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RESUMEN

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia autoinmune desanrollada en individuos
genéticamente predispuestos. Hasta hace poco, la EC se consideraba rara debido a su diagndstico
dificil. Actualmente, se conoce que su patogénesis involucra la produccion de anticuerpos contra
gliadinas (antigenos exdgenos), y contra la transglutaminasa (TG), el autoantigeno. Practicamente
todos los celiacos presentan las moléculas HLA-DQ2 6 DQ8 codificadas por las combinaciones
alélicas HLA-DAQ1*0501, DQB1*0201 para DQ2 y DQA1* 0301, DQB1*0302 para DQ8. Asi, se
miden anticuerpos antigliadinas (Gd) y antHransglutaminasa (TG), ademas de la expresion de los
haplotipos en sangre, para diagnosticaria. Por ello el objetivo de este trabajo fue identificar los
haplotipos HLA-DQ2 y DQ8 en nifios sonorenses que presentaran marcadores serologicos de EC.
Para lograr este objetivo, se analizaron los haplotipos por la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) convencional, mediante una secuencia especifica de iniciadores para las combinaciones
DQA1*0501, DQB1*0201, DQA10301 y DQB1*0302. Asi, se encontrd predominancia del
haplotipo HLA-DQ2, en el 44.8%; un 23.5% con DQ8'y 31.7%, con DQ2/DQS, de 124 sujetos de
estudio. La combinacion de mayor frecuencia fue DQA1 *0501, con lo que se revelan las
caracteristicas genotipicas de la poblacion, con una mayor contribucion de genes europeos sobre
los amerindios. El nimero de sujetos con haplotipos positivos sumados a los tres indices de
anticuerpos evaluados, resultd en el 24% de la poblacion estudiada. Con esto, se evidencia la
importancia de la deteccion de HLA-DQ2 y DQ8 en individuos con marcadores seroldgicos
positivos, para el diagnostico de EC.



INTRODUCCION

La intolerancia al gluten del trigo o enfermedad celiaca (EC) es un desorden
autoinmune que se caracteriza por la atrofia de las vellosidades del intestino
delgado, detonada por la ingestién del gluten (Schuppan y Junker, 2007). Su
manifestacion tipica consiste en diarrea cronica, mala absorcion y distension
abdominal; aunque puede expresarse en forma atipica, sin sintomas
gastrointestinales. En algunos casos solo se detecta porque los nifios no se
desarrollan bien, porque de jévenes presentan anemia u osteopenia; asi como
por sintomas diversos en los adultos (Torres et al., 2007).

Debido a sus altos contenidos de glutamina y prolina, las proteinas del
gluten de trigo no se hidrolizan bien en el tracto gastrointestinal. En las
personas geneticamente predispuestas a la EC, por diversas causas aun no
muy bien tipificadas, falla la permeabilidad de la mucosa y los péeptidos de
gluten (gliadinas) atraviesan la barrera intestinal. La transglutaminasa tisular
(TGt) desamina esos péptidos, formando neoepitopes que se unen al antigeno
leucocitario de histocompatibilidad (HLA) del tipo DQ2 o DQ8 y asi son
presentados a las celulas T intestinales. Estas proliferan, liberan citocinas pro-
inflamatorias y producen anticuerpos anti-gliadinas (anti-Gd) y anti-TGt, el
autoantigeno en la EC. Asi, la mucosa intestinal sufre atrofia (Green y Cellier,
2007).

Para diagnosticar la EC, se analiza el dafo de la mucosa duodenal en una
serie de biopsias. La toma de biopsias solo se realiza después de contar con
otros indicadores que actualmente se pueden medir por medio de juegos de
reactivos comerciales. Se miden anticuerpos séricos IgA anti-TGt, IgA e IgG
anti-Gd; asi como los haplotipos HLA-DQ2 y DQ8, en sangre completa
(Bhatnagar y Tandon, 2006). Por medio de estos indicadores y sin evidencia de

biopsia, se estima que la prevalencia de la EC es alrededor del 1 % en Europa
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(West el al., 2003) y los Estados Unidos (Fasano ef al., 2003). En Latinoameérica
hay pocos estudios y se sugiere una prevalencia similar a la europea (Gomez et
al., 2001).

La principal predisposicion genética a la EC es la presencia de los
haplotipos HLA-DQZ2 y DQ8. Los genes que los expresan, son necesarios pero
no suficientes como determinantes de la EC, ya que no todas las personas que
los presentan la sufren. Ademas, la combinacién de alelos varia de poblacion a
poblacién. En México no se han caracterizado los haplotipos HLA que tipifican a
la EC, mientras que en una poblacion chilena con componente amerindio si se
ha estudiado (Araya el al., 2000). Debido al trabajo de nuestro grupo de
investigacion, sabemos que la EC también se presenta en la poblacién de
Sonora (Cabrera-Chavez et al., 2008; Hurtado-Valenzuela et al., 2008).



ANTEDECENTES Y JUSTIFICACION

Factores involucrados en la enfermedad celiaca

La EC es un ejemplo claro de una enfermedad multifactorial en la que
intervienen factores ambientales, inmunolégicos y genéticos involucrados

directamente en la detonacién y desarrollo de la enfermedad.

Ambientales

Los factores ambientales son considerados elementos indispensables en la
patogénesis de la EC. Se ha encontrado una asociacion fuerte entre la
alimentacion durante las primeras etapas de vida y los riesgos de desarrollar
EC. Resulta interesante que para proteger a los nifios contra la EC, se
recomienda introducir paulatinamente y en pequefas cantidades, alimentos que
contengan gluten, mientras se continua con el amamantamiento (D'Amico et al.,
2005). Si se introducen alimentos con gluten antes de los 4 meses de edad,
aumenta el riesgo de desarrollar EC en la infancia (lvarsson et al, 2002).
Ademas, tambien la desarrollan tempranamente algunos nifios predispuestos
genéticamente, cuando no son amamantados.

Otra asociacion es la de los pacientes con giardiasis y EC que comparten
sintomatologia clinica similar. El tratamiento de la giardiasis, revierte la
intolerancia al trigo de activa a latente, regresando a la normalidad la morfologia
del intestino, sin tener que recurrir a una dieta libre de gluten. A pesar de esto,
los hallazgos en la morfologia del intestino deben ir acompafnados por otros
marcadores para llevar a cabo el diagnostico de EC en estos pacientes (Sorell
et al., 2004). En forma similar, hay analogia de sintomas entre EC y la infeccion
por Helicobacter pylori, infeccion que se da desde formas asintomaticas hasta

enfermedades gastroduodenales. Tanto en la infeccién con H. pylori como en



EC, hay respuesta inmune humoral, enfocando particularmente su accién sobre
la reaccion inflamatoria local (Broide et al., 2007).

Los enfermos celiacos se recuperan completamente cuando se remueve el
gluten del trigo de la dieta. Por tanto, requieren una dieta libre de gluten de por
vida y si no la siguen, al largo plazo desarrollan complicaciones e incluso
aumenta su riesgo de muerte (Pastore et al, 2007). Las alternativas al trigo
para los celiacos, son productos libres de gluten, elaborados con harinas de
maiz, arroz y otros granos, sin relacién o con poca relacion taxonémica con el
trigo (Arifeen et al., 2007; Sae-Eaw et al., 2007).

Inmunolégicos
En los enfermos celiacos se activa una respuesta inmunolégica a los péptidos
de gliadinas, que provoca inflamacion. Para este tipo de respuesta, se requiere
de una falla en la permeabilidad de la mucosa intestinal, que permita el ingreso
de los péptidos de gliadinas a lamina propia. Una vez dentro, la
transglutaminasa tisular (TGt) desamina las glutaminas de los péptidos, dando
lugar a neo-epitopes. Esto ocurre en la parte proximal del intestino,
caracterizado por la infiltracion del epitelio y la lamina propia. Lo anterior da
como resultado la subsecuente infiltracion por células T CD4™ en la lamina
propia y por células CD8*, CD4 y CD8" en el epitelio. En esta parte del proceso,
las HLA-DQ2 y DQS8 limitan la respuesta inmune a las células T CD4" (Alaedini
y Green, 2005). Este mecanismo es tipico de la respuesta inmune adaptativa.
Ademas, se hipotetiza una respuesta inmune innata, por efecto directo sobre las
celulas absortivas del epitelio. Ambas vias, se alternan en la respuesta celiaca
(Ciccocioppo et al., 2005).

Poco se conoce sobre |os estadios tempranos por medio de los cuales se
da la inflamacion en la EC. De acuerdo a algunos autores, la interleucina (IL) -
15 es una citocina reguladora que mantiene la homeostasis entre la respuesta

inmune innata y la respuesta adaptativa. La IL-15, se produce en las células
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epiteliales y se convierte en estimuladora de linfocitos intraepiteliales. Por ello,
se le ha dado un enfoque particular a su estudio como una molécula clave en la
patogénesis de la EC (Ciccocioppo et al., 2005).

Las caracteristicas de la inflamacion intestinal dependen del tipo de
citocinas que se produzcan durante la respuesta inmune, ya sea por células T o
por macrofagos. Las lesiones histolégicas en la mucosa intestinal de los
celiacos, se asocian con una infiltracion marcada de células Th1, dominadas

por la sintesis de citocinas proinflamatorias, IFN-y y TNF-a (Torres et al., 2007).

