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RESUMEN

La enfermedad celiaca es un sindrome de malabsorciéon caracterizado por
intolerancia a las proteinas del gluten en individuos genéticamente predispuestos
con los alelos HLA-DQ2/DQ8. Su causa es multifactorial y los factores dietéticos,
ambientales y genéticos tienen una significacidon importante en su apariciéon. El
diagnostico temprano posibilita prevenir complicaciones como la osteopenia, las
enfermedades malignas y la infertilidad. El objetivo de este estudio fue compilar
informacién actualizada sobre la base genética de esta enfermedad y su papel en el
diagndstico.
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ABSTRACT

The celiac disease is syndrome of malabsorption characterized by intolerance fo
gluten proteins in subjects with genetic predisposition with the HLA-DQ2/DQ8
alleles. Its cause is multifactor and the dietetic, environmental and genetic factors
have a great significance in its appearance. The early diagnosis allows the
prevention of complications including osteopenia, malignant diseases and infertility.
The aim of present paper was to collect updated information on the genetic base of
this disease and its role in the diagnosis.
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INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es autoinmune y afecta a individuos genéticamente
predispuestos con los alelos HLA-DQ2 y/o HLA-DQ8. Se caracteriza por una
intolerancia a las proteinas del gluten (principalmente gliadinas y gluteinas)
presentes en el trigo, el centeno y la cebada. En la EC se observa destrucciéon de la
mucosa del intestino delgado superior que produce una deficiente absorciéon de los
nutrientes al nivel del tracto digestivo. La repercusion clinica y funcional de la EC
varia segun su fisiopatologia y edad de presentacién.’ *

En Europa y Estados Unidos afecta del 1 al 3 % de la poblacién,® con mayor
prevalencia en las mujeres. El retraso del crecimiento y los sintomas digestivos
se observan frecuentemente en el inicio temprano de la EC mientras que su
aparicion tardia viene marcada por la presencia de sintomas extradigestivos.
Las complicaciones sistémicas incluyen anemia ferropénica, osteoporosis,
linfomas, etc.*®

El diagndstico certero de la EC requiere de la combinaciéon de técnicas serolégicas,
moleculares e histoldgicas para sustentar la evaluacion clinica del paciente. A pesar
de los avances logrados en la obtencién de nuevos métodos de diagnoéstico, la
mejoria clinica del paciente ante una dieta libre de gluten constituye la prueba
clinica que mejor define el diagnéstico final de celiaquia.®’

El alelo HLA-DQ2 (A1*0501/B1*0201) esta presente en 90-95 % de los pacientes
celiacos mientras el 5-10 % restante presenta el alelo HLA-DQ8
(A1*0301/B1*0302). En Cuba, el Unico reporte existente sobre la frecuencia de
estos alelos en pacientes celiacos indica un comportamiento similar a lo reportado.
Debido al alto valor predictivo negativo de esta prueba, el genotipaje HLA es util
cuando se quiere descartar la presencia de otras enfermedades gastrointestinales
de similar presentacion. Ademas, esta prueba permite seleccionar los grupos de
riesgo tales como: familiares de primer grado y pacientes con pruebas no
concluyentes.® Con esta revision nos proponemos compilar la informacién mas
actualizada acerca de la base genética de esta enfermedad y su aporte al
diagndstico.

8

FUNCION DE LAS MOLECULAS DEL HLA

El término "gluten" se refiere a un grupo de proteinas, ricas en residuos de prolina
y glutamina, presentes en el trigo, el centeno y la cebada. La deficiencia en
proliendopeptidasas de las enzimas contenidas en el jugo gastrico, pancreatico y
aquellas que forman parte del borde en cepillo, impiden su degradacién. Como
resultado, se originan péptidos de gran tamafio que no son capaces de atravesar el
epitelio intestinal y se acumulan en el lumen. La presencia de agentes endégenos y
exogenos que afecten la integridad de la permeabilidad celular, permite el paso de
estos péptidos a la lamina propia donde seran sustrato de la enzima
transglutaminasa histica 2 que modifica los residuos de glutamina por glutamato.
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Estos péptidos cargados negativamente tienen afinidad por las moléculas HLA-DQ2
y DQ8 expuestas en las células presentadoras de antigenos (APC). Las APC
localizadas en la lamina propia pueden presentan: péptidos desaminados y/o el
complejo péptido-enzima. La subsiguiente activacion de los linfocitos T CD4+
desencadena una respuesta Thl, caracterizada por la produccién de anticuerpos
anti-gliadina (AG) y anti-transglutaminasa (ATG) asi como por la liberaciéon de
interferdn y. El interferon y potencia la presentacion de antigenos asociados al HLA y
amplifica la fase de reconocimiento de la respuesta inmunitaria con lo cual aumenta
la expresién de ligandos reconocidos por las células T.%**

