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1. RESUMEN

Utilidad de los anticuerpos DGP IgA, DGP IgG, h-tTG IgA, y h-tTG IgG
determinados por quimioluminiscencia (CIA) y comparados contra ELISA
en el seguimiento de pacientes con Enfermedad Celiaca

Antecedentes: La Enfermedad Celiaca (EC) se caracteriza por dafio en la
mucosa del intestino delgado debido a la respuesta inflamatoria producida por el
gluten. El tratamiento se basa en una Dieta Libre de Gluten (DLG); pero a pesar
de las indicaciones, algunos pacientes aun presentan falta de respuesta clinica o
bioquimica que puede llevar a alteraciones nutricionales graves.

Objetivo: Evaluar la presencia de EC no respondedora mediante la
determinacién de los anticuerpos por ELISA y Quimioluminiscencia (CIA) en
pacientes >12 meses con DLG.

Métodos: Estudio de prueba diagndstica en pacientes con EC con >12 meses
con DLG quenes fueron incluidos de forma consecutiva durante Marzo-2018 a
Noviembre-2020. Se midieron variables demograficas. Se apartdé una parte del
suero sanguineo de las muestras obtenidas en las citas control en la Clinica de
EC para medir los anticuerpos DGP IgA e IgG, y h-tTG IgA e IgG por los
inmunoensayos de ELISA y CIA, respectivamente. Se hicieron andlisis de
prevalencia y utilidad diagnéstica para identificar la presencia de EC no
respondedora. Se CIA como estandar de referencia. Stata v13, p <0.05.

Resultados: De 69 pacientes elegibles, se incluyeron 55 pacientes en el
analisis; 42 (76.4%) fueron mujeres; la mediana de edad fue 56 (46-70) afios;
con una mediana de 8 (4-14) afios desde el diagndstico. La prevalencia de EC
no respondedora a DLG fue de 32.7% usando como referencia el inmunoensayo
de CIA; y retando a ELISA incluyendo todos los anticuerpos se obtuvo S 0.89, E
0.86, FN 0.11, FP 0.14, VPP 0.76, VPN 0.94, LR+ 6.35, y LR- 0.13. Los
anticuerpos DGP IgG y h-tTG presentaron la mejor utilidad diagnéstica (LR+ de
40.5 y 16; y LR- de 0.19 y 0.21, respectivamente). De forma individual, los
anticuerpos h-tTG IgG y DGP IgA tuvieron la mejor Sensibilidad (S de 1 y 0.87,
respectivamente).

Conclusiones: La prevalencia de EC no respondedora a DLG es de 32% en los
pacientes estudiados. Los anticuerpos detectados por ensayo de ELISA tienen
alta sensibilidad y especificidad, de los cuales tuvieron mayor utilidad
diagndstica DGP IgG y h-tTG IgA. Los factores asociados a EC no respondedora
fueron seguir de forma parcial la DLG. La técnica de ELISA sigue siendo inferior
a CIA por lo cual CIA deberia implementarse en la practica clinica.

Palabras clave: Enfermedad Celiaca, Enfermedad Celiaca no respondedora,
anticuerpos, ELISA, Quimioluminiscencia.



2. ABSTRACT

DGP IgA, DGP IgG, h-tTG IgA, and h-tTG IgG antibodies determined by
Chemiluminescence (CIA) and compared with ELISA in the follow-up of
patients with Celiac Disease.

Background: Celiac Disease (CD) is characterized by damage to the mucosa of
the small intestine due to the inflammatory response produced by gluten.
Treatment is based on a gluten-free diet (GFD); but despite the indications, some
patients still have a lack of clinical or biochemical response that can lead to
serious nutritional disorders.

Aims: To assess the presence of non-responding CD by determining the
antibodies by ELISA and Chemiluminescence (CIA) in patients >12 months on a
GFD.

Methods: Diagnostic test study in patients with CD >12 months on a GF-D. They
were included consecutively during March-2018 to November-2020.
Demographic variables were measured. A part of the blood serum was separated
from the samples obtained in the CD Clinic to measure the antibodies DGP IgA
and 1gG, and h-tTG IgA and IgG by ELISA and CIA. Prevalence and diagnostic
utility analyzes were performed to identify the presence of non-responsive CD. It
is CIA as a reference standard. Stata v13, p<0.05.

Results: Of 69 eligible patients, 55 patients were included in the analysis; 42
(76.4%) were female; the median age was 56 (46-70) y; with a median of 8 (4-
14) years from diagnosis. The prevalence of non-responsive CD to DLG was
32.7% using the CIA immunoassay as a reference; and challenging ELISA (all
antibodies) were obtained S 0.89; E 0.86; FN 0.11; FP 0.14, PPV 0.76; PNV
0.94; LR+ 6.35; and LR- 0.13. The DGP IgG and h-tTG antibodies had the best
diagnostic utility (LR+ of 40.5 and 16; y LR- of 0.19 and 0.21, respectively).
Individually, the h-tTG IgG and DGP IgA antibodies had the best Sensitivity (S of
1 and 0.87, respectively).

Conclusions: The prevalence of non-responsive CD to GFD is 32% in the
studied patients. Antibodies detected by ELISA assay have high sensitivity and
specificity, of which DGP IgG and h-tTG IgA had greater diagnostic utility. The
factors associated with non-responsive CD were to partially follow the DLG. The
ELISA technique is still inferior to CIA, so CIA should be implemented in clinical
practice.

Keywords: Celiac Disease, Non-responsive Celiac Disease, antibodies, ELISA,
Chemiluminescence, CLIA



3. INTRODUCCION

La Enfermedad Celiaca (EC) se caracteriza por dafio en la mucosa del intestino
delgado debido a la respuesta inflamatoria producida por el gluten. El
tratamiento se basa en una dieta libre de gluten (DLG); pero a pesar de las
indicaciones, algunos pacientes aun presentan falta de respuesta clinica o
bioquimica que puede llevar a alteraciones nutricionales graves.

Para evaluar de forma objetiva la respuesta a la DLG, los anticuerpos DGP IgA,
DGP 1gG, h-tTG IgA, y h-tTG IgG se analizan en el suero sanguineo de los
pacientes con EC regularmente en las citas subsecuentes cada 6 o 12 meses. El
analisis y conocimiento de la respuesta clinica y serologica permite identificar
quienes presentan actividad de la enfermedad a pesar del tratamiento.
Asimismo, permitira brindar acciones para investigar las causas que perpetuan
la falta de respuesta y tomar medidas especificas y mas intensas para que
alcancen una adecuada respuesta a la DLG.

El objetivo del presente estudio fue evaluar la presencia de EC no respondedora
mediante la determinacion de los anticuerpos para EC por medio de ELISA y
Quimioluminiscencia (CIA) en pacientes con mas de 12 meses de una dieta libre
de gluten que estan en seguimiento en la Consulta Externa del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas Salvador Zubiran (INCMNSZ).

4. ABREVIATURAS

EC Enfermedad Celiaca

INCMNSZ Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidon Salvador Zubiran

ELISA Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
CIA Quimioluminiscencia
DLG Dieta libre de gluten

DGP IgA Anti Gliadina Deaminada Inmunoglobulina A
DGP IgG Anti Gliadina Deaminada Inmunoglobulina G
h-tTG IgA Anti Transglutaminasa Tisular Inmunoglobulina A
h-tTG 1gG Anti Transglutaminasa Tisular Inmunoglobulina G

Cu Unidades quimioluminiscentes



5. MARCO TEORICO

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia autoinmune que se produce en
individuos con predisposicién genética como consecuencia de la ingesta de
gluten en la dieta. El gluten es una proteina encontrada en el trigo, la cebada y el
centeno. Es una enfermedad con manifestaciones sistémicas que afecta
primariamente al intestino delgado y que se resuelve con una dieta libre de
gluten.(1,2) La prevalencia mundial de la EC es de 1 a 3% de la poblacién y la
relacion mujer:hombre es de 2:1.(2,3) En México, en estudios previos en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion (INCMNSZ) y en Médica Sur,
desde 2008 a 2015, se ha reportado una seroprevalencia aproximada de 2.6 a
4.3%, respectivamente. Ademas México tiene una poblacién de alrededor de
120 millones de personas y se considera que el 0.68% es decir 816,000
habitantes estan en la condicion de ser celiacos; de estos solamente el 9%
(73,440) estan diagnosticados y 2% no responden a una dieta libre de
gluten.(2,4)

La EC es una causa frecuente de malabsorcion intestinal crénica debido a la
lesion inflamatoria que se produce en la mucosa del intestino delgado con
pérdida de la superficie de absorcion, disminucion de las enzimas digestivas y la
alteracion en la absorcién de micronutrientes.(5,6) Como consecuencia de la
inflamacion y la malabsorcion se producen sintomas que se traducen en diarrea
secretora y malabsortiva, pérdida de peso y desnutricién, asi como dolor y
distensién abdominal.(1,7)

Para llegar al diagnéstico, las guias actuales se basan en el contexto clinico del
paciente, la biopsia de intestino delgado a través de endoscopia para confirmar
la atrofia de las vellosidades, y la determinacion de anticuerpos anti-endomisio
(EMA) y anti-transglutaminasa tisular IgA (h-tTG IgA).(1,2) En pacientes con
deficiencia de IgA una estrategia aceptable es determinar los anticuerpos IgA e
IgG contra péptidos de gliadina desaminados (DGP IgA e 1gG) y h-tTG IgG.(6) A
través de su determinacion, también se evalua el cumplimiento de la dieta libre
de gluten.(1,2)

