacion de diferentes haplotipos y/o cadenas alfa con EC
Objetivos secundarios
= Conocer la prevalencia de los alelos HLA DQ2 y HLA DQ8 en poblacion
mexicana con diagnostico confirmado de EC.
= Buscar si existe asociacion de los diferentes alelos con caracteristicas de la EC, a
decir, gravedad de la enfermedad, forma de presentacién, complicaciones y

presencia de enfermedades asociadas.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio

Se trata de un estudio de asociacion (transversal), con disefio de casos y controles donde
la exposicion sera el HLA. La generacion y recoleccion de los datos se hard de forma
prolectiva. Habrd cegamiento de los investigadores para la variable principal a estudiar
(HLA). Se sometera a aprobacion por el comité de ética y estudios en humanos del

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Pacientes
Se incluirdn pacientes de consulta externa y hospitalizacion del Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubirdn con diagnostico reciente o nuevo,
confirmado o presuntivo, de EC en cualquiera de sus presentaciones clinicas (clasica o

atipica) a quienes se les realizara determinacion de los alelos HLA clase 1.
Se realizaran las siguientes evaluaciones y mediciones:
1. Antropometria: Talla y peso, obtencion del IMC

2. Bioquimica, incluyendo estudios de absorcion intestinal deficiente: biometria
hematica, glucosa en ayuno, AST y ALT, albimina, TSH, inmunoglobulinas,
carotenos, niveles de vitamina B12, 4cido folico, hierro, ferritina y vitamina D, y

prueba de D-Xilosa.
3. Anticuerpos:

a. Antiendomisio (AEM) Ig A, anti-transglutaminasa tisular (ATG) Ig A,

antigliadinas deaminadas (AGD) Ig A, niveles totales de Ig A

b. En caso de deficiencia de Ig A, se medirdn los subtipos Ig G de los
anticuerpos mencionados en el inciso anterior
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c. Antitiroideos (antiperoxidasa) en caso de hipotiroidismo
d. Anti-insulina y anti-islotes en caso de diabetes
e. Anti-Ro (SSA) y anti-La (SSB) si se sospecha sindrome de Sjogren

f. Antinucleares y antimitocondriales en caso de alteracion de las pruebas

de funcion hepatica.

4. Estudio endoscopico: Esofagogastroduodenoscopia incluyendo toma de
biopsias de duodeno, asi como aspirado de liquido duodenal. En caso de diarrea

cronica se realizara también colonoscopia con toma de biopsias.

5. Gabinete: Densitometria 6sea de dos regiones (cadera y columna). En los casos
en los que exista sospecha de enfermedad pancredtica se realizara tomografia de

pancreas o US endoscopico.
6. Evaluacion por Psiquiatria en busca de depresion y ansiedad.

7. Evaluacion por Dermatologia en caso de lesiones cutaneas con toma de biopsia

si existe sospecha de dermatitis herpetiforme.

Los pacientes seran entonces clasificados en dos grupos: celiacos y no celiacos en base
a los criterios mencionados abajo. Se determinard si la enfermedad es grave o no, y la
forma de presentacion. Idealmente, tratard de incluirse un control (paciente no celiaco)

que se haya evaluado por manifestaciones similares a la de los pacientes con EC.
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Definiciones operacionales

EC DEFINITIVA (CASOS). Presencia de al menos 2 de los siguientes anticuerpos:
anti-transglutaminasa Ig A, antiendomisio Ig A o antigliadina deaminada Ig A con

niveles totales de Ig A normales, mas una de las siguientes:

a. Cuadro clinico tipico (diarrea cronica con o sin datos de absorcion intestinal

deficiente).
b. Biopsia compatible (ver definicién mas adelante).
NOTAS:

1. En los pacientes con deficiencia de Ig A, se mediran también los anticuerpos

subtipos Ig G.

