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RESUMEN

La enfermedad celiaca (EC) se desarrolla exclusivamente en
individuos genéticamente predispuestos. El objetivo de este
estudio es valorar la utilidad de la determinacion del HLA-
DQ2 en el despistaje de la EC en poblacion de riesgo. Se han
estudiado un total de 682 individuos: 174 ninos celiacos,
191 familiares de primer grado de pacientes celiacos, 83
ninos con diabetes mellitus tipo I, 64 nifos con diagndstico
dudoso de EC y 164 controles. El HLA-DQ2 positivo lo pre-
sentan el 34,7% de los controles, el 96% de la poblacion de
celiacos, el 66% de sus familiares de primer grado y el
72,2% de los ninos diabéticos. El 51,5% de los pacientes
con sospecha de enfermedad celiaca y diagndstico no con-
cluyente eran HLA-DQ2 positivos y, en este grupo, todos los
ninos con anticuerpos antiendomisio positivos portaban el
HLA-DQ2 aunque en ellos no se confirmara la EC. La caracte-
rizacion genética de los familiares de los nifos celiacos des-
carta la enfermedad en un 34%, no siendo necesario en ellos
seguimiento seroldgico a largo plazo. La elevada prevalencia
del HLA-DQ2 en los nifos diabéticos y en pacientes con sero-
logia positiva de EC y diagndstico dudoso hace que el estudio
genético sea de escasa utilidad en el despistaje de la EC.
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ABSTRACT

Celiac Disease (CD) is developed in only genetically sus-
ceptible individuals. The aim of this study is to investigate
whether HLA-DQ2 typing is helpful in exclusion of CD in
patients at risk of developing CD. 682 individuals have
been tested: 174 children with CD, 191 of first degree
relatives of celiac children, 83 children with type 1 diabe-
tes, 64 with CD uncertain diagnosis and 164 controls.
HLA-DQ2 haplotype was present in 34,7% of controls,
96% of celiac children, 66% of relatives, 72,2% of diabe-
tic children and 51,5% of children with uncertain diagnosis
of CD. In this group, all endomysial antibodies positive
patients with non confirmed CD were HLA-DQ2 positive.
HLA-DQ2 typing in first-degree relatives of celiac patients
could eliminate 34% of the population from needing serial
autoantibody testing. HLA-DQ2 typing in children with type
1 diabetes and children with positive serology and uncer-
tain diagnosis of CD is not useful because of the high pre-
valence of HLA-DQ2 positivity in these study groups.
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INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es una intolerancia
permanente al gluten del trigo, cebada y centeno que
se desarrolla en individuos genéticamente predis-
puestos dando lugar a una lesion de la mucosa del
intestino delgado mediada inmunol6gicamente (1).
Dicha lesion condiciona una mala utilizacion de los
nutrientes cuyas consecuencias varian desde el cua-
dro clasico de diarrea cronica y malnutricion hasta
formas asintomadticas o silentes (2). Al retirar el
gluten de la dieta la mucosa intestinal se normaliza
y el cuadro clinico desaparece (3).

La enfermedad es considerada, en la actualidad, el
resultado de una compleja interrelacion entre fac-
tores intrinsecos (genéticos) y extrinsecos (ambien-
tales), lo que justificaria la gran variabilidad de su
espectro clinico.

La principal relacion genética se observa con los
genes y sus productos de la region HLA de clase IT
(4), en concreto el HLA DQ2, codificado por los ale-
los DQA1*0501 y DQB1*0201, y el HLA DQS8,
codificado por los alelos DQA1*0301 y
DQB1#0302 y asociado normalmente al HLA-
DR4 (5,6). En un estudio colaborativo europeo
reciente se han valorado los fenotipos HLA carac-
teristicos de la EC en 1008 celiacos. El 88% fueron
DQ2 positivos, el 5,95% fueron DQS positivos y el
6,05% eran negativos para el DQ2 y DQ8; de
estos, el 93% portaban la mitad del haplotipo
DQ2. Estos resultados subrayan la importancia
primaria de los HLA-DQ en la susceptibilidad a la
ECy la extrema rareza de pacientes celiacos que no
son portadores ni del HLA DQ2 ni DQ8 ni de un
haplotipo del DQ2 (7). Aunque el HLA-DQ2 se
encuentra en el 25-30% de la poblacién general, s6lo
aproximadamente el 2% de los portadores desa-
rrollaran la enfermedad.

