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PREVALENCIA DE HLA-DQ2/DQ8 EN PACIENTES CON SOSPECHA DE
ENFERMEDAD CELIACA QUE CONCURRIERON A LA FUNDACION PARA EL
PROGRESO DE LA MEDICINA EN EL PERIODO 2015-2018
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RESUMEN

Introduccion: la enfermedad celiaca (EC) es un desorden sistémico inmunomediado producido por gluten
y prolaminas relacionadas, en personas genéticamente predispuestas. El diagndstico se basa en la clinica
del paciente, serologia y biopsia de duodeno. Como marcadores seroldgicos, se utilizan anticuerpos anti-
transglutaminasa tisular (a-tTG), anti péptidos de gliadina deaminados (a-DGP) y anti-endomisio (EMA). El
estudio genético del antigeno leucocitario humano (HLA) complementa el diagndstico; la susceptibilidad
genética esté asociada a la presencia de HLA-DQ2 y HLA-DQ8. Los objetivos fueron: establecer la
prevalencia de estos HLA en los pacientes estudiados, analizar prevalencia de sexo en los portadores de
dichos alelos, determinar los rangos etarios con mayor sospecha clinica de EC y observar
correspondencia entre serologia y tipificacién de HLA. Materiales y métodos: se realizé un estudio
retrospectivo, transversal y analitico sobre 117 pacientes con sospecha de EC que concurrieron al
laboratorio entre enero de 2015 y enero de 2018 con solicitud de tipificacion de HLA-DQ. Ademas, del total
de pacientes, 34 contaban con marcadores seroldgicos. Para el analisis estadistico se utiliz Infostat
Profesional versién 2018. Resultados: del total de pacientes portadores del alelo de susceptibilidad (n=62),
60% fue DQ2 y 40% DQ8. Tanto en el grupo de portadores como en el de no portadores, predominé el
sexo femenino 3-4:1, aunque no hubo diferencia significativa al comparar entre ambos grupos (DQ2 vs.
DQ8). No se encontraron diferencias significativas entre rangos etarios. Los pacientes con serologia
positiva (a-tTG y EMA) portaron los haplotipos susceptibles (7 pacientes DQ2 y 1 DQ8). Conclusiones: los
resultados fueron comparables a lo reportado en la literatura para pacientes celiacos excepto, por la
prevalencia de HLA-DQ8 en la poblacion estudiada, que fue superior a la esperada. Es importante
considerar que nuestros resultados se refieren a pacientes con sospecha de EC (sin diagnéstico certero) y
no a la poblacién general.
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delgado®. Se presenta en todos los grupos etarios.
Afecta al 1-3% de la poblacién y la mayoria de los
casos se mantienen sin diagnéstico hasta la edad
adulta, siendo mas frecuente en mujeres que en
hombres en una relacion 2-3:146.

El diagndstico de EC se basa en la clinica del
paciente, la serologia y la endoscopia con biopsia
de duodeno?. Dentro de los marcadores
serolégicos, los anticuerpos anti-transglutaminasa
tisular (a-tTG) de tipo Inmunoglobulina (Ig) A son
los de primera eleccibn en la pesquisa de
pacientes con sospecha de EC?27. Los anticuerpos
anti-endomisio (EMA) son determinados por
inmunofluorescencia indirecta (IFI), método
costoso y operador dependiente, por lo cual no se
utilizan como serologia de primera linea, sino
preferentemente para confirmar el resultado de a-
tTG IgA’. En los afios 70 los anticuerpos anti-
gliadina (AGA) eran los mas utilizados, pero su
uso no esta recomendado en la actualidad por su
baja sensibilidad y especificidad comparada con
los anticuerpos ya nombrados®. Actualmente, se
emplea la determinacion de los anticuerpos anti
péptidos de gliadina deaminados (a-DGP), ya que
poseen una mejor sensibilidad y especificidad®.
Estos anticuerpos pueden ser de clase IgA e IgG.
Debido a que en 2-3% de individuos con EC esta
reportada la existencia de déficit de IgA, se
recomienda en estos pacientes determinar a-tTG
IgG o a-DGP 1gG?2°. Los anticuerpos a-DGP se
utilizan como segundo test diagnéstico’, y como
prueba complementaria, especialmente en nifios
menores de 2 afos®. No siempre el nivel de los
anticuerpos esta directamente relacionado con el
estado de la mucosa intestinal, pero si son de
gran utilidad en la monitorizacién de la dieta libre
de gluten, ya que con transgresiones minimas, se
puede detectar su elevacidn, aunque no en todos
los casos?0. La prueba de oro para el diagnéstico
de EC es la biopsia de duodeno, aunque se
estima que titulos de a-tTG IgA superiores a diez
veces el valor de corte son capaces de predecir la
atrofia vellositarial?.