2. En pacientes catalogados como celiacos, sin anticuerpos adecuados, y
sometidos a dieta sin gluten se valorara la posibilidad de someterlos a un reto
con gluten ingiriendo 2 rebanadas de pan blanco, o equivalente, diario

durante 2 semanas.
3. Larespuesta a la dieta sin gluten no sera criterio diagnostico.

EC GRAVE. Se catalogard como grave a los pacientes con pérdida de peso mayor al
10% en 6 meses o menos, o que hayan requerido hospitalizacion por desequilibrio

hidroelectrolitico.

EC CON PRESENTACION TIPICA. EC con diarrea cronica (> 4 semanas) con o sin

datos de sindrome de absorcion intestinal deficiente (SAID).

EC CON PRESENTACION ATIPICA. Pacientes que se presenten con anemia por
deficiencia de hierro, osteoporosis, alteraciones de las pruebas de funcidon hepatica u

otra que no incluya sintomas gastrointestinales.
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EC SILENTE. Pacientes asintomaticos, que debido a escrutinio por cualquier razén
hayan resultado con anticuerpos ATG, AEM o AGD positivos y que tengan biopsia

compatible.

BIOSPIA COMPATIBLE. Presencia de las caracteristicas tipicas: hiperplasia de las
criptas, atrofia de vellosidades intestinales y linfocitosis intraepitelial (mas de 30-40 por
cada 100 enterocitos) en biopsia de duodeno reportadas en base a la clasificacion de

Marsh. Un solo patdlogo revisara las biopsias.

COMPLICACIONES. Se evaluara la presencia de SAID, osteoporosis, depresion y
ansiedad con criterios estdndar. La presencia de linfoma de células T asociado a

enteropatia serd en base a criterios histologicos.

SAID. Presencia de hipocarotenemia o esteatorrea mas alguna otra deficiencia

documentada: hierro, vitamina B12, acido f6lico, vitamina D o D-Xilosa baja.

Tipificacion de los alelos de los genes HLA
Se tomaran muestras de sangre periférica que se colocaran en tubos con 10 U/ml de

heparina liquida libre de conservadores para la determinacion de HLA. La extraccion
del DNA se realizara en linfocitos de sangre periférica con técnicas estandar. La
tipificacion de antigenos HLA tipo II, DR y DQ se hard por medio de PCR-SSOP
(Polymerase Chain Reaction—Sequence-Specific Oligonucleotide Probe) de alta
resolucion, lo que significa que se determinaran con sondas especificas las diferentes

variantes del DQ3 para poderlo subclasificar en sus componentes, DQ 7, 8 y 9.
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La determinacién de los HLA se realizarda en el departamento de Inmunologia, los
investigadores desconoceran en todo momento el diagndstico definitivo de los

pacientes.

Calculo del tamafio de muestra
Utilizando como datos de referencia los resultados obtenidos en el estudio preliminar,

tomando en cuenta el alelo que si se asoci6 a enfermedad celiaca, el DQ3 (interpretado
como DQS8) y su frecuencia en poblacion general mexicana, se tiene que para una alfa
de 0.05% y un poder del 80%, utilizandose la féormula de calculo de tamafio de muestra
para 2 proporciones (P1 haplotipo DR4/DQ3 en EC, que la mayoria deben ser DQS8
60%; P2 mismo haplotipo en poblacion general 20%) el numero de pacientes necesarios
por grupo (celiacos y no celiacos) es de 22. Este calculo resulta valido s6lo para
pacientes con sintomas tipicos, sin embargo se incluiran pacientes con EC y sintomas
extraintestinales tratando de extrapolar los datos. Al final los resultados se analizaran

como grupo total y como subgrupos en base a la presentacion clinica.