Otro hecho que apoya la fuerte influencia genética
en el desarrollo de la EC es la mayor frecuencia de
esta enfermedad en los familiares de primer grado de
pacientes celiacos, muy superior a la observada en
la poblacion general. Los estudios de prevalencia de
EC en familiares de celiacos demuestran que la
enfermedad oscila entre el 2 al 18%, presentado un
mayor riesgo los hermanos que los padres (8-11).
Asimismo, es llamativa la elevada concordancia
de la enfermedad en gemelos monozigotos tratan-
dose de enfermedad multifactorial (12).
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Un elevado niimero de enfermedades se asocian de
forma significativa a la EC. Algunas son posiblemente
dependientes del gluten como la diabetes mellitus tipo
1, la tiroiditis autoinmune, la hepatitis autoinmune,
el sindrome de Sjogren, y la enfermedad de Addison
y otras son independientes del gluten como el sin-
drome de Down, el sindrome de Turner, el sindrome
de Williams y el déficit de IgA (3).

Tanto los familiares de primer grado como los
pacientes con enfermedades autoinmunes asocia-
das a la EC tienden a presentar una forma de enfer-
medad caracterizada por su escasa o nula
sintomatologia y que, por tanto, s6lo puede detectarse
mediante estudios de despistaje serologico. Debido
al caracter evolutivo de esta enfermedad es necesa-
rio repetir dicho estudio a lo largo del tiempo. Por
ello, la determinacion de los fenotipos HLA carac-
teristicos de la EC seria de especial utilidad puesto que
permitiria eliminar del despistaje a los individuos que
no los porten dado su elevado valor predictivo nega-
tivo. De esta manera se centrarian los esfuerzos de
seguimiento sé6lo en la poblacién genéticamente
susceptible de padecer la enfermedad.

El objetivo de este estudio es valorar la utilidad de
la determinacion del HLA-DQ?2 en el despistaje de la
EC en poblaciones de riesgo. La poblacion de estu-
dio es: familiares de primer grado de pacientes celi-
acos, nifios con diabetes mellitus tipo I, nifios con
diagnostico dudoso de EC y enfermos celiacos.

METODOS

Se ha estudiado una muestra de 682 individuos
distribuidos en: 174 nifios celiacos, y 191 familia-
res de primer grado de estos pacientes, 83 nifios
afectos de diabetes mellitus tipo 1 y 64 nifios con
sospecha clinica de enfermedad celiaca y diagnés-
tico dudoso. Los nifios con sospecha de enfermedad
celiaca y diagnoéstico dudoso eran pacientes con sin-
tomas caracteristicos de EC, serologia positiva y
biopsia intestinal normal o nifios con sintomas
tipicos de EC y serologia negativa. El grupo control
estuvo constituido por 60 adultos sanos y por 104
recién nacidos en los que se ha realizado la deter-
minacién en sangre de cordon umbilical, todos
ellos de la misma zona sanitaria. La enfermedad celi-
aca fue diagnosticada siguiendo los criterios de la
ESPGHAN (13, 14). Para realizar el diagnostico de
enfermedad celiaca se determinaron: inmunoglo-

o



266-272 Coste efectividad.gxd 4/12/06 11:25 P&agina 268$

268

Maprrre MEDICINA, 2006 - VOL.17 - N° 4 - 266-272

Cilleruelo M* L., Jiménez ]J.,
Romaidn E., et al.