La monitorizacién a largo plazo es fundamental en los pacientes con EC. Segun
las guias, después de 3 a 6 meses con una dieta libre de gluten (DLG) deberia
haber mejoria en los sintomas, disminucion de los titulos de anticuerpos vy
mejoria en las deficiencias nutricionales. La monitorizacion de la adherencia a la
DLG se basa en la combinacion de la historia clinica y la serologia (TG IgA y
DGP IgA; o DGP IgG si existe deficiencia de IgA). La endoscopia con biopsia
intestinal solo se recomienda en casos de falta de respuesta clinica o recaida de
los sintomas a pesar de una DLG. El objetivo del seguimiento es verificar la
normalizacion de las alteraciones de laboratorio encontradas en la evaluacién
inicial.(1) Todos los marcadores serolégicos asociados a EC son gluten
dependientes. A los 6 meses de la DLG deberia haber disminucion de los titulos
de anticuerpos y a los 12 meses deberia confirmarse la seroconversién.(1) Una
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revision sistematica apoyo el rol de la adherencia estricta a una DLG para el
control de los sintomas, mejoria en la calidad de vida y la disminucién del riesgo
de complicaciones.(1,9) Sin embargo, la adherencia no siempre se alcanza en
todos los pacientes. La falta de disminucion de los valores o la persistencia de
una serologia positiva sugiere fuertemente que existe contaminacién de gluten
en la dieta. Por otro lado la seroconversién no necesariamente implica curacion
de la mucosa intestinal; pero la persistencia de su positividad sugiere
fuertemente el contacto con gluten.(10)

La EC no respondedora puede definirse como la persistencia de sintomas,
signos, o alteraciones de laboratorio tipicas para EC después de 6-12 meses de
DLG. Es un diagndstico comun que afecta de 7 a 30% de los pacientes tratados
con una DLG.(1,11) En promedio, Leffler DA y colaboradores encontraron una
prevalencia de 19% que correspondia a 113 de un total de 603 pacientes con
EC.(12) La principal etiologia es la ingestion inadvertida de gluten (36%); otros
confusores puden ser la intolerancia a lactosa (8%) o fructuosa, sobrepoblacion
bacteriana intestinal, colitis microscépica (6%), insuficiencia pancreatica,
sindrome de intestino irritable (22%) y EC refractaria (10%).(1,12)

La EC refractaria puede definirse como sintomas persistentes o recurrentes y
signos de malabsorcién con atrofia de vellosidades del intestino delgado a pesar
de una DLG por mas de 12 meses y en la ausencia de otras enfermedades
incluyendo linfoma. Es una entidad poco frecuente que afecta 1-2% de los
pacientes con EC.(1,13) La Tipo | se caracteriza por infiltrado linfocitario de la
mucosa del intestino delgado similar a la vista en EC no tratada. La Tipo |l
presenta linfocitos T CD3+ intraepiteliales que exhiben falta de expresion de
marcadores de diferenciacion de superficie celular como CDS8; y es asociado con
pronéstico menos favorable que la EC refractaria Tipo 1.(1,14) El tratamiento de
la Tipo | es una DLG estricta; y en la Tipo Il se han utilizado corticosteroides
sistémicos, budesonida entérica, azatioprina o 6-mercaptopurina, metotrexate,
ciclosporina, anti-TNF, o cladribina.(1,14)

Usualmente, las determinaciones de anticuerpos para el diagndstico y
seguimiento de pacientes con EC se basa en el método de inmunoensayo por
ELISA el cual requiere de multiples pasos realizados manualmente en el manejo
de las muestras y los reactivos, lo que condiciona exposicion al error humano y
al probable sesgo de seleccion en la técnica. También requiere de mayor tiempo
(semanas) para obtener los resultados ya que una vez abierto el reactivo se
requiere contar con multiples muestras para su procesamiento para ser costo-
efectivo.(15-19)

Por otro lado, el inmunoensayo por quimioluminiscencia es parte de la ultima
tecnologia en la determinacion de dichos anticuerpos. Se procesa en un equipo
analizador completamente automatizado ofreciendo resultados de alta calidad y
utilidad clinica. Permite mejorar el rendimiento de su utilidad clinica, disminuye el
margen de error eliminando los procesamientos por prueba. Ademas, por su
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automatizacion los resultados se obtienen en 30 minutos, lo cual se traduce en
eficiencia. En un estudio reciente, la sensibilidad y especificidad para la
determinacién de los anticuerpos antitrasglutaminasa IgA por el método de CIA
(QUANTA Flash® h-tTG IgA) fue de 96.9% y 98.3%, respectivamente; y su valor
predictivo positivo y negativo fue de 96.9% y 98.3%, respectivamente; y los
valores de corte fueron de 20 CU segun los datos del manufacturador de las
pruebas. Para los anitcuerpos DGP IgA, DGP IgG, y h-tTG IgG los valores
fueron similares utilizando los mismos valores de corte de 20 CU.(20-23)

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La EC no respondedora puede definirse como la persistencia de sintomas,
signos, o alteraciones de laboratorio tipicas para EC después de 6-12 meses de
DLG. Es un diagndstico comun que afecta de 7 a 30% de los pacientes tratados
con una DLG.(1,11) En promedio, Leffler DA y colaboradores encontraron una
prevalencia de 19% que correspondia a 113 de un total de 603 pacientes con
EC.(12) La principal etiologia es la ingestion inadvertida de gluten (36%); otros
confusores puden ser la intolerancia a lactosa (8%) o fructuosa, sobrepoblacion
bacteriana intestinal, colitis microscépica (6%), insuficiencia pancreatica,
sindrome de intestino irritable (22%) y EC refractaria (10%).(1,12)

Los métodos de inmunoensayo por ELISA para la determinacién de anticuerpos
para EC requieren procedimientos mas complejos, con multiples pasos en su
procesamiento y exposiciéon al error humano y al probable sesgo de seleccion en
la técnica; ademas de requerir mucho mas tiempo para su realizacién y
obtencién de resultados. Esto conlleva a la busqueda de nuevas tecnologias en
la determinacién de anticuerpos para EC con equipos mas automatizados y
eficientes.

Tanto ELISA como CIA aportan adecuadas sensibilidad y especificidad durante
el abordaje diagnostico de la EC. ELISA ha sido el método de referencia por
muchos afios; no obstante, CIA es un ELISA modificado y novedoso que ha
mostrado ser mas preciso como técnia de laboratorio en la deteccion de los
anticuerpos para muchas enfermedades. Actualmente, no mayor informacion
que compare a estos dos métodos en la deteccién de anticuerpos para EC. En el
presente proyecto se considera que es necesario retar a ELISA frente a CIA,
usando este ultimo como estandar de referencia y no ELISA que ha sido el
método tradicional, en los pacientes que no responden adecuadamente a una
DLG después de 12 meses de haber sido indicada.
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Pregunta de Investigacion:

¢ Cual es la Prevalencia de EC no respondedora en los pacientes con EC
atendidos en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas Salvador Zubiran y cual
es la utilidad diagnostica del inmunoensayo por ELISA usando como estandar de
referencia el inmunoensayo por CIA para la determinacion de DGP IgA, DGP
IgG, h-tTG IgA, y h-tTG IgG en el seguimiento de dichos pacientes con mas de
12 meses de estar en una DLG para el diagnéstico de EC no respondedora?.

7. JUSTIFICACION

El seguimiento de los pacientes con EC es importante para confirmar la
respuesta a la DLG. Aunque la respuesta deberia investigarse a nivel clinico
(ausencia de sintomas), bioquimico (normalizacion de las pruebas de laboratorio
descartando deficiencias nutricionales a nivel bioquimico), seroldgico
(negatividad de los anticuerpos) e histolégico (ausencia de actividad histolégica,
es decir, atrofia de vellosidades o infiltrados linfocitarios en la mucosa intestinal);
usualmente las guias recomiendan confirmar la adecuada respuesta de la DLG
con intervenciones menos invasivas, es decir, a través de la clinica y la serologia
con la esperable negativizacion de los anticuerpos. Esta confirmacion debe
realizarse a los 6 y 12 meses de haber iniciado el tratamiento.

La evaluacion del estado de los anticuerpos se miden en el suero sanguineo del
los pacientes. Para esto, existen dos técnicas de uso frecuente en el laboratorio
segun la disponibilidad de algunos Centros. La primera es el inmunoensayo por
ELISA. La otra técnica es la determinacion por CIA. Ambas, son excelentes
técnicas con alta sensibilidad y especificidad. En el laboratorio del INCMNSZ
solo contamos con la primera de ellas, sin embargo por la técnica de ELISA
puede haber una sensibilidad y especificidad ligeramente menor comparado con
CIA, por lo cual en esta investigacion consideramos necesario analizar la
presencia de EC no respondedora y esclarecer si existen casos asociados a la
técnica de deteccidén de anticuerpos en los pacientes que estan bajo tratamiento
con una DLG a quienes se les da seguimiento en la Clinica de EC del
INCMNSZ.