Criterios de inclusion de los pacientes
1. Edad entre 18 y 70 afos

2. De ascendencia mexicana (al menos 2 generaciones)

3. Diagnéstico de EC como se menciono arriba

4. Que tengan determinacion de anticuerpos AEM, ATG y AGD

5. Que cuenten con biopsia de intestino delgado tomada por via endoscdpica

6. Aceptacion y firma del consentimiento informado
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Criterios de inclusion de los controles
1. Edad entre 18 y 70 afios

2. De ascendencia mexicana (al menos 2 generaciones)

3. Exclusion del diagnoéstico de EC en base a serologia negativa, pueden tener
biopsia duodenal anormal (no se requerira un diagndstico de certeza para estos
pacientes, unicamente que se haya descartado EC). Estos pacientes seran

aquellos evaluados en busca de enfermedad celiaca por cualquier indicacion.
4. Que tengan determinacion de anticuerpos AEM, ATG y AGD

5. Aceptacion y firma del consentimiento informado

Criterios de exclusion
= No hay. Al ser un estudio de prueba diagnostica genética, no existen

contraindicaciones de ninguna indole ni situaciones que puedan alterar los

resultados

Criterios de eliminacion
1. Imposibilidad para clasificar a los enfermos como celiacos o no celiacos

2. Incapacidad para obtener la informacion sobre los HLA
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ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se presentaran como medidas de tendencia central y dispersion para

datos dimensionales (media o mediana y desviacion estdndar o rango intercuartilar
dependiendo se es distribucion normal o no normal) y como frecuencias para datos

categoricos.

Se determinara la prevalencia de los diferentes alelos HLA clase Il y se realizaran tablas
de 2x2 para comparar las frecuencias de los diferentes alelos HLA (DQ2 y DQS) y de
los haplotipos DR4/DQ8 y DR/3DQ2 en pacientes con y sin enfermedad celiaca. De la
misma manera, se comparard el riesgo entre homocigotos, heterocigotos y pacientes que
porten ambos alelos de riesgo. Se utilizard la prueba de 42 o la prueba exacta de Fisher
para el andlisis estadistico y se calcularan las razones de momios y sus intervalos de
confianza al 95%. Asi mismo, se obtendran los valores de sensibilidad, especificidad y
valores predictivos para cada uno de los diferentes alelos y haplotipos, también con sus

intervalos de confianza.

Posteriormente, de ser posible por nimero de pacientes, se hara un subandlisis
dividiendo a los pacientes con EC en sus formas clésica y atipica en busqueda de
asociacion con los diferentes alelos HLA. De la misma forma, se buscara asociacion con

otras caracteristicas de la EC como se ha mencionado.
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RESULTADOS
Se muestran los datos obtenidos en el estudio inicial (ya publicado, referencia 34) ya

que por razones ajenas al protocolo no se pudo realizar la genotipificacion de los alelos

HLA por medio de PCR-SSOP como estaba planeado.

De los 60 pacientes estudiados se incluyeron en el analisis final 49 debido a que en 11
no fue posible establecer un diagnostico de certeza. Treinta y ocho fueron mujeres
(78%). La edad media fue de 53+14.5 afos y el IMC de 21+4.6. En 27 (61%) de 44
casos se logrd establecer el diagnostico de absorcion intestinal deficiente. Se encontrd
HLA-DQ?2 en 27 enfermos (55%), 5 de los cuales (20%) fueron homocigotos y HLA-
DQ3 (DQ7 y DQ8) en 31 de ellos (63%). Cuarenta y seis (94%) sujetos presentaron al

menos uno de estos alelos.

Grupo A
Se establecio el diagnostico de EC 30 pacientes (61%), 23 fueron mujeres (77%). La

edad media fue 54.2+15.5 afios y el IMC de 20.8+5. Veinticuatro (80%) expresaron el
alelo DQ3, mientras que solo en 15 (50%) se encontr6 el alelo DQ2. Once expresaron
ambos (37%) y dos ninguno. El 72% de los individuos presenté datos de absorcion

intestinal deficiente.