GENETICA DE LA ENFERMEDAD CELIACA
Genes del HLA-clasico

Los términos HLA-DQ2 y HLA-DQ8 pertenecen a la nomenclatura serolégica e
identifican la cadena o del heterodimero. Las nuevas técnicas de Biologia Molecular
han puesto en evidencia nuevos alelos antes indetectables por las técnicas
serolégicas. A pesar de ello, el término serolégico DQ2 o DQ8 se sigue empleando
aun cuando se haga referencia a determinaciones por biologia molecular.*?

Existen 4 heterodimeros que aportan susceptibilidad para la EC, pero solamente la
presencia del haplotipo DR3-DQ2 o DR4-DQ8 se considera de riesgo en cuanto a la
aparicion de la enfermedad (tabla 1).** 3

Tabla 1. Haplotipos que ofrecen susceptibilidad
a la enfermedad celiaca

Haplotipos Antigenos HLA
DRBE1* | DOQALl* | DQBL*
03 0501 0201 DR3-DOZ2
o7 0201 0202 DRY7-DO2
11/12 0505 0301 DR5- DQY
o4 0301 0302 DR4- DQE

La molécula HLA-DQZ2 puede estar codificada por los alelos A1*0501/B1*0201
(DQ2.5) o por los alelos A1*0201/B1*0201 (DQ2.2).***3

El 90-95 % de los pacientes celiacos presenta la primera variante, formada por una
cadena o codificada por el alelo DQB1*02 y una cadena o codificada por el alelo
DQA1*05. Estas moléculas pueden ser heredadas en forma cis o trans. En el primer
caso, los alelos que codifican para las cadenas o (DQA1*0501) y a (DQB1*0201) se
encuentran en el mismo cromosoma formando un haplotipo simple junto al
DRB1*03 (DR3). En el segundo caso, cada alelo se encuentra en un cromosoma
diferente. Tal es el desequilibrio de ligamiento entre estos alelos que los individuos
homocigdticos para el alelo DR3 lo son también para el DQ2. Solamente 2 % de la
poblacién es homocigoética para el DR3 y 25 % de los pacientes celiacos presentan
esta condicion.'**¢
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La segunda variante, HLA-DQZ2.2, se hereda conjuntamente con el HLA-DR7. Pese a
que esta molécula es homodloga a la molécula HLA-DQ2.5 no predispone de igual
manera a la EC. Los individuos que expresan este haplotipo DR7-DQ2.2
(A1*0201/B1*0202) y el haplotipo DR5-DQ7 (A1*0505/B1*0301) tienen altas
probabilidades de padecer la enfermedad. Esto se basa en que poseen el alelo HLA-
DQ2.5 (A1*05/B1*02) en configuracion trans. Esta observacion sugiere que una
variacion en la cadena a del alelo HLA-DQ2 representa un riesgo considerable de
padecer la enfermedad.'’ Los estudios realizados por Fallang y otros demuestran
que la molécula DQ2.5 retiene con mayor estabilidad los péptidos respecto a la
molécula DQ2.2. Este comportamiento radica en una sustitucién aminoacidica en la
posicidn a22. La molécula DQ2.5 presenta una tirosina en esta posicién que permite
estabilizar un enlace por puente de hidrégeno del péptido del gluten; mientras que
la molécula DQ2.2 presenta una fenilalanina.*®

La mayoria de los pacientes HLA-DQ2 negativos (del 5 al 10 % restante) presenta
el heterodimero HLA-DQ8. Esta molécula esta formada por una cadena o y una
cadena o codificadas por los alelos DQB1*0302 y DQA1*0301, respectivamente, y
en configuracion cis con el alelo DR4. Esta molécula también se ha visto asociada
con la diabetes mellitus tipo 1 (DM1).*°

Los pacientes celiacos carentes de ambas moléculas solo representan el 0,5 %. En
un estudio realizado en Europa Occidental se observé que estos pacientes
presentan las cadenas individuales y que la cadena B1*02 es la de mayor
prevalencia.®

La presencia de los alelos de susceptibilidad influye en el fenotipo de la
enfermedad. La condicidn de homocigo6tico para el HLA-DQ2 determina una
presentacion temprana, mayor produccion de anticuerpos ATG y complicaciones
sistémicas graves tales como: EC refractaria y enteropatia asociada con el linfoma
de células T. Ademas, estos pacientes presentan mayor nimero de linfocitos TCD4"
y niveles superiores de citoquinas proinflamatorias.?°