La version del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) en humanos es el
antigeno leucocitario humano (HLA), un complejo
génico altamente polimdérfico y que se encuentra
en todos los vertebrados. Controla la expresién de
moléculas que desempefian un rol fundamental
en las interacciones celulares que inducen y
regulan la respuesta inmune a ftravés del
procesamiento y presentacion de antigenos a los
linfocitos T*2. La tipificacion de HLA complementa
el diagnéstico de EC®. El HLA estéa codificado en

el brazo corto del cromosoma 6 y se clasifican en
clase I, Il y lll; dentro de los HLA clase Il se
encuentran los HLA-DQ?3. La EC tiene una fuerte
asociacion con el HLA; la determinacion mas
importante de susceptibilidad genética es la
presencia de HLA-DQ2 y HLA-DQ8° ya que estas
moléculas intervienen en el mecanismo
fisiopatogénico de la enfermedad.

La deficiencia de poliendopeptidasas en el jugo
gastrico, pancredatico y aquellas que forman parte
del borde en cepillo, impide la degradaciéon
completa del gluten, y 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 end6genos y
exdgenos que afecten la permeabilidad celular,
favoreceran el paso de estos péptidos a la lamina
propia, donde seran sustrato de la enzima
transglutaminasa tisular 2 que modifica los
residuos de glutamina por glutamato. Estos
péptidos cargados negativamente tienen afinidad
por las moléculas HLA-DQ2 y DQ8 expuestas en
las células presentadoras de antigenos (CPA).
Las CPA localizadas en la lamina propia pueden
presentar péptidos deaminados y/o el complejo
péptido-enzima. Los linfocitos T CD4+ se activan
y desencadenan una respuesta de linfocitos T
cooperadores de tipo 1 (Th1), caracterizada por la
produccion de AGA y a-tTG asi como por la
liberacién de interferon gamma (IFNy). El IFNy
potencia la presentacion de antigenos asociados
al HLA y amplifica la fase de reconocimiento de la
respuesta inmunitaria con lo cual aumenta la
expresion de ligandos reconocidos por las células
TA.

En la poblacion caucésica practicamente todas
las personas con EC poseen los heterodimeros
HLA-DQ2 (95%) o HLA-DQ8 (5%). Por lo tanto,
ser portador de otro heterodimero distinto
descarta la enfermedad en mas de 99%*4
Aproximadamente el 90% de las personas que
padecen EC portan el HLA DQ2.5 (DQ A1*05:01-
DQB1*02:01); el resto porta el HLA DQ2.2 (DQ
A1*02:01-DQB1*02:02) o el DQ8 (DQA1*03:01-
DQB1*03:02)15. Los pacientes celiacos carentes
de ambas moléculas representan solo el 0.5%*.
La determinacién de HLA-DQ en Argentina no se
realiza de rutina por su alto costo y porque por si
mismo no define la enfermedad’, pero es
recomendada para el tamizaje en personas de
alto riesgo de desarrollarla; como parientes de
primer grado, pacientes con otras enfermedades
autoinmunes y/o genéticas tales como Sindrome
de Down y Sindrome de Turner'®, El uso de esta
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determinacion se reserva para descartar la
enfermedad en casos con histologia no
concluyente; en aquellos que comenzaron la dieta
libre de gluten cuya serologia puede ser
negatival’ y/o para descartar la presencia de otras
enfermedades gastrointestinales de similar
presentacion. La presencia de los alelos HLA-
DQ2/DQ8 es una condicidn necesaria, pero no
suficiente para desarrollar EC4.