bulina A mediante nefelometria laser (Behring
Nephelometer Analizer. Dade Behring) y los anti-
cuerpos antiendomisio de tipo IgA mediante inmu-
nofluorescencia indirecta (IFI) en muestras diluidas
a 1/5, utilizando como sustrato secciones de cordon
umbilical humano preparadas en nuestro hospital.
Se consideraban resultados positivos cuando los titu-
los eran mayores o iguales a 1/20. Los resultados
positivos mostraban un patrén de fluorescencia
en “nido de abeja” alrededor de las fibras muscu-
lares en la muscularis de los vasos del cordon
umbilical. En casos de deficiencia de IgA se realizo
anticuerpos antiendomisio IgG utilizando como
sustrato la porcion distal de es6fago de mono verde,
ya que aprecidbamos mejor la fluorescencia positi-
va que en cordon umbilical, anticuerpos antigliadi-
na IgG y anticuerpos antitransglutaminasa IgG.
Los anticuerpos antigliadina IgG fueron medidos
mediante método ELISA utilizando como antigeno
gliadina, y los anticuerpos antitransglutaminasa
IgG utilizaron transglutaminasa humana recom-
binante, ambos métodos de Pharmacia Diagnostics.
En todos los pacientes con clinica sugestiva de EC
y/o serologia positiva se efectud biopsia intestinal
mediante capsula de Crosby o endoscopia, extra-
yendo muestras de mucosa intestinal proximas al
angulo de Treitz o de la segunda porcién del duo-
deno respectivamente.

En todos los individuos estudiados se ha determi-
nado el HLA-DQ2 mediante técnicas de amplificacion
utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (15). Se aislo DNA en muestras de sangre
periférica mediante separacion de leucocitos de los eri-
trocitos lisados, solubilizados con detergente y tra-
tados con fenol. La extraccion de DNA se realizd
mediante extraccion con fenol — cloroformo —alcohol
isoamilico y posterior precipitacion con etanol. La tipi-
ficacion de los alelos DQA1*0501 y DQB1*0201 se
realiz6 mediante amplificacion en un termocicla-
dor GeneAmp PCR 2700 (Applied Biosystems) con
secuencias de cebadores especificos (PCR-SSP). Los
productos obtenidos fueron estudiados mediante
electroforesis en gel de agarosa 2%, y posterior-
mente visualizados mediante luz ultravioleta y foto-
grafiados. El método detectaba la presencia o ausencia
de al menos una copia de los alelos DQA1*0501 y
DQB1*0201 no pudiendo diferenciar entre homo-
cigotos y heterocigotos. A los pacientes celiacos que
s6lo portaban uno de los dos alelos se les realizo
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DRB1*04 (HLA-DQ8) mediante hibridacién rever-
sa (GenlID distribuida por Laboratorios Vitro).

Se obtuvo consentimiento informado de todos
los individuos que participaron en el estudio. El
protocolo fue aprobado por el Comité Etico y de
Investigacion de nuestro hospital.

RESULTADOS

Controles

La frecuencia de HLA-DQ?2 en poblacion general
de nuestro medio es del 34,7% (57 positivos sobre un
total de 164 individuos estudiados) (Tabla I).

Celiacos

De los 174 pacientes estudiados (68 nifios y 106
nifias) 167 son HLA- DQ2 positivos (96%) y 7
HLA-DQ2 negativos (4%) (Tabla I). Estos 7 pacien-
tes portan la mitad del heterodimero DQ2 (5 el
DQB1*02 y 2 el DQA1*0501) (Tabla II). Dos de
estos 7 ninos HLA-DQ2 negativos eran HLA-DQ8
positivos por lo que quedan sélo 5 pacientes HLA-
DQ2 y DQ8 negativos, lo que corresponde al 2,8 %
del total (Tabla II).

Familiares de primer grado de enfermos
celiacos

De los 191 familiares estudiados, 68 son madres,
55 padres y 68 hermanos. 126 son HLA- DQ2 posi-
tivos (66 %) y 65 HLA-DQ2 negativos (34%) (Tabla
I). De los pacientes negativos 50 (26%) portan la
mitad del HLA-DQ2 (33 el alelo DQB1*02y 17 el

TABLA I. Resultados del HLA-DQ2 en los

diversos grupos de estudio y en el grupo control

Numero  HLA-DQ2 (+) HLA-DQ2 (-)
Celiacos 174 167 (96%) 7 (4%)
126 (66%) 65 (34%)
63 (70,7%) 26 (29,2%)

Familiares 191
Diabéticos 89

Diagnostico
dudoso 64

Controles 164

33 (51,5%)
57 (34,7%)

31 (48,4%)
107 (65,2%)
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TABLA II. Distribucion del HLA-DQS8 y de los alelos HLA-DQA1*0501
y HLA-DQB1*02 en los casos de HLA-DQ2 negativo

DQA1*0501 (+)

DQA1*0501 (-)

y DQB1*02 (-)

Celiacos 2
Familiares 17
Diabéticos 5

Diagnostico dudoso

Nr: No realizado.