El diagrama de Venn (Fig. 1) propuesto para la base genética de la EC ofrece una
herramienta Gtil en la comprension de este fendmeno. La presencia de los alelos
HLA-DQ2/DQ8 es una condicién necesaria, pero no suficiente. Esta caracteristica
determina que existan individuos con los alelos de susceptibilidad que nunca
desarrollen la enfermedad. Este grupo esta conformado por el 20-30 % de la
poblacién general de Europa y EE. UU. y solo del 1-3 % de estos individuos
genéticamente predispuestos desarrolla la enfermedad. Estos valores indican la
participacion de otros factores, ya sean inmunoldgicos o ambientales en la
presentacion de la EC.°
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Individuals with
celiac disease

Expression
of HLA-DQZ
or HLA-DOQE

Fig. 1. Diagrama de %enn propuesto para explicar la relacion
entre los alelos HLA-DQZ2/D08 v la EC,

Genes no-HLA

La concordancia entre hermanos de idéntico HLA es aproximadamente de 30 % lo
que indica la funcién de los genes no-HLA en la patogénesis de la enfermedad. Los
reportes acerca de estos genes son escasos pues su nivel de polimorfismo es bajo y
su grado de asociacion con la EC es menor que lo observado para los genes HLA.
Estos genes codifican para moléculas mediadoras de la respuesta inmune, como
citoquinas pro-inflamatorias, moléculas de expresion y proteinas que actian como
segundos mensajeros.?*

Los estudios de asociacion gendmica indican que la asociacion mas fuerte se
establece con las regiones 5q31-33 (CELIAC2) y 2932 (CELIAC3). El locus CELIAC2
codifica para citoquinas relacionadas con la respuesta Th2 e interleuquinas;
mientras que el locus CELIAC3 codifica para las moléculas co-estimulatorias CTLA4
y CD28 en las células T activadas. %*

El gen Myosin IXB ubicado en la regién 19p13.1 se conoce como CELIACA4. Este gen
codifica para una variante de la proteina miosina (poco convencional) involucrada
en la remodelacion del citoesqueleto en los enterocitos epiteliales. Esta variante
proteica influye en el aumento de la permeabilidad entre las células epiteliales y el
consecuente paso de los péptidos inmunogénicos del gluten. Su papel en los
trastornos iniciales en la respuesta inmune al gluten también se ha propuesto en
otras enfermedades inflamatorias intestinales.?*%*
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DIAGNOSTICO DE LA EC

Las recomendaciones de la European Society for Paediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nutrition (ESPGHAN) y la North American Society for Pediatric
Gastroenterology, Hepatology and Nutrition (NASPGHAN) constituyen la guia
empleada internacionalmente en el diagnéstico de la EC (Fig. 2).> % %

1. Sospecha clinica de EC

l

2. Pruebas seroldgicas: Total de Iga

— Acs IgA-ATG —
Acs Iga-AEM =i
Negativo Positivo para ambos Acs
Positivo para unos de ellos
Deficiencia de Iga
y altos los niveles
de Acs-1gG
Y Y
Baja posibilidad de EC 3. Biopsia intestinal; Incrementa la posibilidad
* 5j alta sospecha clinica Lesion Marsh 2 de EC
MNegativo Positiva
{Modificaciones histolagicas)
Se descarta EC 4. Diagndstico pravisional de EC
+ En caso presencia de Acs
ATG o AEM, considerar +
tipaje HLA.
+ Posible forma oculta 5. Dieta libre de gluten

de la enfermedad. +

6. Diagnostico definitiva: EC

Fig. 2. Esquema diagndstico de la enfermedad celiaca.
Diagndstico serolégico
= Total de IgA:

La deficiencia selectiva de IgA de causa desconocida afecta a 1:700 personas. En
los pacientes celiacos esta proporcién es mayor, afecta a 1:50 individuos.®
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= Anticuerpos antiendomisio de isotipo IgA (Acs AEM-IgA):

El endomisio es el tejido conectivo que rodea el musculo liso del tracto
gastrointestinal. La lesién de este tejido en la EC produce un patrén caracteristico
que se detecta mediante la microscopia de inmunofluorescencia indirecta. Esta
prueba tiene una sensibilidad de 80-97 % y es altamente especifica (97-100 %)
para la EC activa, ®

= Anticuerpos antitransglutaminasa histica de isotipo IgA (Acs ATG-I1gA):

Se dirigen contra la enzima TG2 histica. La técnica de ELISA empleada es
altamente sensible y especifica. Ademas, es menos costosa, invasiva e
independiente del observador que la técnica empleada para la deteccién de los Acs
AEM °