Los objetivos de este trabajo fueron: identificar la
prevalencia de HLA-DQ2 y DQ8 en pacientes que
concurrieron al laboratorio entre enero de 2015 y
enero de 2018 con pedido de tipificacion de HLA-
DQ, estudiar prevalencia de sexo en los pacientes
portadores de dichos alelos, determinar el rango
etario de sospecha de EC vy evaluar
correspondencia entre la serologia para EC y la
tipificacion de HLA.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio retrospectivo, transversal y
analitico.

Muestra

Se evaluaron 117 pacientes con franja etaria entre
2y 81 afios que concurrieron, entre enero de 2015
y enero de 2018, al laboratorio de la Fundacion
para el Progreso de la Medicina, de Cordoba
capital, con solicitud para la tipificacion de
haplotipos HLA-DQ por sospecha de EC. Se
contaba con datos serolégicos en 34 de los
pacientes estudiados, los cuales se utilizaron para
evaluar coincidencia entre portadores de genotipo
de susceptibilidad y serologia; el resto de los
pacientes tuvo que ser excluido para este analisis
por carecer de los resultados.

Métodos

La extraccién del DNA gendmico se llevé a cabo
a partir de muestras de sangre periférica
anticoaguladas con EDTA por la técnica de salting
out. La concentracion final de DNA estuvo
comprendida entre 10 y 200 ng/uL.

Para la tipificacion de los alelos HLA-DQ se utilizd
el equipo Lifecodes HLA-DQA1/B1 SSO typing kit
basado en tecnologia Luminex. La técnica se
basa en la hibridacién con sondas SSO del ADN
monocatenario marcado obtenido por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) durante la
amplificacion. Las sondas estdn unidas a
microesferas Luminex. La tipificacion se realiza de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. Los

datos fueron analizados utilizando Lifecodes
Match It! DNA Software v1.2.

Los anticuerpos a-tTG IgA e IgG se determinaron
utilizando un equipo de ELISA comercial
(ORGENTEC, Mainz, Alemania). El ensayo se
realizd siguiendo las instrucciones dadas por el
fabricante. Las muestras con concentraciones
superiores a 10 Ul/mL se consideraron positivas.
Los EMA IgA e IgG se determinaron por IFl en
improntas comerciales de eséfago de mono
(ORGENTEC, Mainz, Alemania). Los sueros se
diluyeron previamente 1/5 en tampén fosfato
salino (PBS) pH 7.2.

Andlisis estadistico: para el andlisis estadistico,
las variables cualitativas se trabajaron con
frecuencias absolutas (nUmero de casos) y con
frecuencias relativas (porcentajes). Para analizar
la asociacion entre las variables se empled la
prueba de Chi cuadrado. Para variables
cuantitativas se utilizd el promedio + desvio
estandar y los valores minimos y maximos
observados. Se evalu6 normalidad de las
variables cuantitativas mediante las pruebas de
Shapiro Wilks y Kolmogorow Smirnov. Para el
andlisis de méas de dos variables cuantitativas se
empleo el tests de Kruskal Wallis para probar las
hipbtesis estadisticas planteadas. Se considerd
estadisticamente significativo un valor de p<0,05.
El programa estadistico utilizado fue Infostat
Profesional version 201818,

RESULTADOS

Se analizaron los datos de 117 pacientes, de los
cuales 84 fueron mujeres (72%) y 33 fueron
varones (28%). El promedio de edad fue de 33+21
afos; con un minimo de 2 afios y un maximo de
81 afios.