Genéticos

La EC es una enfermedad poligénica. Se le ha asociado directamente con el
complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (HLA 1l) para las moléculas DQ2
y DQ8. Los HLA-DQ2 se presentan en aproximadamente el 90 % de los casos
de EC y el DQ8 en los restantes, en poblacioén europea. El heterodimero HLA-
DQ2 esta codificado por los alelos DQA1*0501/DQB1*0201, mientras que el
resto expresa normalmente HLA-DQ8, codificado por DQA1*0301/ DQB1*0302
(Tollefsen et al, 2006). Sin embargo, los genes que codifican los haplotipos
solo representan el 40 % del riesgo genético, el resto es atribuible a genes de
otro tipo (Green y Jabri, 2006). Se ha asociado a la EC con el factor MY09B,
CTLA4 como regulador negativo de la respuesta inmune, limitando su repuesta.
Hay ademas otros genes candidatos como tTG, FAS, MMP-1Y 3, TCR aB 6 y§,
IL12B3, CD28, CD80, CD86, KIR, LILR, ATAT 1, PGPEP1, IRF1, DPPIV, TGM2,
NOSZ2 o IFNy, también como reguladores y activadores de la respuesta inmune
(Wolters y Wijmenga, 2008).

Los haplotipos HLA DQ2 y DQ8 son moléculas receptoras que presentan
los péptidos de gliadinas a las células T en el intestino de los celiacos. Las
moléculas HLA requieren residuos de acido glutdmico cargados negativamente
en las secuencias que van a unir. Aunque las gliadinas no tienen muchas

cargas para el reconocimiento, cuando estan desaminadas, tienen hasta 400



veces mayor afinidad por las moléculas DQ2 y DQ8, lo cual permite una
presentacion mas eficiente. Por esto, las personas con los marcadores HLA
DQ2 y DQ8, son mas susceptibles de desarrollar EC. Otro marcador genético
que incrementa el riesgo de EC es una variante de miosina IXB (MY09B),
implicada en la remodelacion de la actina en los enterocitos del epitelio, lo que
puede provocar un deterioro en la barrera intestinal. La hipétesis sugiere que
esta variante genética podria ser un factor involucrado en los eventos de

respuesta inflamatoria temprana en EC (Lochman et al., 2007).

Diagnéstico

Las manifestaciones histologicas halladas en la EC pueden en algunos casos
dificultar el diagnostico. Ademas, debido a la naturaleza de la enfermedad, se

puede confundir con otros sindromes con sintomatologia similar (James, 2008).

Biopsia intestinal

La biopsia intestinal sigue siendo el estandar de oro en el diagnostico de la EC.
Las lesiones y cambios histolégicos en la mucosa intestinal de los celiacos se
clasifican de acuerdo a los criterios de Marsh. Esta clasificacion esta basada en
el grado de lesion de la mucosa intestinal y concentracion de |IELs (linfocitos
intraepiteliales). El estadio | se caracteriza por una arquitectura normal de las
vellosidades, definida con un conteo de IELs = 30 células por 100 enterocitos.
El estadio Il esta determinado por un incremento de los |IELs, acompanados de
hiperplasia en las criptas (elongacién y brecha de las criptas). Finalmente, el
estadio Ill se identifica por un dafio mas severo, con hiperplasia y atrofia de las

criptas, finalizando en la atrofia total de las vellosidades (Hadithi et al., 2007).



Pruebas serolégicas

El andlisis de la biopsia intestinal ain sigue siendo el mejor estandar para
confirmar el diagndstico de EC. Sin embargo, se usan frecuentemente las
pruebas serolégicas, que son de gran utilidad en pacientes asintomaticos, con
condiciones asociadas a EC. Ademas, estos indicadores se usan ampliamente
en estudios epidemiolégicos para evaluar o explorar la prevalencia de EC
(Dehghani y Asadi-Pooya, 2008).

Las pruebas serologicas incluyen el analisis de anticuerpos especificos
para la EC. Estos, deben incluir IgA anti-TG (IgA anti-transglutaminasa) o anti-
endomisio que reaccionan con la transglutaminasa tisular (EMA); IgA e 1gG anti-
Gd (antigliadinas). Los niveles de IgA anti-TG o anti-EMA son los mas sensibles
para determinar los riesgos de EC. Sin embargo, para un analisis mas completo
es necesario cuantificar anticuerpos IgA Anti-Gd (Heredia et al., 2007),

Otro indicador de EC, es la respuesta de alivio de los sintomas, después
de una dieta sin gluten; esto ademas de la positividad en las pruebas
serologicas especificas para EC. Recientemente, también se usa la tipificacion
de los haplotipos HLA-DQ2 y/o DQ8 para evaluar riesgos de EC (Green y
Cellier, 2007).

En la Figura 1 se ilustra la importancia del analisis de haplotipos en la
practica clinica, para los pacientes con hallazgos histolégicos inciertos en la
biopsia y con positividad en las pruebas serologicas. En estos casos la
tipificacion de HLA-DQ2 y DQ8 ayuda en el diagndstico. Por tanto la presencia
de alguno de los dos haplotipos DQ2 y/o DQ8 es de utilidad para excluir a los
pacientes de EC. De hecho la tipificacion de haplotipos puede ser una primera

linea de exploracion si hay riesgo (Kaukinen et al., 2002).
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Figura 1. Utilizacion de los haplotipos como indicadores de riesgo a desarrollar
enfermedad celiaca (Kaukinen et al., 2002).



Patologias asociadas a la enfermedad celiaca

LLa anemia por deficiencia de hierro y/o acido folico, es una complicacion comun
en los enfermos celiacos; tanto, que hasta un 50 % la presenta (Zipser ef al,
2005). Se calcula que aproximadamente el 40% de los celiacos tiene riesgo de
desarrollar osteopenia, y en condiciones mas severas osteoporosis. Los
especialistas recomiendan identificar esta complicacion en etapas tempranas,
pues las reducciones del contenido y densidad mineral 6sea son considerables
en la EC. Lo anterior es importante porque a traves de una dieta libre de gluten
las complicaciones pueden prevenirse (Barera et al., 2004). Para los pacientes
con problemas de osteoporosis es recomendable evaluar marcadores
serolégicos que incluyan IgA anti-TG o anti-EMA. Los individuos con resultados
positivos, deberan ser sometidos a una biopsia intestinal para confirmar el
diagnostico de EC (Stenson ef al., 2005).

La artritis reumatoide es la enfermedad erosiva inflamatoria con mayor
distribucion alrededor del mundo. Al igual que en la EC y en otras
enfermedades autoinmunes, en la artritis reumatoide el factor genético HLA es
el principal responsable. La artritis reumatoide esta asociada a la EC por la
presencia de alelos compartidos, como los HLA-DQ8, ademas de las regiones
HLA-DRB1 y algunas otras regiones HLA (Varga et al., 2003).

Entre las enfermedades autoinmunes que predisponen a la EC destacan
la diabetes mellitus tipo 1 (DM1), el sindrome de Sjoégrens, el sindrome de
Down vy la tiroiditis. También es comin que los enfermos celiacos sufran
deficiencia de IgA; ademas tienen mayor riesgo, las personas con una historia
familiar de EC (Green y Cellier, 2007).

La relacion entre la enfermedad celiaca y la DM1 es bien conocida. Entre
0.97 y 16.4% de los diabéticos, sufre enfermedad celiaca. A pesar de esto, hay

muy pocas investigaciones concernientes a dicha asociacion (Deja ef al., 2008).



Aunque los pacientes con EC y DM1 presentan el haplotipo DQ2 o DQ8,
éste no puede ser un criterio por si solo para el diagnéstico de EC. Lo anterior
es debido a que hay un porcentaje significativo de pacientes con diabetes tipo 1,
sin EC y que poseen estos haplotipos. En general, en poblaciones con alta
incidencia de DQ2 y/o DQS8, la tipificacion de los haplotipos de HLA no se

considera como criterio para el diagnostico de EC (Doolan et al., 2005).

HLA-DQ2 y DQ8

Los HLA en humanos o MHC en otros organismos, son antigenos leucocitarios
de naturaleza proteica localizados en las células presentadoras de antigenos
(Figura 2). Su funcién principal es ligar péptidos, generalmente de 11 residuos
de aminoacidos o0 menos y presentarlos a las células T (Abbas et al., 2002).

La predisposicion genética de los pacientes celiacos se relaciona con la
presencia de HLA-DQ2 y/o DQ8 (Sollid y Thorsby, 1993). Los genes que
codifican para estos haplotipos se asocian primariamente a dos moléculas
presentadoras de péptidos: DQ2 (a1*0501, 1*0201) o al de menor extensién,
DQ8 (a1* 0301, B1*0302). Una cuestion que todavia no ha sido definida es si
hay moléculas adicionales que codifiquen para genes no identificados en el
complejo de genes HLA, que ademas contribuyan a la predisposicion genética
de EC. Es probable que algunos de los efectos de estos genes adicionales,
sean moderados (Sollid, 2000).