8. HIPOTESIS

No aplica.
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9. OBJETIVOS
Objetivo general
- Evaluar la presencia de EC no respondedora mediante la determinacién
de los anticuerpos por ELISA y CIA en pacientes > 12 meses de DLG.
Objetivos especificos

- Determinar la Prevalencia de pacientes con Enfermedad Celiaca no
respondedora a una DLG.

- Determinar la Utilidad Diagndstica de los anticuerpos DGP IgA, DGP IgG,
h-tTG IgA, y h-tTG IgG por ELISA, usando como estandar referencia el
inmunoensayo por CIA.

- Determinar los factores asociados a la presencia de EC no respondedora
auna DLG.

10. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Diseio y Tipo de Estudio
e Estudio de Prueba Diagndstica y Prevalencia.
Poblacion de estudio
e Pacientes con diagnostico de EC atendidos en la Clinica de EC del

INCMNSZ.

Universo de Trabajo

e Pacientes atendidos en la Clinica de EC del INCMNSZ

Tiempo de Ejecucién

e Marzo-2018 a Diciembre-2019

13



Criterios de inclusion

Hombres y mujeres mayores de 18 afios

Diagndstico confirmado de EC por clinica, serologia e histologia
Asisten activamente a consulta en la clinica de EC del INCMSZ
Que tengan al menos 12 meses de diagnédstico

Que tengan al menos 12 meses de estar con una dieta libre de gluten

Criterios de exclusion

Pacientes con sensibilidad al gluten no celiacos

Diagnéstico de infecciones gastrointestinales activas o < 6 semanas de
diagndstico

Insuficiencia pancreatica exocrina

Que no otorguen el consentimiento informado

Criterios de eliminacion

Retiro del consentimiento informado a solicitud del paciente

Pérdida de datos relevantes

Tipo de muestreo y tamaino de la muestra

Muestra consecutiva que incluye a todos los pacientes atendidos en la
consulta externa de EC en el INCMNSZ con diagnéstico clinico,
seroldgico e histoldgico previamente confirmado que estén con mas de 12
meses con DLG.

14



Procedimientos

e Lugar: Clinica de Enfermedad Celiaca del INCMNSZ

e Procedimientos especificos:

@)

Captura de caso en la consulta de seguimiento de EC
Firma de consentimiento informado

Registro de variables demograficas, antecedentes médicos,
sintomas clinicos, apego a la DLG.

Registro de los laboratorios relacionados al ultimo control:
biometria hematica, perfil de hierro, vitamina B12, acido fdlico.

De la toma de muestra de sangre obtenida por protocolo de
seguimiento en la Consulta Externa se tomé 10mL de suero de
muestras sanguineas de los pacientes en seguimiento a quienes
se les indica la determinacién de anticuerpos regularmente. La
muestra se dividié en dos tubos Vacutainer™, sin anticoagulante,
para la determinacion de los anticuerpos para EC (DGP IgA, DGP
IgG, h-tTG IgA, y h-tTG IgG).

A las muestras biolégicas obtenidas se les asigné un numero de
serie para resguardar la informacién personal del paciente y evitar
la posibilidad de identificacion particular. Se almacen6é de forma
inmediata (<1 hora) después de la adecuada centrifugacion (1300-
1800 rvm/15 min) en condiciones adecuadas para su
procesamiento (congelacion a <80°C) en el Laboratorio Clinico
Central del INCMNSZ.

Procesamiento de muestra sanguinea

e Lugar: Laboratorio Clinico Central del INCMNSZ

e Procedimiento:

@)

Las muestras se procesaron en un periodo menor a 4 meses
desde su congelacion. Se descongelaron una vez para la
determinacién de los anticuerpos por el método de CIA y una
segunda vez para la aplicacion del método de ELISA.

Para la determinacion de los anticuerpos por CIA se uso el kit

QUANTA Flash® h-tTG IgA, h-tTG IgG, DGP IgA, DGP IgG; en el
equipo BIO- FLASH®, Inova Diagnostics, San Diego, USA.
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o Asimismo se determiné los anticuerpos h-tTG IgA, h-tTG IgG, DGP
IgA, DGP IgG con el método convencional de inmunoensayo por
ELISA.

o Para descartar que los pacientes presenten deficiencia sérica de
IgA, lo cual puede dar falsos negativos en la medicion de los
anticuerpos h-tTG IgA y DGP IgA, también se determind la
concentracion sérica de IgA total.

Captacion y toma de
muestra sanguinea

&

|

Centrifugacion: 1300-1800 rev/15 min
Congelacion: 3 meses <80°C

e 5 &

Descongelacion Descongelacién
y medicién de Descongelacion y medicién de
Acs por CIA y medicién de Acs por ELISA
IgA total
DGP IgA, DGP IgG, DGP IgA, DGP IgG,
h-tTG IgA, h+tTG IgG h+TG IgA, h-tTG IgG

Técnicas, aparatos y/o instrumentos que se utilizaran en la medicion:

Para la determinacion de los anticuerpos por el método de CIA se utilizé
el Kit de QUANTA Flash® h-tTG IgA, h-tTG IgG, DGP IgA, DGP IgG; y se
procesé en el equipo BIO- FLASH®, de Inova Diagnostics. El valor de
corte para discriminar positivos de negativos es de 20 unidades
quimioluminiscentes (CU) para todas las pruebas. El procesamiento se
realizé en el Laboratorio Central del INCMNSZ.

La determinacién de los anticuerpos por el método de ELISA se utilizo el
equipo del Laboratorio Central del INCMNSZ.

Para la determinacién de IgA sérica total se utilizé el equipo convencional
del Laboratorio Clinico del INCMNSZ.

16



e Centrifugacién a 1300 a 1800 revoluciones por minuto por 15 minutos, a
temperatura ambiente. Almacenamiento bajo congelacion <80°C durante

un periodo de 3 meses.

e Financiamiento: El Departamento de Gastroenterologia INCMNSZ vy el

Laboratorio Clinico Central

INCMNSZ financiaron todos

los costos

relacionados con el procesamiento de las muestras de sangre y la
determinacién de los anticuerpos por ELISA, CIA e IgA total.

e No se gener6 ningun cobro a los pacientes.

Interpretacion: Resultados de ELISA

Valor de referencia (Reactividad)

Negativa Positiva Débil Positiva
Prueba U/mL u/mL U/mL
Peptido gliadina desamidado IgA <20 20-30 >30
Peptido gliadina desamidado IgG <20 20-30 >30
Transglutaminasa IgA <4 4-10 >10
Transglutaminasa IgG <6 6-9 >9

Interpretacién: Resultados de CIA

Valor de referencia (Reactividad)

Negativa Positiva Débil | Positiva
Prueba CuU cu CU
Peptido gliadina desamidado IgA <20 20-30 >30
Peptido gliadina desamidado IgG <20 20-30 >30
Transglutaminasa IgA <20 20-30 >30
Transglutaminasa IgG <20 20-30 >30

Interpretaciéon: Resultados de IgA sérica total

Valor de referencia (Reactividad)

Deficiencia Normal Alta
Prueba mg/dL mg/dL mg/dL
IgA sérica total <60 60 —443 > 443
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Variables

Variable Método de medicion | Unidad de medida Tipo de
variable

h-tTG IgA CIA en suero CuU continua
Positivo >20

h-tTG 1gG CIA en suero CuU continua
Positivo >20

DGP IgA CIA en suero CuU continua
Positivo >20

DGP IgG CIA en suero CuU continua
Positivo >20

h-tTG IgA ELISA U/mL continua
Positivo >4

h-tTG 1gG ELISA U/mL continua
Positivo >6

DGP IgA ELISA U/mL continua
Positivo >20

DGP IgG ELISA U/mL continua
Positivo >20

IgA Ensayo turbidimétrico | mg/dL continua
Deficiencia

Edad Fecha de nacimiento | Aihos continua

Sexo Biolégico Masculino o categorica
Femenino

Peso Balanza Kg continua

IMC indice kg/t2 continua

Cumple la DLG Anamnesis No, parcialmente, si | categoérica

Motivo de no Anamnesis Desinterés categorica

cumplir la DLG Inaccesibilidad a
productos sin gluten
Come fuera

Diarrea crénica Anamnesis si, no categorica

(> 4 semanas)

Diarreas por dia | Anamnesis cantidad (numero) continua

Meses d diarrea | Anamnesis cantidad (numero) continua

Flatulencia >50/d | Anamnesis si, no categorica

Distensién >3h/d | Anamnesis si, no categorica
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Péridida de Peso | Anamnesis si, no categorica

Cantidad de Anamnesis kg continua
pérdida de peso
No. de meses Anamnesis cantidad (numero) continua

pérdida de peso

Se emplearan las siguientes definiciones

e Enfermedad Celiaca no respondedora: anticuerpos positivos a pesar de
estar con DLG >12 meses. Puede aplicarse la positividad a cualquiera de
los anticuerpos que se encuentren por encima del limite superior del
rango normal segun los valores de referencia descritos previamente.

e Remisién clinica: ausencia de sintomas relacionados con la EC (diarrea
malabsortiva, sintomas de anemia, dermatitis herpetiforme activa...) a los
12 meses de una DLG.

e Remisidn seroldgica: negatividad de los anticuerpos contra EC (h-tTG
IgA, h-tTG IgG, DGP IgA, DGP IgG) a los 12 meses de una DLG.

e Estandar de referencia: anticuerpos medidos por inmunoensayo de CIA.

