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Sintesis

SINTESIS
En el presente trabajo se muestran los resultados del desarrollo y la evaluacion de un sistema
inmunocromatografico rapido y sencillo para la deteccion de anticuerpos antitransglutaminasa, que
es un importante marcador seroldgico en el diagnéstico de la enfermedad celiaca (EC). Con este
sistema se pueden detectar en una misma prueba tanto anticuerpos de tipo IgA como IgG. Se
obtuvieron niveles de sensibilidad, especificidad y concordancia elevados cuando se compararon
con la biopsia de yeyuno que es el estdndar de oro para la EC. Ademas, se comprobd la superioridad
del sistema desarrollado respecto a otros sistemas comerciales disponibles en el mercado
internacional. El ensayo inmunocromatografico constituye una herramienta Util para el estudio de la
prevalencia de la enfermedad celiaca en grupos de riesgo para esta dolencia (pacientes con sintomas
clinicos sugestivos de EC, Diabetes mellitus tipo 1, sindrome de Down Yy tiroiditis autoinmune), asi
como en poblacion sana adulta e infantil; demostrandose que esta técnica resulta de gran utilidad,
principalmente en los estudios de pesquisa masivos de la enfermedad en los grupos antes
mencionados. En el presente trabajo también se muestra el primer estudio de los genes HLA clase |1
asociados a la EC realizado en la poblacion cubana. En el pais se desconoce hasta la fecha la
prevalencia de la EC, entre otras razones por no poder contar con los recursos materiales necesarios
para la compra de los sistemas diagndsticos seroldgicos que tienen un elevado precio en el mercado
internacional. Los resultados alcanzados permitieron desarrollar el sistema HebertFast Line® anti-
transglutaminasa que es el nombre comercial con el que se denomina este sistema
inmunocromatografico producido por el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia. Estos
resultados refuerzan la necesidad y la utilidad de la introduccion en nuestro pais de este sistema

diagnostico como complemento para el diagnostico de la EC.
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Glosario

GLOSARIO

AAE: Anticuerpos antiendomisio

AAG: Anticuerpos antigliadina

AAR: Anticuerpos antireticulina

AATGt: Anticuerpos antitransglutaminasa

ACC: Academia de Ciencias de Cuba

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

CD1: Test inmunocromatografico en un solo paso para la deteccién de anticuerpos anti-
transglutaminasa tisular humana en suero (OPERON S.A. Espaiia).

CD1+2: Test inmunocromatografico en un solo paso para la deteccion de anticuerpos de tipo IgA
antigliadina y antitransglutaminasa tisular humana en suero (OPERON S.A. Espafia).
CECMED: Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos
CIGB: Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia

CIGBSS: Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia de Sancti Spiritus

CN: Control negativo

CPD: Control positivo débil

CPF: Control positivo fuerte

CPM: Control positivo medio.

CTL: Linfocitos T citotoxicos.

DLG: Dieta libre de gluten.

DMT1: Diabetes mellitus tipo 1 (Diabetes mellitus dependiente de insulina).

DQA1*03 y DQB1*0302: Alelos del HLA-DQS8.

DQA1*0501 y DQB1*02: Alelos del HLA-DQ2.
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Glosario

EC: Enfermedad celiaca.

ELISA: Ensayo inmunoenzimatico, (siglas del inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay).
ESPGAN: Sociedad Europea de Gastroenterologia y Nutricion Pediatrica (siglas del inglés
European Society for Pediatric Gastroenterology and Nutrition).

HLA: Antigenos leucocitarios de humanos, (siglas del inglés Human Leucocyte Antigen).
HLA-DQ2, HLA-DQ8: Antigenos leucocitarios de humanos asociados a la enfermedad celiaca.
IC: Intervalo de confianza.

IFN: Interferon

IgA: Inmunoglobulina A.

IgG: Inmunoglobulina G.

IL: Interleucina

LIEs: Linfocitos intraepiteliales

MINSAP: Ministerio de Salud Pablica.

MMP: Metaloproteinasas

NC: Nitrocelulosa.

pb: Pares de base.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, (siglas del inglés Polymerase Chain Reaction)
PEP: Prolil-endopeptidasa.

RP: Razon de probabilidad

TGFp: Factor de crecimiento transformante beta (siglas del inglés Transforming growth)
TGt: Transglutaminasa tisular

Th: Células T cooperadoras, (siglas del ingles T helper).

TNF: Factor de necrosis tumoral (siglas del inglés Tumor necrosis factor).
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Glosario

VPN: Valor predictivo negativo

VPP: Valor predictivo positivo

Galvan JA, 2011



Introduccion

CAPITULO 1. INTRODUCCION.

1.1 Antecedentes

La enfermedad celiaca (EC), es una intolerancia permanente al gluten, principal proteina de reserva
presente en el trigo, la cebada y el centeno. En individuos genéticamente predispuestos ocasiona una
lesion inflamatoria del intestino delgado con la consiguiente mala absorcion de los macro y micro
nutrientes (Sollid, 2002). Es la Unica enfermedad autoinmune de la que se conoce el agente externo
que la desencadena (la gliadina), el autoantigeno (la transglutaminasa tisular), el cual modifica y
potencia la accién del agente externo (Dieterich y otros, 1997) y para la que se ha descrito una
predisposicion genética importante asociada a los antigenos de leucocitos humanos HLA-DQ2 o
HLA-DQ8. Aproximadamente el 90% de los pacientes celiacos son portadores del HLA-DQ?2, y la
mayoria de los restantes llevan el heterodimero HLA-DQ8 (Karell y otros, 2003; Kaukinen y otros,
2002).

Hasta el inicio de este siglo la prevalencia descrita de la EC no era muy elevada debido a que el
diagndstico se basaba en la sintomatologia tipica asociada. Sin embargo, tras la introduccion del
pesquisaje seroldgico, esta enfermedad ha pasado a ser comun en la poblacién llegando a alcanzar
una prevalencia estimada de uno por 100 individuos (Hill y otros, 2005). A pesar de ello, la EC
sigue estando infradiagnosticada, y por ello se habla del “iceberg” celiaco, en el que los enfermos no
detectados son considerados la porcion sumergida del iceberg (Catassi y otros, 1994).

La EC es clinicamente muy heterogénea, comprende tanto pacientes asintomaticos como enfermos
con una sintomatologia muy severa (Green, 2005). Ademas, pueden aparecer sintomas intestinales o
extraintestinales. Una minoria de los enfermos, principalmente nifios, debuta con una clinica tipica
intestinal, que consiste en malabsorcion, diarrea cronica y distension abdominal (Bottaro y otros,

1999; Catassi y otros, 1994). Sin embargo, de forma mas frecuente aparecen signos inespecificos
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Introduccion

como anemia, retraso pondero-estatural, pérdida de peso, osteoporosis o0 sintomas neuroldgicos
(Bottaro y otros, 1999).

Aunque las formas silentes y latentes son las que debutan sin sintomatologia aparente, pueden llegar
a ser las formas mas graves, puesto que pueden desarrollarse complicaciones severas que se podrian
solucionar con una dieta libre de gluten (Schuppan y otros, 2009; Case, 2005). A su vez pueden
desarrollarse linfomas intestinales u otros canceres, como el linfoma de células T no-Hodgkin, muy
asociado a la EC (Catassi y otros, 2005a). EI cumplimiento de esta dieta reduce el costo de atencién
de salud y mejora la calidad de vida de los pacientes con EC (Bongiovanni y otros, 2010) y ademas,
disminuye el riesgo de complicaciones asociadas (Catassi y otros, 2005a).

Existen individuos con determinadas patologias que tienen una mayor probabilidad de padecer EC,
considerados por tanto grupos de riesgo, como individuos con deficiencia selectiva de IgA, Diabetes
mellitus tipo I, sindrome de Down, dermatitis herpetiforme vy tiroiditis autoinmunes, entre otras
(Dubé y otros, 2005)

El diagnéstico confirmatorio de la EC se realiza mediante biopsia intestinal (Walker-Smith y otros,
1990). En el informe de la Sociedad Europea de Gastroenterologia Pediatrica y Nutricion
(ESPGAN) de 1990 relativo al diagnostico de la EC, se concedié gran valor a los resultados
obtenidos con los marcadores seroldgicos (Walker-Smith y otros, 1990). Esta bien documentado el
valor de estos marcadores como apoyo del diagndstico de la EC (Fasano y otros, 2008). Su empleo
permitié la realizacion del diagndstico sobre la base de una Unica biopsia intestinal, aunque no se
aconseja que se usen de forma exclusiva (Rostom y otros, 2005). Por ello a los pacientes con
sintomatologia tipica o a aquellos pertenecientes a grupos de riesgo, se les realizan test de deteccion

de marcadores serologicos como paso previo para la realizacion de la biopsia.
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Si bien las pruebas basadas en la medida de anticuerpos antigliadina (AAG) han sido durante mucho
tiempo los ensayos més utilizados en la pesquisa de EC (Troncone y otros, 1991), tienen el
inconveniente que este marcador también aparece en individuos sanos y en una variedad de
desordenes como esofagitis, gastritis, gastroenteritis, enfermedad inflamatoria del intestino,
intolerancia a la lactosa (Uibo y otros, 1993) y giardiasis (Rastogi y otros, 1999). Lo maés
recomendado es la valoracién mediante ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) de los niveles
de IgA antitransglutaminasa y por inmuno fluorescencia indirecta confirmar la positividad con la
deteccion de anticuerpos IgA antiendomisio (AAE-IgA) (Rostom y otros, 2005; Lagerqvist y otros,
2001; Sardy y otros, 1999; Dieterich y otros, 1998). También se cuantifican los niveles de IgA sérica
total para descartar falsos negativos en pacientes deficientes en esta inmunoglobulina, en cuyo caso
se les miden los niveles de AATGt-1gG y AAE-IgG. Aunque estos sistemas han demostrado una
adecuada sensibilidad y especificidad, requieren de sofisticados equipos de laboratorio no siempre
disponibles, de un personal altamente calificado para su realizacion, consumen tiempo y por lo
general tienen un alto costo en el mercado internacional (Catassi y otros, 2005; Rostom y otros,
2005).

A finales de la década del 80 del siglo pasado, comenzd el uso a escala comercial de las membranas
de nitrato de celulosa en pruebas inmunocromatograficas de flujo lateral y flujo continuo,
comunmente llamadas pruebas rapidas. En un inicio estuvieron basadas en la inmovilizacion de
anticuerpos (Rosenstein y otros, 1989; Campbel y otros, 1987) pero actualmente también se
inmovilizan antigenos. Esta metodologia para inmunodiagnostico tiene como ventajas la sencillez y
rapidez del sistema, no requiere de equipamiento ni de personal especializado y se puede

implementar a cualquier nivel de la atencion médica.
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En Cuba a partir la década de los 80 la EC se diagnosticaba mediante sospecha clinica y biopsia
intestinal. Estos estudios incluyeron varias decenas de pacientes, fundamentalmente nifios y
familiares de primer grado de pacientes con EC (Rabasa y otros, 1981; Sagaro y otros, 1981; Rabasa
y otros, 1980). Es de destacar que en Cuba no existen estudios de la prevalencia de la EC ni en
grupos de riesgo y ni en la poblacion sana. Actualmente, el diagndstico se realiza por los sintomas
clinicos y la determinacion de anticuerpos antigliadina y cuando estos resultan positivos, se
confirman con la biopsia.

Como hemos mencionado, dada la baja especificidad de los AAG (Hill, 2005; Rostom y otros 2005;
Uibo y otros, 1993) se les realiza innecesariamente la biopsia intestinal a un nimero elevado de
pacientes. Debido a esto se hacen impracticables los estudios poblacionales, por lo que se desconoce
hasta el momento la prevalencia de la EC en nuestro pais. A lo que se adiciona el alto precio que
tienen en el mercado internacional los ensayos basados en la determinacion de anticuerpos
antitransglutaminasa, que si bien son muy especificos e ideales para este tipo de estudio, resultan
muy caros.

Con todos estos antecedentes y aprovechando la experiencia acumulada por nuestro grupo en el
desarrollo de sistemas de flujo lateral tales como el inmunoanélisis para la deteccion de Troponina |
cardiaca (Mainet y otros, 2004) y los sistemas Heberfast Line® Embarazo (Torres y otros, 1998),
Heberfast Line® Rotavirus, Heberfast Line® Gavac, nos propusimos desarrollar un sistema
inmunocromatografico en un solo paso para la deteccion de anticuerpos antitransglutaminasa en
sangre, suero y plasma, cuya prueba de concepto habia sido probada previamente solo en suero y

plasma (Sorell y otros, 2002).
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1.2 Hipotesis de trabajo

Sobre la base de los elementos anteriormente expuestos, se definio la siguiente hipotesis de este

trabajo: “Es posible desarrollar la determinacion de anticuerpos antitransglutaminasa en sangre,
suero y plasma mediante un ensayo inmunocromatografico en un solo paso; lo que permitird mejorar
el diagnostico y la investigacion de la enfermedad celiaca en nuestro pais”.

1.3 Objetivos

General

Contribuir al diagnéstico y la investigacion de la enfermedad celiaca en Cuba mediante la
introduccién de un sistema de produccion nacional de tipo inmunocromatografico para la
determinacion de anticuerpos antitransglutaminasa.

Especificos

1. Desarrollar un sistema inmunocromatografico en un solo paso para la deteccion de
anticuerpos antitransglutaminasa en sangre, suero o plasma humano.

2. Determinar la utilidad del sistema inmunocromatogréfico en la pesquisa de la enfermedad
celiaca en grupos de riesgo tales como: pacientes que acuden a consulta de gastroenterologia,
Diabetes mellitus tipo 1, sindrome de Down y tiroiditis autoinmune.

3. Determinar la utilidad del sistema inmunocromatografico en la pesquisa de la enfermedad
celiaca en poblacion adulta e infantil aparentemente sana.

4. Evaluar la utilidad del genotipaje HLA como parte del proceso de diagnostico de la
enfermedad celiaca mediante el analisis de la presencia de los marcadores HLA-DQ2 y
HLA-DQ8 en pacientes diagnosticados con esta enfermedad y sus familiares de primer

grado.
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1.4 Novedad cientifica

En este trabajo se desarrollé y se puso a punto el sistema inmunocromatografico HeberFast Line®
anti-transglutaminasa que permite la deteccion de anticuerpos anti-transglutaminasa IgA e IgG en
suero, plasma y sangre, que resulta muy util para el diagnostico y seguimiento de la enfermedad
celiaca (EC). También se muestran estudios realizados por primera vez en Cuba que aportan nuevos
conocimientos y evidencias del comportamiento de la enfermedad celiaca en cuanto a prevalencia y
a susceptibilidad genética en la poblacion cubana.

El sistema estd protegido por patente en Cuba (Sorell y otros, 2004), la Comunidad Econdmica
Europea (Sorell y otros, 2006), E.U.A (Sorell y otros, 2005), México, Canada, Rusia y Argentina, y
tiene Registro Sanitario en Cuba aprobado por el Centro para el Control Estatal de Medicamentos,
Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED) en el afio 2007.

1.5 Valor tedrico y practico

El sistema inmunocromatogréafico HeberFast Line® anti-transglutaminasa resulta novedoso con
relacion a los que existen actualmente en el mercado internacional para estos fines, que por lo
general son de tipo ELISA que consumen mucho mas tiempo y requieren de dos ensayos
independientes para la deteccion de anticuerpos de clase IgA e IgG. Mientras que el sistema
HeberFast Line® anti-transglutaminasa es facil de realizar, no requiere de equipamiento de
laboratorio para la interpretacion de los resultados, ni de personal especializado para su realizacion.
Debido a estas caracteristicas este sistema puede ser utilizado en laboratorios con recursos minimos
e incluso en areas de atencion primaria de salud, lo que lo hace muy util para estudios poblacionales
y de grupos de riesgo de la enfermedad. Desde el punto de vista de su impacto social, el hecho de
poder contar con esta metodologia significa una ayuda inestimable para el médico que atiende a

estos pacientes pues le permite, no sélo contar con un método util para el diagnéstico de la EC, sino
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también disponer de un continuo monitoreo de los mismos y asi tomar oportunas medidas
correctoras sin tener que acudir a la biopsia intestinal, prueba cruenta y no exenta de
complicaciones.