DQA1%0501) y en 15 familiares (7,8%) los dos
alelos son negativos (Tabla 2).

Fueron HLA-DQ2 positivos, el 60,2% de las
madres, el 61,8% de los padres y el 75% de los
hermanos. Estos datos y la distribucion de los fami-
liares HLA-DQ2 negativos se muestra en la Tabla III.

Del total de pacientes, 17 (9,4%) presentaron
marcadores serologicos positivos de EC y en todos
ellos se confirmé la enfermedad por biopsia intesti-
nal. Todos eran HLA-DQ2 positivos.

Ninos con Diabetes Mellitus tipo 1

De los 89 pacientes estudiados (57 nifios y 32
ninas), 63 son HLA-DQ?2 positivos (70,7%) y 26
HLA-DQ2 negativos (29,2%) (Tabla I). En este
grupo, 10 (11,2%) portan la mitad del DQ2 (5 el
alelo DQB1*02 y 5 el DQA1*0501). En 16 nifios
(17,9%) son negativos ambos alelos (Tabla II).

Del total de pacientes, 9 (10,1%) presentan mar-
cadores serologicos positivos de EC y en ellos se
ha confirmado la enfermedad por biopsia intestinal.
Todos menos dos eran HLA-DQ2 positivos. Por

DQA1*0501 (-) HLA-DQS8 (+)
Y DQB1*02 (+) y DQB1*02 (-)
0 5 2
15 88 Nr
16 5 Nr
15 9 Nr

tanto, el HLA de susceptibilidad lo presentaban el
70% de los nifios diabéticos no celiacos y el 77,7 %
de los nifios diabéticos y celiacos.

Pacientes con sospecha de enfermedad
celiaca y diagnostico dudoso

Se ha estudiado un total de 64 pacientes (40 nifios
y 24 ninas). Los diagnosticos de estos pacientes se
pueden observar en la Tabla IV. 33 son HLA- DQ2
positivos (51,5%) y 31 HLA-DQ2 negativos (48,4%)
(Tabla I). De los negativos, 16 portan la mitad del
HLA-DQ2 y 15 son negativos para ambos alelos
(Tabla II).

Veintitres pacientes presentaban marcadores sero-
logicos positivos de EC (17 anticuerpos antiendo-
misio positivos y, en 6 nifios con déficit de IgA,
anticuerpos antigliadina positivos). En 8 nifios se rea-
liz6 biopsia intestinal que fue normal. En § no se efec-
tud por negativizacion de la serologia y desaparicion
de los sintomas durante el seguimiento. Todos los
niflos con anticuerpos antiendomisio positivos eran,
asimismo, HLA-DQ?2 positivos. De los 6 nifios con

TABLA III. Distribucion del HLA-DQ?2 y de los alelos HLA-DQA1*0501

y HLA-DQB1*02 en los padres, madres y hermanos de enfermos celiacos

N° HLA-DQ2 DQA1*0501 (+) DQA1*0501 (-) DQA1*05 (-)

(+) y DQB1*02 (-) y DQB1%02 (+) y DQB1*02 (-)
Madres 68 41 5 15 7
Padres 55 34 7 10 4
Hermanos 68 51 5 8 4
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TABLA IV. Distribuciéon del HLA-DQ2 en nifios
con diagndstico dudoso de enfermedad celiaca

Nimero HLA-DQ2 HLA-DQ2
()

Serologia + de EC 23 17 6
Retraso ponderal 16 7 9
Diarrea crénica 12 3 9
Ferropenia 4 2 2
Elevacion transaminasas 1 0 1
Vomitos 4 3 1
Anorexia 2 0 2
Dolor abdominal 2 1 1

anticuerpos antigliadina IgG positivos y anticuerpos
antiendomisio IgG negativos 2 eran HLA-DQ2
positivos y 3 negativos.