Estrategia del anadlisis estadistico

Se empleara:

o Estadistica descriptiva

o Aplicacion de la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar el tipo de
distribucion de los datos.

o Para las variables categoricas se us6 medidas de frecuencias y
porcentajes.

o Para las variables continuas se usé medidas de medianas con
rangos intercuartilares.
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e Estadistica inferencial

@)

atc

Prevalencia de EC no respondedora (Ppre). P =
a+tb+c+d

Andlisis de utilidad diagnéstica: sensibilidad (S), especificidad (E),
falsos negativos (FN) y positivos (FP), valores predictivos positivos
(VPP) y negativos (VPN), cocientes de probabilidad postivo (LR+) y
negativo (LR-), Odds pre y post prueba, y probabilidad postprueba
(Ppost).

El estandar de referencia sera la medicion por inmunoensayo de
CIA.

Para comparar variables categoricas se usé Chi? o prueba exacta
de Fisher; y para las variables continuas se usé U de Mann-
Whitney. Ademas se realiz6é andlisis de Regresion Logistica para la
busqueda de factores asociados a EC no respondedora.

El valor de p sera considerado como estadisticamente significativo
cuando sea <0.05.

Los datos se analizaron mediante el paquete estadistico Stata v13. Una p <0.05
sera considerada como significativa.

Cronograma y plan de trabajo

Semestre 1 Semestre 2 Semestre 3 Semestre 4

Cronograma | Aprobacioén Reclutamiento | Reclutamiento

por Comité de | de pacientes de pacientes

Etica

Reclutamiento Analisis

de casos estadistico,
Plan Entrenamiento | Procesamiento | Procesamiento | redaccion y
individual de en técnicade | de las de las presentacion
actividades procesamiento | muestras muestras final de

de las
muestras para
determinacién

Reclutamiento
de controles
sanos

Reclutamiento
de controles
sanos

de anticuerpos | Revisiéon de Revision de
h-tTG IgA, h- | expedientes expedientes
tTG IgG, DGP | Consulta Consulta
IgA, DGP IgG | externa externa

resultados y
conclusiones
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11. CONSIDERACIONES ETICAS

De acuerdo con el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud (Articulo 17) en lo apartado referente a
investigaciones en seres humanos, este trabajo es considerado como "riesgo
minimo", ya que la obtencién de datos para fines de protocolo se llevara acabo a
través de la entrevista clinica, métodos no invasivos 0 métodos invasivos con
riesgo minimo (toma de muestra de sangre total).

También se tomaron en cuenta las Normas Oficiales Mexicanas para el manejo
de productos biolégicos.

Para respetar la ética en el proyecto se tomaron en cuenta los siguientes
aspectos:

Confidencialidad: se garantiza la absoluta discrecion con las informaciones
obtenidas y se mantendra el secreto profesional en todo su desarrollo.

Anonimato: para la realizacién de la base de datos se obviara todo elemento de
identificacién personal.

Factibilidad: su ejecucion sera posible porque su costo de realizacién es bajo y
se contara con los recursos materiales y humanos para llevarlo a cabo.

Competencia: el tutor es especialista en Gastroenterologia y Enfermos Celiacos
por lo que tiene la capacidad para realizar el estudio.

El investigador principal es el profesional de la salud que es responsable de
conducir, coordinar, dirigir y vigilar la ejecucién de una investigacién para la
salud en seres humanos y que cuenta con la formaciéon académica y experiencia
adecuada para ello.

Se aplicara lo establecido en la Ley General de Salud, sus reglamentos y en las
Buenas Practicas Clinicas (ICH-E6-R1) antes, durante y después de la
conduccion de la investigacién, incluyendo la confidencialidad del proyecto, asi
como el apego al protocolo clinico. Se protegera la vida, dignidad, integridad,
derecho, privacidad, proporcionar asistencia médica y salvaguardar la salud de
los sujetos que participen en la investigacidon propuesta; aplicando los
conocimientos y ética para cumplir con este deber sobre cualquier otro interés.
El equipo de trabajo tiene el conocimiento, educacién y entrenamiento en
Buenas Practicas Clinicas (ICH-E6R1) y en el proceso de la investigacion que se
llevara a cabo, asimismo se obtendra el consentimiento informado, en el cual se
entregara a los participantes de la investigacién la informacion de contacto
(teléfono de 24 horas, correo, nombre del contacto) para los casos de
emergencia. Se reportaran y garantizaran la calidad y validez de los datos
obtenidos durante la investigacion.
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Se tendra en cuenta la NOM-004-SSA3-2012 correspondiente al Expediente
Clinico que establece los criterios cientificos, éticos, tecnoldgicos vy
administrativos obligatorios en la elaboracién, integracién, uso, manejo, archivo,
conservacion, propiedad, titularidad y confidencialidad del Expediente Clinico, el
cual se constituye en una herramienta de uso obligatorio para el personal del
area de la salud, de los sectores publico, social y privado que integran el
Sistema Nacional de Salud.

Se tendra en cuenta la NOM-012-SSA3-2012 que establece los criterios para la
ejecucion de proyectos de investigacion para la salud en seres humanos.
Consentimiento Informado

Se ofrecera Consentimiento Informado a cada participante, quien no lo acepte,
se tratara igualmente con respeto y se le realizara la atencion médica adecuada
sin incluirlo al protocolo.

Conflicto de Intereses

Los autores declaran que no existen conflictos de interés en la propuesta de esta
investigacion; y tampoco se esta recibiendo ningun apoyo econémico por parte
de ninguna empresa en particular.

Recursos humanos

Dos Gastroenterologos.
Dos Quimicos Bidlogos
Una Licenciada en Nutriologia.

Recursos materiales

e Tubos de ensayo sin heparina, agujas, jeringas, vendas, algodon y
alcohol fueron proveidos por el Laboratorio Clinico Central del INCMNSZ.

¢ Kit de pruebas de serologia para la determinacién de los anticuerpos por
Elisa fueron procesados por el Laboratorio Clinico Central del INCMNSZ.

¢ Kit de pruebas diagndsticas para la determinacion de los anticuerpos por
CIA (INOVA Diagnostics) las cuales fueron procesadas en el Laboratorio
Clinico Central del INCMNSZ.

Recursos financieros

e Todos los gastos fueron cubiertos por los investigadores.
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12. RESULTADOS

De una poblacién de 80 pacientes con Enfermedad Celiaca atendida en el la
Clinica de Enfermedad Celiaca del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricibn Salvador Zubiran; fueron elegibles 69 pacientes. Once pacientes
fueron excluidos debido a que 6 presentaban diagndstico reciente <12 meses y
otros 5 estaban con Dieta Libre de Gluten < 12 meses. De esos 69 pacientes
elegibles, solo 55 fueros incluidos en el analisis porque los otros 14 no asistieron
a sus citas de control y no pudieron ser localizados (Ver Figura 1).

Pacientes con EC
Clinica de EC INCMNSZ
Marzo 2018-Diciembre 2019
n= 80 Excluidos:
Q ,| - Diagnéstico <12 meses (n=6)

- DLG <12 meses (n=5)

Pacientes elegibles

n= 69
.| Prueba indice no realizada:
- Inasistencia a citas (n=14)
Pacientes analizados
GDP IgA e IgG
h-tTG IgA e IgG
n= 55
CIA positiva CIA negativa
n= 18 (32.7%) n= 37 (67.3%)
ELISA positiva ELISA positiva
n= 16 n=>5
ELISA negativa ELISA negativa
n=2 n= 32

Figura 1. Flujograma de los pacientes con Enfermedad Celiaca incluidos en el
estudio.
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En los 55 pacientes analizados el sexo femenino fue el mas frecuente (76.4% vs
23.6%) con una relacion Mujeres:Hombres de 2.3:1; y la mediana de edad fue
56 con RIC 46-70. La mayoria de los pacientes estaban en normopeso con un
IMC de 23.9 (RIC 21.5-26.9). La mediana en afos de evolucién de la
Enfermedad Celiaca fue de 8 afios con un RIC de 4-14 afios; y las
comorbilidades mas frecuentes presentadas en los pacientes fueron
Osteoporosis, Dermatitis Herpetiforme, Diabetes Mellitus e Hipotiroidismo (Ver
Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes con Enfermedad Celiaca.

Pacientes con EC
n= 55 (% o RIC)

Sexo
femenino 42 (76.4)
masculino 13 (23.6)
Edad (afios) 56 (46-70)
Indice de masa corporal 23.9 (21.5-26.9)
Tiempo de diagnoéstico de EC (afos) 8 (4-14)
Comorbilidad
Ninguna 28 (50.91)
Hipertension arterial 1(1.82)
Dermatitis Herpetiforme 50.1)
Osteoporosis 7(12.7)
Anemia Perniciosa 3(5.4)
Diabetes mellitus 50.1)
Hipotiroidismo 4(7.3)
Sjogren 2 (3.6)
Enfermedad autoinmune 10 (18.2)
EC: Enfermedad Celiaca; RIC: rango intercuartilar.
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Diez de los 55 pacientes analizados (18.2%) presentaron alguna enfermedad
relacionada con la autoinmunidad dentro de las cuales se menciona Sindrome
de Sjogren, Dermatitis Herpetiforme e Hipotiroidismo (Ver Tabla 1).