No menos importante resulta el hecho de que la biopsia intestinal se ha visto limitada en nuestro
pais en los ultimos afios por no disponerse de la cantidad suficiente de cdpsulas que se requieren
para ello, ya que tienen un elevado precio en el mercado internacional (aproximadamente 500 USD
por unidad), lo que implica demoras en la realizacion de la prueba y la necesidad de tener que
mantener ingresado al paciente dias antes y después de realizado el procedimiento.

Con el sistema HeberFast Line® anti-transglutaminasa se pueden reducir en mas de un 30% los
estudios por biopsia de yeyuno que se realizan en los Servicios de Gastroenterologia de nuestro pais,
con el significativo ahorro econdmico por concepto de recursos y el costo de ingreso del paciente.
Con ello se evita la ejecucion de la biopsia en aquellos que en la practica pueden resultar dudosos.
Por la alta especificidad del estudio serologico de anticuerpos anti-transglutaminasa (AATGt) en
caso de un resultado positivo se puede proceder con la confirmacion por biopsia, con una baja
probabilidad de equivocacion. En estos momentos ya se encuentra introducido este diagnosticador
en todos los Servicios Provinciales de Gastroenterologia Pediatrica del pais.

Esta tesis consta de once partes: titulo; sintesis; sumario; los capitulos de Introduccion, Revision
Bibliografica, Materiales y Métodos, Resultados, Discusion; Conclusiones, Recomendaciones, las
Referencias Bibliograficas y los Anexos.

Los resultados que en ella se exponen se han presentado en 17 eventos cientificos y nueve
publicaciones; han sido premiados como Mencidon Provincial XIlI Expo Forjadores del Futuro
(2006), Distincién Especial XVI Forum Municipal y Provincial de Ciencia y Técnica 2007, Mencion

Provincial Premio Anual de la Salud 2007 en la categoria Mejor Tesis de Terminacion de
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Especialidad, Premio Anual de la Salud 2007 en la categoria Innovacion Tecnoldgica, Premio de la

ACC en el afio 2007 y forman parte de cinco Logros Institucionales del CIGB.
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CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ¢ Qué es la Enfermedad Celiaca?

2.1.1 Definicién

La Enfermedad Celiaca (EC) es una enteropatia que se caracteriza por alteraciones en la mucosa
intestinal asociadas a una intolerancia permanente al gluten, especificamente a su fraccién proteica,
la gliadina en el trigo y a sus proteinas homdlogas en otros cereales como la hordeina (cebada), la
secalina (centeno) y la avenina (avena). Aunque fue descrita por primera vez en 1888 por Samuel
Gee, no fue hasta 1950 que se identifico el trigo y los productos derivados de este como
responsables del dafio en los pacientes celiacos (Dicke y otros, 1950). Investigaciones posteriores
permitieron concluir que lo que resulta perjudicial para dichos pacientes es el gluten y no el almidén
o las albuminas (Ciclitira y Ellis, 1998).

2.1.2 Formas de presentacion de la EC

Existe gran heterogeneidad en la forma de presentacion de la EC (tabla 1) desde la forma clasica a
un amplio espectro que incluye la forma silente, latente y potencial de la enfermedad (Bottaro y

otros ,1999; Catassi y otros, 1994).

Tabla 1. Formas clinicas de la Enfermedad Celiaca

Sintomatica | Clésica: | Esteatorrea y sindrome de mala absorcion.

Atipica: | Oligo y monosintomaticas con sintomas digestivos inespecificos
y/o extraintestinales.

Silente Definida por la ausencia de manifestaciones clinicas a pesar de la existencia
de una lesion vellositaria caracteristica de EC. El motivo que ha indicado la
biopsia intestinal es generalmente la presencia de uno o varios marcadores
inmunes de EC detectados en un despistaje familiar o poblacional, o por
padecer una enfermedad de reconocida asociacion con la enfermedad
celiaca.

Latente Personas con biopsia intestinal normal en estudios previos y que tienen la
presencia de uno o varios marcadores inmunes de EC detectados en un
despistaje familiar o poblacional, que desarrollaran la EC con posterioridad.
Potencial Familiares de primer grado con linfocitosis intraepitelial intestinal que
desaparecen al suprimir el gluten de la dieta.
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2.1.3 Sintomatologia

La sintomatologia clinica clasica (tabla 2), se produce fundamentalmente en nifios menores de
3 afios que presentan un aspecto poco saludable, nduseas, vomitos, diarreas, distension abdominal,
pérdida de masa muscular y peso, fallo del crecimiento, laxitud e irritabilidad. Después de los tres
afios son frecuentes las deposiciones blandas, talla baja, anemias ferropénicas resistentes a
tratamiento y alteraciones del caracter (Fasano, 2005).

En los adolescentes, en cambio, suele ser asintomatico y en adultos de la 3™ y 4™ décadas, donde los
sintomas mas frecuentes son: fatiga, dolores abdominales, meteorismo, anemias ferropénicas,
estrefiimiento y frecuentemente son diagnosticados de sindrome de intestino irritable. La
osteomalacia, osteopenia y osteoporosis son habituales, incluso en ausencia de mal absorcién, con
el consiguiente incremento del riesgo de fracturas (Green, 2005).

La EC puede aparecer con otras sintomatologias (EC atipica) en las que predominan los sintomas no
digestivos, que podrian presentarse a cualquier edad, y en dependencia de esta puede incluir retraso
del crecimiento, retraso del desarrollo y la pubertad (que en la edad adulta, especialmente en la
mujer, tendrian su equivalente en infertilidad, o abortos de repeticion, alteraciones del metabolismo
calcio/ fésforo con osteopenia y osteoporosis y manifestaciones articulares), anemia por falta de
hierro que no responde al tratamiento, lesiones en la boca (hipoplasia y aftas de repeticion),
alteraciones neuroldgicas (epilepsias y ataxias) y siquiatricas (alteraciones de conductas y
depresién), entre otras (Bushara, 2005). En algunos paises estas formas atipicas superan en
frecuencia a la forma clésica (Green, 2005; Fasano y otros, 2003).

La EC puede presentarse muchas veces de manera asintomatica o latente (Bottaro y otros ,1999;
Catassi y otros, 1994). En la actualidad se piensa que estas formas sin sintomas pueden ser muy

frecuentes e incluso superar a las formas sintomaticas (Green, 2005).
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Tabla 2. Manifestaciones clinicas segun la edad de presentacion

Nifios \ Adolescentes \ Adultos
Sintomas
Deposiciones blandas Frecuentemente Dispepsia
Anorexia asintomaticos Deposiciones blandas cronicas
VVomitos Dolor abdominal Dolor abdominal
Dolores abdominales Cefaleas Sindrome intestino irritable
Irritabilidad Artralgias Dolores 6seos
Apatia Retraso menstrual Infertilidad, abortos recurrentes
Introversion Irregularidades menstruales | Parestesias, tetania
Tristeza Estrefiimiento Ansiedad, depresion, epilepsia,
Deposiciones blandas ataxia
Signos
Distension abdominal Aftas orales Malnutricién con o sin pérdida
Malnutricion Hipoplasia del esmalte de peso
Hipotrofia muscular Distension abdominal Edemas periféricos
Retraso pondo-estatural Debilidad muscular Baja talla
Dislexia, autismo, Baja talla Neuropatia periférica
hiperactividad Artritis, osteopenia Miopatia proximal
Raquitismo Queratosis folicular Anemia ferropénica
Hematomas Anemia por déficit de hierro | Hipertransaminemia
Anemias mixtas Hipoesplenismo

2.2 Asociacion de la EC con otras enfermedades

La EC se presenta con mayor frecuencia asociada a otras enfermedades donde pueden manifestarse
simultaneamente e incluso después de ella (tabla 3). Los pacientes que las padecen son considerados
grupos de riesgo; ya que su asociacion se produce con una frecuencia superior a la esperada; tales
como:

v' Diabetes mellitus dependiente de insulina (DMT1): Entre el 1,8% vy el 16,4% de estos
pacientes son enfermos celiacos (Schober y otros, 2002). Esto se ha tratado de explicar por el
hecho de que ambas entidades comparten genes de susceptibilidad como son los alelos HLA
B8, DR3 y DQ B1*02 (Arranz y otros, 1997; Sollid y otros, 1989). Por lo general cuando
ambas enfermedades coexisten, la EC cursa de forma silente y usualmente se diagnostica
primero la diabetes. Ademas la EC puede acelerar el empeoramiento de la diabetes

produciéndose un mal control glucémico. Cuando estos pacientes son tratados con una dieta
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libre de gluten (DLG) mejora el control de la diabetes y disminuyen los requerimientos
insulinicos (Rakesh y otros, 2002; Cronin y Shanahan, 1997).

v Sindrome de Down: La prevalencia de la enfermedad celiaca en pacientes con sindrome de
Down oscila entre el 3% al 12%, con una estimacion un 8% de presuncién de la EC mediante
andlisis seroldgicos y una estimacion del 5,5% confirmada por biopsia (Rumbo y otros, 2002;
Bonamico y otros, 2001).

v Dermatitis herpetiforme: Algunos especialistas la consideran como una variante de la EC,
en lugar de una enfermedad asociada a esta, debido a que alrededor del 75% de los pacientes
con esta patologia tienen una biopsia intestinal alterada, indistinguible de la EC y en el resto se
observan también cambios de la mucosa (Dahlbom vy otros, 2010). Esta enfermedad se trata
con dieta libre de gluten (DLG) y con medicamentos como el Dapsone para controlar el rash
(Herrero-Gonzélez, 2010).

v' Déficit selectivo de IgA: Del 2,6 al 10% de los enfermos celiacos tienen una deficiencia de
IgA, dato relevante desde el punto de vista analitico ya que la coexistencia con este déficit
determinaré la presencia de falsos negativos serol6gicos por la mayoria de los sistemas de
diagndstico que existen actualmente en el mercado (Cataldo y otros, 2000).

v Enfermedades hepaticas: Un 40% de los pacientes diagnosticados de EC, no tratados, tienen
elevadas las transaminasas. La hipertransaminasemia es un hallazgo frecuente en los pacientes
celiacos pediatricos y en muchos de ellos puede ser la Gnica manifestacion de la EC. Por eso
en los primeros pasos del diagnostico de enfermedades hepéticas en pacientes pediatricos
deben estar los marcadores serologicos de EC (Rubio-Tapia y Murray, 2007).

v’ Otras enfermedades autoinmunes; que por lo general se diagnostican primero que la EC y

esta cursa de forma silente.
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e Tiroiditis: Es la enfermedad autoinmune organo especifica mas comun, usualmente es el
resultado de una disfuncion (hiperfuncion o hipofuncién o ambas) de la glandula tiroidea
(Stagi y otros, 2005). La EC se produce en el 1,5-6,7% de estos pacientes, con una estimacion
combinada con la biopsia del 3,0% (95% CI; 2,3-3,8) (Ch’ng y otros, 2005; Stagi y otros,
2005; Mainardi y otros, 2002).

o Enfermedad de Addison: Es la causa mas comun de insuficiencia adrenocortical primaria y
comparte mucha de su sintomatologia clinica con la EC por lo que puede enmascararla, por
eso la EC debe buscarse activamente en estos pacientes. Hay estudios que informan una
prevalencia de alrededor de un 5,4% de EC en este grupo de riesgo (Biagi y otros, 2006).

e Cardiomiopatia: Esta enfermedad asociada a la EC, es una condicion seria y potencialmente
letal. La cardiomiopatia en pacientes con EC puede ser completamente reversible si se hace
un diagnoéstico temprano y se establece precozmente tratamiento con una DLG (Lodha y
otros, 2009).

v' Complicaciones neurosiquiatricas:

e Epilepsia, atrofia cerebral, calcificaciones cerebrales (Lionetti y otros, 2010). Existen
informes de un efecto beneficioso con una DLG en el control de los ataques y en la
disminucion de la medicamentacion anti-epiléptica pero no en la resolucién de los ataques
(Cernibori y otros, 1995).

e Esquizofrenia: Afecta aproximadamente al 1% de la poblacion mundial y es considerada
entre las 10 causas de incapacidad a ese nivel. Dado el alto costo social de esta enfermedad
es imperativo tener opciones de tratamiento. Segun estudios muy recientes, una DLG puede
reducir los sintomas de esta enfermedad en un determinado nimero de pacientes (Kalaydjian

y otros, 2006; Wei y otros, 2005).
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e Autismo: Es un desorden del desarrollo mental en edades tempranas, con una incidencia en
la poblacion infantil de aproximadamente 1:1000 casos. Se caracteriza por problemas en la
interaccion y comunicacion social con una ausencia del habla en aproximadamente el 50%
de los casos (Gillberg y otros, 1999). Algunos estudios informan una mejoria en la conducta
de los nifios autistas cuando siguen una DLG (Knivsberg y otros, 2002; Knisvberg y otros,
2001).

e Giardiasis: esta no es una entidad asociada a la enfermedad, pero en paises tropicales donde
su incidencia es alta debe valorarse su coexistencia con la EC (Rastogi y otros, 1999).

2.3 Complicaciones de la EC

En 1967 se describio por primera vez que habia una asociacion entre la EC y una ulceracion del
intestino delgado (Bayless y otros, 1967). Posteriormente la EC ha sido asociada con una mayor
incidencia de linfoma intestinal cuando no es diagnosticada y tratada tempranamente (Di Sabatino y
otros, 2009; Green, 2009). Se conoce que alrededor del 8-13% de los pacientes con EC desarrollan
algln céancer (Garrido y otros, 2009; Corrao y otros, 2001). Son frecuentes los adenocarcinomas del
tracto gastrointestinal; el riesgo relativo de desarrollar un cancer de es6fago esta aumentado doce
veces con respecto a la poblacion normal y los tumores malignos de faringe y boca son diez veces
mas frecuentes (Corrao y otros, 2001). Sin embargo lo mas frecuente es el desarrollo de linfomas
intestinales de células T (linfoma No-Hodking) (Di Sabatino y otros, 2009). El riesgo de padecer
dichos linfomas en pacientes celiacos y pacientes con dermatitis herpetiforme que incumplen con la
DLG es 50 a 60 veces mayor que en la poblacion normal (Green, 2009; Askling y otros, 2002).
Existen numerosos trabajos que documentan que la DLG reduce la probabilidad de desarrollo de
tumoraciones malignas a cifras normales y por tanto es importante su cumplimento (Schuppan y

otros, 2009; Case, 2005).
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Una pérdida de masa Gsea que provoca problemas severos de osteoporosis ha sido descrita asociada
a la EC, aunque se ha demostrado que en pacientes que siguen una DLG desde nifio, no se observa
aumento del riesgo de osteoporosis sintomética (Scotta y otros, 1997). Asi mismo se han descrito
problemas de infertilidad (Ozgor y otros, 2009) y de otro tipo, derivados de carencias nutricionales,
especialmente en los depdsitos de hierro. Estos se deben a la mala absorcion causada por el dafio de
la mucosa intestinal y también mejoran al eliminar el gluten de la dieta.

2.4 Epidemiologia de la EC

La incidencia general de la EC se estima entre 1:100 y 1:300 individuos. La prevalencia estimada en
los europeos y sus descendientes es del 1% (Mearin y otros, 2005; Steens y otros, 2005; Maki y
otros, 2003), siendo dos veces mas frecuente en las mujeres (Megiorni y otros 2008).

En un estudio multicéntrico realizado por la Sociedad Europea de Gastroenterologia Pediatrica y
Nutricién (ESPGAN) se encontrd una prevalencia promedio de 1:100 nifios con unas cifras que
oscilan desde 1:285 a 1:33 en Suecia (Myléus y otros 2009; Carlsson y otros, 2001; Cavell y otros,
1992), entre 1:99 y 1:66 en Finlandia (Maki y otros, 2003). Los estudios mas extensos se han
realizado en lItalia con una prevalencia de 1: 210 (17,210 estudiantes) (Catassi y otros, 1996). En
Espafia probablemente se sitle alrededor de 1:300 (Fernandez y otros, 2010).

En la Comunidad Econémica Europea se ha llegado a sefialar que habria méas de un millén de
ciudadanos que sufririan de una intolerancia al gluten, sintomatica o silente (Mustalahti y otros,
2010).