Del total, 55 (47%) pacientes no tenian alelos de
susceptibilidad. De los 62 (53%) restantes, 37
portaron DQ2 y 25 DQ8, siendo el 60% y 40% del
total de portadores respectivamente. Ninguno de
los individuos incluidos en este estudio poseia
ambos alelos (Figura ).

Como se puede observar en la Figura Il, en todos
los grupos (portadores DQ2, portadores DQ8 y no
portadores) el predominio de sexo fue femenino
3-4:1. Al comparar el predominio femenino entre
los grupos susceptibles (DQ2 vs. DQ8) las
diferencias no fueron estadisticamente
significativas (p= 0,494).

Cuando se analizaron las edades de los pacientes
segun los resultados de HLA-DQ (portadores y no
portadores), se observd que, si bien los
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portadores de DQ8 tenian en promedio mas edad
que los de DQ2 o no portadores, las diferencias
no fueron estadisticamente significativas (p=
0,493). El promedio de edad de los individuos con
DQ8 fue de 37+21 afios, con DQ2 31+23 afios y
el de aquellos con resultados negativos 3321
afos.

Al categorizar las edades para analizar cual fue la

DISCUSION

Esta reportado que la patogénesis de la EC
depende de la presencia de genes HLA DQ2 y
DQ8. En contraste, la ausencia de éstos tiene un
valor predictivo negativo cercano al 100%,
practicamente excluyendo el diagnostico de
celiaquia?®.

Figura I. Porcentaje de pacientes con resultados positivos para HLA-DQ2 y DQ8
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frecuencia de sujetos en cada grupo etario, se
observé que el 55% era menor de 40 afios (Tabla
1).

Cuando se analiz6 la variable edad entre los
diferentes grupos de portadores de alelos
DQ2/DQ8, se encontré6 que las diferencias
observadas no fueron  estadisticamente
significativas (p= 0,705). Los pacientes de los
cuales no se tuvieron datos (n= 18) fueron
excluidos (Figura 1l1).

De los 117 pacientes incluidos en el estudio, 34
contaban con datos serolégicos (a-tTG y EMA en
todos los casos). Al relacionar la tipificacion para
el HLA-DQ con el analisis serologico, se
obtuvieron los siguientes resultados (n=34): de los
portadores de DQ2 (n=16) el 47% presentd
ambos anticuerpos positivos, de los portadores de
DQ8 (n=5) sbélo el 20% fue positivo y de los
pacientes no portadores (n=13) el 100%
obtuvieron resultados negativos para los dos
marcadores  (Figura IV). Las diferencias
encontradas entre portadores/no portadores y los
resultados serolégicos positivos/negativos, fueron
estadisticamente significativas (p= 0,0122). Visto
de otra manera, de los 34 pacientes analizados en
este topico, 8 fueron seropositivos, todos
portadores de haplotipos de susceptibilidad (7
HLA DQ2 y sélo 1 HLA DQ8).

Almeida FC y col?0 sugieren que
aproximadamente el 90-95% de los pacientes
celiacos portan HLA DQ2 y el resto HLA DQS8.
Estas frecuencias son similares a las encontradas
en trabajos realizados sobre poblaciones
europeas, donde el 90% de los pacientes celiacos
portan el heterodimero DQ2 mientras que al resto
se le atribuye la portaciéon de DQ82%L.A diferencia
de éstos, Suarez Sanchez MJ y col.?2 reportan
una mayor prevalencia de DQ8 en una poblacién
de Costa Rica. Si bien en el presente estudio los
pacientes acudieron por sospecha de EC sin tener
definido aun el diagnostico, se pudo determinar
que la prevalencia de alelos DQ2 fue menor y la
de DQ8 fue mayor que la reportada en la mayoria
de los trabajos publicados hasta la actualidad.