Dentro de los hallazgos encontrados en los pacientes relacionados con el
tratamiento se pudo determinar que aunque la mayoria de ellos sigue de forma
adecuada la DLG (34/55, 61.8%); existe una frecuencia relativa de 34.6% que
siguen de forma parcial dicha dieta, la cual es fundamental para mantener un
adecuado control de la enfermedad (Ver Tabla 2).

Los principales motivos por el cual no seguian la DLG o la seguian de forma
parcial fueron relacionados a la inaccesibilidad a productos libres de gluten y
principalmente a que necesitaban comer fuera de casa durante las horas
laborales, que aunque solicitaban alimentos libres de gluten, durante su
preparacion pudieron estar contaminados de forma inadvertida. Asimismo, se
encontrd6 una frecuencia relativa de 29.1 % de pacientes que presentaba
intolerancia a lacteos (Ver Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas generales relacionadas con el tratamiento en pacientes
con Enfermedad Celiaca.

Pacientes con EC
n= 55 (% o RIC)

Cumple la DLG
No 2(3.6)
Parcialmente 19 (34.6)
Si 34 (61.8)
Motivo por el cual probablemente no
sigue la DLG
Desinterés 6 (25)
Inaccesibilidad a productos LG 7(29.2)
Come fuera 11 (45.8)
Intolerancia a lacteos 16 (29.1)
EC: Enfermedad Celiaca; RIC: rango intercuartilar; DLG: dieta libre de gluten;
LG: libre de gluten.
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Respecto a la presencia de sintomas en los pacientes evaluados se identificaron
como principales sintomas la Flatulencia definido como >32 gases expulsados
en menos de 24 horas lo cual estuvo presente en 24 de los 55 pacientes (43.6
%); asi como la sensacion de Distensién Abdominal presente en 26 pacientes
(47.3 %) y la presencia de diarrea cronica definida por una duracién >30 dias
(29.1 %). Datos complementarios como el numero de diarreas por dia y los
meses de duracion con la misma pueden observarse en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas en pacientes con Enfermedad Celiaca que
estan en tratamiento con Dieta Libre de Gluten > 12 meses.

Pacientes con EC
n= 55 (% o RIC)
Flatulencia (>32 gases/dia) 24 (43.6)
Distensiéon abdominal 26 (47.3)
Diarrea cronica > 30 dias 16 (29.1)
Numero de diarreas por dia 4 (2-5)
Meses con presencia de diarrea 3(1-8)
Pérdida de peso 15 (27.3)
Numero de kg perdidos 4 (2-5)
Tiempo con pérdida de peso (meses) 4 (3-10)
Dermatitis herpetiforme activa 0
Anemia 0
EC: Enfermedad Celiaca; RIC: rango intercuartilar; Kg: kilogramos.

No se identificaron alteraciones cronicas relacionadas con signos de
desnutricion, anemia, o actividad inflamatoria en los pacientes que presentaron
Dermatitis Herpetiforme durante el diagndéstico segun los antecedentes.

En relacion a los analisis que responden al objetivo primario del presente
trabajo; los anticuerpos detectados en los pacientes estudiados con Enfermedad
Celiaca en tratamiento con una Dieta Libre de Gluten de al menos 12 meses se
exponen en medianas con Rangos Intercuartilares en la Tabla 4. Sin embargo,
para observar mejor el comportamiento de los datos también se exponen en
medias con Desviaciones Estandar en la Tabla 5.
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Tabla 4. Anticuerpos detectados en pacientes con Enfermedad Celiaca en
tratamiento con Dieta Libre de Gluten > 12 meses (Md con RIC).

Pacientes con EC
n= 55 (Md y RIC)

Técnica de CIA (CU)
GDP IgA 6.3 (5.2-37.5)
GDP IgG 2.8(2.8-10.4)
h+TG IgA 4.8 (2.1-21.8)
h-tTG IgG 3.8(3.8-4.4)
Técnica de ELISA (U/mL)
GDP IgA 10.7 (6.5-50.5)
GDP IgG 3.7 (1.9-12.7)
h-tTG IgA 1.23(1.2-4.7)
h-tTG IgG 2.9(1.6-4.3)
IgA total 234 (167-345)
EC: Enfermedad Celiaca; Md: mediana; RIC: rango intercuartilar; CIA:
quimioluminiscencia; ELISA: ensayo inmunoabsorbente; GDP: anticuerpos
antigliadina deaminada; h-tTG: anticuerpos antitransglutaminasa tisular.

Es de notar que los rangos de referencia para todos los anticuerpos
determinados con la técnica de quimioluminiscencia (CIA) el valor normal
siempre es < 20 unidades quimioluminiscentes (CU); positivo débil se refiere a
un rango de 21 a 30 CU; y positivo fuerte cuando el valor es >30 unidades CU;
asi como se exponen en las Tablas 4 y 5.

A diferencia de los rangos de referencia de los resultados de la determinacion de
los anticuerpos por CIA; los anticuerpos determinados por ELISA (ensayo
inmunoabsorbente) varian de la siguiente forma: el rango normal de los
anticuerpos antigliadina IgA e IgG es < 20 U/mL, positivo débil es entre 20 a 30
U/mL, y positivo fuerte cuando es > 30 U/mL. Los anticuerpos
antitransglutaminasa IgA son positivo débil con un rango de 4 a 10 U/mL y > 10
U/mL es positivo fuerte; por utlimo, los anticuerpos antitransglutaminasa IgG son
postivo débil si se encuentran entre 6 a 9 U/mL y positivo fuerte si son > 9 U/mL.
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Tabla 5. Anticuerpos detectados en pacientes con Enfermedad Celiaca en
tratamiento con Dieta Libre de Gluten > 12 meses (Media con DE).

Pacientes con EC
n= 55 (media y DE)

Técnica de CIA (CU)
GDP IgA 91.7 (+ 341)
GDP IgG 27.1 (£ 69)
h-tTG IgA 363 (£ 1500)
h-tTG IgG 6.6 (£ 13.8)
Técnica de ELISA (U/mL)
GDP IgA 40.9 (£ 50.9)
GDP IgG 16.8 (+ 30.8)
h-tTG IgA 9.4(£21.3)
h-tTG IgG 49(+£9.2)
IgA total 315 (£ 344)
EC: Enfermedad Celiaca; DE: desviacion estandar; CIA: quimioluminiscencia;
ELISA: ensayo inmunoabsorbente; GDP: anticuerpos antigliadina deaminada;
h-tTG: anticuerpos antitransglutaminasa tisular.

Los pacientes que presentaron anticuerpos positivos en el seguimiento que los
convierte en pacientes con Enfermedad Celiaca no respondedora a una Dieta
Libre de Gluten se presentan en la Tabla 6 clasificados segun la técnica con la
que se midieron (CIA vs ELISA).

Es de notar que los que presentaron anticuerpos postivos en su mayoria fueron
anticuerpos GDP IgA y h-tTG IgA por ambas técnicas. Solamente 2 pacientes de
los 55 incluidos en el analisis presentaron deficiencia de IgA total y ninguno de
ellos presentd positvidad en los anticuerpos antigliadina I1gG vy
antitransglutaminasa IgG (Ver Tabla 6).
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Tabla 6. Pacientes con Enfermedad Celiaca en tratamiento con Dieta Libre de
Gluten > 12 meses quienes presentan anticuerpos positivos en el seguimiento.

EC no
respondedora
n= 55 (%) EE (IC 95%) IC 95%

Técnica de CIA

GDP IgA 16 (29.1) 0.06 0.18-0.42

GDP IgG 11 (20) 0.05 0.11-0.33

h-tTG IgA 15 (27.3) 0.06 0.17-0.41

h-tTG IgG 2(3.6) 0.02 0.01-0.14
Técnica de ELISA

GDP IgA 21 (38.18) 0.07 0.26-0.52

GDP IgG 10 (18.2) 0.05 0.09-0.31

h-tTG IgA 14 (25.4) 0.05 0.15-0.39

h-tTG IgG 8 (14.5) 0.05 0.07-0.27
Deficiencia de IgA 2(3.6) 0.02 0.01-0.14
EC: Enfermedad Celiaca; EE: error estindar; IC: intérvalo de confianza; CIA:
quimioluminiscencia; ELISA: ensayo inmunoabsorbente; GDP: anticuerpos antigliadina
deaminada; h-tTG: anticuerpos antitransglutaminasa tisular.

Los errores estandar de las frecuencias relativas de los pacientes con
anticuerpos positivos para EC no respondedora a DLG fue bajo con intérvalos
calculados por debajo de la unidad. Es de notar también que los pacientes con
deficiencia de IgA total se interpretarian como positivos exclusivamente por la
evaluacion de los anticuerpos DGP IgG y htTG IgG y no los anticuerpos contra
IgA.