En la actualidad, la posibilidad de utilizar sistemas de diagndstico sencillos en la pesquisa de la EC,
nos permite diagnosticar formas subclinicas y latentes de la enfermedad (Rostom y otros, 2005). Los
estimados basados en estudios seroepidemiologicos sugieren que por cada caso diagnosticado de EC

pueden existir entre 3-7 casos sin diagnosticar y que entre el 1-3% de la poblacion general de
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Europa y Estados Unidos estaran afectadas en algin momento de sus vidas (Collin, 2005). Este
incremento de la prevalencia puede deberse al aumento del indice de sospecha clinica y al uso de
sistemas seroldgicos de deteccidn cada vez mas sensibles y especificos (Rostom y otros, 2005).
Existen informes de la presencia de la EC en poblaciones de Africa del Norte (Catassi y otros,
1999), Iran (Bahari y otros, 2010) y de la India (Bharadia y Sharma, 2008) lo cual indica la amplia
diseminacion de la enfermedad y contradice la afirmacion de que solo la poblacion caucésica la
padece.

2.5 Patogénesis de la EC

2.5.1 Bases inmunoldgicas de la patologia

La EC es el resultado de la interaccion entre factores genéticos y ambientales, expresdndose en
individuos genéticamente susceptibles mediante una respuesta inmune inadecuada frente a péptidos
derivados de prolaminas de trigo, cebada, centeno y, probablemente, también de avena. Es conocido
que los linfocitos T CD4+ de lamina propia de la mucosa intestinal constituyen un elemento central
de la inmunopatogenia, ya que reconocen péptidos de gliadina modificados por la enzima
transglutaminasa tisular (TGt), en el contexto de moléculas de antigenos leucocitarios humanos
(HLA), especificamente las moléculas HLA-DQ2/DQ8, y liberan citocinas y otros mediadores de
inflamacién que, en conjunto, determinan los cambios histoldgicos caracteristicos (Schuppan y
otros, 2002; Sollid, 2002; Nilsen y otros, 1995; Lundin y otros, 1993). Tradicionalmente se ha
considerado la EC como el resultado de una respuesta inmune adaptativa alterada frente a péptidos
toxicos, como los de la region 56-88 de las a-gliadinas (Qiao y otros, 2004; Anderson y otros, 2000;
Arentz-Hansen y otros, 2000); sin embargo, la inmunidad innata parece jugar un rol critico en el

desencadenamiento de las sefiales inflamatorias iniciales (Hue y otros, 2004; Maiuri y otros, 2003).
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Por lo tanto, el gluten podria activar dos tipos de respuesta inmune que se desarrollarian de forma
consecutiva o en paralelo.

La EC tiene una base genética conocida y presenta una de las asociaciones mas fuertes con genes
situados en la region del HLA de clase Il, los que podrian contribuir al 40% de la predisposicidn
genética (Louka y otros, 2003). Més del 95% de los pacientes con EC presentan los alelos de riesgo
DQB1*02 y DQA1*0501 o DQB1*0302 y DQA1*03 (Karell y otros, 2003; Lundin y otros, 1993) y
los casos DQ2/DQ8 negativo, suelen tener al menos uno de los alelos de riesgo por separado
(DQA1*0501 o DQB1*02), siendo muy raros los casos en los que ambos estan ausentes (Polvi y
otros, 1998).

La concordancia de EC en gemelos monocigotos es del 75% y s6lo un 1-2% de los individuos
portadores de HLA-DQ2/DQ8 desarrollan la enfermedad, lo que sugiere que otros factores serian
responsables de la activacién (o cronificacién) de la respuesta inmune local frente a las prolaminas
toxicas en individuos genéticamente predispuestos (De la Concha, 2007). Se han descrito varias
zonas “calientes” en el genoma (Greco y otros, 1998) y algunos genes candidatos fuera del HLA,
pero sin llegar a ningun resultado concluyente. Se postula que diferentes combinaciones de las
variantes de genes implicadas en la respuesta inmune podrian determinar el curso y/o la expresion
de la EC en cada paciente (Louka y otros, 2003; Sollid, 2002).

En los Gltimos afios se han realizado ensayos ex vivo donde se cultivan piezas de biopsias con
diferentes fragmentos de prolaminas, si bien dificiles de realizar por cuestiones éticas y
experimentales, han aportado informacion sumamente valiosa (Lammers y otros, 2008; Gianfrani y
otros, 2006; Molberg y otros, 2003). En este sentido, la observacion de las alteraciones histolégicas,
asi como los marcadores de activacion de células T, en cortes de biopsias incubadas con diferentes

fracciones, ha permitido la identificacion de los fragmentos toxicos (por ejemplo péptidos derivados
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de la digestién de gliadinas por tripsina y pepsina) (Ellis y otros, 2003; Fraser y otros, 2003; Ciclitira
y otros, 1998).

Mediante ensayos in vitro empleando lineas de células T establecidas de la mucosa intestinal de
pacientes celiacos, se obtuvo un conocimiento méas preciso de las secuencias inductoras de
estimulacion T y potencialmente toxicas (Koning, 2003; Arentz-Hansen y otros, 2002; Shan y otros,
2002), siendo una de las mas estudiadas el péptido 33 mer, 56-88 a-gliadinas (Qiao y otros, 2004).
Aunque la mayoria de los estudios se basan en el analisis de fragmentos derivados de gliadina,
también se encuentran secuencias toxicas en gluteninas (Molberg y otros, 2005). Ademas, Vader y
colaboradores en el 2003 mostraron que se puede observar una reactividad similar al comparar los
indices de estimulacion de diferentes lineas T frente a péptidos de gliadina, hordeinas (cebada) y
sedalinas (centeno). El analisis de secuencia de los fragmentos empleados mostré que comparten
cierto grado de homologia. La observacion de que los péptidos de gliadina deamidados por la TGt
presentaban mayor capacidad de unién a HLA-DQ2 y mayor estimulacién de las lineas T, introdujo
un cambio sustancial en la interpretacion del rol de la TGt en la patologia (Molberg y otros, 1998;
van de Wal y otros, 1998).

La deamidacion de glutaminas por la TGt no es al azar, ya que estudiando substratos naturales o
péptidos de sintesis, se establecieron ciertos requisitos de secuencia para la deamidacion selectiva
(\Vader y otros, 2002). Por otro lado, los estudios de union de péptidos a la molécula HLA-DQ2
(Costantini y otros, 2005; Kim y otros, 2004) y a DQ8 (van de Wal y otros, 1998), permitieron
establecer las restricciones de anclaje y definir las secuencias de gliadina que tienen mayor afinidad
de unidn. Considerando en conjunto las restricciones de secuencia para la deamidacion selectiva y
las restricciones de anclaje de las moléculas HLA-DQ2/DQ8, fue posible proponer algoritmos que

predicen, en forma teorica, las secuencias potencialmente toxicas (Vader y otros, 2002).
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La estimulacion in vitro de biopsias de intestino delgado de pacientes celiacos con fragmentos de
gliadina obtenidos por digestion enzimatica o con péptidos sintéticos, induce una respuesta de tipo
Thl, en la que predomina el IFNy, cuyos niveles se normalizan en la fase de remision (Forsberg y
otros, 2002; Nilsen y otros, 1998; Troncone y otros, 1998; Nilsen y otros, 1995).

Dado que el IFNy se produce en ausencia de 1L-12, su sintesis dependeria de otros factores, como
IFNa (Monteleone y otros, 2001), y de otras citocinas de la familia del receptor IL-2R (clase 1)
(Trinchieri y otros, 2003), como IL-18, IL-7 e IL-15 (Salvati y otros, 2002; Maiuri y otros, 2000).

La IL-10 tiene un importante rol regulador de la respuesta en la mucosa y, en particular, se ha
sugerido que podria inhibir las respuestas Thl frente al gluten (Salvati y otros, 2005). La mucosa
intestinal produce IL-10, cuyo origen puede estar en los linfocitos T de la ldmina propia (Beckett y
otros, 1996) o en los linfocitos intraepiteliales (LIES) (Forsberg y otros, 2002), aunque hay estudios
en los que no se ha detectado expresion ARNm de IL-10 en el intestino de pacientes con EC (Nilsen
y otros, 1998).

Otro factor regulador de interés es el TGFp, cuya expresion estd disminuida en el intestino de
pacientes con EC, comparado con el intestino de individuos sanos (Lionetti y otros, 1999).Un rol
importante lo tendrian las células dendriticas de la lamina propia ya que participan en la modulacion
de la respuesta y en la diferenciacion de las células T reguladoras (Chirdo y otros, 2005).

En resumen, la activacion de linfocitos T reactivos al gluten, en el intestino delgado de pacientes
celiacos, pone en marcha una respuesta inflamatoria dominada por citocinas de patron Thl, en el
que predomina el IFNy, y otras citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-15 e IL-18), con un descenso
proporcional de la expresion de citocinas inmunoreguladoras (IL-10 y TGFp), (Leén y otros, 2005).
Este desequilibrio, ademas de incrementar el nimero de células del sistema inmune en la mucosa

intestinal y el grado de activacion, regula la actividad de los factores de crecimiento epitelial y de las
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metaloproteinasas. Estas Gltimas estan encargadas de mantener y renovar la estructura de la mucosa,
y en situaciones de inflamacion, provocan la lesién intestinal que conduce al sindrome de mal
absorcién (Ciccocioppo y otros, 2005; Daum y otros, 1999).
2.6 Diagndstico de la EC
2.6.1 Diagnostico mediante los criterios de la ESPGAN
Historicamente el diagnostico de la EC se ha basado en la evaluacion de las manifestaciones clinicas
y su respuesta a la eliminacion del gluten de la dieta (Fasano y otros, 2008; Walker-Smith y otros,
1990; Meeuwise y otros, 1970; Dicke, 1950). En 1970 la ESPGAN establecio criterios basados en la
histologia de la mucosa intestinal. Los mismos permitian el diagnostico diferencial de la EC entre
otras enteropatias gastrointestinales que cursan con sintomatologia similar (Meeuwise y otros,
1970). Asi se aceptaron universalmente tres criterios diagnosticos:

1- Mucosa intestinal anormal, generalmente plana, en una biopsia realizada mientras el paciente

sigue una dieta normal con gluten.
2- Respuesta clinica e histoldgica con normalizacion al retirar el gluten de la dieta.
3- Reaparicion de la lesién histoldgica al reintroducir el gluten en la dieta (prueba de
provocacion).

Sin embargo, en los Ultimos afios se han revisado estos criterios y la propia definicion de la
enfermedad, ya que cada vez son mas frecuentes las formas oligosintométicas y latentes de la
misma. Ademas los criterios establecidos en 1970, segln los cuales eran necesarias tres biopsias
intestinales, resultaron muy agresivos (Meeuwise y otros, 1970). Asi, numerosos miembros de la
ESPGAN demostraron que con la primera biopsia intestinal se diagnosticaba correctamente el 95%

de los pacientes (Walker-Smith y otros, 1990). Esto motivo que en 1990 se emitiera un nuevo
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informe por parte de esta asociacion con criterios diagnosticos menos rigidos (Walker-Smith y otros,
1990), que se mencionan a continuacion:

1- Atrofia de las vellosidades con hiperplasia de las criptas y una superficie epitelial anormal,
acompafado de un aumento del infiltrado linfocitario, mientras que el paciente sigue con una
dieta normal con gluten.

2- Remision clinica total al eliminar el gluten de la dieta.

El diagnostico de EC es mas certero si a los criterios antes mencionados se le adiciona: “La
aparicion en suero de niveles altos de anticuerpos antigliadina (AAG), antiendomisio (AAE) o
antireticulina (AAR) y de anticuerpos antitransglutaminasa (AATGt), coincidiendo con la toma de la
biopsia y estos disminuyen o desaparecen al seguir una DLG”. Solamente es necesario realizar una
segunda biopsia intestinal en aquellos pacientes en los que la respuesta clinica a la dieta es dudosa, o
en aquellos que debutan como asintomaéticos (Fasano y otros, 2008).
3- Someter al paciente a una prueba de provocacion con gluten solo en ocasiones especiales:
a) Cuando existen dudas de como se hizo el diagndstico.
b) Cuando hay sospechas de que otras patologias infantiles pueden enmascarar el
diagnadstico.
c) Si la primera biopsia se realiz6 antes de los dos afios de edad. Se conoce que el 5-
18% de los nifios clasificados como positivos a esta edad no son realmente enfermos
celiacos (Burgin-Wolff y otros, 1991).
d) En adolescentes que abandonan la dieta sin gluten.
En cualquier caso es siempre el especialista quien debe decidir si conviene iniciar un periodo de
provocacion. En caso afirmativo debe realizarse bajo supervision médica (nunca antes de los 6

afios), suministrando una dosis minima de 10 gramos de gluten al dia y sin alterar los habitos
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alimentarios normales. La biopsia debe realizarse después de tres o seis meses, aunque los
marcadores seroldgicos ayudan a decidir el momento adecuado. Si la tercera biopsia no resulta
alterada debe hacerse un seguimiento del paciente en los dos afios siguientes.

En cualquier caso es conveniente un seguimiento de por vida, especialmente si hay recurrencias de
sintomas o si algunos de los marcadores seroldgicos estan elevados (Troncone y otros, 1996).

2.6.2 Marcadores serolégicos

Se ha descrito que en el suero de pacientes celiacos se incrementan los niveles de anticuerpos frente
a proteinas presentes en los cereales, cominmente denominados anticuerpos antigliadina (AAG), asi
como frente a proteinas de tejido conectivo nombrados anticuerpos antireticulina (AAR) vy
anticuerpos antiendomisio (AAE). Este hecho hace posible que dichos anticuerpos puedan ser
utilizados como marcadores seroldgicos de la enfermedad (Unsworth y otros, 1983).

En el informe de la ESPGAN de 1990, relativo al diagnéstico de la EC, se concedid gran valor a los
resultados obtenidos con los marcadores serolégicos (Walker-Smith y otros, 1990). Estos
marcadores han mostrado ser sensibles y especificos y esta bien documentado su valor como apoyo
del diagndstico de la EC. Su empleo ha permitido la realizacion del diagnéstico sobre la base de una
Unica biopsia intestinal, aunque no se aconseja que se usen de forma exclusiva (Rostom y otros,
2005).

Los marcadores serologicos también son muy Utiles para el pesquisaje de la EC en grupos de riesgo,
tales como los familiares de primer grado, pacientes con Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), Sindrome
de Down y otras patologias asociadas previamente descritas (Fasano y otros, 2008; Rostom y otros,
2005).

En la préactica clinica se observan falsos negativos en pacientes con déficit de IgA (Cataldo y otros,

1998) y falsos positivos en pacientes con enfermedades gastrointestinales distintas de la EC, tales
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como sindromes post-gastroenteritis, infeccion por Giardia lamblia, enfermedad inflamatoria de
Crohn e intolerancia a las proteinas alimentarias (Suomalainem y otros, 1992). Ademas son
frecuentes los falsos positivos entre pacientes con otras patologias autoinmunes asociadas a la EC
probablemente debido a sus peculiares caracteristicas inmunoldgicas (McCormi y otros, 1998; Maki
y otros, 1984).

Los AAG y los AAE son los marcadores serolgicos méas empleados, ambos desaparecen con una
DLG, aunque siguen cinéticas diferentes. Los AAG de clase IgA desaparecen muy rapido, entre dos
y seis meses después de suprimir el gluten de la dieta, por lo que son marcadores mas Utiles en el
control de la misma. Por el contrario los AAG de clase IgG necesitan periodos muy superiores para
su aclaramiento, entre 6 y 24 meses, aunque a veces no llegan a hacerlo completamente (Savilahti y
otros, 1983). Los AAE persisten méas tiempo que los AAG clase IgA pero no tanto como los AAG
clase 1gG; su velocidad de desaparicion es variable y no depende del nivel de respuesta inicial ni de
la edad del paciente (Kapuscinska y otros, 1987).

2.6.2.1 Anticuerpos antigliadina (AAG)

La formacion de pequefas cantidades de anticuerpos frente a proteinas y nutrientes ingeridos en la
dieta es un proceso fisioldgicamente normal. Sin embargo, en 1958 en el Hospital Infantil de
Basilea, Berger demostr6 que la EC estaba asociada con el aumento en la concentracion de AAG
(Berger, 1958). Los AAG séricos son predominantemente de isotipos IgA e IgG y en menos
proporcion IgM.