Es importante aclarar que los pacientes incluidos
en el estudio fueron referidos al laboratorio
encontrdndose en evaluacién por sospecha de
EC. El diagndstico no esta confirmado por lo que
no pueden extrapolarse los resultados obtenidos
a dicha patologia.

Muchas de las investigaciones realizadas en EC
indican que ésta es mas frecuente en mujeres que
en varones, en una relacion 2:1, posiblemente
debido a la herencia HLA DQ?%-2?5, Los datos
obtenidos en el presente trabajo pudieron
corroborar lo mencionado en la bibliografia debido
a gue en pacientes portadores de haplotipos de
susceptibilidad (ya sea DQ2 o DQ8) el sexo
femenino fue el predominante.




BIOQUINFORMA DIGITAL

Figura Il. Distribucion por sexo segun los resultados de HLA-DAQ.
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Se pudo observar también que la mayoria de los
pacientes (55%) que concurrieron al laboratorio
con sospecha de EC tenia menos de 40 afos.
Esto no indica que la enfermedad sea mas
frecuente en ese rango etario, sSino que,
probablemente la sospecha de dicha enfermedad
es mayor en edades tempranas donde son
frecuentes los signos y sintomas clasicos.

La epidemiologia de la EC sigue un modelo de
iceberg ya que por cada caso diagnosticado
quedan sin diagnosticar una media de 5 casos,
quizas por sintomatologia atipica, minima, o
ausente?s,

Tabla 1. Porcentaje de pacientes segin rango etario.

Rango etario N %

Recién nacidos - Adolescentes (218 afios) 30 26
Adulto Joven (19 - 40 anos) 34 29

Adulto (41 - 65 afios) 23 20

Adulto mayor (266 arios) 12 10

Sin datos 16 15

Figura lll. Porcentaje de pacientes segin rango etario de acuerdo a los resultados de
HLA-DQ.
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Figura IV. Porcentaje de pacientes seropositivos (atTG y EMA) y seronegativos, segin sean
portadores (HLA-DQ2 o DQ3) o no portadores.
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Un estudio reciente realizado por Anderson y
col.?2” sugiere que la tipificacion de HLA
combinada con la serologia confirmatoria podria
disminuir el nimero de endoscopias innecesarias.
Las guias de ESPGHAN de 2012 sugieren que en
nifios sintomaticos con niveles de a-tTG IgA 10
veces superiores al valor de corte, EMA IgA
positivo y HLA DQ2 y/o DQ8 positivo, puede
omitirse la realizacion de la biopsia para
diagnostico de la enfermedad?®. Respecto de la
asociaciéon entre la presencia de haplotipos
susceptibles y serologia positiva, hubo
coincidencia con lo reportado en la bibliografia,
todos los pacientes con serologia positiva eran
portadores de los haplotipos de susceptibilidad, y
a la inversa no todos los pacientes portadores de
DQ2 vy/lo DQ8 eran positivos para los
mencionados anticuerpos.

Los resultados obtenidos sobre el conjunto de
pacientes estudiados en este trabajo fueron
comparables a lo reportado en la literatura, donde
predominé el sexo femenino en una relacién 3-
4:1, no se encontré diferencia significativa entre
los rangos etarios para ambos haplotipos, todos
los pacientes con serologia positiva fueron
portadores de los haplotipos DQ2 o DQ8 vy
ninguno de los no portadores presento
anticuerpos positivos. Un dato saliente y diferente
de lo reportado en otras poblaciones, es que en
los pacientes que concurrieron al laboratorio el
porcentaje de portadores de HLA DQ8 fue
superior a lo esperado. Es importante considerar
que nuestros resultados se refieren a pacientes

con sospecha de EC (sin diagnéstico certero) y no
a la poblacién general.
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