Grupo B
Este grupo consistid de 19 sujetos en los cuales no se encontraron datos que sustentaran

el diagnéstico de EC, 15 fueron mujeres (79%), la edad media fue de 50.7+12.5 y el
IMC de 21.244.1. Doce tuvieron el alelo DQ2 (63.2%) y siete el DQ3 (36.8%), s6lo un
paciente (5%) present6 ambos alelos. Se demostrd absorcion intestinal deficiente solo

en 40% de los sujetos.
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Comparacion entre grupos
No se encontraron diferencias estadisticas respecto a la presencia del alelo DQ2 (50%

vs 63%, p=0.37), pero si con el DQ3 (80% vs 37%, p=0.002). La RM para el DQ2 fue
por tanto no significativa (0.58, IC 95% 0.18-1.89) y para el DQ3 (DQ7/DQS) fue de
6.9 (IC 95% 1.9-25). La sensibilidad y especificidad para DQ2 fue de 50% y 37%, y
para DQ3 de 80% y 63% respectivamente. La asociacion con el alelo DQ3 persistié al
comparar la presencia del haplotipo DR4/DQ3 (virtualmente DQS8 todos), siendo su
frecuencia en el grupo A de 60% y en el grupo B de 26.3% (p= 0.021) con una RM de
4.2 (IC 95% 1.2-14.7). La presencia de ambos alelos (DQ2 y DQ3) también mostro
diferencia significativa a favor de EC (37% vs 5%, p=0.013) con una RM de 10.4 (IC
95% 1.2-89) (tabla 2). La sensibilidad, especificidad y VPP para diagnéstico de EC con

esta combinacion fue de 37%, 95% y 92% respectivamente.

23



DISCUSION

Como se ha mencionado, la presencia de los alelos HLA DQS8 y/o DQ2, codificado por
los alelos A1*05 / B1*02 y A1*03 / B1*0302 respectivamente, se considera necesario
pero no suficiente para el desarrollo de la EC. En ese sentido se han realizado multiples
estudios que confirman la utilidad de la genotipificacion en esta enfermedad, y varios de

ellos han mostrado datos interesantes respecto a la prevalencia de los diferentes alelos.

En Chile, Pérez-Bravo, Araya y cols. evaluaron a 62 nifios con EC, encontrando una
frecuencia para el HLA DQ2 de 48% vs 16% en controles sanos, y para DQS8 de 43% vs
24%, siendo la combinacion de ambos alelos lo que otorgaba el mayor riesgo. El
aumento en la frecuencia de DQS lo atribuyen en parte a la alta prevalencia del alelo
DR4 observada en grupos amerindios de este pais (Mapuches), el cual se encuentra en
desequilibrio genético con el DQ8, es decir, con una asociacion haplotipica mayor a la

esperada, conocida como haplotipo extendido (12, 13).

Johnson y cols. estudiaron una cohorte de enfermos celiacos de la ciudad de Nueva
York y los compararon con otra cohorte de Paris. De los 44 pacientes de NY, 59% eran
portadores del HLA DQ2 (vs 79% de la cohorte de Paris) y 41% presentaban DQS8
(comparado con 21% de los franceses). Es importante senalar que la mayoria de sus

enfermos eran de ascendencia europea. No hubo diferencias entre grupos étnicos (14).

Mejia-Leon y cols. en Sonora México, una poblacion con mestizaje muy particular con
alto linaje europeo y bajo componente amerindio, evaluaron el gradiente de riesgo
genético HLA-DQ para diabetes autoinmune (tipo 1) y enfermedad celiaca, para lo que

estudiaron una poblacion de casi 400 recién nacidos y 25 casos de EC. De manera muy
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interesante encontraron que la relacion de alelos HLA DQ2 a DQ8 en la poblacion
estudiada fue de 1.2:1 (16.1 y 13.6% respectivamente). Al evaluar las frecuencias
alélicas, encontraron una baja prevalencia del alelo DQB1*0302 (la cadena beta del
HLA DQS), contrastado con lo encontrado en otras poblaciones mestizas de
Latinoamérica y mas parecido a lo que sucede en Europa. Hablando especificamente de
los pacientes con EC, las frecuencias alélicas de las cadenas beta del DQ2 y DQS8 fueron
exactamente el doble de las de la poblacion general de recién nacidos, manteniendo una
relacion DQ2 / DQ8 de 1.2:1, de nuevo contrastando con lo encontrado en poblaciones
europeas donde esta misma relacion es 9:1 (a favor del DQ?2). Este hallazgo se confirmé
al observarse que la presencia del DQS8 s6lo o en combinacion, represento el riesgo mas

alto (expresado como razon de momios) para desarrollar EC (31).