Al nivel intestinal predominan los AAG clase IgA e IgM, conformando el llamado patrdn intestinal
(Arranz y otros, 1994). Los anticuerpos de clase IgM no son especificos de la EC y no se relacionan
con su clinica. El estudio en suero de las diferentes subclases de AAG IgA ha demostrado el

predominio de los AAG IgALl sobre los AAG IgA2, lo que indica que los AAG séricos no proceden
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de las mucosas sino que tienen un origen sistémico (Kemp Yy otros, 1988). Con respecto a los AAG
IgG, algunos autores han encontrado anticuerpos de las cuatro subclases (Barners y otros, 1986).
Generalmente se acepta que los ensayos basados en la determinacion de AAG de clase IgG son muy
sensibles pero poco especificos para el diagndstico de la EC ya que dichos anticuerpos aumentan en
otras patologias e incluso en controles normales, mientras que los basados en la determinacion de
AAG IgA son mucho més especificos pero menos sensibles (Rostom y otros, 2005; Arranz y otros,
1986). Los niveles de AAG IgA en suero son muy utilizados en el diagnostico seroldgico de la EC y
en muchos casos proporciona el mejor método para el pesquisaje de la enfermedad (Fasano y otros,
2008; Rostom y otros, 2005). Aun asi, como la EC se asocia a una deficiencia selectiva de IgA entre
el 2-10% de los pacientes (Cataldo y otros, 2000), algunos autores recomiendan hacer una
valoracién conjunta de AAG IgA e IgG (Dickey y otros, 1997).

Para medir los niveles de AAG se utilizan diversos métodos, aunque los méas extendidos son los
ensayos inmunoenzimaticos de tipo ELISA, los cuales se basan en la formacion de
inmunocomplejos entre el antigeno y los AAG circulantes (Fasano y otros, 2008; Rostom y otros,
2005).

También se han desarrollado micro-métodos que emplean tiras reactivas recubiertas con gliadina,
los cuales clasifican los sueros como positivos y negativos segun el color desarrollado. Estos,
aungue son poco precisos, constituyen una buena alternativa como método rapido de pesquisaje de
la EC (Corazza y otros, 1997). Un método semicuantitativo de evaluacion visual que permite la
deteccion de AAG desarrollado en el CIGB demostro ser de utilidad en el diagnostico serologico de
la EC (Garrote y otros, 1999).

Las pruebas basadas en la medida de AAG han sido durante mucho tiempo los ensayos mas

utilizados en la pesquisa de EC (Troncone y otros, 1991). Se han publicado numerosos trabajos que
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analizan la sensibilidad y especificidad de este tipo de ensayos, encontrandose diferencias muy
significativas para estos parametros en las distintas pruebas antigliadina (Fasano y otros, 2008;
Rostom y otros, 2005; Catassi y otros, 1999; Walker-Smith y otros, 1990). Por ejemplo para AAG
IgG, los valores de sensibilidad fluctian entre un 46-100% vy los valores de especificidad entre un
45-100%, mientras que para AAG IgA la sensibilidad oscila entre 31-100% vy la especificidad entre
83-100% (Catassi y otros, 2005).

Un hecho que impide el andlisis comparativo de resultado entre las distintas pruebas antigliadina es
que cada ensayo analiza poblaciones diferentes (distinto tamafio de muestra y edad media asi como
diferentes grupos control y prevalencia de la enfermedad). Un ejemplo de ello es la variacion que se
obtiene al utilizar el mismo ensayo con una poblacion infantil o con adultos, observandose que la
sensibilidad disminuye aproximadamente un 30% cuando se analiza poblacion adulta (Bode y otros,
1994; Bode y otros, 1993).

Los AAG correlacionan muy bien con la atrofia de la mucosa intestinal en nifios pequefios; sin
embargo el valor predictivo de los mismos disminuye con la edad. Asi se ha demostrado que en
pacientes celiacos que consumen gluten durante afios, los niveles de AAG van disminuyendo
gradualmente y pueden incluso llegar a desaparecer aunque existan alteraciones de la mucosa
intestinal (Burgin-Wolff y otros, 1991). Por otro lado, en la poblacion sana parece aumentar la
positividad frente a AAG con la edad (Catassi y otros, 2005).

2.6.2.2 Anticuerpos frente a tejido conectivo

2.6.2.2.1 Anticuerpos antireticulina (AAR)

En 1971 se demostro por primera vez la presencia de anticuerpos dirigidos contra tejido conectivo

en individuos con EC. Estos fueron encontrados tanto en el suero como en las secreciones
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intestinales de los pacientes. Inicialmente se detectaron mediante inmunofluorescencia indirecta en
rifidn de rata y se denominaron anticuerpos antireticulina (AAR) (Seah y otros, 1971).

Resulta dificil determinar el valor diagnostico de los AAR debido a la gran heterogeneidad de
criterios ofrecidos en los diversos trabajos realizados al respecto (Catassi y otros, 2005). En algunos
de ellos se determinan AAR de clase 1gG y en otros se utiliza un suero polivalente de anti-
inmunoglobulinas humanas (Seah y otros, 1973).

Recientemente la tendencia es otorgar un valor superior a los anticuerpos de clase IgA. También hay
que tener en cuenta la edad de la poblacién estudiada, puesto que los nifios tienden a responder
mejor y con tasas mas altas que los adultos (Seah y otros, 1971). De aqui se deduce que el valor
diagndstico de los AAR disminuye en los pacientes adultos (Seah y otros, 1971).

Los AAR tienen una inespecificidad relativa, pues pueden parecer en muchas enfermedades distintas
de la EC como por ejemplo la enfermedad de Crohn (Wright y otros, 1988), en la infeccion por
Giardia lamblia, (Monteiro y otros, 1986), en la DMTL1, (Maki y otros, 1984) asi como en otras
enfermedades asociadas y no asociadas con la EC (Catassi y otros, 2005).

2.6.2.2.2 Anticuerpos antiendomisio (AAE)

En 1984 se describieron los anticuerpos antiendomisio (AAE) clase IgA y se relacion6 su presencia
con la dermatitis herpetiforme (Chorzelkski y otros, 1984). Trabajos posteriores encontraron AAE
en pacientes con EC (Garrote y otros, 1991; Maki y otros, 1991). Se conoce que los AAE reaccionan
con el tejido conjuntivo situado entre las fibras del musculo liso cercano al epitelio intestinal
(endomisio), preferentemente en el esofago terminal, pero no lo hacen con la reticulina de otros
organos (Kumar y otros, 1984). Son preferentemente de clase IgA, y la imagen de positividad es
semejante a una malla fina que envuelve los haces de miofibrillas de la musculatura del eséfago

(Volta y otros, 1995).
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Las pruebas para la deteccion de AAE se realiza mediante inmunofluorescencia indirecta usando
como sustrato secciones de eso6fago de primates por lo que resultan muy costosas (Catassi y otros,
2005). En los ultimos afios se ha considerado la posibilidad de sustituir el sustrato por secciones de
cordon umbilical humano con el objetivo de abaratar la técnica y eliminar asi uno de los principales
inconvenientes de la misma (Volta y otros, 1995).

Este marcador es muy sensible y especifico para la EC, resaltando su alta especificidad en el
diagndstico diferencial de enfermos celiacos activos entre pacientes con otras patologias
gastrointestinales distintas de la EC o con otras enfermedades autoinmunes (Fasano y otros, 2008).
Sin embargo, se han descrito falsos negativos para AAE en nifios menores de dos afos que son
frecuentes entre enfermos celiacos latentes debido a que la aparicion de estos anticuerpos parece
estar relacionada con el dafio tisular (Volta y otros, 1992). Ademas, estos no se consideran Utiles
para detectar ligeras transgresiones en la dieta por lo que no se recomiendan en el seguimiento de la
misma (Troncone y otros, 1996).

Numerosos trabajos se han llevado a cabo valorando el empleo de marcadores tisulares en el
diagndstico de la EC (Fasano y otros, 2008; Catassi y otros, 2005; Volta y otros, 1995). Aunque de
indudable valor clinico, expresado por su alta sensibilidad y especificidad, este marcador presenta
algunos inconvenientes que lo hacen menos adecuado como primer eslabén en la blsqueda de
pacientes con sospecha de EC en grupos numerosos (Fasano y otros, 2008; Catassi y otros, 2005;
Volta y otros, 1995). La determinacion de AAE, resulta muy laboriosa, no es cuantitativa, no puede
automatizarse, es cara y no siempre esta al alcance de todos los laboratorios. Ademas, como esta
determinacion esta basada en la deteccion de anticuerpos de tipo IgA, no detecta individuos celiacos

con deficiencia selectiva de IgA (Fasano y otros, 2008; Cataldo y otros, 2000).
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2.6.2.2.3 Anticuerpos antitransglutaminasa (AATG)

La TGt es una enzima calcio dependiente que se libera en tejidos dafiados y promueve la
cicatrizacion de las heridas mediante la estabilizacion de la matriz extracelular a través de la
promocion de enlaces cruzados entre la fribronectina y el colageno. Su identificacion como el
principal autoantigeno del endomisio frente al cual se dirigen los AAE (Dieterich y otros, 1997),
fomento la base para el desarrollo de nuevos sistemas de diagnostico seroldgico de la EC.

La deteccion de anticuerpos antitransglutaminasa ha demostrado ser altamente sensible y especifica
para el diagnostico de la enfermedad celiaca. (Sorell y otros, 2002; Lagerqvist y otros, 2001;
Schuppan y otros, 2001; Sardy y otros, 1999; Dieterich y otros, 1998). Por ello, se han desarrollado
sistemas de diagnostico tipo ELISA o por Radioligando para la deteccion de anticuerpos anti-
transglutaminasa, empleando para ello TGt extraida de higado de cobayo o TGt humana
recombinante, clonada y expresada a partir de ARNm de distintos tejidos (Seissler y otros, 1999;
Sulkanen y otros, 1998). La sensibilidad y especificidad informada con estos métodos para el
diagndstico de la EC iguala o supera a la de los anticuerpos anti-endomisio (Amin y otros, 1999;
Bazzigaluppi y otros, 1999), que como antes se sefiald, eran hasta entonces considerados los mejores
para el diagndstico seroldgico de la EC.

La principal limitante de estos procedimientos es que se trata de técnicas instrumentales que
requieren para su realizacion y evaluacion de equipamiento de laboratorio (lectores de placas de
microtitulacion o contadores de radiactividad) y de un personal técnico altamente capacitado. Son
ademas metodos laboriosos que contemplan mdaltiples operaciones y toman varias horas para su
realizacion. Se requiere ademas de dos ensayos independientes si se pretende la deteccion de

anticuerpos anti-transglutaminasa de clase 1gG o IgA.
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2.6.3 Marcadores genéticos
La EC muestra una de las asociaciones mas fuertes que se conocen entre una enfermedad y el
sistema HLA, en especial, con la region HLA-clase Il. En la mayoria de las poblaciones estudiadas,
maés del 90% de los pacientes con EC portan el mismo heterodimero HLA-DQ2 codificado por los
alelos DQA1*0501 y DQB1*02 (Sollid y Lie, 2005). Los pacientes no portadores de DQ2 (5-10%)
suelen mostrar un segundo heterodimero, DQ8, codificado por los alelos DQA1*03 y DQB1*0302
(Sollid y Lie, 2005). Por altimo, los pacientes que no poseen DQ2 ni DQ8 pueden tener al menos
uno de los dos alelos de riesgo por separado (DQA1*0501 o DQB1*02), y se han descrito muy
pocos casos en los que ambos estan ausentes (Polvi 1998, Karell 2003, Louka 2003).
La utilidad de estos marcadores debe ser considerada siempre en el contexto de la expresion clinica
y de la evaluacién histoldgica de la biopsia como principal prueba diagndstica. La identificacion
aislada de los alelos que codifican las moléculas DQ2 o DQ8 no permite el diagndstico de la EC,
pero es muy Util en las siguientes situaciones:

1. Ayuda diagnéstica ante la sospecha clinica en casos poco claros, con patrén histopatoldgico
0 pruebas seroldgicas dudosas, también en individuos con EC latente y serologia positiva pero
biopsia normal, o cuando el paciente ha comenzado ya la dieta sin gluten o no disponemos de una
biopsia inicial (Kaukinen y otros, 2002). No es un marcador especifico, dado que la frecuencia de
DQ2 en la poblacion general es del 25-30%, y s6lo una pequefia proporcién de los portadores de
DQ2 o DQ8 desarrollan la EC, pero dado el alto valor predictivo negativo proximo al 100% de este
analisis, es muy poco probable que las personas que no portan estos genes padezcan la EC (Sollid y
Lie, 2005; Rostom y otros, 2004; Kaukinen y otros 2002).

2. Seleccion de individuos con mayor susceptibilidad a desarrollar la EC entre grupos de

riesgo, como los familiares de pacientes celiacos, en los que el estudio debe hacerse comparando los
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resultados con el probando y teniendo en cuenta que el ser familiar confiere ya un riesgo mayor
respecto a la poblacion general (Dolinsek y otros, 2004).

2.7 Tratamiento de la EC

En la actualidad, el unico tratamiento efectivo para la EC es la exclusion total del gluten de la dieta.
El cumplimiento estricto de la dieta conduce, en la mayoria de los casos, a una rapida y completa
recuperacion de la histologia normal de la mucosa intestinal, remision de los sintomas y
negativizacion de los marcadores seroldgicos en pocos meses (Case, 2005; Hill y otros, 2005).

El control del seguimiento de la dieta en estos pacientes se realiza comunmente mediante la
determinacion de anticuerpos antigliadina en sangre periférica, ya que constituyen un buen indicador
de las transgresiones (Hill y otros, 2005). EI cumplimiento estricto de la dieta muchas veces no es
satisfactorio debido a la ingesta inadvertida de gluten por falta de informacion precisa de los
pacientes sobre los productos aptos y errores en la identificacién de los productos comerciales
(Case, 2005). Sin embargo, el mayor problema lo constituye las transgresiones voluntarias,
principalmente debido al desconocimiento de los pacientes sobre sus consecuencias, a un espectro
limitado de productos libres de gluten apetecibles que hacen poco atractiva la dieta a largo plazo y al
costo elevado de los productos (Stevens y otros, 2008; Case, 2005). También se ha observado que el
cumplimiento de la dieta es mas bajo en los pacientes adultos con escasa 0 nula sintomatologia al
momento de su diagndstico, o en aquellos que han sido diagnosticados mediante un protocolo de
cribado (Case, 2005; Pietzak y otros, 2005).

La evaluacion de parametros de calidad de vida (aquellos que consideran no solo la condicion fisica
o clinica de los pacientes, sino también la situacion animica y como este interpreta su condicion),
muestra claramente que muchos enfermos encuentran dificil sobrellevar la dieta libre de gluten en

forma estricta (Case, 2005). Por esta razon, se ha propuesto que la ingesta de bajas cantidades de
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gluten, en ciertas ocasiones como viajes o0 eventos sociales, o el empleo de terapias complementarias
a la dieta, podria mejorar su calidad de vida (Sollid y Khosla, 2005).
2.8 Sistemas inmunocromatograficos
A finales de la década del 80 del siglo pasado, comenzé a escala comercial el uso de las membranas
de nitrato de celulosa en pruebas inmunocromatograficas de flujo lateral y flujo continuo,
comunmente llamadas pruebas rapidas. En un inicio estuvieron basadas solo en la inmovilizacién de
anticuerpos (Rosenstein y otros, 1989; Campbel y otros, 1987), actualmente también se inmovilizan
otras proteinas.
La inmunocromatografia es una de las técnicas de inmunodiagnéstico mas modernas cuyas
principales ventajas son la sencillez y rapidez del sistema (Jelinek, 1999). Teniendo en cuenta la
factibilidad de su empleo, el ahorro de tiempo y de recursos de laboratorio, cada vez son méas las
aplicaciones de esta técnica, tanto en el diagndstico de enfermedades bacterianas, parasitarias y
virales, en la medicina humana y la veterinaria. (Reithinger y otros, 2002),
Los sistemas inmunocromatograficos son sistemas rapidos, basados en la captura inmunolégica de
un coloide coloreado durante su paso a través de una membrana sobre la cual ha sido inmovilizado
un anticuerpo (o un antigeno). Las principales caracteristicas de estos sistemas son (Jelinek y otros
1999):

e Raépido: basta afiadir la muestra al sistema y esperar entre 5y 20 minutos.