= Anticuerpos antigliadina de isotipo IgA:

Las gliadinas contienen los péptidos inmunogénicos que desencadenan la
enfermedad. Los niveles séricos de este anticuerpo se elevan frecuentemente en la
EC no tratada y en enfermedades neuroldgicas debido, este Ultimo, a reacciones
cruzadas con antigenos neurales. Esta prueba posee una moderada sensibilidad y
especificidad, por lo cual no debe emplearse dentro del algoritmo diagndstico de la
enfermedad.?®

Diagndstico histolégico

La destruccion de la mucosa tiene alto valor diagnéstico. Las lesiones ocurren en la
parte proximal del intestino delgado donde se puede apreciar hiperplasia de las
criptas, atrofia de la vellosidades y aumento del niumero de linfocitos intraepiteliales
(LIE).?"

En 1992, Marsh?® propuso una clasificacion del dafio progresivo observado en la
mucosa intestinal (Fig. 3) que fue posteriormente ampliada por Oberhub y otros, en
19992° que constituye la piedra angular en el diagnéstico de la EC:

e Tipo O o pre-infiltrativo: normal.
e Tipo 1 o infiltrativo: aumento del nimero de linfocitos intraepiteliales (LIE).
= Tipo 2 o hiperpléasico: tipo 1 + hiperplasia de las criptas.

« Tipo 3 o destructivo: tipo 2 + diferentes niveles de atrofia de las vellosidades (a:
parcial, b: subtotal, c: total).

e Tipo 4: o hipoplastica: tipo 3 + tamarfio normal de las criptas y numero normal de
LIE.

176
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Medicina. 2012; 51(2):170-182

A

Fig. 3. A. Vista al microscopio de una biopsia intestinal de una persona sana.

B. Yista al microscopio de una biopsia intestinal de una con EC.

C. Tincion HEE de una biopsia de intestino delgado de una persona sana.

D. Tincion HEE de una biopsia de intestino delgado de una persona con EC (D),

En la persona con EC se observa aumento de LIE, hiperplasia de las criptas v atrofia de
las microvellosidades.

La deteccion de los cambios histolégicos de la mucosa intestinal se enmascara en el
caso de individuos afectados con: sindrome Sjogren, enfermedad inflamatoria
intestinal y gastritis producto de Helicobacter pilory, por similitudes en la lesiones
histoldgicas. El dafio provocado tras la infeccion con Helicobacter es similar al
estadio infiltrativo de la lesion histoldgica de la EC. En la etapa inicial de la
infeccion, la bacteria libera varias sustancias toxicas que se disuelven en el mucus
gastrico y difunden facilmente a la lamina propia. Una vez alli ocurre la migraciéon
de neutrdéfilos, monocitos y otras células inflamatorias hacia el sitio de la lesién, que
una vez activadas, liberaran diversos mediadores quimicos como citoquinas,
eicosanoides, metabolitos reactivos de oxigeno y neuropéptos que amplifican la
respuesta inflamatoria con un incremento del nimero de LIEs.*°

Otros errores en la deteccidn de los cambios mucosales ocurren por insuficiencias
en el nimero de muestras tomadas, un estadio temprano de la enfermedad y el
mantenimiento de una dieta libre de gluten.®!

Diagndstico genético

La presencia de los marcadores serolégicos conjuntamente con una lesién Marsh 11
o Marsh 111, son suficientes para proponer un diagnéstico provisional de la
enfermedad. El genotipaje HLA-DQ tiene un papel secundario dentro del algoritmo
diagnostico por la condicidon necesaria, pero no suficiente, de los genes de
susceptibilidad HLA-DQ2/DQ8. Esta prueba posee alto valor predictivo negativo,
casi 100 %, por lo cual es muy Uutil para descartar la enfermedad en pacientes con
un diagnéstico confuso.® Dentro de este grupo se encuentran:

- Individuos con elevada sospecha clinica y serologia negativa.

- Individuos con serologia positiva y biopsia negativa.
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- Pacientes que no responden a la dieta libre de gluten y se quiere reintroducir el
mismo.