En un estudio reciente de un grupo de Madrid encabezado por Vegas-Sanchez,
evaluaron el valor predictivo de la determinacion del HLA-DQ para el diagndstico de
EC en pacientes mayores de 50 afios con datos clinicos sugerentes de EC, de forma muy
interesante el 87% de los mayores de 50 afios tenian alguno de los dos alelos de riesgo
DQS8 o DQ2.5, y de ellos el 23% eran celiacos diagnosticados por biopsia y serologia.
También encontraron un paciente con EC negativo para los 2 alelos. E1 VPP fue de 29%
y el VPN del 93%, lo cual no es diferente a otros reportes de la literatura y depende

como es sabido, de la prevalencia de la enfermedad (37).

Otro estudio realizado en varios paises de Europa, ademés de Estados Unidos, evalu¢ el
riesgo de desarrollar EC en nifos de hasta 5 afios de edad, en base a la presencia de
determinados haplotipos HLA, donde el HLA DR3 se hereda en bloque con el DQ2, y a

su vez el DR4 con el DQ8, debido a un fenémeno genético conocido como desequilibrio
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de ligamiento. Encontraron que la frecuencia de EC en portadores del haplotipo
DR3/DQ2 fue del 3% para los heterocigotos y del 11% para los homocigotos,
triplicando el riesgo por el efecto de “dosis alélica”. En este estudio, el haplotipo

DR4/DQS8 fue el de menor riesgo para EC (38).

Por otra parte, la Sociedad Europea de Gastroenterologia Pediatrica, en sus ultimas
guias para el diagnostico de EC, acepta que la presencia de anticuerpos anti-
transglutaminasa a titulos altos, junto con anticuerpos antiendomisio, HLA DQ2 o DQ8
y sintomas sugerentes, confirman el diagnostico de EC sin necesidad de contar con una

biopsia de intestino (39).

También se ha demostrado que el tipo de alelo HLA correlaciona con la gravedad de la
EC. En el estudio de Zamani y cols, donde determinaron la cadena beta del HLA DQ en
pacientes iranies con EC, observaron que el alelo DQB1*02:01 se asoci6 a mayor
gravedad de la enfermedad y a mayor atrofia comparado con aquellos portadores del
alelo DQB1*03:02 (40). Otro estudio italiano de Biagi y cols, documentdé que los
pacientes con EC potencial tenian mayor frecuencia de la cadena beta del DQ8 y menor

de la correspondiente al DQ2 en contraste con EC complicada (41).

Finalmente, se ha observado que la utilidad de la genotipificacion depende de la
indicacion clinica. En el estudio de Pallay y cols, se observd que el mayor el
rendimiento diagndstico de la determinacion de los alelos HLA fue en pacientes con
linfocitosis intraepitelial aislada o asociada a serologia negativa (58-60%), y la menor
utilidad fue en pacientes con anticuerpos positivos y atrofia de vellosidades, por lo que

en este ultimo grupo en particular, no estaria indicada la prueba genética. En el caso de
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familiares de pacientes con EC el rendimiento fue del 20% (42).