¢ Sencillo: no se requiere ningln instrumental de laboratorio complicado.

e Facil de interpretar: Aparece una linea indicando si el sistema es positivo o0 no.

e Fiable: Lleva incorporada una linea de control cuya aparicion verifica el correcto

funcionamiento del ensayo

De facil ejecucion: Puede ser realizado por personal no especializado.
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La inmunocromatografia es una técnica que permite visualizar la reaccién antigeno anticuerpo por la
acumulacién de oro coloidal o latex del conjugado en las zonas especificas de la membrana de
nitrocelulosa donde previamente se han fijado anticuerpos o antigenos de captura (Engler, 2002;
Millipore, 2001).

Teniendo en cuenta las potencialidades del uso de oro coloidal como marcaje, este ha tenido un gran
desarrollo en los ultimos afios. En primer lugar las particulas se pueden fabricar en diferentes
tamarios, desde 2-3 nm hasta 150 nm, con todas las posibilidades intermedias. Las particulas de oro
adsorben a todo tipo de proteina formando complejos muy estables, manteniendo las proteinas sus
propiedades y actividad biolédgica (Leunissen y otros, 1989 De Mey, 1985; Roth, 1983).

En estos momentos son varios los sistemas inmunocromatogréficos disponibles en el mercado de
diagnosticadores, entre los cuales podemos mencionar los sistemas para la deteccion de embarazo,
infarto del miocardio, niveles de glucosa, Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (HIV),
Dengue, Leihsmania, Taenia solium, deteccién de antigenos de diversos liquidos bioldgicos,
infecciones por Streptococcus S-hemolitico, Chlamydia, virus de la hepatitis, malaria, entre otros.
(\Valero, 2006; Mainet y otros, 2004; Bell, 2001; Veda Lab 2000, Jelinek, 1999; Sundar y otros,
1998; Beristain, 1995; World Health Organization, 1995).

2.8.1 Principio del método.

Cada determinacion estd compuesta por una tira de nitrocelulosa (NC), con una porosidad que
permite el flujo lateral de sustancias, la cual se encuentra adherida a una superficie de plastico, que
le confiere rigidez y a su vez esta tira se encuentra contenida dentro de un casete plastico. La NC
puede ser sensibilizada en una primera linea (linea de captura) con anticuerpo, en el caso de que se
pretenda detectar un antigeno en la muestra; o con un antigeno si se pretende detectar anticuerpos.

La segunda linea (linea de control) se sensibiliza con un reactivo de control capaz de unir al exceso
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de conjugado de oro coloidal. La membrana de NC se pone en contacto por el extremo mas cercano
a la linea de captura con la membrana capturadora de eritrocitos, en la cual se encuentra depositado
y seco el conjugado de oro coloidal, que puede ser conjugado de anticuerpos-oro coloidal para la
deteccion de antigenos o conjugado de antigeno-oro coloidal si es para la deteccion de anticuerpos.
Por el extremo superior de la NC se localiza un material absorbente o mecha, que facilita la
migracion (Figura 1).

De esta manera, cuando se adiciona una muestra de sangre en el respectivo pocillo del casete
plastico, esta se pone en contacto con la membrana capturadora de eritrocitos, quedando estos
atrapados y la parte liquida de la sangre continta su migracién produciendo la solubilizacion del
conjugado. Si la muestra de sangre tiene anticuerpos o antigenos, segln sea el caso, estos reaccionan
con las particulas de oro conjugadas formando inmunocomplejos que migran a través de la NC
originandose asi la fase movil del sistema. En ausencia del analito en la muestra de sangre, esta linea
de captura no se forma. Al mismo tiempo el exceso de conjugado, no atrapado en la linea de captura,
contindla migrando y es atrapado por un reactivo fijado a la fase sélida capaz de reaccionar con el
conjugado de oro coloidal, formandose una segunda banda horizontal coloreada (linea de control)
como demostracion de que los reactivos han funcionado correctamente. La linea de control se forma
tanto con las muestras que contengan inmunocomplejos, como con las muestras negativas. El ensayo

no se considera valido si esta linea no aparece (Figura 2).
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Saturado con particulas de conjugado,
tipicamente una proteina unida a particulas
de oro coloidal o de l&tex, las cuales se
unen al analito para formar el "sandwich".

Cuando ocurre la reaccion, contiene proteina

Se afiade la muestra gue se une al "sandwich" a medida que va
conteniendo proteinas migrando.
(analito)

Membrana de nitrocelulosa

Almohadilla del conjugado Linea control \ Mecha

Almohadilla (:Ie la muestra Linea de ensayo
o
/ £

Tarjeta de apoyo con adhesivo sensible a la
presion. El adhesivo esta inicialmente forrado.

Fig. 1: Formato de conformacion de una tira cromatografica.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Desarrollo y evaluacion del ensayo inmunocromatografico

3.1.1 Materiales y reactivos utilizados para el desarrollo de este sistema:

= Membrana de nitrocelulosa CNPC-SS12-L.2-P25, 15 pm, 62,5 x 300 mm, 25 mm (Advance
Microdevice, Pvt. Ltd. India).

= Material absorbente AP-080, 11 x 300 mm (Advance Microdevice, Pvt. Ltd. India).

= Membrana capturadora de glébulos rojos WFR-1, 3 x 30 cm (Advance Microdevice, Pvt. Ltd.
India).

= Transglutaminasa tisular (TGt) (EC 2.3 2.13) (Sigma T-5398, Lote: 99H7425, EUA).

= Coloide de oro de tamafio de particula de 40 nm de (EM.GC40, Lote: 5733,
BBInternational, Reino Unido).

= Casetes plasticos de 9 mm (Advance Microdevice, Pvt. Ltd. India).

Sobre de aluminio plasticado 50 mm x 120 mm (Advance Microdevice, Pvt. Ltd. India).

Bolsa desecante de silica gel (Advance Microdevice, Pvt. Ltd. India).
» Todos los reactivos quimicos empleados eran de calidad analitica.

3.1.2 Preparacion de la cristaleria para la produccion del conjugado

Toda la cristaleria empleada en la produccién del conjugado debe estar completamente limpia y
silanizada para evitar la floculacion del coloide. Para ello se prepar6 una mezcla al 90% de
diclorometano (CH.Cl,) (Merck, Alemania) y 10% de trimetilclorosilano (Merck, Alemania) en un
frasco &mbar. El recipiente a silanizar se llena con esta disolucion y se mantiene en la oscuridad
durante 20 minutos a temperatura ambiente (TA) (20-25 °C). Luego se recupera la disolucion y se

enjuaga el recipiente.
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3.1.3 Preparacion de la transglutaminasa (TGt) para la produccién del conjugado y de las
tiras

Se tomo un vial de la TGt de cobayo liofilizada (Sigma, EUA) y se disolvié a una concentracion
final de 1 mg/mL en el tampon Tris-HCI 10 mmol/L, CaCl, 5 mmol/L pH 7,5. Se mantuvo por 5
minutos a temperatura ambiente (20-25 °C) hasta su completa disolucion, se dividié en alicuotas y se
conservo a -70 °C hasta su uso. Una vez agotadas todas las alicuotas preparadas se resuspendia un
nuevo vial y se procedia de igual forma.

3.1.4 Preparacion del conjugado

Para la preparacion del conjugado de TGt-oro coloidal se utilizé un coloide de oro comercial de un
tamario de particula de 40 nm (BBInternational, Reino Unido).

3.1.4.1 Determinacion del pH de conjugacion del coloide

Se siguié el método descrito por Beesley con algunas modificaciones (Beesley, 1989), para ello se
afiadio 1 mL de la disolucion de oro coloidal comercial de 40 nm en 7 viales de 1,5 mL. Luego a
cada tubo se le ajusté pH a valores entre 6,0 y 10 adicionando 0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5y 15 pL de una
disolucién de K,CO3 0,1 mol/L y se homogeniz6 suavemente. Seguidamente se le afiadi6 a cada vial
20 pL con una concentracion saturante de TGt (20 pug/mL de coloide) y se incub6 por 20 minutos a
temperatura ambiente (20-25 °C). Luego se colocaron en una placa de ELISA (Costar, EUA) de 96
pocillos dos réplicas de 200 pL de cada uno de los viales a los distintos pH e inmediatamente se
procedio a realizar la prueba de floculacion afiadiendo a cada pocillo 20 pL de disolucion acuosa de
NaCl 10%. Como control de la floculacién se utilizé un pocillo con 200 pL del coloide sin proteina
al que se le afiadieron 20 pL de la disolucion acuosa de NaCl 10%. La floculacion esta dada por un
cambio de coloracion de rosado (color del coloide) a azul cuando no esta totalmente protegido.

Inmediatamente se procedio a medir la absorbancia de cada pocillo a 620 nm en un lector de placa

Galvan JA, 2011 36



Materiales y Métodos

PR-521 (Tecnosuma Internacional, La Habana, Cuba), este paso también se puede realizar
visualmente. EI pH de conjugacion es aquel donde no se produce floculacion y su medicion se
realiz6 mediante tiras de pH (rango de 5 a 10) (Sigma, EUA).

3.1.4.2 Determinacion de la cantidad minima protectora de TGt

Una vez seleccionado el pH éptimo se procedié a determinar la cantidad minima protectora que no
es méas que la menor cantidad de proteina necesaria para proteger la disolucion de oro coloidal de la
floculacion en presencia de sales. Para ello se prepararon 11 viales de 1,5 mL con el coloide al pH
de conjugacion (previamente ajustado con K,CO30,1 mol/L). Luego se prepararon otros 11 viales de
1,5 mL con 100 pL de tampon Tris-HCI 10 mmol/L, CaCl, 5 mmol/L a los cuales se le afiadieron 0,
2,4,6,8,10, 12, 14, 16, 18, 20 pg de TGt y a su vez estos fueron afiadidos a los viales con 1 mL de
coloide al pH escogido segun el acépite 3.1.4.1. Luego se incubaron por 20 minutos a temperatura
ambiente (20-25 °C) y se procedid a realizar nuevamente la prueba de floculacién siguiendo el
mismo procedimiento que para la determinacion del pH de conjugacién (acépite 3.1.4.1).

3.1.4.3 Escalado de la conjugacion

Se escal6 la conjugacion al volumen deseado de oro coloidal, afiadiendo a la disolucion de oro con
el pH previamente ajustado (segln acépite 3.1.4.1) la cantidad de proteina a la concentracion final
que se obtuvo en la titulacion (acapite 3.1.4.2). Se incub6 por 20 minutos a temperatura ambiente
(20-25 °C) en un beaker previamente silanizado poniéndose en agitacion a 200 rpm. El escalado se
realiz6 segun la siguiente férmula:

Vol.A TGt = Vol.T coloide x Vol.1 TGt x 1,1

Donde:

Vol.A TGt: volumen de TGt a 1 mg/mL necesario para estabilizar el volumen total de coloide.

Vol.T coloide: Volumen total de coloide.
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Vol.1 TGt: Volumen de TGt a 1 mg/mL necesario para estabilizar 1 mL de coloide.

1,1: Coeficiente a utilizar para calcular un 10% de volumen extra.

Se procedid a afiadirle al volumen total de coloide la cantidad necesaria para una dilucion de 1:10 de
la disolucién A de bloqueo (es una disolucién acuosa compuesta por polimeros y proteinas que
garantiza la estabilidad del conjugado al bloquear posibles espacios vacios entre las moléculas de
proteinas adsorbidas en la superficie de las particulas de oro), se incubd por 10 minutos a
temperatura ambiente (20-25 °C) en agitacion a 200 rpm. Posteriormente se filtrd la mezcla por un
filtro de celulosa de 0,2 um (Sartorious AG, Gotingen, Alemania) para eliminar la presencia de
grumos y se procedio a centrifugar a 7 257 x g durante 30 minutos a 4 °C en centrifuga (Hitachi
20PR-52D, Japon). Finalmente se elimind el sobrenadante por aspiracién y se midié su volumen
final con una pipeta automaética (P200). El precipitado blando del conjugado se resuspendi6 en igual
volumen de una disolucién B (es una disolucién acuosa similar a la disolucién A, a la que se le
afadié azida de sodio 0,1% para evitar contaminaciones del conjugado) y se le determind la
absorbancia a 520 nm en un espectrofotometro (Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech, EUA) mediante
una dilucién 1:200 del conjugado en la disolucién B. Luego se ajust6 su densidad Optica entre 20 y
25 DO con volumenes suficientes de la disolucion B y se chequed de igual manera la absorbancia a
520 nm. El conjugado final se conservo a 4 °C hasta por un afio.

3.1.5 Material de calibracién

La calibracion se realizé mediante dos sistemas ELISA comerciales disefiados para la determinacion
cuantitiva de anticuerpos antitransglutaminasa en suero y plasma: anti-IgA (Celikey IgA) y anti-1gG
(Celikey 1gG) (Celikey Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania). Para ambos sistemas, segun el
fabricante, se consideré como negativo niveles de IgG o IgA < 5U/mL, como indeterminado entre 5

y 8 U/mL y como positivo > 8 U/mL.
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El calibrador de inmunoanalisis consistié en una mezcla de 3 mL de cinco sueros de pacientes
celiacos al que se denomind control positivo fuerte (CPF), las muestras se tomaron en dias previos a
la biopsia de yeyuno y sin estar el paciente en dieta libre de gluten. El control negativo (CN)
consistio en 30 mL de la mezcla de 1 mL de suero de 30 individuos sanos proveniente de Banco de
Sangre con antecedentes de salud y sin antecedentes familiares de EC. A ambos controles se les
realiz6 determinacion de AATGt por los sistemas comerciales antes mencionados y se filtraron por
una membrana de acetato de celulosa de 0,45 um (Sartorious AG, Gotingen, Alemania). Se
realizaron alicuotas de 150 pL, se conservaron a -20 °C y se utilizaron en menos de cinco ciclos de
congelacién y descongelacion.

Para establecer los otros controles, se realizé una curva de dilucion por duplicado del CPF en el CN
y se escogio la dilucién 1:50 que se denominé control positivo medio (CPM) y la dilucién 1:100,
altimo punto de la curva detectado por el ELISA Celikey 1gG (resultd indeterminado por el Celikey
IgA), que se denomind control positivo débil (CPD). Estas diluciones escogidas como controles
medio (CPM) y débil (CPD) se preparaban en el momento de su uso y después se desechaban. En la

tabla 3 se muestran los valores de IgA o 1gG de los controles.

Tabla 3. Valores de IgA o IgG de los controles por Celikey IgA o Celikey 1gG (Celikey Pharmacia & Upjohn,
Freiburg, Alemania) realizados por duplicados.

Celikey IgA Celikey 19gG
media (U/mL)x DE media (U/mL))+ DE
CPF >100 >100
CPM 21+1,41 30 +4,24
CPD 8+212 13+0,71
CN <5 <5

CPF: Control Positivo Fuerte, CPM: Control Positivo Medio, CPD: Control Positivo Débil, CN: Control Negativo.
DE: Desviacion estandar.

3.1.6 Titulacion de la concentracion de TGt en el recubrimiento
Se recubrieron en grupos de 20 tiras de NC (de 4 mm de ancho) a una distancia aproximada de 4 cm

del borde inferior de la tira con 0,5; 1; 1,5y 2,0 ug de TGt/tira en el tampon Tris-HCI 10 mmol/L,
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CaCl, 5 mmol/L pH 7,5; siendo 1pL el volumen de aplicacion. Adicionalmente se aplicd 1 pL de
una disolucion acuosa del reactivo de control (compuesto por una disolucién acuosa de un reactivo
policatidnico) para alcanzar una concentracion de 0,150 pg/tira a una distancia aproximada de 5 cm.
del borde inferior de la tira. Sobre la membrana de captura de eritrocitos se deposito la disolucion
del conjugado de TGt-oro a razon de 5 pL por cada 4 mm de matriz, previa dilucion 1:2 del
conjugado entre 20 y 25 DO en la disolucion C del conjugado (es una disolucién acuosa compuesta
por polimeros, proteinas, surfactantes, carbohidratos, azida de sodio 0,1% para garantizar la
estabilidad del conjugado una vez deshidratado sobre su soporte en la tira inmunocromatogréafica).
Las tiras y la matriz liberadora del conjugado se secaron por dos horas a 37 °C y luego se realizé el
montaje de esta matriz y del material absorbente sobre la tira. Finalmente se evaluaron las tiras con
las diferentes concentraciones de recubrimiento realizandose la corrida cromatogréafica con 100 pL
de cada uno de los controles: CPF, CPM, CPD y CN (ver preparacion de los controles en el acépite
3.1.5) por duplicado y en un tiempo no mayor de 20 minutos (para considerar que un ensayo
cromatografico es rapido, el tiempo de corrida no debe ser mayor de 20 minutos) (Jelinek y otros
1999). Como criterio de seleccion para la mejor condicion de recubrimiento se establecié que
apareciera una sefial facilmente visible con el CPD, asi como una ausencia de sefial con el CN. A la
sefial producida por el CPF le asignamos una unidad arbitraria de tres, la del CPM de dos, a la del
CPD de uno, y a la ausencia de sefial del CN de cero. En caso de aparecer alguna sefial perceptible
con el CN también le asignamos uno como unidad arbitraria.