Aunque se acepta generalmente que los genes DQ per se son la mayor
conexion a genes HLA, responsables de la manifestacion de EC, no todos los
haplotipos DQ confieren la misma susceptibilidad. La asociacion genética mas
fuerte es la de los genes que codifican para los haplotipos DR3 y DQ2. Estas
moléculas, contienen los haplotipos extendidos B8-DR3-DQ2 y B18-DR3-DQ2.
Esto es significativo, debido a que ambos haplotipos son visiblemente distintos

en las regiones exteriores de DR-DQ (Bolognesi et al., 2003).
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Figura 2. Unién y presentacién de péptidos de gliadinas a células T. Los péptidos
se unen a las células presentadoras de antigenos a través de su interaccién con HLA-
DQ2 o DQ8. La transglutaminasa tisular desamina los péptidos de gliadinas en sus
residuos de glutamina (neutros), a residuos de acido glutamico con carga negativa, que
son preferidos en las posiciones 4, 6 y 7 del HLA-DQ2. Estas secuencias desaminadas,
son los epitopes con mayor afinidad a las células T a las que son presentados e
inducen una respuesta fuerte (Farrell y Kelly, 2002).

Algunos pacientes celiacos son portadores de los haplotipos DR3-DQ2 o
DR5-DQ7/DR7-DQ2 heterocigotos. Estas combinaciones genéticas, les
confieren una mayor susceptibilidad a la EC a los predispuestos. Los alelos
DQA1*0501 y DQB1*0201 de los haplotipos DR3-DQ2 también se encuentran
en la combinacion de haplotipos DR5-DQ7 y DR7-DQ2. Los primeros son
portadores de los alelos DQA1*0501 y DQB1*0301 y los segundos portan los
alelos DQA1*0201 y DQB1*0202. La fraccién de los pacientes en diferentes
poblaciones que expresan estos heterodimeros DQ por genes en la posicion cis
o frans, depende de la frecuencia de los haplotipos DR3-DQ2, DR5-DQ7 vy
DQ7-DQ8 (Tabla 1) (Dubois y van Heel, 2008).

De acuerdo al origen de la poblacion, entre el 2% y el 10% de los

pacientes celiacos no son portadores de los heterodimeros DQ (a 1*0501,
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B1*02), sino que presentan subtipos de DR4. Las determinantes genéticas
responsables de la asociacion de estos individuos es probablemente diferente a
la expresion de individuos DQ (a 1"0501. f1*02). Notablemente, hay un claro
sesgo en la representacion de los haplotipos DR8-DQ8 vs los DR4-DQ7 entre
estos pacientes. Lo anterior podria implicar que la molécula DQ8 (DQ a 1*0301,
1*0302), muy probablemente represente mayor susceptibilidad, en lugar de
DQ2 (a 1"0501. B1*02) (Sollid, 2000).

Se conoce poco acerca de genes diferentes a los HLA que predispongan
a EC. Sin embargo, distintos loci han mostrado una evidencia de esta
asociacion; algunos de los cuales se han asociado previamente con
enfermedades autoinmunes. Estos incluyen al gen CTLA-4/CD28 en la region
2q33 previamente identificado porque predispone a DM1 en el locus IDDM12 y
otro en la region 1526 (IDDM3). A pesar de esto, los resultados no son
consistentes en todas las poblaciones. Para los pacientes con EC y DM1 se ha
sugerido la existencia de algun otro locus susceptible en el lado del teldmero de
la region HLA y mas recientemente MICA (MHC clase | relacionado a la cadena
de proteina A). Este, se expresa unido a NFG2Ddefinir en los enterocitos en
respuesta al estrés y, activando al receptor de células asesinas (NK) y células T
aP y yd (Bilbao et al., 2002).
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Tabla 1. Haplotipos que predisponen a enfermedad celiaca. Codificacion de
DQA1*0501 y DQB1*0201 en cis o trans para formar el heterodimero DQ2. Una menor
proporcion de los pacientes no son portadores de DQ2, pero pocos son portadores de
DQA1*0301 y DQB1*0302 para el heterodimero DQ8

Haplotipo | Haplotipo Il
DRBY DQA1  DQB1 | DRB1 _DQA1  DQB1 Tipificacién
03 05 02 - - - DR3-DQ2
03 05 02 03 05 02 DR3-DQ2/DR3-DQ2
03 05 02 07 02 02 DR3-DQ2/DR7-DQ2
1112 05 0301 07 01 02 DR5-DQ7/DR7-DQ2
0401 03 0302 - - - DR4-DQ8

Fuente: (Louka et al., 2002).

Dadas las multiples asociaciones geneticas de la EC, es preciso entender
mejor a las que representen mayor susceptibilidad. La asociacion mas
reconocida sigue siendo la presentada por las moléculas HLA asociada a los
haplotipos DQ2 y/o DQ8. Sin embargo, ciertos genes adicionales muy

probablemente representen algun efecto moderado (Sollid, 2000).

Prevalencia de la enfermedad celiaca

En el mundo

Los estudios de prevalencia de EC, revelan que se presenta en
aproximadamente el 1% de la poblacién general. Esta, se encuentra bien
tipificada no solo a traves de los paises europeos sino ademas en ancestros
europeos del Medio Este, Asia, América del Sur y el norte de Africa. Sin
embargo, en muchas poblaciones el diagnéstico sigue siendo incierto (Green y

Cellier, 2007).
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En América del Norte, particularmente en Estados Unidos, la ocurrencia
de la enfermedad en pacientes sintomaticos y asintomaticos es similar a la
encontrada en Europa (Fasano el al., 2003). No obstante, no se conocen las
caracteristicas epidemiolégicas de la EC a lo largo de América Latina. A pesar
de que en paises como Argentina, Chile y Uruguay se cuenta con datos
similares a los europeos (1:124 a 1:251), poco se sabe de la incidencia en otros
paises. Lo anterior se debe en parte a la diversidad étnica con marcadores
geograficos y genéticos diferentes (Gomez et al., 2001). Para poner un ejemplo,
en Chile se conoce, de acuerdo con los estudios genéticos, que en los celiacos
existe una mayor predominancia de las combinaciones DQ8, que se encuentra

a favor de la genética mapuche-espanola (Araya et al., 2000) .

En México

En México, hay un solo estudio de prevalencia de EC (Remes-Troche et al.,
2006). Los casos de este estudio, fueron 1009 donadores de sangre
proveniente de adultos mestizos sanos de diversos lugares del pais. No fueron
diagnosticados en forma completa, sino que solamente se analizaron
anticuerpos séricos anti-TG. Tampoco se tipificaron en cuanto a haplotipos, ni
se cuenta con alguna otra informacion de morbilidad o sintomatologia. El 2.7%
resultd positivo para IgA anti-TG, lo cual parece muy alto en comparacion a las
prevalencias de cualquier poblacion.

Ademas de ese U(nico estudio de prevalencia, hay publicados casos
aislados de mexicanos a los que se les diagnostico EC relacionada con otras
patologias (Remes-Troche et al., 2007, Remes-Troche et al., 2008). Con esto,
se infiere que la EC no es una enfermedad ajena a los mexicanos.

Al igual que para los celiacos chilenos que muestran predominancia de
HLA DQ8, con presencia de DQ8/DQ2 debido a la conexién racial mapuche-
espafol, en México probablemente se dé una mezcla similar, debido a la

mezcla racial con fuerte componente de poblaciones amerindias. Esto seria
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como poblacién total mexicana, aunque se esperarian variaciones muy grandes

entre regiones, debido a la variabilidad genética de sus pobladores.

En Sonora

El grupo de trabajo de CIAD en donde se desarrollo esta tesis, ha estado
colaborando con el Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES) durante varios
afios, en la deteccién y diagnostico de la EC. Aunque no se estudiaba
prevalencia, cada vez hubo mas casos con indicadores positivos de EC,
especialmente en 2006 y 2007. De alli la importancia de explorar prevalencia y
tipificar el factor genético asociado a EC, en esta poblacion.

La poblacién de nifios que acuden al HIES, ha variado con el tiempo y
actualmente la mayoria de los atendidos son sonorenses. Esto a diferencia de
hace unos afos cuando no habia centros de atencion a la salud en las zonas
agricolas del estado, con jornaleros provenientes del sureste del pais, que eran
atendidos en el HIES.

Asi, se han tipificado varios casos de nifos con EC en el HIES y sus
caracteristicas estan incluidas en una publicacion de caso clinico (Hurtado
Valenzuela et al., 2008) y dos publicaciones relacionadas con el riesgo de los
alimentos y su procesamiento, para los celiacos(Cabrera-Chavez et al., 2008;
Cabrera-Chavez et al., 2009). El surgimiento de esos casos, pudiera estar
relacionado a los cambios en los regimenes de lactancia y alimentacion
complementaria, que son factores determinantes del desarrollo de EC. En esta
region, la lactancia con férmulas infantiles es comun y la introduccion de
alimentos a base de trigo se hace tempranamente (Caire et al., 2004). Esto
unido a la expresion de los haplotipos que predisponen, puede ser una
combinacién que induzca a la EC.

Es posible que la combinacion de los factores dietarios y genéticos, llevo
a la manifestacion de EC en un nifio sonorense de 2.9 afos, que fue

diagnosticado por nuestro equipo de trabajo (Hurtado-Valenzuela et al., 2008).
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El nifio ingresé al HIES con calambres y temblores a causa de diarrea cronica
durante el dltimo afio en el que habia sido hospitalizado 6 veces por la misma
razon. Fue muy util para el diagnodstico contar con los indicadores seroldgicos
de anticuerpos IgA anti-TGt, IgA e IgG anti-gliadinas, ya que la biopsia no

presentdé mayor dano histolégico.