En México, un estudio reciente recientemente publicado por nuestro grupo en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidn, y en el que se basa esta discusion y
las consiguientes conclusiones debido a lo arriba comentado, encontr6 una mayor
frecuencia del alelo DQS8 sobre el DQ2 en una poblacion de 30 celiacos (80 vs 50%),
siendo de valor diagnostico sélo el DQ8 con un RR de 6.9 (IC 95% 1.9-25), sin
embargo este estudio presenta varias deficiencias. Una de las més importantes fue la
imposibilidad de contar con determinacion de HLA de alta resolucion, por lo que so6lo
fue posible obtener el antigeno genérico DQ3, el cual incluye a los subtipos DQ7, 8 y 9
sin conocer exactamente la proporcion de cada uno. La otra limitante resultd de la
dificultad de clasificar clinicamente a los pacientes como portadores de EC debido a que
al ser un estudio transversal hubo diferencias importantes en cuanto al tipo y calidad de
los anticuerpos realizados, muchos de los pacientes incluso habian sido diagnosticados
en base a criterios de respuesta a dieta y a anticuerpos que en la actualidad ya no se
utilizan por su baja sensibilidad (ac. antigliadina). En estos sujetos no fue posible contar
con una nueva determinacion debido a que se encontraban bajo un régimen dietético sin
gluten lo cual puede negativizar la respuesta de anticuerpos. Ademas se encontraron
descripciones histologicas incompletas y datos faltantes o no bien documentados en los
expedientes respecto a manifestaciones clinicas, complicaciones y enfermedades
asociadas. Por estas razones, los resultados deben tomarse con cautela y unicamente

como datos preliminares (34).

Por todo lo antes mencionado, es evidente que la utilidad clinica de determinar los

alelos HLA es amplia e incluye los siguientes:
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a. Descartar EC como causa de atrofia vellositaria en caso de discrepancia

serologia-histologia.

b. Descartar EC en personas con diagnostico incierto que ya siguen una dieta libre
de gluten y no desean realizar una prueba de reto, en quienes la serologia pierde

utilidad.

c. Descartar el riesgo de padecer EC y, por tanto la necesidad de realizar estudios
adicionales de escrutinio en personas con alto riesgo, como los familiares de
primer grado de enfermos celiacos o pacientes con otras enfermedades
autoinmunes, donde ademas cantidad de copias que se porten (1 o 2) modificara

el riesgo por el efecto de dosis.

Es importante mencionar que en cualquiera de estos escenarios clinicos, y debido al alto
valor predictivo negativo de la prueba genética (>98%), solo la ausencia de los alelos de
riesgo permite descartar la EC como causa de los sintomas. Por otro lado, en caso de
que la prueba detecte alguno de los 2 alelos DQ2 o DQS8, siempre se requeriran otros
elementos de diagndstico para confirmar la enfermedad, principalmente la

determinacion seriada de anticuerpos especificos.

Ademas de la posibilidad de descartar EC, la determinacion de estos alelos también

permite:

a. Conocer el riesgo de padecer otras enfermedades genéticas, por ejemplo DM,

con la cual comparte los mismos haplotipos en >90% de los casos

b. Conocer el pronostico de la EC en cuanto a gravedad, reconociendo que debido

a su mayor afinidad a los péptidos de gluten inmunogénicos, el HLA DQ?2 se
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asocia a mayor gravedad.

c. Hacer el diagnostico de EC en nifios, junto a otros criterios bien establecidos, sin

necesidad de realizar biopsia intestinal.

CONCLUSIONES

En conclusion, la tipificacion de los alelos HLA clase II, mediante técnicas avanzadas
(PCR de alta resolucion) que nos permitan conocer los diferentes haplotipos HLA DR y
DQ, incluyendo sus cadenas alfa y beta, es de utilidad clinica demostrada en ciertas
situaciones de incertidumbre diagnodstica o bien en el escrutinio de paciente con riesgo
elevado de presentar EC. Ademads, en base a nuestro estudio previo, y otros datos
obtenidos de estudios en poblaciones mestizas y amerindias, la presencia del HLA DQ8
confiere mayor riesgo de EC comparado con otras poblaciones, y muy similar el del

alelo DQ?2, debido a su mayor prevalencia en poblacion general.
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