3.1.7 Seleccion del tiempo minimo de corrida

Una vez seleccionada la mejor condicion de recubrimiento se procedio a recubrir un grupo de 30
tiras para determinar el tiempo Optimo minimo de corrida cromatografica. Se siguié el mismo

procedimiento descrito en el acépite 3.1.6. Se evaluaron tiempos de 5, 10, 15 y 20 minutos. La
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corrida cromatogréafica se realizé por duplicado con 100 uL de cada uno de los controles: CPF,
CPM, CPD y CN (ver preparacion de los controles en el acapite 3.1.5). Como criterio de seleccion
para el tiempo de corrida se establecid que apareciera una sefial facilmente visible con el control
CPD y ademas ausencia de sefial con el CN en un tiempo no mayor de 20 minutos. A las sefiales
producidas con los distintos controles se le asignaron los mismos valores arbitrarios de intensidad
propuestos en el acapite 3.1.6.

3.1.8 Estudios de estabilidad

3.1.8.1 Estudio de estabilidad acelerada a 60 °C

Este tipo de ensayo nos predice de forma muy fiel la estabilidad de un sistema a temperatura
ambiente y a tiempo real (Gunter, 1999).

Una vez seleccionada la mejor condicion de recubrimiento y de tiempo de corrida se procedid
nuevamente a conformar un grupo de 100 tiras siguiendo el mismo procedimiento antes descrito en
el acépite 3.1.6. Luego del proceso de secado y de montaje se procedié a colocar las tiras cortadas a
4 mm de ancho dentro de los casetes plasticos. Estos se envasaron y se sellaron dentro de sobres de
aluminio plasticado (50 mm x 120 mm) con una bolsa de silica gel como desecante. Un grupo de 50
tiras se sometio a un estrés térmico de 60 °C durante 9 dias y las otras 50 se conservaron a TA (20-
25 °C). En el estudio de estabilidad acelerada las tiras se evaluaron diariamente y la corrida
cromatografica se realizé por duplicado con 100 pL de cada uno de los controles: CPF, CPM, CPD
y CN (ver preparacion de los controles en el acépite 3.1.5). Como criterio de estabilidad se
establecio que apareciera en un tiempo no mayor de 20 minutos una sefial facilmente visible con el
control CPD, ausencia de sefial con el CN. A las sefiales producidas con los distintos controles se le

asignaron los mismos valores arbitrarios de intensidad propuestos en el acapite 3.1.6.
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Como criterios adicionales se establecieron que en todas las tiras tenia que aparecer sefial en la linea
control del ensayo y que ademés el conjugado debia desprenderse totalmente de su matriz
liberadora. Una vez concluida la corrida cromatografica, se procedia a desarmar los casetes para
realizar la inspeccion visual del desprendimiento del conjugado.

3.1.8.2 Estudio de estabilidad acelerada a 60 °C con agente protector en el recubrimiento

Con este proposito siguiendo el mismo procedimiento antes descrito en el acapite 3.1.6, se
conformaron un grupo de 100 tiras sin agente protector en el recubrimiento y 100 tiras con el agente
protector en el recubrimiento. Luego se siguié el mismo protocolo descrito en el acapite anterior
(3.1.8.2).

3.1.8.3 Estudio de estabilidad a tiempo real y a temperatura ambiente

Una vez seleccionadas las condiciones para el sistema luego de concluida la estabilidad acelerada,
se conformd un grupo de 200 tiras siguiendo el procedimiento antes descrito (ver acapite 3.1.8.1) y
se almacenaron a temperatura ambiente (20-25 °C). Las tiras se evaluaron mensualmente durante 15
meses, se siguié el mismo criterio descrito en el acapite 3.1.8.1 para el estudio de la estabilidad
acelerada.

3.2 Estudio de sensibilidad y especificidad diagnosticas del sistema inmunocromatografico

El estudio de sensibilidad se realizé con muestras de suero de 50 pacientes celiacos sin tratamiento y
diagnosticados segun la Sociedad Europea de Gastroenterologia Pediatrica y Nutricion (Walker-
Smith y otros, 1990), tres de ellos tenian ademas diagndstico de déficit selectivo de IgA. Para la
especificidad se testaron muestras de 40 pacientes que presentaban desdrdenes intestinales pero que
la EC se descartd6 mediante biopsia de yeyuno. Estos sueros utilizados para el estudio y la
informacion relativa a los mismos se cedieron gentilmente por los Drs. José Antonio Garrote y

Eduardo Arranz del Hospital Clinico Universitario, Valladolid, Espafia (Sorell y otros, 2002).
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Todas estas muestras se evaluaron con un ELISA comercial para anticuerpos IgA (Celikey IgA,
Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania) contra transglutaminasa y anticuerpos IgA contra
endomisio de mono (BioSystem, Barcelona, Espafia), asi como por el sistema
inmunocromatogréfico desarrollado por nuestro grupo.

La sensibilidad y especificidad de estos tres sistemas (ELISA, inmunofluorescencia indirecta y
ensayo inmunocromatografico) se calcularon sobre la base del resultado de la biopsia de yeyuno
como estandar de oro para la enfermedad celiaca.

3.3 Prueba del sistema inmunocromatografico con sangre, suero y plasma

Este estudio se realiz6 en 225 individuos, de ellos 25 pacientes con alta sospecha de EC por lo cual
estaban ingresados en el Instituto de Gastroenterologia para la realizacion de la biopsia de yeyuno
confirmatoria y 200 individuos aparentementes sanos que estaban siendo sometidos a examenes
médicos de rutina por su centro laboral en la provincia de La Habana. A ambos grupos se les extrajo
10 mL de sangre luego que dieran su consentimiento informado (anexo 3) y se les llend una planilla
de recolecciéon de datos (anexo 4). A todos se les realizd inmediatamente la determinacién de
AATGt con 100 pL de sangre por el método inmunocromatografico descrito previamente en el
acapite 3.1. El resto de la sangre se dividi6 a partes iguales en tubo seco para la obtencion del suero
y en tubo con citrato de sodio al 3,2% para el plasma. Se realizaron alicuotas de 200 uL de suero y
plasma y se conservaron a -20°C hasta su posterior utilizacion para la determinacion de AATGt por
el método inmunocromatografico (acépite 3.1).

Los datos del resultado de la biopsia de los 25 pacientes con sospecha de EC se obtuvieron a
posteriori y en todos se comprobaron cambios morfolédgicos en la histologia de la mucosa intestinal

compatibles con la EC.
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Ademas, al grupo de individuos aparentemente sanos se les determiné en suero y plasma los AATGt
por ELISA (Celikey IgA, Pharmacia & Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania). Los sujetos
aparentemente sanos que resultaron positivos para AATGt por cualquiera de los métodos
seroldgicos, se remitieron a consulta de gastroenterologia para confirmar la enfermedad mediante
biopsia de yeyuno y también se les realizé el genotipaje de las moléculas de HLA-DQ2/DQ8 seguln
lo descrito en el acépite 3.8.

3.4 Estudios de precision

3.4.1 Precision intraensayo (repetibilidad)

Para este estudio se utiliz un grupo de tiras del lote destinado al estudio de estabilidad a tiempo real
descrito en el acapite 3.1.8.2. La corrida cromatografica se realiz6 con cinco réplicas de 100 pL de
cada uno de los controles: CPF, CPM, CPD y CN (ver preparacion de los controles en el acépite
3.1.5). El andlisis se realizd por dos observadores.

3.4.2 Precision interdia (reproducibilidad)

Para este estudio se utiliz un grupo de tiras del lote destinado al estudio de estabilidad a tiempo real
descrito en el acapite 3.1.8.2. Para ello la corrida cromatogréafica se realizé por duplicado con 100
pL de cada uno de los controles: CPF, CPM, CPD y CN (ver preparacion de los controles en el
acépite 3.1.5) a lo largo de 5 dias consecutivos. El analisis se realiz6 por dos observadores.

3.4.3 Precision interlote

Siguiendo el procedimiento descrito en el acéapite 3.1.8.1 se conformaron tres lotes de 50 tiras cada
uno. Para este estudio, la corrida cromatografica se realizo por duplicado con 100 pL de cada uno

de los controles: CPF, CPM, CPD y CN. El anélisis se realizo por dos observadores.
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3.4.4 Precision interlaboratorio

Se realiz6 en el Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Espafia. En el acapite siguiente (3.5) se
describe como se realizo este estudio.

3.5 Estudio comparativo del sistema inmunocromatogréafico contra sistemas similares de la
competencia (CD1 anti-TGt y CD1+2 anti-TGt y anti-gliadina, Operon, Espafia)

3.5.1 Caracteristicas de la seroteca

Los sueros utilizados para este estudio se cedieron gentilmente por el Dr. Eduardo Arranz del
Hospital Clinico Universitario, Valladolid, Espafia. Este estudio se realiz6 a ciegas, la informacion
relativa a las muestras (anexo 1) se adquirié luego de la realizacién del ensayo en nuestro pais.

El estudio de sensibilidad comparativo se realizd con muestras de suero de 22 pacientes celiacos
(diagnosticados por biopsia de yeyuno y positivos para HLA-DQZ2) con serologia positiva para
AATGt IgA y/o IgG (Celikey IgA y Celikey IgG, Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania). Para
la especificidad de un total de 27 muestras con serologia negativa para AATGt IgA e 1gG (Celikey
IgA y Celikey IgG, Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania), solo se testaron 22 muestras (19
familiares de primer grado, 2 pacientes celiacos en DLG y un paciente con enfermedad inflamatoria
intestinal). Las cinco muestras faltantes no eran Utiles para el uso a su llegada.

3.5.2 Sistema inmunocromatografico

Para este fin se realiz6 un lote de 200 tiras en la Unidad de Produccion de Diagnosticadores del
CIGB de Sancti Spiritus y 100 de ellas se enviaron al Dr. Eduardo Arranz del Hospital Clinico

Universitario de Valladolid, Espafia para realizar el mismo estudio interlaboratorios (ver anexo 2).
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3.5.3 Sistemas inmunocromatograficos CD1 anti-TGt y CD1+2 anti-TGt y anti-gliadina,
Operon, Espaia

Para realizar este estudio se adquirieron cantidades suficientes de los sistemas CD1 anti-TGt y
CD1+2 anti-TGt y anti-gliadina, Operon, Espafia (Ferre-Lopez y otros, 2004). A continuacién se
describe brevemente el procedimiento empleado para ambos sistemas.

Una vez atemperado los materiales a utilizar, para cada uno de los sueros se prepararon en viales de
1,5 mL una dilucion 1:10 para el CD1 anti-TGt y de 1:30 para el CD1+2 en sus respectivos
tampones de dilucion. Se extrajeron de su envoltorio las tiras a utilizar y se introdujeron en posicién
vertical en los viales de reaccion. Al sumergir las tiras en las muestras se tuvo el cuidado de no
sobrepasar la zona marcada con las flechas. Se esper6 10 minutos de corrida cromatogréafica. El
andlisis se realiz6 por dos observadores.

3.6 Utilidad del uso del sistema inmunocromatogréafico en grupos de riesgo y poblacion sana
3.6.1 Grupos de riesgo

3.6.1.1 Grupo de pacientes con trastornos gastrointestinales

Se disponia de un total de 637 sueros AAG positivos, pertenecientes a pacientes con trastornos
gastrointestinales provenientes del Instituto de Gastroenterologia. La edad promedio de este grupo
de pacientes fue de 12 + 10,91 afios. A todos se les realizé determinacion de AATGt por el método
inmunocromatografico descrito previamente en el acépite 3.1. Los que resultaron positivos se
remitieron nuevamente a la consulta de gastroenterologia para ser confirmada la EC mediante
biopsia de yeyuno. En caso de existir discordancia entre el resultado de los AATGt y el resultado de
la biopsia se les realizé genotipaje de los genes HLA DQ2 y DQ8 segun lo descrito en el acapite

3.8.2.
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A todos los pacientes se les extrajo la muestra de sangre luego que dieran su consentimiento
informado (anexo 3) y se les llend una planilla de recoleccidn de datos (anexo 4).

3.6.1.2 Grupo de pacientes con trastornos gastrointestinales producto a infeccion por Giardia
lamblia

Se estudiaron 40 pacientes cubanos con una edad media de 37 afios (4-86 afios), infestados por
Giardia lamblia, para valorar la posibilidad de EC. A todos, el diagnostico de giardiasis se confirmo
por la bdsqueda de parasitos en muestras de heces y de trofozoitos en la aspiracion duodenal;
ademas se investigd la EC por biopsia intestinal y por determinacion de la presencia de AAG y
AATGt. La enfermedad celiaca se sospechd cuando se encontraron alteraciones en la mucosa
intestinal y al menos un marcador serolégico (IgA AAG o IgA AATG). Las determinaciones séricas
de anticuerpos IgA frente a gliadina (IgA AAG) se realizaron gentilmente por los Drs. José Antonio
Garrote y Eduardo Arranz (Hospital Clinico Universitario, Valladolid, Espafia) por ELISA (IgA
UniCAP Gliadin, Pharmacia & Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania). Los anticuerpos
antitransglutaminasa se detectaron por el ensayo inmunocromatografico descrito previamente en el
acépite 3.1. Ademas, también se determinaron los anticuerpos IgA antitransglutaminasa (IgA
AATGt) por ELISA (Celikey IgA, Pharmacia & Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania). A
los pacientes se les extrajo la muestra de sangre luego que dieran su consentimiento informado
(anexo 3) y se les llen6 una planilla de recoleccién de datos (anexo 4).

3.6.1.3 Grupo de pacientes con Diabetes mellitus dependiente de insulina (DMT1)

Se estudiaron 208 pacientes provenientes del Instituto Nacional de Endocrinologia (INE) con
diagnostico de DMTL, con un promedio de edad de 19,04 afios (2-58 afios). A todos se les realizo
determinacion de AATGt por el método inmunocromatografico descrito previamente en el acapite

3.1. Los que resultaron positivos se remitieron a la consulta de gastroenterologia para la
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confirmacion de la EC mediante biopsia de yeyuno. A los pacientes se les extrajo la muestra de
sangre luego que dieran su consentimiento informado (anexo 3) y se les llend una planilla de
recoleccion de datos (anexo 4).

3.6.1.4 Grupo de pacientes con Sindrome de Down y pacientes con tiroiditis autoinmune

Se disponia de un total de 263 sueros de pacientes con Sindrome de Down procedentes del Instituto
de Gastroenterologia y de 100 sueros de pacientes con diagnostico de tiroiditis autoinmune
provenientes del Instituto Nacional de Endocrinologia (INE). A todos se les realiz6 determinacion
de AAG y AATGL.

Los AAG se realizaron por el método AuBIO Dot anti gliadina (Heber Biotec S.A, La Habana,
Cuba). EI método se basa en tiras de ocho pocillos de poliestireno blanco opaco recubiertas con
gliadina de trigo (Sigma, EUA). Los sueros a probar previamente diluidos 1:50 en tampén de lavado
(PBS-Tween 20 al 0,5%) son afadidos a los pocillos y se incuban durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Luego de un lavado con PBS-Tween 20 al 0,5%, se afiade un conjugado de proteinas A
oro coloidal y se incuba por 10 minutos. Posterior a un nuevo lavado con PBS-Tween 20 al 0,5% la
reaccion es amplificada afiadiendo una disolucion de iones de plata (Amersham Rainham. Essex,
Reino Unido). La reaccion termina después de cinco minutos afiadiendo agua destilada en exceso.
La intensidad del color de cada pocillo es directamente proporcional a la concentracion de
anticuerpos antigliadina en las muestras. En el juego de reactivo se incluye una muestra positiva alta
y una muestra de control de corte que sirven para clasificar las muestras en positivas o negativas por
simple inspeccidn visual (Garrote y otros 1999).