El genoma mexicano: implicaciones para la enfermedad celiaca

El analisis de los haplotipos HLA se considera como una de las pruebas mas
sensibles, que permite interpretar las relaciones entre las poblaciones y sus
movimientos migratorios alrededor del mundo. Esto mediante la identificacion
de los loci e incluso analisis mas sofisticados que clasifiquen la estructura
genética de los grupos nativos de Ameérica. Con esta herramienta, se pone de
manifiesto la mezcla de razas. La poblacion mexicana es principalmente
mestiza como resultado de una mezcla de tres razas, la caucasica, la amerindia
y la africana. Los amerindios provienen de los grupos indigenas asentados en el
pais antes de la Colonia Espafiola. El componente europeo viene
principalmente de Espana y los genes africanos fueron traidos al pais por los
espafoles. Asi, se encuentran diferentes grados de mezclas en los mestizos

que habitan el territorio mexicano (Leal et al., 2005).

En las ultimas tres décadas, se han llevado a cabo importantes proyectos
cientificos para el analisis de las variaciones genéticas en diversas poblaciones
de Meéxico. Se han estudiado mestizos de Guanajuato, Yucatan, Oaxaca,
Coahuila, Puebla y la Ciudad de México (Hidalgo-Miranda et al., 2006); asi

como algunos grupos indigenas (Balladares ef al., 2002).

En el Estado de Sonora, la mezcla genética parece igual de amplia a la de
otras poblaciones mexicanas debido a la presencia de 9 distintos grupos

indigenas de la region. Estos son, Guajiros, Mayos, Opatas, Papagos, Pimas,
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Seris, Yaquis, Cucapa y Kikapu. Se han tipificado los haplotipos en una muestra
de la poblacién Seri, uno de los grupos mas conservados; todos ellos resultaron
de ancestros amerindios, excepto por un sujeto con QBP2.1-DQB1-0201-
QAP2.1-DQA1* 0201-DRB1*0701. Este dltimo, sin lugar a dudas es un
haplotipo caucasico introducido por los espafoles, lo cual indica la presencia de

algtn grado de mezcla, aun en este grupo mas conservado (Balladares ef al,,

2002).

Recientemente la comunidad cientifica se encuentra investigando las
variaciones en el genoma del mexicano que describa la diversidad genémica de
esta poblacion. En la actualidad el abordaje para la identificacion de genes
asociados a enfermedades complejas ha sido muy exitoso. En esto, la
existencia de patrones de contribucion ancestral diferenciales entre e intra
grupos se relaciona con la densidad poblacional indigena antes de la conquista
de América (Silva-Zolezzi et al, 2009). Seguramente los resultados
encontrados en este trabajo, permitiran hacer inferencias acerca de los

patrones genéticos de la EC, resultado del mestizaje en la poblaciéon de estudio.
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HIPOTESIS

En los nifios celiacos que acuden al Hospital Infantil del Estado de Sonora, los
haplotipos DQ8 prevaleceran sobre los DQ2, lo anterior originado por el

componente amerindio de |la poblacion sonorense.

OBJETIVOS

General

Identificar los haplotipos HLA DQ2 y/o DQ8 en nifios sonorenses con sospecha
de enfermedad celiaca, de acuerdo con las caracteristicas genotipicas a que da

lugar la combinacion entre europeos e indigenas.

Particulares

1. Tipificar por PCR convencional, los haplotipos HLA DQ2 y DQ8 en una

poblacién de nifios sonorenses celiacos y no celiacos.

2. Estimar la frecuencia con la que se presentan las combinaciones HLA- DQ
A1*0501, DQA1*0301 y HLA-DQB1*0201 y DQB1*0302 en los ninos

sonorenses con sospecha de enfermedad celiaca.

3. Describir la relacion entre los anticuerpos especificos y los haplotipos HLA-

DQ2 y DQ8 como marcadores de riesgo para desarrollar enfermedad celiaca.
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SUJETOS Y METODOS

Poblacion de Estudio

Los participantes del estudio fueron nifios de un rango de edad entre 1y 18
afios, que acudieron al Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES) por
diversas patologias y se les realizd algiin andlisis de laboratorio que requeria
muestra de sangre. El sobrante de la muestra después del analisis
correspondiente, fue utilizado para el presente estudio.

Cada dia de entre semana se colectaron de 3 a 4 muestras de sangre
completa. Después de tomar una alicuota para extraccion de ADN gendmico
(ADNg), la muestra se centrifugd y a partir del suero se cuantificaron
anticuerpos IgA e IgG anti-gliadinas (anti-Gd), asi como IgA anti-
transglutaminasa (IgA anti-TG). En aquellos casos en que las IgG anti-Gd
resultaron altas y las de IgA no, se cuantificé IgA total, para descartar su
deficiencia. En todos los casos con indices altos de 1gG anti-Gd, asi como en un
numero similar de casos negativos para éstos o los otros anticuerpos
analizados (IgA anti-Gd e IgA anti-TG), se realizé la identificacion de haplotipos
HLA-DQ2 y DQ8. La determinacion de anticuerpos se realizd mediante un
ensayo de ELISA, como se describe en (Cabrera-Chavez et al., 2009).

Brevemente, en el ensayo de ELISA se inmovilizaron gliadinas extraidas
de gluten de trigo con 70% de etanol o TG de cobayos (0.5 pg/mL) en buffer de
carbonatos (0.1M NaHCO3, pH 9.6) durante la noche. Después de lavar en 100
uL (0.10 M Tris-HCI, 5.0 Mm NaN3, pH 7.4, conteniendo 0.05% Tween 20 y
0.05% de rojo de fenol), se bloqued en 100 pL con 3% de gelatina de pescado.
Se lavo de nuevo en 100 pL e incubd con suero humano (diluido 1:100) durante
2 h y a continuacion en 100 pL con anticuerpos de conejo anti-lgA humana

conjugados a peroxidasa, durante 1 h. La actividad enzimatica fue revelada en
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100 pL con 3,3, 5, 5'-tetrametilbenzidina y se detuvo la reaccion con 50 pL de
H,S04 1M, para leer a 450 nm (Microplate reader, Biorad, Hercules, CA).

Parametros para obtener el valor de referencia de las pruebas serologicas

indice de anticuerpos = Absorbancia de la muestra

*Absorbancia de referencia + 2 Desv. Estandar

Con lo anterior se obtienen los indices que son clasificados de la siguiente
manera: Los valores = a 1 se consideraron positivos; 1 — 5 bajos, 5.1 = 10
moderados, 10.1 — 20 altos y mayores de 20 muy altos (Lagerqvist et al., 2001).
*Absorbancia de referencia: promedio de absorbancias, utilizando el suero de

20 nifos con haplotipos negativos, + 2 DE.

Obtencion de ADN Genémico

Extraccion de ADN

A las muestras de sangre se les realizd la extraccion de ADNg y fueron
analizadas por PCR convencional para la deteccién de los haplotipos HLA-DQ2
y DQ8.

La extraccién de ADN de cada sujeto fue realizado en base al protocolo
del juego de reactivos comercial QIAGEN “QlAamp DNA Blood Mini Kit®
(QIAGEN, USA) utilizando los reactivos del juego. A partir de sangre completa
obtenida en tubos tratados previamente con EDTA. Se agregaron 20 pL de
QIAGEN proteasa (proteasa o proteinasa K) en un tubo de microcentrifuga de
1.5 mL. Después, se agregaron 200 pL de sangre completa y 200 L de buffer
AL. Se incubé a 56° C por 10 min y se adicionaron 200 pL de etanol (96-100%).
Después se pasod cuidadosamente la mezcla a una columna de separacion
QlAamp vy se centrifugdé a 6800 g (Eppendorf centrifugue 5417R, Brinkmann
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Instruments, Westbury, N.Y.) durante 1 min. La columna de separacion fue
pasada a un nuevo tubo de coleccion de 2 mL. Se anadieron 500 pL de buffer
AW1 y se centrifugo a 6800 g x 1 min. Se anadieron 500 pL de buffer AW2 y se
centrifugd a 20000 g durante 3 min. Finalmente el DNA fue resuspendido en
200 pL de buffer AE en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. Para evitar
contaminacion de las muestras se utilizaron tubos de microcentrifuga de 1.5 mL
y puntas con filtro previamente esterilizados. Ademas la zona de trabajo fue

higienizada con alcohol al 95 %.

Cuantificacién de la concentracion de ADN

El ADNg extraido en solucién fue cuantificado midiendo la absorbancia a una
longitud de onda de 260/280 nm en un espectrofotémetro Nanodrop® (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, USA). Posteriormente se realizo la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, para la identificacion
de los haplotipos DQ2 y DQ8 utilizando ~200 ng de ADNg extraido de cada
muestra por cada microtubo de reaccion (Sacchetti et al., 1997). Los
oligonucledtidos utilizados y las condiciones de reaccion se describen en los

apartados siguientes.