DISCUSION

La frecuencia del HLA-DQ2 en la poblacion de
enfermos celiacos, familiares de primer grado de
enfermos celiacos, diabetes mellitus tipo 1 y diag-
nostico dudoso de enfermedad celiaca es del 96%,
66%, 70,7% y 57 % respectivamente, mientras que
en la poblacion general de nuestro medio la fre-
cuencia es del 34,7%.

Enfermos celiacos

Los estudios de HLA-DQ2 realizados en diversas
poblaciones de celiacos han demostrado que el por-
centaje de pacientes con HLA-DQ?2 positivo se sitda
en torno al 90% y en un estudio colaborativo recien-
te que incluye diversos paises europeos dicho por-
centaje se encuentra en un 88% (7). En el presente
estudio los celiacos presentan un HLA-DQ2 positi-
voen el 96% de los casos. Estos resultados estan en
linea con los hallazgos de la mayoria de los autores
estando nuestras cifras en el limite mas alto y similar
a los nifios de Castilla y Le6n (16).

De los pacientes HLA-DQ2 negativos, s6lo 2
presentaban el heterodimero de riesgo HLA-DQS8.
Esta baja frecuencia esta en total correspondencia
con lo encontrado en poblacién de nuestro pais,
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situandose en una cifra media entre el porcentaje
mas alto encontrado en nifios del pais vasco, un 3%
(17), y ningan paciente en la serie de nifios canarios
(18). Parece que la frecuencia del HLA-DQS8 es
menor en nuestro pais que en otras poblaciones
europeas, no solo del norte sino también del sur, ya
que la frecuencia en estas zonas se encuentran en
torno al 6% (7).

En el estudio colaborativo anteriormente men-
cionado, cuyo objetivo mds importante era la carac-
terizacion de los celiacos HLA-DQ2 negativos, se
observo que hasta un 5,6% de los pacientes sdlo pre-
sentaban como marcador genético la mitad del hete-
rodimero DQ2. Los autores dan relevancia a este
hecho, que ademas es mas frecuente en las pobla-
ciones europeas del sur, indicando que debe consi-
derarse la presencia de la mitad del heterodimero
DQ2 compatible con el diagnéstico de enfermedad
celiaca. En nuestra serie se observa también que
todos los ninos DQ2 negativos, independientemen-
te de portar el HLA-DQS8, presentaban la mitad
del HLA-DQ2 vy, en concreto, 5 de ellos s6lo pre-
sentaban la mitad de heterodimero. Por todo ello,
debemos replantearnos la necesidad de la determi-
nacion del HLA-DQS8 debido a su bajo rendimiento
en nuestra poblacion.

Familiares de primer grado de enfermos
celiacos

De los familiares de celiacos estudiados el 66 % son
HLA-DQ2 positivos. Estas cifras son claramente
superiores a las observadas en la poblacion general
y similares a las descritas en la literatura. De los nega-
tivos, la mayoria portan la mitad del HLA hetero-
dimero, sobre todo el alelo DQB1*02 que es el mas
fuertemente ligado al desarrollo de la enfermedad
celiaca. Solo el 7,7% del total son negativos para los
dos alelos del HLA-DQ?2 lo que indica la fuerte
expresion del mismo en estas familias. EIl HLA-
DQ2 positivo lo presentan en mayor porcentaje los
hermanos.

El 8,8% de los familiares tenian marcadores sero-
l6gicos positivos para la EC y en todos ellos se con-
firmo la lesion histologica mediante biopsia intestinal,
lo que corresponde al 14% de los familiares DQ2
positivos. Los estudios de despistaje de EC en fami-
liares en nuestro pais cldsicamente han mostrado
cifras algo inferiores que las descritas en la literatu-

o
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ra. Sin embargo, el porcentaje de celiacos entre los
familiares de primer grado de nuestra serie es al
menos el doble que lo descrito en nuestro medio. Lo
mas llamativo es el elevado porcentaje de hermanos
entre los nuevos celiacos que coincide con lo descrito
en una serie italiana que hasta el momento es la
mas elevada de la literatura (11). Habra que valorar
si esta cifra se mantiene al aumentar el nimero de
familiares estudiados. No obstante, en el estudio
realizado por Farré y cols (10) la frecuencia de her-
manos celiacos, para un nimero similar de individuos
estudiados, es del 12%.