Los AATGt se realizaron por el método inmunocromatografico descrito previamente en el acapite
3.1

A los médicos de cabecera de estos pacientes se les notificaron los resultados de los marcadores
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realizados y en el caso de ser positivos para AATGt se les sugirié que la EC debia ser diagnosticada
mediante biopsia de yeyuno.

3.6.2 Poblacioén sana

3.6.2.1 Grupo de adultos sanos

Se describe como parte del acéapite 3.3.

3.6.2.2 Grupo de nifios sanos

Se estudiaron un total de 595 muestras de suero de nifios sanos (sin antecedentes de vomitos,
diarreas, distension abdominal, retraso del crecimiento, ni antecedentes de familiares con EC)
provenientes de la provincia de Pinar del Rio, con una edad comprendida entre los 3 afios y los 3
afios 11 meses y 29 dias. Las muestras se facilitaron por el Instituto de Gastroenterologia y se les
realiz6 determinacion de la presencia de AATGt por el método inmunocromatografico descrito
previamente en el acépite 3.1. Posteriormente se les realizé determinacion de anticuerpos IgA e IgG
antitransglutaminasa mediante los sistemas comerciales Celikey IgA y Celikey 1gG (Celikey
Pharmacia & Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania). Al Instituto de Gastroenterologia se le
notificd los individuos que resultaron positivos para AATG por cualquiera de los métodos para que
les realizaran confirmacion de la enfermedad mediante biopsia de yeyuno.

3.7 Estudio de concordancia entre el resultado serolégico por el sistema
inmunocromatografico y la biopsia de yeyuno

Para este estudio se seleccionaron aquellos pacientes de los diferentes grupos de riesgos estudiados a
los cuales se les realizo la biopsia de yeyuno y la determinacion de AATGt por el sistema

inmunocromatografico, para un total de 103 pacientes con ambos procederes realizados.
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3.8 Estudio de genes asociados a la enfermedad celiaca (HLA-DQ2 y DQ8) en pacientes con
EC y familiares de primer grado

3.8.1 Pacientes y controles

El estudio incluy6 un total de 22 pacientes celiacos, con un promedio de edad de 15 afios (2-35
afios). Se estudiaron 18 pacientes al debut de la enfermedad y cuatro en régimen de dieta libre de
gluten, procedentes de consulta del Instituto de Gastroenterologia. El diagndstico de la EC se baso
en un resultado positivo con el ensayo para anticuerpos antitransglutaminasa por el método
inmunocromatografico descrito previamente en el acapite 3.1 y confirmado por una biopsia de
yeyuno segun los criterios de la ESPGAN (Walker-Smith y otros, 1990). Se estudiaron ademas 54
familiares de primer grado de los pacientes celiacos y 60 sujetos sanos como controles pareados por
sexo, edad y color de la piel. A todos se les realiz6 determinacién de AATGt, los que resultaron
positivos se remitieron a la consulta de gastroenterologia para ser confirmados por biopsia de
yeyuno. Todos los pacientes, familiares y sujetos controles firmaron su consentimiento para formar
parte de este estudio (anexo 3) y se les llen6 una planilla de recoleccion de datos (anexo 4).

3.8.2 Genotipaje HLA-DQ

El andlisis de los alelos de HLA se realiz6 por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
empleando el “Go Taq PCR Core System 11" de la firma Promega (EUA). En la tabla 4 se muestran
los alelos de HLA analizados en el estudio, asi como las condiciones empleadas para el PCR
(Olerup y otros, 1993). La presencia o no de los alelos de HLA analizados se determind a través de

geles de agarosa al 2%.
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Tabla 4. Cebadores y condiciones del PCR para los alelos de HLA analizados (tomado de Olerup y otros, 1993)

HLA-alelos Cebadores(5-3’) C(MgCly) PCR(°C) 30 ciclos
(mmol/L)
HLA-DQ2
HLA-DQA1*0501 ~ ACG GTC CCT CTG GCC AGT A 2,0 95/62/72
AGT TGG AGC GTT TAATCA GAC
HLA-DQB1*02 GTG CGT CTT GTG AGC AGA AG 2,0 95/62/72
GCA AGG TCG TGC GGA GCT
HLA-DQS8
HLA-DQA1*0301 TTC ACT CGT CAG CTG ACC AT 2,0 95/62/72
CAAATT GCG GGT CAAATCTICT
HLA-DQB1*0302 GAC GGA GCG CGT GCG TTA 2,0 95/60/72
AGT ACT CGG CGT CAG GCG
Control interno
DR52 TGC CAAGTG GAGCACCCAA 2,0 95/62/72

GCATCTTGCTCT GTG CAG AT
C(MgCl,) Concentracion de cloruro de magnesio empleada en el PCR.
PCR (°C): Temperaturas de desnaturalizacion/ Hibridacién/ extension del PCR para cada HLA

3.9 Analisis estadisticos
Para realizar el andlisis de los resultados para cada uno de los inmunoensayos utilizados respecto al
sistema de referencia empleado, se utilizdé el Programa para Andlisis Epidemiolégico de Datos
Tabulados (EPIDAT) version 3.1.
Para los analisis de sensibilidad y especificidad se tuvieron en cuenta los siguientes pardmetros:
e Sensibilidad: Es el porcentaje de individuos con la enfermedad, que tienen un resultado
positivo.
Sensibilidad = (verdaderos positivos / (verdaderos positivos + falsos negativos)) x 100
e Especificidad: Es el porcentaje de individuos sin la enfermedad, que tienen un resultado
negativo.
Especificidad = (verdaderos negativos / (verdaderos negativos + falsos positivos)) x 100
Los resultados de sensibilidad y especificidad se informaron en % y entre paréntesis el intervalo de

confianza (IC) para un 95% de confiabilidad.
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Con el objetivo de determinar el grado de concordancia entre los sistemas evaluados se determind el
indice de Concordancia Kappa (K), que se utiliza con el fin de determinar hasta que punto la
concordancia observada es superior a la que es esperable obtener por puro azar (Landis y Koch,
1977; Cohen, 1960). En caso de acuerdo perfecto la proporcion de concordancia serd la unidad

(Tabla 5).

Tabla 5. Escala de rangos de valores (Grados de concordancia) segun Landis y Koch, 1977.

kappa Grado de acuerdo

<0,00 sin acuerdo
>0,00 - 0,20 insignificante
0,21-0,40 discreto
>0,41 - 0,60 moderado
0,61-0,80 sustancial
0,81-1,00 casi perfecto

Para la comparacion de la seguridad de las pruebas diagndsticas tuvimos en cuenta:
e Valor Predictivo Positivo (VPP): Es la probabilidad (o proporcion) de tener realmente la
enfermedad, cuando su resultado es positivo.
VPP = verdaderos positivos / (verdaderos positivos + falsos positivos).
e Valor Predictivo Negativo (VPN): Es la probabilidad (o proporcién) de no tener la
enfermedad cuando el resultado es negativo.
VPN = verdaderos negativos / (falsos negativos + verdaderos negativos).
Para comparar la frecuencia de alelos del HLA DQ2 y DQ8 entre pacientes y controles se utilizaron
las pruebas de Fisher y la de Chi cuadrado con correccion de Yates para comparar la frecuencia de
dichos alelos entre los familiares de primer grado y los controles en tablas de 2X2. También se

estimd la razén de probabilidad (RP) (95% CI). Para todos los casos se consideré la existencia de
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diferencias significativas para una probabilidad igual o menor de 0,05. Estos calculos se realizaron

con el software SPSS 11.0; SPSS, Chicago, IL.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1 Desarrollo del ensayo inmunocromatogréafico para la deteccién de anticuerpos anti TGt
(AATGY)

4.1.1 Condiciones para la preparacion del conjugado TGt-oro coloidal (pH del coloide y
cantidad minima protectora de TGt)

Los experimentos realizados para determinar el pH del coloide de oro y determinar la cantidad
minima de TGt protectora del coloide, permitieron establecer que la disolucién de oro coloidal
quedaba completamente protegida de la floculacion al afiadir volumenes entre 7,5y 15 pL de K,CO3
0,1 mol/L por cada mililitro de la disolucién coloidal (esto se corresponde con valores de pH entre
7,0y 10,0) y a cantidades de TGt entre 8 y 20 pug/mL de coloide (figura3 ay b).

Se escogieron como parametros de la conjugacion por cada mililitro de la disolucién coloidal: 10 pL

de K,COj3 0,1 mol/L que se corresponde con un valor de pH de 7,5 y 10 ug de TGt como cantidad

protectora.
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Fig. 3: Condiciones de conjugacion de la TGt a oro coloidal 40 nm BBI en un aumento de la fuerza
ionica:

a) volumenes de K,CO3 0,1 mol/L por cada mililitro de coloide.

b) Cantidad de TGt por cada mililitro de coloide a pH 7,5.
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4.1.2 Titulacion de la cantidad de TGt para el recubrimiento de las tiras

Luego de establecer las condiciones de la preparacion del conjugado de TGt-oro coloidal se
procedidé a determinar la mejor cantidad de TGt en el recubrimiento de la tira de nitrocelulosa y se
escogid 1 pg de TGt por tira. Como puede apreciarse en la figura 4 luego de 20 minutos de corrida
cromatografica, para las tiras recubiertas con 0,5 g de TGt aparece sefial con el CPF y el CPM pero
no hay sefial visible con el CPD y no se obtiene sefial con el CN. Con las tiras recubiertasa 1y 1,5
[g se obtuvo un comportamiento similar para ambas, con estas se detecta el CPF, CPM y el CPD
que es visible a los 20 minutos sin ninguna dificultad y ademas con el CN no aparece sefial visible.
Por el contrario con las tiras recubiertas con 2 g de TGt se observan sefiales con todos los controles
incluyendo al CN. En la figura 5 se muestra un ejemplo visual de las unidades arbitrarias asignadas
segun la intensidad de las sefiales desarrolladas en la tira inmunocromatografica con los diferentes

controles establecidos.
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Fig.4: Determinacién de la concentracion de recubrimiento  Fig.5: Unidades arbitrarias (UA) asignadas segun
mediante percepcion visual de la intensidad de la sefial dada en la intensidad de la sefial en la corrida

unidades arbitrarias (UA). Intensidad de sefial 3 corresponde a una
sefial fuertemente visible; intensidad 2 corresponde con una sefial
visible; intensidad 1 corresponde con una sefial débilmente visible e
intensidad 0 con ausencia de sefial. CPF: control positivo fuerte,
CPM: control positivo medio, CPD: control positivo débil, CN:
control negativo. Tiempo de corrida 20 minutos, las muestras se
aplicaron por duplicado y el experimento se repiti6 3 veces
consecutivas. El andlisis se realizd siempre por los mismos

b d
Qsfriados 11

cromatografica. 3UA corresponde a una sefial
fuertemente visible; 2UA corresponde con una
sefial visible; 1UA corresponde con una sefial
débilmente visible y OUA corresponde con
ausencia de sefial. CPF: control positivo fuerte,
CPM: control positivo medio, CPD: control
positivo débil, CN: control negativo. Tiempo de
corrida 20 minutos. A: linea control B: linea
especifica.
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4.1.3 Establecimiento del tiempo de corrida

El experimento realizado para determinar este parametro nos permitié confirmar que el tiempo
factible de corrida es de 20 minutos para lograr una correcta deteccién de muestras con una sefial
baja. A los 5 minutos solo se detectaba el CPF, entre los 10 y 15 minutos se comenz0 a detectar
ademas el CPM y a los 20 minutos las sefiales del CPF, CPM y CPD se hicieron francamente

visibles. En los tiempos ensayados no se observé sefial con el CN (Figura 6).
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Fig.6: Determinacién del tiempo de corrida inmunocromatografica mediante percepcion visual de la
intensidad de la sefial dada en unidades arbitrarias (UA). Intensidad de sefial 3 corresponde a una sefial
fuertemente visible; intensidad 2 corresponde con una sefial visible; intensidad 1 corresponde con una
sefial débilmente visible e intensidad O con ausencia de sefial. CPF: control positivo fuerte, CPM: control
positivo medio, CPD: control positivo débil, CN: control negativo. Las muestras se aplicaron por
duplicado y el experimento se repitio 3 veces consecutivas. El andlisis se realizé siempre por los mismos
observadores (2).

4.1.4 Estudios de estabilidad del sistema

4.1.4.1 Estudio de estabilidad acelerada del recubrimiento a 60 °C

Con el objetivo de conocer a priori cual o cuales de los componentes del prototipo de sistema
pueden resultar mas inestables en el tiempo, este se sometio a un estrés térmico para asi simular el

envejecimiento a tiempo real. El recubrimiento resultd el elemento inestable del prototipo de
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sistema. Se arrib6 a esta conclusion porque cuando se sustituyd en la tira sometida al estrés térmico
el conjugado por un conjugado conservado a TA (20-25 °C), no se observo sefial con ninguno de los
controles positivos. En cambio cuando este conjugado que le fue retirado a las tiras sometidas al
estrés térmico se utiliz6 en tiras inmunocromatograficas conservadas a TA (20-25 °C) se observo
sefial con los controles positivos y ausencia de sefial con el CN.

Como puede apreciarse en la figura 7 la formulacion inicial empleada en el recubrimiento no
garantizé la estabilidad de la proteina utilizada en el recubrimiento. A los tres dias de estudio a 60
°C el sistema no era capaz de detectar al CPM y CPD. Por lo que hubo que modificar la formulacion
del tamp6n de recubrimiento y se identific6 un agente protector (carbohidrato) que permitio
garantizar la estabilidad del prototipo del sistema durante 9 dias a 60 °C. No aparecid ninguna sefial
inespecifica en la linea de captura con el CN. En todas las tiras se pudo observar la sefial en la linea
control del ensayo y al desarmar los casetes también se comprobé el total desprendimiento del

conjugado de su matriz liberadora.
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Fig.7: Estudio de estabilidad acelerada del sistema a 60 °C con y sin agente protector en el recubrimiento. Se realiza
comprobacion mediante percepcion visual de la intensidad de la sefial dada en unidades arbitrarias (UA). Intensidad
de sefial 3 corresponde a una sefial fuertemente visible; intensidad 2 corresponde con una sefal visible; intensidad 1
corresponde con una sefial débilmente visible e intensidad O con ausencia de sefial. CPF: control positivo fuerte,
CPM: control positivo medio, CPD: control positivo medio, CN: control negativo. Tiempo de corrida 20 minutos, las
muestras se aplicaron por duplicado y el experimento se repitié 3 veces consecutivas. El analisis se realizd siempre

por los mismos observadores (2).

4.1.5.2 Estudio de estabilidad a tiempo real y a temperatura ambiente del sistema

Para verificar si realmente el prototipo de sistema desarrollado era estable en su conjunto se

procedi6 al montaje de la estabilidad a tiempo real y a temperatura ambiente (20-25 °C). Como se

muestra en la figura 8 se comprobd que durante los 15 meses de estudio de estabilidad, el sistema

era capaz de detectar a los 20 minutos el CPM y el CPD sin que apareciera sefial visible con el CN.

En todas las tiras se pudo observar la sefial en la linea control del ensayo y al desarmar los casetes

también se comprobd el total desprendimiento del conjugado de su matriz liberadora.
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Fig. 8: Estudio de estabilidad a tiempo real y a temperatura ambiente del prototipo de sistema. CPM: control positivo
medio, CPD: control positivo débil, CN: control negativo. C: Linea Control, T: linea especifica. Tiempo de corrida 20
minutos, las muestras se aplicaron por duplicado. El anélisis se realiz6 siempre por los mismos observadores (2)

4.2 Estudio de sensibilidad y especificidad diagndsticas del sistema inmunocromatogréfico
Para verificar el desempefio del prototipo de sistema desarrollado, se realizé la evaluacion con
muestras de suero de 50 pacientes celiacos sin tratamiento y diagnosticados segun la Sociedad
Europea de Gastroenterologia Pediatrica y Nutricion, pudiéndose comprobar que el ensayo resultd
positivo en los 50 pacientes para un 100% de sensibilidad (95% ClI, 92,9-100%) independientemente
de que existian tres muestras con déficit selectivo de IgA, por lo tanto el sistema
inmunocromatogréafico pudo detectar respuestas de tipo IgA e 1gG en una misma prueba.