Para evaluar los desenlaces primarios del presente estudio se consideré como
estandar de referencia la medicion de los anticuerpos por la técnia de
inmunoensayo por CIA, lo cual coincide con el diagnéstico certero de la
presencia de EC no respondedora a una DLG cuando dichos anticuerpos se
encontraban positivos (y no por ser positivo débil). La prevalencia de EC no
respondedora en el presente estudio fue de 32 % al considerar como casos
positivos aquellos pacientes que tuvieran cualquiera de los anticuerpos positivos
con un rango de referencia de positvo y no positivo débil.

Cuando la prevalencia de EC no respondedora a DLG de > 12 meses de

tratamiento se midié respecto a cada uno de los anticuerpos de forma individual,
la misma fue de 20 a 37 %, respectivamente; asi como se muestra en la Tabla 7.

29



La utilidad diagnéstica de cada uno de los anticuerpos para confirmar la
presencia de EC no respondedora mediante su positividad también se muestra
en la Tabla 7. En dicha tabla se encuentra la sensibilidad, especificidad, tasa de
falsos negativos y positivos, los valores predictivos y negativos y las razones de
verosimilitud. Es de notar que la mejor Sensibilidad se alcanzdé con los
anticuerpos h-tTG IgG con un 100%, seguido de GDP IgA, GDP IgG y h-tTG IgA,
respectivamente. La mejor Especificidad se alcanzé con los anticuerpos GDP
IgG con un 98%, seguido de h-tTG IgA, h-tTG IgG y GDP IgA, respectivamente.
Segun las razones de verosimilitud o cocientes de probabilidad (LR o CP), los
anticuerpos de mayor utilidad diagnéstica para un LR+ fue GDP IgG y h-tTG IgA;
y para un LR- fue h-tTG IgG y GDP IgA, respectivamente. De forma relevante, al
considerar todos los anticuerpos y tomar como casos diagnosticados de EC no
respondedora al estar positivo cualquiera de los anticuerpos, la Sensibilidad y
Especificidad fueron del 89% y 86%, respectivamente; con un LR+ y LR- que
demuestra buena utilidad diagndstica cuando se determinaron los anticuerpos
por el inmunodensayo de ELISA al usar como estandar de referencia el
inmnoensayo por CIA (Ver Tabla 7).

Tabla 7. Utilidad del inumunonensayo por ELISA frente a CIA en el diagndstico
de Enfermedad Celiaca no respondedora a Dieta Libre de Gluten > 12 meses.

P S E FN FP VPP VPN LR+ LR-

Técnica de ELISA
GDP IgA 0.29 0.87 0.82 0.13 0.18 0.66 0.94 4.8 0.15
GDP IgG 0.20 0.81 0.98 0.19 0.02 0.9 0.95 40.5 0.19
h-tTG IgA 0.27 0.8 0.95 0.2 0.05 0.85 0.92 16 0.21
h-tTG IgG 0.37 1 0.88 0 0.12 0.25 1 8.3 0

ELISA (todos los Acs) 0.32 0.89 0.86 0.11 0.14 0.76 0.94 6.35 0.13

EC: Enfermedad Celiaca; DE: desviacién estindar; Kg: kilogramos; Acs: anticuerpos. P: prevalencia; S:
sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; LR: Likelihood Ratio
(razén de verosimilitud o cociente de probabilidad).

En el analisis de asociacion para identificar los factores que se encuentran
asociados a la presencia de EC no respondedora a una DLG por mas de 12
meses de tratamiento se econtraron como causas estadisticamente significativas
el cumplimiento de la dieta de forma parcial y no plena (11/18 vs 8/18 pacientes,
p 0.01); y la inaccesibilidad a productos libres de gluten (6/11 vs 1/11 pacientes,
p 0.05). La presencia de comorbilidad, enfermedad autoinmune o intolerancia a
los lacteos no fueron factores asociados (Ver Tabla 8).
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Tabla 8. Factores asociados con la presencia de Enfermedad Celiaca no
respondedora a una Dieta Libre de Gluten > 12 meses. A: Chi?, B: Regresion
Logistica.

A.
Con EC no Sin EC no 2 (Chi2o
respondedora respondedora Fisher)
n=18 n=37
Cumple la DLG 0.01
No 0 2
Parcialmente 11 8
Si 7 27
Motivo de no cumplir DLG
Desinterés 3/11 3/10 0.05
Inaccesibilidad 6/11 1/10
Come fuera 2/11 6/10
Comorbilidad 11 16 0.25
Enfermedad autoinmune 6 10 0.75
Intolerancia a lacteos 3 13 0.21
EC: Enfermedad Celiaca; DLG: dieta libre de gluten.

B.
Multinomial logistic regression Number of obs = 21
LR chi2(2) = 7.66
Prob > chi2 = 8.0217
Log likelihood = -10.783122 Pseudo R2 = 8.2635
cia | Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Intervall
negativo |
cumpledlg | -18.7698 2745.613 -0.81 08.995 -5400.072 5362.532
motivoincumpdlg | 1.481525 .8012319 1.85 8.0864 —.08886086 3.851911
_cons | 33.81694 5491.225 8.81 8.995 -108728.79 18796.42
positive | (base outcome)
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13. DISCUSION

La importancia del seguimiento de los pacientes con EC consiste en prevenir
complicaciones nutricionales mediante la estrategia de evitar el contacto con el
gluten en la dieta. Esto se logra a través de una DLG.(1) En este estudio se
evaluo la utilidad diagnéstica de los anticuerpos para EC en una muestra de
pacientes que llevan > 12 meses de estar en tratamiento con una DLG mediante
dos técnicas: el inmunoensayo absorbente (ELISA) o la quimioluminiscencia
(CIA). Tanto las guias clinicas como la mayoria de estudios publicados respecto
al seguimiento de los pacientes con EC recomiendan realizar controles y evaluar
la remisién serolégica a los 6 y 12 meses de haber iniciado la DLG para prevenir
complicaciones, y posteriormente cada ano.(1,23-32)

Los Kits de ELISA son inmunoensayos versatiles utilizados en el laboratorio para
la deteccion de anticuerpos, pero frente a la necesidad de detectar anticuerpos
en mas bajas concentraciones, ELISA presenta limitaciones en relacion a la
Sensibilidad. ELISA utiliza anticuerpos conjugados a una enzima que al afadir el
sustrato cromogénico cataliza una reaccion quimica que produce cambio de
color visible y cuantificable. Para medir la concentracién del analito se debe
generar una curva estandar mediante concentraciones conocidas del antigeno.
Los ensayos de CIA tienen el mismo fundamento que ELISA, pero con la
diferencia que la enzima acoplada al anticuerpo de deteccidén cataliza una
reaccion quimioluminiscente que emite fotones que generan luz en vez de
cambio de color visible; esto permite un amplio rango de deteccién y mediciones
cuantitativas que incrementan considerablemente la Sensibilidad.

En resumen, ELISA usa sustratos cromogénicos (TMB o ABTS), mide el cambio
de color con alta sensibilidad pero a partir de mas de 500 pg/mL, es
ampliamente utilizado y estandarizado; la lectura debe hacerse en un corto
periodo de tiempo y conlleva multiples pasos realizados por el laboratorista en
los cuales puede incurrir el error humano, tanto en la técnica como en la
medicion, y antes de procesarse cada prueba se debe tener un numero
suficiente para que al abrir el kit se costo-efectivo. CIA utiliza sustratos
luminiscentes (luminol o éster de acridinio), mide la emisién de luz, es un ensayo
ultrasensible porque detecta a partir de 1 pg/mL, utiliza reactivos altamente
estables, de mayor rango dinamico, bajo fondo y es analizado dentro de un
equipo automatizado que tiene un lector de quimioluminiscencia; este sistema
automatizado disminuye el error humano y dentro del equipo las pruebas se
pueden ir procesando conforme las muestras vayan entrando al laboratorio y no
esperar hasta acumular un numero determinado.

En el presente estudio se incluyeron 55 pacientes con EC en tratamiento con
DLG >12 meses; en los cuales hubo una frecuencia mayor de mujeres que
hombres con una relacion de 2.3:1, con predominio del sexo femenino del
76.4%. Aunque no existen muchos estudios que evaluen la EC no respondedora
a una DLG seguida por mas de 12 meses, en estudios de diagnostico y
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seguimiento de pacientes con EC son comparables las proporciones reportadas,
las cuales varian en un rango de 27% a 43% del sexo masculino y 57% a 73%
del sexo femenino, respecto al sexo encontradas en el presente estudio.(33)

Tomando como estandar de referencia para el diagndstico la positividad de los
anticuerpos detectados por CIA; se encontrdé una Prevalencia del 32% de EC no
respondedora a una DLG >12 meses, lo cual indica que un tercio de los
pacientes con EC no estan respondiendo de forma adecuada a dicha dieta.
Dentro de los factores mas importantes encontrados después de un analisis de
asociacion y de regresion logistica se identifico el cumplimiento parcial de la
DLG por parte de los pacientes (p 0.01), y de forma mas especifica fue la
inaccesibilidad a productos libres de gluten como el factor asociado para cumplir
de forma parcial dicha dieta (p 0.05). Esto es comparable a la literatura
publicada respecto a la EC no respondedora, en donde se reporta una
Prevalencia de 30% y como principales causas el consumo inadvertido de gluten
y la DLG implementada de forma parcial por el mismo paciente; mas que una
refractariedad de la enfermedad en donde pueden exister otros factores
incluyendo factores genéticos y que requieren tratamientos especificos como el
uso de corticosteroides.(34)