Disefio de oligonucleétidos para los haplotipos HLA-DQ2 y DQ8

Se disenaron iniciadores especificos para la deteccion de los fragmentos DQ2 y
DQ8 de manera general. Los oligonucledtidos disefiados amplifican secuencias
de diferentes tamanos. El oligonucleétido especifico para DQ2 amplifica un
fragmento de 154 pb (Fig. 3), mientras que el oligonuclectido para DQ8
amplifica uno de 530 pb (Fig. 4). Este disefio se realizo en base a las diferentes
combinaciones y secuencias de las cadenas alfa (GenBank-NM_002122) y beta
(GenBank-NM_2123) publicadas en el banco de genes y la nomenclatura
utilizada por Bodmer et al. (1994), que codifican para las moléculas HLA-DQ2 y
HLA-DQ8 (Bodmer et al., 1994) .
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TCCAACTCTACCGCTGCCACCAATGAGGTTCCTGAGGTCACACGTEGTTTTCCAAGTTCCTGTGAC
GCTGGGTCAGCCCAACACCCTCATCTGTCTTGTGGACAACATCTTTCCTCCTGTGGTCAACATC
ACCTGGCTGAGCAATGGGCACTCAGTCACAGAAGGTGTTTCTGACACCAGCTTCCTCTCCAAGA
GTGATCATTCCTTCTTCAAGATCAGTTACCTCACCTTCCTCCCTTCTGCTGATGAGATTTATGA
CTGCAAGGTGGAGCACTGGGGCCTGGACGAGCCTCTTCTGAAACACT GGG

Figura 3. Secuencia utilizada para el disefio de iniciadores especificos para el
haplotipo HLA-DQ2. Las secuencias de los iniciadores se encuenlran en negritas.
(GenBank-NM_002122)

ATGATCCTAAACAAAGCTCTGCTGCTGGGGGCCCTCGCCCTGACTGCCGTGATGAGCCCCTGETG
GAGGTGAAGACATTGTGGGTGAGTGCATGAGTGAGGAATGTTCTCTGGAGCTGAAAARCAGTAA
ATTAAAGGAAAAGAAAGAGTGCAATTTGCTAAGAAATAGTAGAAATTTCCCAAGGGTCTTTTCA
ATATTAAGAAATTTTAAAATTATGGCAGTTCCTCCTTTAGGAAACCAGAGCTCCAACCGACTCT
CTTTGCTACCTGTGCTATTGGAGTTTACCAAGGACGTTGTTCTGTTTATATTATATCCAGAGAC
TATAGCCTGGAGGTCTGTGTGGCATTCCATCATGATTGCCTCAAAGACTAGGGATGTTTCCATG
AATGGAGTATTTTTTTGTTATTAAAAATTTCTGAACTGTTACTCCCARATTTCTCTGAACAACT
TTTGAAGCTTTTCATATGCCTCCTATAGCATATGTTGGGGTAGATAGTTCCATGAAGTATGTAC
ACTCTATAGATATAAAGAAAGAGGTTCTTTTCTTTCTCTCAGACTTACATTTCCACATGGGAAT
TGGCACAGGTGGGGAGTAGGTGAAAGAGCCCAGCAGGCTGAATGCCTTCAACAATCATTT TACC
ACGTGGTAAATGTGGTACTTACTCTCTGCTACCTCATATATGTCACCTCGCTTATGATCARATA
AAATGGGCATGTAGATATGCTTTATGAATAGTAAAAACATGAATGTCAACTTTTTTTAACTTAT
TCCTATTACAGGTATAACTTCGTATTTTTTCTTTAGCAAAGTAAGGAATATATTTTARARCTGA
GAACTTTATGATAAAATGCTTGGTAAATTAAATTATTTTATTCTCAAATTGTCAACCCAAATTA
CTTGTTCTTCACCTTATCTAATGAAGTCTTATAAAGAGAAAAATCGGCAGGCA

Figura 4. Secuencia utilizada para el disefio de iniciadores especificos para el
haplotipo HLA-DQ8. Las secuencias de los iniciadores se encuentran como negritas.

(GenBank-NM_2123)

Secuencia especifica de iniciadores

Una vez detectado el fragmento para DQ2 y/o DQ8, se utilizdé la secuencia
especifica de iniciadores para las combinaciones DQA1*0501, DQA1*0301,
DQB1*0201, DQB1*0302 reportadas por (Olerup et al., 1993). Los detalles de

los iniciadores se muestran en la Tabla 2.

Estandarizacion de la reaccion

Para la identificacion de los fragmentos HLA-DQA1* y HLA-DQB1*, se
optimizaron las cantidades de los componentes de la amplificacién: MgCls,
buffer 10X PCR y mezcla de dNTPs 2.5 mM. Lo anterior se realizé mediante un
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gradiente de temperaturas con el objetivo de identificar la Tm de amplificacion
para cada par de oligonucledtidos.

Las reacciones de amplificacion fueron preparadas conteniendo 2.5 pL
de buffer de PCR 1X (Tris-HCL 200 mM, KCI 500 mM, pH 8.4), 1.0 uL de MgCl,
15 mM, 0.5 pL de la mezcla de dNTPs 0.2 mM, 0.4 pM de cada oligonucledtido
para las combinaciones DQA1*0501, DQA1*0301, DQB1*0201 y DQB1*0302. 1
U de Tag DNA polimerasa (Invitrogen, Carisbad, CA, USA) y 200 ng de ADNg,
en un volumen final de 25 pL por reaccion. Los productos de PCR fueron
visualizados en geles de agarosa al 1.8% tenidos con bromuro de etidio (ug/mL)

y documentados por una fotografia.

Tabla 2. Combinaciones HLA-DQ2 y DQ8 susceptibles para EC y sus
oligonucleétidos especificos para las reacciones de PCR

Amplificacién
Especificidades Secuencia Direccién  Tamafio  Haplotipo
HLA-DQ2 5 ACCAATGAGGTTCCTGAGGTS  Sentido
General 5ACGAAACACCTTCTGTGAGTGAZ  Antisentido 124 PP HLA-DQ2
HLA-DQS 5 GGTGAAGACATTGTGGGTGAZ  Sentido
General 5'CCTACTCCCCACCTGTGCY Antisentido 530 pb HLA-DQ2
; 5 GACGGAGCGCGTGCGTCTS' Sentido HLA-
DQB1%0201 5CTGTTCCAGTACTCGGCGGS  Antisentido 129 PP DQ2**
TPy 5'GACGGAGCGCGTGCGTTAS Sentido o [';%Q;,
: 5'AGTACTCGGCGTCAGGCG3  Antisentido P
. 5 TTCACTCGTCAGCTGACCATS' Sentido HLA-
DQAT0301 5 AAATTGCGGGTCAAATCTTCTS  Antisentido 00 PP DQB**
; 5'ACGGTCCCTCTGGCCAGTAS Sentido HLA-
DAAT'0501 5 AGTTGGAGCGTTTAATCAGACE  Antisentido ' PP DQ2*

“*(Olerup et al., 1993)

Identificacion de los haplotipos HLA-DQ2 y DQ8
Se detectaron fragmentos correspondientes a las combinaciones DQA1*0501,
DQA1*0301, DQB1*0201, DQB1*0302 que confieren susceptibilidad a EC por
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PCR convencional, utilizando oligonucleétidos especificos (IDT-Integrated DNA
Technologies, Tucson-AZ, USA). Ademas se utilizo como gen constitutivo la
GAPDH para asegurar que la muestra de ADN estaba integra y amplificable.
Las reacciones de amplificaciéon se realizaron utilizando las condicione optimas

obtenidas de la estandarizacion para cada reaccion.

Tabla 3. Temperaturas de alineacién, extensién y amplificacién de los fragmentos
HLA-DQ2 y DQ8, ademas de las combinaciones DQA1*0501, DQA71*0201,
DQB1*0201, DQB1*0302.

Parametro HLA-DQ2 HLA-DQ8 DQA1*  DQA1* pbaB1* paB1*

0501 0301 0201 0302
95°C 95°C 95°C 95°C 95°C a5°C
Iniciacion 7 min 7 min 7 min 7 min 7 min 7 min
Desnaturaliza- 95° C 95° C 95° C 95° C g5°C 95° C
cion 30 seg 30 seg 30 seg 30 seqg 30 seg 30 seq
Alineamiento 52°C 60° C 60° C 60° C B2V B2°C
Elongacion 12°%C 72°C 72°C T2°C 72°C 72°G
35 seg 35 seg 35 seg 35 seqg 35 seg 35 seg
Ciclos 39 39 39 39 39 39
Elongacion 72° C 72°C 72°C 72° C 72°C T28¢
final 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
Conservacion 4° C 4° C 4°C 4° C 4°C 4°C
Terminacion Fin Fin Fin Fin Fin Fin

Electroforesis en gel de agarosa

Los productos de PCR fueron visualizada por electroforesis en gel de agarosa
al 1.8%, pretefiido con bromuro de etidio (0.5 pg/mL). La separacion se hizo
durante 1.5 h a 90 V en buffer TBE (89 mM Tris base/89 mM, acido bérico 2 mM
EDTA, pH 8.0). Los geles fueron examinados bajo rayos UV y documentados
por medio de una fotografia (Olerup et al., 1993).
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Analisis estadistico
Los datos fueron evaluados por medio de estadistica descriptiva para la

prevalencia de los haplotipos HLA-DQZ2 y DQ8.