Todos los nuevos celiacos encontrados en el estu-
dio de despistaje muestran el heterodimero HLA-
DQ2 completo. Dada la baja frecuencia del
HLA-DQ8 en los probandos es 16gico pensar que en
sus familiares sera similar, por lo que tiene un esca-
so interés el efectuar su determinacion.

Diabéticos

Cerca de las tres cuartas partes de los nifios dia-
béticos portan el HLA caracteristico de la enfer-
medad celiaca. Esta cifra se encuentra en el rango mas
elevado de la literatura y contrasta llamativamente
con su frecuencia en la poblacion general.

En nuestra serie el 10,1% de los diabéticos pre-
sentaron serologia positiva y biopsia intestinal com-
patible con EC, por lo que la frecuencia de EC en
nuestros nifos diabéticos estd por encima de lo
habitualmente descrito en la literatura. Todos los
nifios con ambas enfermedades, excepto dos, por-
taban el heterodimero HLA-DQ2 completo.

Es sabido que la importancia clinica de la tipifica-
cion del HLA como instrumento en el despistaje de la
EC depende de la frecuencia de la EC y de la fre-
cuencia de los haplotipos de susceptibilidad en la
poblacion a estudio y del porcentaje de celiacos que
no tienen estas moléculas especificas del HLA. Dos
estudios recientes valoran la determinacién de los
HLA-DQ2 y DQ8 en nifios diabéticos como pri-
mer paso en el despistaje de EC llegando a resultados
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opuestos (19, 20). En el estudio de Sumnik y cols el
porcentaje de los haplotipos de riesgo era significa-
tivamente superior en los diabéticos con enfermedad
celfaca que en los nifos diabéticos no celiacos mien-
tras que en el de Contreas y cols no encontraban esta
diferencia. Por tanto estos ultimos autores concluyen
que la tipificacion de los HLA de riesgo en esta
poblacion es de limitada utilidad y de mayor costo que
si se utilizan exclusivamente los metodos serologicos
seriados como método de despistaje.

En el caso de nuestros nifios diabéticos, aunque es
indiscutible el elevado valor predictivo negativo de
la determinacién del HLA-DQ2, la elevada fre-
cuencia global de este HLA en esta poblacion hace
que no exista diferencia significativa en los porcen-
tajes de los haplotipos de riesgo entre diabéticos
con vy sin enfermedad celiaca. Al igual que en el
estudio de Contreas y cols, se pondria en entredicho
la eficacia de la tipificacion del HLA como primer
paso en el despistaje de EC en nifios diabéticos pues
s6lo en una cuarta parte podria descartarse el desa-
rrollo de la EC. En el resto de los diabéticos debe con-
tinuarse con el despistaje serolégico periddico.

Pacientes con sospecha de enfermedad
celiaca pero con diagnostico dudoso

En este grupo se consideran pacientes con diversos
sintomas que pueden ser expresion de una EC.
Todos aquellos capaces de producir anticuerpos
antiendomisio, con o sin negativizacion posterior en
el seguimiento, eran HLA-DQ2 positivos. Por tanto,
resulta de poca utilidad su determinacién en pacien-
tes con dicho tipo de anticuerpos. Sin embargo, en los
casos de déficit de IgA, en los que es necesaria la uti-
lizacion de otros anticuerpos, como los antigliadina
y antitransglutaminasa IgG, pueden ser de utilidad
pues no todos los pacientes son HLA-DQ2 positivos.

En el resto de nifios, la negatividad del HLA-DQ2
fue de utilidad clinica pues dio peso al diagnéstico de
exclusion de la EC, no siendo necesaria la repeticion
periddica del estudio serolégico.
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