Dentro de los principales sintomas clinicos presentados en los pacientes
analizados se encontraron la flatulencia (43.6%), distension abdominal (47.3%),
diarrea cronica malabsortiva (29.1%) y pérdida de peso (27.3%), con una
mediana de 4 kg (RIC 2-5) en 4 meses (RIC 3-10). Estos sintomas presentados
por los pacientes pertenecen a la presentacién tipica, la cual corresponde a la
clasificacion descrita por Lionetti E et al en 2011 en donde menciona las
manifestaciones clincias de la EC divididas en EC tipica, EC atipica, EC con
enfermedad autoinmune asociada y EC con enfermedades genéticas asociadas.
Aplicando esta clasificacion a pacientes en seguimiento; en el presente estudio
la principal presentacién fue EC no respondedora tipica, seguida de EC
asociada a enfermedades autoinmunes como hipotiroidismo, Sjogren, Diabetes
Mellitus tipo 1; seguido de casos aislados de EC atipica manifestada por
Dermatitis Herpetiforme inactiva.(3)

Los anticuerpos investigados para el diagnostico de EC no respondedora a una
DLG fueron GDP IgA, GDP IgG, h-tTG IgA y h-tTG; de los cuales, los
anticuerpos que presentarion mejor Sensibilidad y Especificidad fueron GDP IgA
(S 0.87,E 0.82) y h-tTG IgG (S 1.0, E 0.88), respectivamente; determinados por
inmunoensayo de ELISA frente al estandar de referencia CIA en este estudio. Es
de notar, que se usé como estandar de referencia a CIA debido a que es una
técnia ultrasensible y muy especifica; y se decidio retar a ELISA debido a que es
la técnica que se usa de forma estandarizada en el INCMNSZ y en la mayoria de
laboratorios. Por muchos anos se ha considerado a los anticuerpos para EC de
clase IgA como la mejor prueba para monitorizar la respuesta serolégica al
tratamiento con una DLG.(1) Un Meta-analisis reciente demostré que la
sensibilidad de los anticuerpos IgA para EC, en especial h-tTG IgA e incluso
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Antiendomisio IgA, presentan relativamente baja sensibilidad para detectar
actividad serologica (0.42 1C95% 0.32-0.53 y 0.45 1C95% 0.34-0.57,
respectivamente); lo cual es comparable a los resultados presentados en el
presente estudio, en donde la sensibilidad de h-tTG fue menor en la clase IgA
que en la 1gG.(33)

Los anticuerpos con mejores valores predictivos fueron GDP IgG (VPP 0.9, VPN
0.95) y h-tTG IgA (VPP 0.85, VPN 0.92). Estos mismos anticuerpos presentaron
la mejor utilidad diagnéstica a partir de los cocientes de probabilidad o razones
de verosimilitud en caso de que la prueba saliera positiva (LR+ 40.5 y 16), o en
caso que saliera negativa (LR- 0.19 y 0), respectivamente, lo cual también puede
compararse en multiples estudios publicados en la ultima década.(23-32)

Dentro de las nuevas tecnologias aplicadas en el laboratorio clinico para la
deteccion de anticuerpos esta el inmunoensayo por CIA que es una de las mas
importantes debido a su ultrasensibilidad y gran especificidad, como se
menciond previamente. Permite resultados mas precisos y mas sensibles que
ELISA, lo cual, consecuentemente tiene un impacto tanto epidemiolégico en el
diagndstico de enfermedades inmunoldgicas como en el seguimiento durante el
tratamiento, como es el caso de la EC, que permite deterctar concentraciones
bajas de anticuerpos positivos durante la evaluacion de la respuesta a la DLG.
Las detecciones de anticuerpos con ELISA en el presente estudio demostraron
gue se encuentran con Sensibilidad y Especificidad alrededor de 80 a 90 % que
aunque son cifras altas quedan por debajo del nivel de deteccion de la técnica
mas novedosa (CIA). Por esa razon, este estudio también permite sugerir una
actualizacion en las técnicas de deteccion de anticuerpos para EC con la
implementacion del ensayo de CIA en el seguimiento de los pacientes con EC
que estan en una DLG. Un reciente estudio que evaluo la respuesta a la DLG en
pacientes con EC pediatricos comparé ELISA vs CIA. Ellos encontraron
resultados mas precisos, mejor sensibilidad y mayor utilidad diagnéstica con el
inmunoensayo de CIA.(35) La relevancia de CIA también se ha probado en la
deteccion de anticuerpos para otras enfermedades.(36)

El numero de pacientes en el presente estudio es probablemente una de las
principales limitaciones; no obstante se incluyé6 a todos los pacientes que
asistieron a sus citas control y que estaban en una DLG por al menos 12 meses.
Otra limitacion importante es que no se investigd la respuesta de los pacientes a
las intervenciones dietéticas en los casos con EC no respondedora quienes
presentaron anticuerpos positivos ni se investigo la presencia de EC refractaria
en casos en que realmente estuvieran cumpiendo de forma completa la DLG, sin
ingestion inadvertida de gluten y en la cual pueden existir otros factores
implicados. Cabe destacar que en este estudio se retd al ensayo de ELISA, que
es por lo general la técnica estandar de medicion de anticuerpos para EC, frente
al novedoso ensayo de CIA como una técnica ultrasensible por su capacidad de
deteccion de concentraciones bajas de anticuerpos.
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14.CONCLUSIONES

La Prevalencia de EC no respondedora a DLG seguida por al menos 12 meses
es de 32 % en los pacienes con diagndstico previo de EC incluidos en el
presente estudio. Los anticuerpos detectados por ensayo de ELISA (GDP IgA,
GDP IgG, h-tTG IgA, y h-tTG IgG) tienen alta sensibilidad (>80%) y especificidad
(>80%); de los cuales, tuvieron mayor utilidad diagnostica DGP IgG y h-tTG IgA
(LR+ >16 y LR- <0.21). Los factores asociados a la presencia de EC no
respondedora fueron seguir de forma parcial la DLG y la inaccesibilidad a
productos libres de gluten. Aunqge ELISA presenta buena utilidad diagndstica
como técnica de laboratorio en la deteccion de anticuerpos para EC, tanto en el
diagndstico como en el segimiento de los pacientes que estan en DLG, sigue
siendo inferior a CIA, por lo cual se sugiere implementar la CIA en la practica
clinica por su capacidad ultrasensible y la posibilidad de hacer cambios en la
conducta terapéutica de forma temprana.
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17. ANEXOS
ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

CARTA DE CONSENTIMIENTO BAJO INFORMACION PARA PARTICIPAR
EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION EN SALUD

Utilidad de los anticuerpos DGP IgA, DGP IgG, h-tTG IgA, y h-tTG IgG
determinados por quimioluminiscencia (CIA) y comparados con ELISA en
el seguimiento de pacientes con Enfermedad Celiaca

Lugar y fecha: Ciudad de México, de de 20 .

Por favor tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento,
pregunte al investigador sobre cualquier duda que tenga, para decidir si participa
0 no debera tener el conocimiento suficiente acerca de los beneficios y riesgos
del presente estudio de investigacion.

EstimadoSefior

(a): ,
se le invita a participar en el estudio arriba mencionado, que se desarrollara e
el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran, cuyo
objetivo sera Evaluar la presencia de EC no respondedora mediante la
determinacién de los anticuerpos por ELISA y Quimioluminiscencia (CIA) en
pacientes >12 meses con dieta libre de gluten.

Su participacion en el estudio consiste en acudir acudir a la Clinica de
Enfermedad Celiaca a sus citas de seguimiento para el control y evaluacion de
la la respuesta al tratamiento de la Dieta Libre de Gluten relacionada con la
Enfermedad Celiaca.

Como primer punto se le haran preguntas relacionadas con sus caracteristicas
socio-demograficas como nombre, edad, sexo, numero de expediente clinico,
antecedentes personales patoldgicos; y preguntas relacionadas con el
seguimiento de su enfermedad y especialmente de la Dieta Libre de Gluten y la
respuesta a la misma mediante la presencia o ausencia de sintomas como
diarrea y pérdida de peso.

También se realizard examen clinico general en el cual se pretnende identificar
caracteristicas relacionadas con la actividad clinica de la enfermedad incluyendo
el indice de masa corporal, estado general, lesiones dermatologicas como
Dermatitis Herpetiforme, signos clinicos de carencias nutricionales.

Por ultimo se le pedira su autorizacion para poder obtener una parte del suero

de la sangre extraida de forma habitual en sus citas controles para poder
determinar los niveles séricos de los anticuerpos DGP IgA, DGP IgG, h-tTG IgA,
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y h-tTG IgG con el objeto de identificar su positividad o negatividad y asi poder
evaluar si existe respuesta o actividad serolégica. Los anticuerpos seran
medidos por dos técnicas de laboratorio; es decir, por ensayo inmunoabsorbente
(ELISA) o Quimioluminiscencia (CIA).