Consideraciones éticas

La investigacion se realizd de acuerdo a lo estipulado en la Ley General de
Salud (Titulo Quinto, investigacién para la salud) articulo 100. Ademas esta
investigacion es basicamente de tipo descriptivo, por tal motivo se considera de

un riesgo bajo a la integridad del individuo estudiado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Poblacion de estudio

De agosto a noviembre de 2008 y de febrero a abril de 2009, se analizaron 354
muestras de sangre colectadas del HIES. Las muestras provenian de nifios a
los que se les practicaron analisis de sangre por diversas patologias. Del total
de muestras, se seleccionaron 124 tanto con indices de anticuerpos positivos,
al menos en IgG anti-gliadinas; asi como con indices menores de 1 (negativos),
para la identificacion de haplotipos HLA-DQ2 y DQ8. La media de edad de los
nifos que aportaron las 124 muestras, fue de 8.55 + 5.41 anos. El 52.4% de
ellos pertenecia al sexo femenino y el 47 6% restante al sexo masculino. Todos
los sujetos fueron mexicanos, la mayoria originarios de Hermosillo y los demas

de las diferentes ciudades y municipios del Estado de Sonora.

Pruebas serolégicas

En esta tesis, se presentan soélo los resultados de las 124 muestras antes
descritas como poblacién de estudio para el analisis de haplotipos. Estas, como
se comento, fueron previamente analizadas para anticuerpos IgG anti-Gd, IgA
anti-Gd e IgA anti-TG, en el Laboratorio de Proteinas de la Coordinacion de
Nutricion de CIAD.

La Fig. 5 muestra la distribucién de indices de anticuerpos promedio
obtenida en los sueros de 124 nifios en el ensayo ELISA para anticuerpos IgG
anti-gliadinas. Los resultados para los anticuerpos 1gG anti-gliadinas mostraron
que 45 sueros (36.3%) presentaron indices positivos con valores superiores al

punto de corte (media de ~20 controles negativos + 2 DE).
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El porcentaje de sueros positivos a IgG anti-Gd de 35.7% no es
representativo de la poblacién general, ya que los pacientes de este estudio
fueron preseleccionados por conveniencia. De cualquier forma, si se considera
que 45 de 354 muestras fueron positivas, un 12.7% es un porcentaje muy alto.
Sin embargo, 1gG anti-Gd no es el mejor indicador serologico de EC, su
especificidad es del 66% (Vilppula et al., 2009). En la poblacion de estudio, son
frecuentes las infecciones gastrointestinales, que inducen produccion de
anticuerpos 1gG contra diversas proteinas (Saravanan ef al., 2009). Por esto, la
mayoria de las muestras positivas presentaron indices bajos (valores entre 1y

5) y solo tres mostraron indices moderados (entre 5 y 10).

2 ®

indice de anticuerpos

Figura 5. Distribucién de los Indices de anticuerpos IgG anti-gliadinas en suero
de nifios atendidos en el HIES.
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En la Fig. 6, se puede observar que para los anticuerpos IgA anti-Gd, 29
sueros (23.3%) presentaron indices positivos o superiores punto de corte
(media de ~20 controles negativos + 2 DE).

Los anticuerpos IgA anti-Gd, son mucho mas especificos (90%), aunque
su sensibilidad es mas baja (82%) que los 1gG anti-Gd, para EC (Vilppula et al.,
2009). El porcentaje de positividad de estos anticuerpos en la poblacion total
(354), seria de 8.1%, lo cual parece aun alto. Aunque este tipo de analisis se
usa en estudios epidemiolégicos de EC (Hadithi et al., 2007), es mas real en
nifnos péqueﬁos (Vader et al., 2002, Stenberg et al., 2009). En este estudio, 45

de los 124 nifios tenian entre 0 y 6 afios de edad.
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Figura 6. Distribucién de los Indices de anticuerpos IgA anti-gliadinas en suero
de nifios atendidos en el HIES.
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La Fig. 7 muestra los resultados para IgA anti-TG de los 124 sueros
preseleccionados, provenientes de nifios que asisten al HIES. Los resultados
muestran que 12 sueros (9.6%) obtuvieron indices positivos o superiores al
punto de corte (media de ~20 controles negativos + 2 DE). Si se considera a

toda la poblacién analizada (354 muestras), el 3.3% tendria este indicador

positivo.
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Figura 7. Distribuci6n de los Indices de anticuerpos IgA anti-TG en suero de
nifios atendidos en el HIES.
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Es de hacer notar que los anticuerpos IgA anti-TG también se elevan en
casos de hepatitis tipo B, y enfermedades asociadas como son: enfermedad de
Crhon, diabetes mellitus tipo | y dermatitis hepertiforme, entre las mas
destacadas (Bonamico et al., 1997, Lampasona et al., 1999; Karpati, 2004) . No
se tienen aun los datos de sintomatologia y diagnostico completo de los casos
estudiados, por lo que no se pueden hacer inferencias en este sentido.

Para IgA anti-TG, también se observd que 2 de los nifos que
presentaron niveles altos de anticuerpos IgA anti-TG, se encontraban por
debajo de los 3 afios de edad. En muchos casos, en los nifios celiacos
pequefios no se elevan los indices de este tipo de anticuerpos, por lo que no es
el mejor indicador en esta etapa (Skovbjerg et al., 2004).

Remes-Troche et al. (2006), analizaron anticuerpos IgA anti-TG en poco
mas de 1000 muestras de suero de adultos mexicanos sanos, donadores de
sangre. Encontraron una prevalencia inesperadamente alta de 2.6%; sin
embargo, el 3.7% encontrada en la poblacion de nifios del HIES que se estudio
en el presente trabajo, es ain mas alta. Esto, puede deberse a que se trata de
una poblacion de nifios con alguna patologia, lo que por una parte implica
mayor probabilidad de cualquier enfermedad, incluida la celiaca. Ademas,
algunos casos pudieran sufrir otras enfermedades en donde se eleva el nivel de
anti-TG, como las antes comentadas, aunque es una prueba que se considera
muy sensible y especifica para adultos con EC (Hashemi ef al., 2008; Vilppula
et al., 2009).

De los 124 sueros de la poblacion analizados, 2 resultaron deficientes de
anticuerpos IgA, lo cual es mas comuln en pacientes celiacos que en la
poblacion general. Consecuentemente en esos casos no se pudo medir
anticuerpos IgA anti-TG e IgA anti-Gd; por tanto, fue de utilidad la medicion de

anticuerpos IgG anti-Gd, como se ha determinado para otras poblaciones (Di

Sabatino y Corazza, 2009).
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Comunmente los nifios que asisten al HIES son llevados porque sufren
alguna patologia, ya que normalmente no los llevan a revisiones periédicas. De
esta manera, el uso de marcadores seroldégicos como metodo de rastreo para
EC, revela que puede haber celiacos con grados variables de enteropatia. En
ellos los sintomas digestivos pueden ser nulos, poco prominentes o bien, puede
haber francas manifestaciones intestinales. Como en el presente estudio, en
otros trabajos se han usado los marcadores serologicos para detectar pacientes
con sospecha de EC (West et al., 2003). Lurz et al. (2009), evaluaron (entre los
afios 2001 y 2006), a 206 escolares con sintomas relativamente leves de EC,
por medio de biopsia intestinal e IgA anti-TG. Se diagnosticaron como celiacos
a 95 de los 206 pacientes y 72 de los 95, presentaron titulos positivos de IgA
anti-TG (Lurz et al., 2009).

Los datos obtenidos como un primer acercamiento exploratorio en la
busqueda de prevalencia de EC a partir de marcadores serologicos, podrian
representar la mejor aproximacion en la poblacion estudiada, la de nifios
sonorenses que se atienden en el HIES. El unico estudio de poblacion
mexicana antes citado (Remes-Troche et al, 2006), en donde solo se
consideraron anticuerpos anti-TG, indica que la EC puede ser igual de alta que
en paises europeos. Asi, la caracterizacion de haplotipos se hace necesaria e

importante para complementar la informacion.

Optimizacién de la reaccién de PCR e identificacion de HLA-
DQ2 y/o DQ8

La estandarizacion de las condiciones de amplificacion se realizé a partir de
sangre de pacientes con titulos altos para los marcadores serolégicos de EC,
IgA e IgG anti-Gd, asi como IgA anti-TG. A partir de dichas muestras se realizo
un barrido de temperaturas de 50°C a 64°C para cada uno de los juegos de

iniciadores, con el fin de obtener la Tm optima de amplificacion para los
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fragmentos HLA-DQA1*0501, DQA1*0301, DQB1*0201 y DQB1"0302. Las
reacciones se probaron de manera sencilla, doble e incluso triple para alguno
de los casos, para confirmar la presencia del fragmento.