Un individuo hereda un alelo HLA-DQ de cada padre por lo que los familiares de
primer grado de pacientes celiacos presentan un riesgo potencial. En estos casos, la
enfermedad suele presentarse de forma asintomatica, con pruebas seroldgicas e
histoldgicas normales, por lo que el genotipaje HLA-DQ es de gran utilidad en el
diagndstico precoz. Los individuos afectados con enfermedades autoinmunes como
la DM1 y el sindrome Sjogren (tabla 2)? tienen grandes probabilidades de presentar
EC al compartir una base genética comun. A su vez, por el componente ambiental
necesario para la presentacion de la EC, la presencia de alguna de estas
enfermedades autoinmunes aumenta las probabilidades de padecer otra.*°

Tabla 2. Grupos de alto riesgo de padecer la enfermedad celiaca

Enfermedad Riesgo asociado (%)
Diabetes mellitus tipo 1 1-16
Sindrome de Daown 10-12
Parientes de primer grado 4-1%2
Sindrome de Williams 5
Sindrome de Tuner E

Tiroiditis 3-5
Sindrome Sjogren y otras

enfermedades del tejido conectivo 3-4

Métodos de tipaje HLA

El tipaje HLA puede ser realizado por técnicas serolégicas y moleculares.?? 33

El método serolégico comunmente utilizado es el test de microlinfocitotoxicidad
segun el cual se aislan los linfocitos T y B de un individuo determinado empleando
métodos como el de las perlas magnéticas. Después, se afiaden a placas de ELISA,
previamente recubiertas con una bateria de sueros o anticuerpos monoclonales
especificos, que permiten detectar los antigenos HLA de clase | y Il, frecuentes en
la poblacién estudiada. A continuacion se adiciona el complemento que se activa en
aquellos pocillos donde se produjo la reaccién antigeno-anticuerpo. La lisis celular
ocurrida como resultado de la activacion del complemento puede ser visualizada en
el microscopio incorporando determinados colorantes a las células muertas.
Actualmente, las técnicas fluorescentes emplean una mezcla de los colorantes
vitales y no-vitales. El bromuro de etidio se incorpora al ADN de las células muertas
(que aparecen de color rojo) y el anaranjado de acridina tifie a las células vivas de
color verde brillante. El tipaje del individuo depende de la numeraciéon que se
asigne a cada pocillo (2-8), segun el porcentaje de células vivas y muertas.*?
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El alto grado de polimorfismo del sistema de alelos que codifica para las moléculas
del HLA no puede abarcarse en su totalidad mediante las técnicas serolégicas. El
advenimiento de las técnicas moleculares ha permitido estudiar al nivel alélico, el
sistema mayor de histocompatibilidad (mayor histocompability complex -MHC)
presente en el individuo, dejando constancia de su amplio polimorfismo. Las
técnicas moleculares méas empleadas tienen un principio comun: la reacciéon en
cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction -PCR). Como ejemplo de
técnicas moleculares aplicadas al genotipaje HLA podemos mencionar: PCR-SSO y
PCR-SSP. La primera se basa en la amplificacion de la zona polimaérfica del ADN por
PCR y la hibridacién con oligonucleétidos de secuencia especifica (SSO) que se
encuentran asociados a las membranas de nylon. La segunda emplea cebadores de
secuencia especifica (SSP) que detectan alelos especificos del HLA.*?

Actualmente, la técnica de PCR en tiempo real (real time PCR) ha sustituido, en
gran escala, las técnicas moleculares anteriores. Esta técnica es una variante de la
PCR que permite amplificar y cuantificar simultaneamente el producto de la
reaccion mediante el empleo de un fluoréforo. Esta sustancia, al ser excitada,
permite medir la tasa de generacidon de uno o mas productos especificos mediante
sensores de fluorescencia ubicados en el termociclador luego de cada ciclo de
amplificacion.®3

Los métodos de biologia molecular para la tipificacién del HLA presentan multiples
ventajas sobre los seroldgicos. La biologia molecular provee mas informacion sobre
las variaciones genéticas porque los anticuerpos disponibles en serologia no
permiten identificar todos los productos de los alelos del MHC. En el caso de las
técnicas moleculares, el tipo de célula, la viabilidad celular y la expresion del
antigeno sobre su superficie no son importantes. Los cebadores utilizados en esta
metodologia son facilmente disefiados. Esta tecnologia ofrece mayor confiabilidad,
exactitud y flexibilidad de resolucion.®?

En conclusion, el diagndstico de la EC es complejo por la diversidad de las
manifestaciones clinicas y por su similitud con otras enfermedades del tracto
digestivo. Aunque las pruebas serolégicas y la biopsia intestinal son suficientes para
proponer un diagnoéstico provisional, el genotipaje HLA-DQ2/DQ8 constituye una
prueba confirmatoria atil gracias a su alto valor predictivo negativo. Aunque nuevos
tratamientos para la EC son objeto de investigacion, actualmente, la dieta libre de
gluten continua siendo el tratamiento efectivo que conduce a la completa
recuperacion de los pacientes y a la reducciéon del riesgo de complicaciones
adicionales.®
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