Los Kits de ELISA son inmunoensayos versatiles utilizados en el laboratorio para
la deteccion de anticuerpos, pero frente a la necesidad de detectar anticuerpos
en mas bajas concentraciones, ELISA presenta limitaciones en relacion a la
Sensibilidad. ELISA utiliza anticuerpos conjugados a una enzima que al afadir el
sustrato cromogénico cataliza una reaccién quimica que produce un cambio de
color visible y cuantificable. Para medir la concentracién del analito se debe
generar una curva estandar mediante concentraciones conocidas del antigeno.
Los ensayos de CIA tienen el mismo fundamento que ELISA, pero con la
diferencia que la enzima acoplada al anticuerpo de deteccidon cataliza una
reaccion quimioluminiscente que emite fotones que generan luz en vez de
cambio de color visible; esto permite un amplio rango de deteccién y mediciones
cuantitativas que incrementan considerablemente la Sensibilidad.

En resumen, ELISA usa sustratos cromogénicos (TMB o ABTS), mide el cambio
de color con alta sensibilidad pero a partir de mas de 500 pg/mL, es
ampliamente utilizado y estandarizado; la lectura debe hacerse en un corto
periodo de tiempo y conlleva multiples pasos realizados por el laboratorista en
los cuales puede incurrir el error humano, tanto en la técnica como en la
medicion. CIA utiliza sustratos luminiscentes (luminol o éster de acridinio), mide
la emision de luz, es un ensayo ultrasensible (>1 pg/mL), utiliza reactivos
altamente estables, de mayor rango dinamico, bajo fondo y es analizado dentro
de un equipo automatizado que tiene un lector de quimioluminiscencia; este
sistema automatizado disminuye el error humano.

Como resultado de aplicar las dos técnicas se obtendra las caracteristicas de la
utilidad diagnéstica de ELISA frente a CIA, lo cual permitira conocer si es valido
sequirlo utilizando cuando existe una técnica mas novedosa y automatizada que
disminuye, incluso, el error humano en su aplicacién.

Asimismo, y no menos importante, se conocera la prevalencia de Enfermedad
Celiaca no respondedora en los pacientes de la Clinica y ademas, se investigara
cuales son los factores por los cuales no hay respuesta adecuada a una Dieta
Libre de Gluten.

RIESGOS:

Los riesgos mas relevantes estan relacionados con la toma de sangre para
procesar los anticuerpos. No obstante en este estudio no se tomara una muestra
extra de sangre. Simplemente de la muestra de sangre que le solicitan
regularmente en la cita de la Clinica de Enfermedad Celiaca se tomara una parte
del suero para poder procesarla por las técnicas de inmunoensayo descritas
previamente.
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BENEFICIOS:

“El presente estudio tendra un beneficio directo para usted. Con la realizacién de
este estudio se espera diagnosticar la presencia de Enfermedad Celiaca no
respondedora en el caso que los anticuerpos sean positivos. Un beneficio extra
se obtendra con la aplicacion de la técnica de Quimioluminiscencia debido a que
es una técnica ultrasensible en la deteccién de los anticuerpos incluso a
concentracion muy bajas. Una vez obtenidos los resultados se le notificaran en
la cita subsecuente o por contacto telefonico para agendar una cita mas cercana
y poder ajustar el tratamiento.

DISPONIBILIDAD DE TRATAMIENTO MEDICO Y/O INDEMINIZACION EN SU
CASO: Este estudio no conlleva riesgos relacionados a reacciones adversas a
medicamentos porque no se le adminastran medicamentos o medidas invasivas
terapéuticas durante la realizacion. Sin embargo, si se determinaran
consecuencias medicas de algun tipo, tanto los investigadores como el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion daran asistencia.

PARTICIPACION

Su participacion es VOLUNTARIA, usted puede decidir libremente participar o
no, esto no afectara su derecho para recibir atencidn médica en el Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran. Si participa puede
retirarse del estudio en el momento en que lo desee sin que esto influya sobre
el tratamiento habitual que le ofrece el hospital para su enfermedad de base.

INFORMACION DE LOS PROCEDIMIENTOS ALTERNATIVOS O
TRATAMIENTOS EXISTENTES: no existen procedimientos y/ o tratamientos
alternativos por el momento durante el curso del estudio.

MANEJO DE LA INFORMACION.

En la recoleccion de datos personales se siguen todos los principios que marca
la ley (art. 6): licitud, calidad, consentimiento, informacion, finalidad, lealtad,
proporcionalidad y responsabilidad. Se han implementado las medidas de
seguridad, técnicas, administrativas y fisicas necesarias para proteger sus datos
personales y evitar dafo, pérdida, alteracion, acceso o tratamiento no
autorizado.

“Su nombre no sera usado en ninguno de los estudios, las muestras biolégicas
obtenidas, cuestionarios, etc., no contendran ninguna informacion personal y se
codificaran con un numero de serie para evitar cualquier posibilidad de
identificacion. Los codigos que identifican, su muestra o informacién estaran
solo disponibles a los investigadores titulares quienes estan obligados por ley a
no divulgar su identidad”. Usted podra tener acceso a la informacion sobre este
estudio en caso de solicitarlo.
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PARTICIPANTE:

Confirmo haber recibido informacion suficiente y clara sobre el estudio
propuesto, doy mi autorizacion para ser incluido en este proyecto de
investigacion, reservandome el derecho de abandonarlo en cualquier momento
si asi lo decido.

Nombre: Firma:
Nombre y firma del Participante o Representante legal.
Parentesco:

Domicilio:

TESTIGOS:

(1) Nombre y firma (2) Nombre y firma
Parentesco: Parentesco:
Domicilio. } Domicilio.

INVESTIGADOR O MEDICO QUE INFORMA:
Dr. Mario René Pineda De Paz / Dr. Luis F. Uscanga Dominguez

Le he explicado al Sr (a) ,
la naturaleza y los propésitos de la investigacion, asi como los riesgos vy
beneficios que implica su participacién. He dado respuesta a todas sus dudas, y
le he preguntado si ha comprendido la informacién proporcionada, con la
finalidad de que pueda decidir libremente participar o no en este estudio. Acepto
que he leido, conozco y me apego a la normatividad correspondiente para
realizar investigacién con seres humanos, que pondré el bienestar y la seguridad
de los pacientes sujetos de investigacion, por encima de cualquier otro objetivo.

Investigador responsable:

Dr. Mario René Pineda De Paz / Dr. Luis F. Uscanga Dominguez
Teléfono:

Firma:

El documento se expide por duplicado, entregando una copia al participante.
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ANEXO 2. AVISO DE PRIVACIDAD

AVISO DE PRIVACIDAD

TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION: Utilidad de los anticuerpos DGP IgA,
DGP 19G, h-tTG IgA, v h-tTG IgG determinados por _guimioluminiscencia
(CIA) v comparados con ELISA en el sequimiento de pacientes con
Enfermedad Celiaca.

El presente Aviso de Privacidad tiene como objeto informarles sobre el tratamiento que se le daré
a sus datos personales cuando los mismos son recabados, utilizados y almacenados.

Investigador responsable de recabar sus datos personales, de su uso y proteccion:

Nombre: Dr. Mario René Pineda De Paz, Dr. Luis F. Uscanga Dominquez

Domicilio: __Avenida Vasco de Quiroga No. 15 Colonia Belisario Dominguez Seccion XVI,
Delegacion Tlalpan C.P. 14080, Ciudad de México.

Teléfono: _5566119327 Correo electronico:mariopinedadp@gmail.com

Su informacién personal sera utilizada con la finalidad de _proporcionar informacion sobre
examenes clinicos y de laboratorios practicados, informacion sobre su padecimiento y
antecedetnes patologicos para lo cual requerimos obtener los siguientes datos
personales:nombre, edad, sexo, comorbilidades, tratamientos medicamentosos, alergias,
antecedentes quirtirgicos, antecedentes patologicos personales, informacion del padecimiento
actual, . Estos datos son considerados como sensibles de acuerdo a la Ley Federal de

Proteccion de Datos Personales en Posesion de los Particulares.

Es importante que usted sepa que todo el equipo de investigacion que colabora en este estudio se
compromete a que todos los datos proporcionados por usted seran tratados bajo medidas de
seguridad y garantizando siempre su confidencialidad. En el caso de este proyecto las medidas
que se tomaran para ello seran: _utilizar cddigos, y numero de expediente y se
almacenaran en _archivos electronicos en bases de datos en programa de Word, Power Point,
Excel, SPSS y STATA a cargo del investigador

Le aclaramos que la informacioén de sus datos personales puede no serd compartida y manejada
por personas distintas a esta institucion excepto en caso de publicarse o presentarse en
ponencias, se utilizaran datos que no incluyan su informacién personal como nombre direccién,
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numero de expediente u otro dato que pueda identificarlo(a) con la finalidad de _aportar
conocimiento a la comunidad cientifica en beneficio de la atencion de mas pacientes.

Usted tiene derecho de acceder, rectificar y cancelar sus datos personales, asi como de oponerse
al manejo de los mismos o anular el consentimiento que nos haya otorgado para tal fin,
presentando una carta escrita dirigida a el/ la investigador responsable_Dr. Mario René Pineda
De Paz y Dr. Luis F. Uscanga Dominguez.

DECLARACION DE CONFORMIDAD: Manifiesto estar de acuerdo con el tratamiento que se dara
a mis datos personales.

Nombre y firma del sujeto de investigacion o paciente:

Nombre: Firma:

Fecha: _Ciudad de México: de de 20
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