Durante los ensayos preliminares de amplificacion se detectd la
presencia de los fragmentos con las bandas mas intensas y definidas que
permitieran localizar el fragmento de interés. A partir del barrido de
temperaturas se obtuvieron bandas Unicas de cada uno de los fragmentos, esto
indicaba la especificidad de los iniciadores, demostrando con ello que no se
unian con secuencias inespecificas. Por otro lado la intensidad en las bandas
sin barridos indicaron la Tm 6ptima para cada iniciador. La Fig. 8 presenta el
producto de PCR de 122 pb para la combinacion DQB1*0201 que codifica para
el haplotipo DQ2. Se realiz6 un barrido de temperaturas en un rango de 50 a
60°C que mostrara la mejor banda para el producto esperado. Al término del
barrido se encontré que la Tm éptima para el fragmento DQB1*0201 fue de
52°C debido a que era la mas intensa, ademas de que no presentaba barridos
ni bandas inespecificas, como las que se presentaron a partir de los 56.2°C (Fig.

8, carril 5).

12345 672829

200

122 pb
100

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1.8% para la optimizacion de la
reaccién del fragmento HLA-DQB1*0201. Carril 1: Marcador ADN 100 pb, 2: 50°C, 3:
52.1°C, 4: 54°C, 5: 56.2°C, 6: 58°C. 7: 59.3°C, 8: 60°C, 9: 62°C. Muestra ADNg
paciente HIES.
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Identificacién de los haplotipos HLA-DQ2 y DQ8

En esta tesis el andlisis incluyé como fase primaria la deteccion de los
haplotipos a partir de los oligonucleétidos disefiados dentro de nuestro propio
estudio, buscando detectar los fragmentos HLA-DQ2 y HLA-DQ8 de manera
general. Asi, existia la seguridad de obtener el haplotipo al que pertenecia cada
muestra. En la Figura 9 A y B se muestran los productos de PCR de los
fragmentos HLA-DQ2 y HLA-DQ8 respectivamente para la deteccion general.
Los productos de PCR esperados para DQ8 eran de 540 pb y de 154 pb para
DQ2. Con esto se podia asegurar que las muestras analizadas para este
estudio presentaban los haplotipos HLA-DQ2 y/o HLA-DQ8, en dos reacciones
en lugar de correr cinco reacciones independientes. En la misma Fig. 9 se
resalta la intensidad de la banda esperada para algunas de las muestras que
previamente se sabia eran positivas por el analisis con los iniciadores

disefiados por otros autores (Tabla 2).
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Figura 9. Deteccién por PCR convencional de los fragmentos A) HLA-DQ8 y B)
HLA-DQ2 de diferentes muestras de sangre. (A) HLA-DQB8. Carril 1: Marcador de
tamafio 100 pb, 2: Control negativo, 3-7 muestras analizadas con iniciadores ya
publicados para HLA-DQ8, 8: Control positivo. (B) HLA-DQ2. Carril 1; Marcador de
tamario 100 pb, 2: Control negativo, 3-8: Muestras analizadas con iniciadores ya
publicados para HLA-DQ2, 9: Control positivo.
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Tomando en consideracion que las bandas detectadas en los geles de
agarosa fueron lo suficientemente claras, se concluydé que los iniciadores

disefiados eran especificos para la deteccion de haplotipos DQ2 y DQ8.

Deteccion de las combinaciones HLA-DQA1*0501, DQA1*0301 y
DQB1*0201 y DQB1*0302

Una vez detectados en general los haplotipos HLA-DQZ2 y/o DQ8, se procedio a
identificar la combinacion a la que pertenecia cada muestra. Esto con la
finalidad de obtener asi los datos de prevalencia de las combinaciones. La
Figura 10 muestra la identificacion de las diferentes combinaciones que
presentan susceptibilidad para EC. Se obtuvieron fragmentos de 180 pb para
HLA-DQA1*0501, de 183 pb para DQA1*0301 y de 129 pb para DQB1*0201,
que corresponden a las combinaciones recomendadas para evaluar la
asociacion con el genotipo HLA en la EC (Reinton et al., 2006).

La Tabla 4 muestra el nimero de casos positivos para los haplotipos
HLA-DQ2 y DQ8. El mayor numero de casos (38 de 85 positivos) fueron
portadores del haplotipo HLA-DQZ2. La menor proporcion (20 de 85 positivos)
estuvo dada por el haplotipo HLA-DQ8. Un resultado interesante del presente
estudio es que 27 de 85 positivos fueron portadores de ambos haplotipos DQ2 y
DQ8. Lo anterior quizas sea debido a que la poblacion de estudio es mestiza
conformada principalmente por origenes ancestrales amerindios y europeos
(Seguin et al., 2008). De acuerdo a diversos autores (Kaukinen et al., 2002]
Hadithi et al., 2007) sdlo la tipificaciéon de los haplotipos HLA-DQ2 y HLA-DQ8
es clinicamente relevante para EC. El papel principal de estas moléculas radica
en el alto valor predictivo para excluir EC, vislumbrando informacion adicional

que es de gran utilidad en la practica clinica
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Figura 10. Productos de amplificacién por PCR convencional de los alelos DQAT*
y DQB1*. (A) Carril 1: Marcador 100 pb, 2: Clrol. Neg., 3-8: DQA1*0301, (B) Carril 1.
Marcador 100 pb, 2: Ctrol. Neg., 3-7. DQB1*0201, (C) Carril 1: Marcador 100 pb, 2:
Ctrol. Neg., 3-5: GAPDH, 6-8: DQA1*0501. (D) Carril 1: Marcador 100 pb, 2: Ctrol. Neg.,
3-8: DQB1*0302.
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Tabla 4. Haplotipos HLA-DQ2 y HLA-DQ8 y combinaciones DQA1 y DQB1 en
nifios sonorenses que acuden al HIES.

Haplotipos HLA No. de positivos Combinacién de alelos
DQ2 38 DQA1*0501 6 DQB1*0201
DQs 20 DQA1*0301 6 0302
DQ2y DQ8 27 DQA1*0501, DQB1*0201,
DQA1*0301 y DQB1*0302
Negativos 39 Todas las combinaciones
Total 124

Diversos autores han tipificado los haplotipos HLA-DQ2 y HLA-DQS8 en
diferentes poblaciones alrededor del mundo. Megiorni et al. (2009), tipifico los
haplotipos HLA-DQ2 y DQ8, a pacientes celiacos de ltalia. El 91% eran
portadores del haplotipo HLA-DQ2, que es el de mayor prevalencia (90-95%) en
las poblaciones celiacas de Europa (Louka y Sollid, 2003), mientras que una
menor proporcion presenté el haplotipo HLA-DQ8, que es entre el 5 y 10% en
los celiacos europeos. En el grupc control del mismo estudio, solo el 21% fue
portador de DQ2 (Megiorni et al., 2009). En el norte de Europa los pacientes
celiacos normalmente son portadores del haplotipo DQ2 en la forma cis
0201/0501, mientras que en el sureste europeo es mas comuin en su forma
trans 0301/0501 (Dubois y van Heel, 2008) .

En la poblacion sonorense del presente estudio, con haplotipos de
predisposicion a la EC, la proporcion de DQ2 positivos al menos en un alelo fue
76.5%, lo cual pareciera acercarse al 90-95% de los celiacos europeos. Sin

embargo, un 31.8% presenta combinacion de alelos HLA-DQ2/DQ8; ademas de
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un 23.5% con ambos alelos en DQ8. Asi, las proporciones de haplotipos de
predisposicién en los nifios sonorenses, se asemejan mas a las de los chilenos
(Perez-Bravo et al., 1999), como se puede ver en la Tabla 5.

En paises como Cuba y Argentina se cuenta con datos para pacientes
celiacos, donde la proporcion de haplotipos que predisponen a EC difiere. Para
los celiacos cubanos, la presencia del haplotipo HLA-DQ2 es la de mayor
proporcion (86.3%). Sin embargo, en esa investigacion no se evaluaron
combinaciones que codificaran para DQ8 , ya que los autores solo identificaron
la presencia de las combinaciones DQA1*0501 y DQB1*0201, que codifican
para DQ2 (Cintado et al, 2006). En cuanto a los enfermos celiacos de
Argentina, segun datos publicados por Herrera et al. (1994), hay una
prevalencia del 95% para el haplotipo DQ2 identificado por las combinaciones
DQA1*0501, DQB1*0201 y solo el 5% para DQ8 identificado por DQB1*0302,
0401 y DQA1*0301 (Herrera et al., 1994), estos datos también se pueden ver
en la Tabla 5.

Ademas, si se compara la poblacion estudiada en esta investigacion, con
la de un estudio chileno (Araya et al., 2000), la proporcién de combinaciones
para los haplotipos HLA-DQZ2 es mayor en la poblacion sonorense pero no por
mucho (44.8% vs 37.1%). El estudio genético de los chilenos con EC revelo una
proporcién alta de las combinaciones que codifican para DQ8, asociada
directamente con el genotipo mapuche-europeo de la poblacion (Perez-Bravo et
al., 1999).

Los resultados de haplotipos de este estudio, permiten hacer algunas
observaciones sobre las caracteristicas genéticas de la poblacion.
Recientemente se publicé un estudio sobre la contribucién de genes europeos,
amerindios, euroasiaticos y africanos, en algunas poblaciones de México (Silva-
Zolezzi et al., 2009). Una de éstas. es la poblacion sonorense, que de acuerdo
al estudio, tiene una contribucion alta de genes europeos (61.6%) y baja de

amerindios (36.2%), en comparacion con otras poblaciones mexicanas. El
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haplotipo HLA-DQ2 es el mas comun en los celiacos europeos y no es de
extrariar entonces, que la poblacién sonorense presente al menos un alelo de
ese haplotipo en una proporcién alta (76.5 %). Esto, sin dejar de considerar un
55.2% con al menos un alelo en DQ8, como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Distribucién de los haplotipos HLA-DQ2 y/o DQ8 en nifios sonorenses
del HIES comparado con poblaciones del mundo con EC

Nimero & % DQ2y
Autor Ao Pais pacientes % DQ2 % DQ8 DQ8
Hadithi 2001 Holanda 22 88 6 6
Fasano 2003 EUA 98 83.7 16.3 n/a
Herrera 1994 Argentina 55 95 5 n/a
Cintado 2006 Cuba 22 86.3 n/a n/a
Pérez- 409 Chile 62 37.1 25.8 37.1
Bravo
b 2009 México 85 44.8 23.5 317
estudio

Por otro lado, también es importante mencionar gue aun en un mismo
pais los genotipos tienen variaciones muy amplias. Asi en poblacién general del
norte de la India, la prevalencia de HLA-DQ?2 y DQ8 se estima en 9.9y 15.6%,
respectivamente; mientras que en el sur, varian entre 6 y 5%. En los paises
asiaticos la epidemiologia de enfermedad celiaca es desconocida, por lo que no
se ha estudiado la prevalencia de haplotipos ligados (Louka y Sollid, 2003).

La Figura 11 muestra la distribucién de los alelos DQA1* y DQB1* de las
124 muestras de ADNg obtenidas a partir de sangre completa de los nifios que:
acuden al HIES. La distribucion mostré una mayor frecuencia para la
combinacion DQA1*0501 con un 38.2%, seguida de la combinacion DQB1*0201
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con 31.2%, DQA1*0301 con 27.3% y DQB1*0302 con 7.1% de frecuencia.
Ademas, el 31.2% no presentd ninguna de las combinaciones para HLA-DQ2
y/o DQS.

a0 - 38.2
2 31.2 31.2
30 27.3
25 J
55 .
@ |
T |
g 15
g 10 7.1
o

5

DQA1*0501 DQA1*0301 DQB1"0201 DQB1*0302 Negativos

.

Combinaciones DQA1* y DQB1*

Figura 11. Distribucién de las combinaciones HLA-DQA1* y HLA-DQB1* en nifios

sonorenses con sospecha de EC.

Marcadores serolégicos y haplotipos HLA-DQ2 y DQS8, riesgo
para el desarrollo de la enfermedad celiaca

En esta tesis se evaluaron haplotipos, que en conjunto con los anticuerpos, son
componentes involucrados directamente en la EC. Los marcadores serologicos
son una herramienta exploratoria en pacientes sospechosos de EC. Por su
parte, los haplotipos HLA-DQZ2 y DQ8 son el factor genético de mayor riesgo
para EC. Para la IgA anti-Gd, 29 casos obtuvieron indices positivos y una mayor
frecuencia del haplotipo DQ2 comparado con DQ8 (Tabla 6). El indice de
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anticuerpos IgA anti-TG que es el mas especifico y sensible para EC, mostro 12
pacientes positivos, dos de ellos presentaron HLA-DQZ2 y uno DQ8. IgG anti-Gd,
el indicador con menos especificidad en EC, mostré a 45 sujetos con indices
positivos. De éstos, 18 fueron portadores de DQ2 seguidos de 8 con ambos
haplotipos y 7 con DQ8. La Tabla 6 muestra el namero total de nifios cuyos
sueros presentaron indices positivos y negativos de IgA anti-Gd, IgA anti-TG e
lgG-Gd, ademas de los haplotipos HLA-DQ2 y/o DQ8.

Tabla 6. Marcadores serolégicos positivos y haplotipos HLA-DQ2 y/o DQ8 en
nifios sonorenses atendidos en el HIES.

Marcadores  Numero de
Serologicos nifios Haplotipos HLA-DQ
Sin DQ2 ni
DQ2 ) DQs8 DQ2/DQ8 " pas

IgA anti-Gd

+ positivos 29 10 1 8 10
- negativos 95 28 19 19 29
IgA anti-TG

+ positivos 12 2 1 0 9

= negativos 112 36 19 27 39
IgG anti-Gd

+ positivos 45 18 T 8 12
= negativos 79 20 13 19 27

Los resultados anteriores son interesantes debido a la asociacion de
estos indicadores con el desarrollo de EC, como lo muestran diversos estudios.
Hadithi (2007), evalud el valor predictivo de los marcadores serolégicos IgA
anti-TG e IgA anti-EMA, la tipificacion de HLA-DQ vy la relacion de signos y
sintomas para el diagnostico de EC. De 452 sujetos que participaron en esa

investigacion, el 3.46% presento resultados positivos para EC.

40



El objetivo final de esta tesis fue identificar sujetos potencialmente en
riesgo de EC. La Figura 12 muestra al total de sueros analizados para
marcadores serologicos, el nimero de pacientes positivos para haplotipos DQ2
y DQ8 y el numero total de pacientes con valor positivo para a IgA anti-Gd, IgA
anti-TG e IgG anti-Gd y HLA-DQ2 y/o DQ8. Ademas se presenta el cuadro
clinico de los 3 pacientes con posible EC. De los 124 pacientes analizados, 3
(2.4%) presentaron indices positivos para los 3 tipos de anticuerpos analizados

una o dos de las combinaciones que codifican para DQ2 y/o DQS8.

Pacientes HIES
n=354

Haplotipos
HLA-DG2 v
D8 positives

n=88

Marcadores
serologicos

n=124

r

Fositvos IgA Fositivos IgA Positivos 190G
anti-TG anli-Gd anti-Gd

n=12 n=29 n=4%

S -7
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Positivesalos | |

Janticuerpos |
n=3 i
\ ' )

————r—
DOAITO50TyY |
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Pacientes con

sospechosade Cuadro clinico Charrea cronica, dolor
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n=3 abdorminal, anorexia

n=3

Figura 12. Relacién marcadores serolégicos-haplotipos HLA-DQ2 y DQ8 en nifios
sonorenses con sospecha de EC.
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No se descarta que alguno de los nifios con solo dos o incluso un indice
de anticuerpos positivos y que hubiera presentado los haplotipos, sufriera de
EC. Sin embargo, respetando el criterio de todos los indicadores de EC
positivos, aunque no se tiene andlisis de biopsia, tres de los nifios, el 2.4% de la
poblacién estudiada, seria celiaca. Esto significa una prevalencia alta con
respecto al 1-2% de cualquier poblacion (Fasano et al., 2003; West et al., 2003).
Sin embargo, es importante considerar que la poblacion de estudio no es una
poblacién general, sino una poblacion intrahospitalaria y que esta bajo
sospecha de alguna patologia. Asi, el 2.4% puede ser un dato claro de lo que
pasa en esta poblacion de estudio.

Cada dia va en aumento el nimero de diagnosticados con EC, mientras
que hasta hace poco afnos, se consideraba una enfermedad poco comun. Lo
mas importante dentro de todo, es un diagnéstico temprano, que permita aplicar
un tratamiento que brinde a los nifios la posibilidad de crecer y desarrollarse en
forma adecuada. En muchos casos, quiza la mayoria, el diagnostico de EC no
se da por desconocimiento (Fowell et al., 2006).

En México, el conocimiento sobre la EC es limitado, existen dps estudios
que evallian la prevalencia de la enfermedad, con datos en poblacion mestiza-
mexicana que sugieren a la EC como una patologia comun (Remes-Troche et
al., 2006; Remes-Troche et al., 2008). Los datos de esta tesis, de 3 (2.4%)
sujetos, fueron obtenidos a partir del andlisis de mas y mejores indicadores
relacionados al desencadenamiento de la EC. Los portadores de los haplotipos
HLA-DQ2 y/o DQ8 conllevan un riesgo genético muy fuerte para el desarrollo de
EC; si ademas presentan titulos positivos para los anticuerpos IgA anti-Gd, IgA-
TG e IlgG-Gd, asi como la sintomatologia tipica, se podrian considerar celiacos.
Con la publicacién reciente del mapa de haplotipos de la poblacion mestiza
mexicana reflejo de la genética de la poblacién de estudio, se pueden inferir los
beneficios en la identificacion de los genes relacionados con la EC, de acuerdo

a su ascendencia (Silva-Zolezzi et al., 2009).
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CONCLUSION

Los haplotipos predominantes en la poblacién de nifios sonorenses que
acuden al HIES fueron los HLA-DQ2 con 44.8%, seguidos de la combinacion
DQ2/DAQ8 con 31.7% y 23.5% con DQ8, con una mayor frecuencia del alelo
DQA1*0501 (38.2%). Lo anterior revela las caracteristicas genotipicas de la
poblacién de estudio, con predominancia de rasgos europeos sobre los
amerindios. En conjunto con los marcadores serologicos IgA anti-TG, IgA anti-
Gd e 1gG anti-Gd y los sintomas clinicos, los haplotipos tipificados fueron utiles
para tipificar la EC en 2.4% de 124 nifos, con una certeza muy proxima al
diagnéstico. Los resultados, permiten dimensionar la importancia de la
tipificacion de HLA-DQ2 y DQ8 y los marcadores serologicos, en la deteccion

de individuos con o en riesgo de desarrollar EC.
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