Estas mismas muestras se evaluaron con un ELISA comercial (Celikey IgA, Pharmacia & Upjohn,
Freiburg, Alemania) para anticuerpos IgA contra transglutaminasa y anticuerpos IgA contra
endomisio de mono (BioSystem, Barcelona, Espafia), de ellas 47 muestras fueron positivas por el
ELISA para una sensibilidad del 94% (IC 95%: 88,2-98,4%) y 48 positivas por inmunofluorescencia

indirecta para un 96% (IC 95%: 89,1-99%).
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Las muestras de los 40 pacientes que presentaban desédrdenes intestinales en los que la EC fue
descartada por biopsia de yeyuno fueron negativas por los tres sistemas para un 100% de
especificidad (IC 95%: 91,2-100%).

4.3 Prueba del sistema inmunocromatogréafico con sangre, suero y plasma

Con el objetivo de comprobar la posibilidad del uso de muestras de sangre, de suero y de plasma en
el sistema inmunocromatografico se estudiaron de 25 pacientes con diagndstico de EC por biopsia
de yeyuno, todos resultaron positivos para los AATGt por el método inmunocromatografico
independientemente del tipo de muestra empleada para su determinacion.

También se analizaron 200 individuos aparentemente sanos. De ellos solo un individuo result6
positivo para AATGt por el sistema inmunocromatografico para muestra de sangre, suero o plasma.
También, este mismo individuo resultd positivo para AATGt en suero y plasma cuando se le realiz6
la misma determinacion por el sistema comercial ELISA Celikey IgA (Celikey Pharmacia &
Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania). Se comprobd ademas, que esta persona tenia anemia
(hemoglobina 10 g/L) por déficit de hierro durante el analisis médico de rutina.

Al resto de las 199 personas incluidas en el estudio también se les realizaron los mismos
procedimientos antes descritos y todas resultaron negativas para los AATGt por ambos procederes
(inmunocromatografico y ELISA Celikey IgA) independientemente del tipo de muestra utilizada. En
la tabla 6 se muestran los resultados de la prueba del sistema inmunocromatografico con muestras de
sangre, suero y plasma.

El sujeto positivo para AATGt se sometié a biopsia de yeyuno donde se detectd una atrofia parcial
de las vellosidades con marcado incremento de los linfocitos intraepiteliales (LIES), cambios
morfologicos compatibles con EC. Ademaés a este sujeto se le comprobd la presencia de ambos

alelos del HLA-DQ2 (HLA-DQA1* 0501-DQB1* 02) cuando se le realizd la determinacion de los
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genes HLA-DQ2/DQ8 (ambos asociados al desarrollo de la EC en estos pacientes). Este individuo
se clasifico como enfermo celiaco y se le establecié una dieta libre de gluten (DLG). Al afio de
evolucion se comprob6 que el marcador seroldgico era negativo tanto para muestra de sangre, suero
o0 plasma y se constatd una mejoria clinica (Hemoglobina 12 g/L) e histolégica (mucosa normal con

ligero incremento de los LIES).

Tabla 6. Prueba del sistema inmunocromatografico con muestras de sangre, suero y plasma.

Sangre Suero Plasma
AATGt AATGt AATGt
Pos | Neg | Pos | Neg | Pos | Neg

25| 0 |25 0 |25*| O

Sistema inmunocromatogréafico

Pacientes celiacos no tratados
(n=25)
Individuos aparentemente sanos
(n=200)
*casos confirmados por biopsia de yeyuno

1* 1199 | 1* | 199 | 1* | 199

4.4 Estudios de precision

Los resultados obtenidos en las pruebas de precision intraensayo (reproducibilidad), interdia
(repetibilidad) e interlote fueron similares demostrando la alta precision del ensayo
inmunocromatogréfico.

4.5 Estudio comparativo del sistema inmunocromatogréafico contra sistemas similares de la
competencia (CD1 anti-TGt y CD1+2 anti-TGt y anti-gliadina, Operon, Espafia)

En el andlisis realizado con las muestras positivas se pudo comprobar que el sistema
inmunocromatografico nuestro era capaz de detectar las 22 muestras positivas para AATGt IgA y/o
IgG (Celikey IgA y Celikey IgG, Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania) para un 100% (I1C 95%
97,73; 100) de sensibilidad; el CD1+2 anti-TGt y antigliadina detectd correctamente 21 muestras
(un falso negativo) para un 95,45% (IC 95%: 84,4; 100) y el sistema CD1 anti-TGt solo detect6 20

muestras (dos falsos negativos) para un 90,91% (IC 95%: 76,62; 100).
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Cuando comparamos los tres sistemas inmunocromatografico con las muestras negativas pudimos
comprobar que nuestro sistema de las 22 muestras negativas para AATGt IgA e IgG (Celikey IgA 'y
Celikey 1gG, Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania), clasifico correctamente 21 muestras (un
falso positivo), el CD1+2 anti-TGt y anti-gliadina 20 muestras (dos falsos positivos) y el CD1 anti-
TGt las 22 muestras para un 95,45% (IC 95%: 84,48; 100), 90,91% (IC 95%: 76,62; 100) y 100%
(IC 95%: 97,73; 100) de especificidad respectivamente.

Se obtuvo una concordancia de 0,95 (pkappa=0,00) entre los resultados por nuestro sistema
inmunocromatogréfico y por AATGt IgA y/o IgG (Celikey IgA y Celikey 1gG, Pharmacia &
Upjohn, Freiburg, Alemania). Mientras que para los sistemas CD1 anti-TG y CD1+2 anti-TGt y
anti-gliadina fue de 0,86 (pkappa=0,00) y 0,90 (pkappa=0,00) respectivamente.

Estos resultados se muestran en la tabla 7 y se calcularon sobre la base del resultado de los AATGt
IgA e IgG (Celikey IgA y Celikey 1gG, Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania).

Este mismo estudio se realizé por el Dr. Eduardo Arranz del Hospital Clinico Universitario de
Valladolid, Espafia y se obtuvieron resultados similares, corroborandose ademas la precision

interlaboratorios (ver anexo 2).

Tabla 7. Comparacién del sistema inmunocromatografico (INMC), CD1 anti-TGt (CD1) y CD1+2 anti-TGt y anti-
gliadina (CD1+2) utilizando como patron de referencia los resultados de 22 muestras positivas y 22 negativas por el

ELISA comercial Celikey IgA y Celikey 1gG, Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Alemania.

INMC CD1 CD1+2

100 90,91 95,45
Sensibilidad (%) IC (97,73;100) | IC (76,62 ; 100) IC (84,48 ; 100)

95,45 100 90,91
Especificidad (%) IC (84,48 ; 100) IC (97,73 ; 100) IC (76,62 ; 100)
Concordancia® 0,95® 0,86® 0,90®
VPP (%) 95,65 100 91,67
VPN (%) 100 91,67 95,65

3 Prueba de kappa ° p (kappa)=0.00 °Valor Predictivo Positivo 9 Valor Predictivo Negativo
IC: intervalo de confianza al 95%
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4.6 Utilidad del uso del sistema inmunocromatografico en grupos de riesgo y poblacion sana
4.6.1 Grupos de riesgo

4.6.1.1 Grupo de pacientes con trastornos gastrointestinales

Del total de 637 pacientes con sintomas clinicos, AAG positivos y con criterio para la realizacion de
biopsia, solo 88 resultaron positivos para AATGt para una seroprevalencia del 13,81%. Hasta la
terminacion de este trabajo, se le habia realizado la biopsia de yeyuno a 57 de los 88 pacientes, de
estos, 56 tuvieron un patron histolégico compatible con la EC y un paciente resulto negativo en dos
ocasiones por este proceder. A este paciente debido a la incongruencia entre el resultado de los
AATGt y el resultado de la biopsia, se le realizd genotipaje de los alelos de riesgo para EC
(DQB1*02 y DQA1*0501 (DQ2) y DQB1*0302 y DQA1*03 (DQ8)) y resultd negativo para todos
los alelos. La prevalencia probada por biopsia en este grupo de pacientes fue de un 8,95%.

4.6.1.2 Grupo de pacientes con giardiasis

De los 40 pacientes con giardiasis, 37 presentaban una estructura de las vellosidades normal y tres
un patrén histoldgico alterado. En el grupo de 37 individuos con histologia normal, se encontraron
anticuerpos IgA antigliadina (AAG) en s pacientes para una especificidad del 82%. Ninguno de
estos pacientes tenian AATGt en el ensayo inmunocromatografico ni en ELISA (100%
especificidad).

Los tres pacientes que tenian un patrén histoldgico alterado, presentaban una atrofia subtotal de las
vellosidades y linfocitosis intraepitelial compatible con el diagndstico de EC. La gravedad de las
lesiones fue muy similar en todos los pacientes y no fue posible diferenciarlas en la exploracion
histologica; sin embargo, sélo dos de ellos tuvieron resultados positivos de AATGt en ambas
pruebas. Estos dos individuos se clasificaron como pacientes con sospecha de EC y se les establecid

una dieta libre de gluten (DLG) junto con el tratamiento especifico de la giardiasis, observandose
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una mejoria clinica en el seguimiento. La recuperacion histoldgica se valoré al afio por una segunda
biopsia intestinal y el hecho de que los marcadores seroldgicos fueran negativos confirmé el
diagndstico (criterio revisado de la ESPGAN) (Walker-Smith y otros, 1990).

Al tercer paciente que tuvo una mucosa con atrofia subtotal y AATGt negativos, solo se traté con
secnidazol (30 mg/kg) y no se le suprimié el gluten de la dieta. También se le realizd biopsia
intestinal y determinacion de AATGt evolutivos y a pesar de no suprimirle el gluten de la dieta se
observo una recuperacion histoldgica en la biopsia y el marcador serolégico continu6 negativo.
4.6.1.3 Grupo de pacientes con Diabetes mellitus dependiente de insulina (DMT1)

De los 208 pacientes estudiados, 194 resultaron negativos para AATGt y 14 resultaron positivos para
una seroprevalencia de un 6,73%. De estos 14 pacientes solo dos de ellos (14,28%) presentaban
sintomas clinicos asociados a EC (dolor abdominal, diarrea y anorexia), los restantes 12 pacientes no
mostraron sintomas asociados.

La confirmacion de la EC se realiz6 mediante biopsia de yeyuno en solo seis pacientes, que dieron
su consentimiento, el resto se negd. En todos ellos se observaron cambios morfolégicos en la
mucosa yeyunal consistente con EC, cinco pacientes tuvieron una atrofia parcial de las vellosidades
intestinales con un aumento del ndmero de linfocitos intraepiteliales y uno mostr6 una atrofia
subtotal de las vellosidades con un aumento del nimero de linfocitos intraepiteliales. Por lo que la
prevalencia de la EC diagnosticada por biopsia intestinal en este grupo de riesgo es de un 2,88%
(6/208).

En el grupo de seis pacientes diabéticos con AATGt positivos y EC confirmada por biopsia, en
cuatro pacientes el diagnostico de la EC se realizé al debut de la diabetes y dos de ellos presentaron

sintomas sugestivos de EC (dolor abdominal, diarrea y anorexia). En los otros dos pacientes
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diabéticos con AATGt positivos y EC confirmada por biopsia el diagndstico se realizé a los 2 'y 10
afios respectivamente del debut; ninguno de estos dos pacientes tenia sintomas sugestivos de EC.
4.6.1.4 Grupo de pacientes con Sindrome de Down y pacientes con tiroiditis autoinmune

Se determind que de los 263 pacientes con Sindrome de Down estudiados, 63 (23,9%) de ellos
resultaron AAG positivos y 200 negativos; mientras que para los AATGt solo seis (2,2%) fueron
positivos.

En el caso de los 100 pacientes con tiroiditis autoinmune, en 13 (13%) de ellos se determiné la
presencia de AAG. Los restantes 87 resultaron negativos para este marcador. Sin embargo cuando se
les realizd determinacion de AATGt, solo resultaron positivos 3 (3%) pacientes y 97 resultaron
negativos.

4.6.2 Poblacion sana

4.6.2.1 Grupo de adultos sanos

Estos resultados se muestran en el acapite 4.3.

4.6.2.2 Grupo de nifios sanos

En este estudio se determind que siete nifios resultaron positivos para AATGt tanto por el sistema
inmunocromatografico como por el ELISA Celikey 1gG (Celikey Pharmacia & Upjohn, Diagnostics
AB, Freiburg, Alemania), los restantes 588 nifios resultaron negativos por ambos procederes. En
cambio solo cinco nifios resultaron positivos por el ELISA Celikey IgA (Celikey Pharmacia &
Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania) y 590 resultaron negativos (de este grupo, dos
resultaron positivos por el inmunocromatografico y por el Celikey 1gG). Cuando se realizo la
escritura de este trabajo no se tenian los resultados de la biopsia de yeyuno de los nifios que

resultaron positivos para AATGt por cualquiera de los procederes realizados.
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4.7 Estudios de concordancia entre resultado seroldgico por el sistema inmunocromatografico
y la biopsia de yeyuno

Del total de 103 pacientes estudiados, se corrobord que de los 65 pacientes que resultaron positivos
para AATGt y que tenian realizada la biopsia de yeyuno, un total de 64 coincidieron para ambos
procederes. Mientras que los 38 pacientes negativos para AATGt y que tenian realizada la biopsia de
yeyuno todos coincidieron (Tabla 8). En este caso el indice de concordancia entre las pruebas
realizadas es de 0,98; lo que es considerado como un grado de acuerdo casi perfecto entre ambas

pruebas, segun se refiere en la escala de Landis y Koch (Landis y Koch, 1977).

Tabla 8. Estudio de concordancia entre anticuerpos antitransglutaminasa (AATGt) y Biopsia de yeyuno

Grupo N | Biopsiat+ | Biopsia— | Biopsia—
AATGt+ | AATGt+ | AATGt —
Sintomas clinicos 57 56 1 0
Diabetes mellitus T1 6 6 0 0
Giardiasis 40 2 0 38
Total 103 64 1 38

Concordancia 0,98 p(kappa)=0,00

4.8 Estudio de genes asociados a la enfermedad celiaca (HLA-DQ2 y DQ8) en pacientes con
EC y familiares de primer grado

Cuando se estudid la proporcién de pacientes positivos para el heterodimero del HLADQ?2 la
proporcion de pacientes fue significativamente mayor cuando lo comparamos con los controles
sanos: 86,3% versus 20%, p= 0,000004; RP: 4,32 (CI: 0,090-0,554), estos resultados se muestran
en la tabla 9 y en la figura 9 se expone una muestra del resultado de la electroforesis en gel de
agarosa al 2% del producto del PCR con los cebadores del alelo DQB1*02 del HLA-DQ2 en

pacientes y controles.
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La proporcion de los alelos DQA1*0501 y DQB1*02 del HLADQ2 también fue mayor en los
pacientes que en los controles: 86,3% versus 56,6%, y 90,2% versus 45% respectivamente; pero no
se detecto diferencia significativa entre ambos grupos.

La proporcion del heterodimero del HLA-DQ2 en familiares de primer grado de los pacientes
celiacos también fue mayor cuando los comparamos contra los controles sanos: 70,3% versus 20%,
p=0,0006; RP: 3,52 (Cl: 0,135-0,599). Un familiar de primer grado presentd solo el alelo
DQB1*02.

En cuanto al HLA-DQ8 (DQA1*0301, DQB1*0302), de los 22 pacientes uno resultd positivo para

ambas cadenas del heterodimero y otro solo positivo para el alelo DQA1*03 de este gen.

Tabla 9. HLA-DQA1*0501 y DQB1*02 en pacientes, familiares de primer grado y controles.

N DQA1*0501 DQB1*02 HLA DQ2 +
(Ambos alelos)
22 19 (86,3%) 20 (90,2%) 19 (86,3%)
Pacientes celiacos (p =0,26) (p =0,06) (p = 0,000004)
RP:4,32 (CI: 0,090-0,554)
Familiares de 54 38 (70%) 48 (90%) 38 (70%)
i = = (p = 0,0006)
primer grado (p=0,012) (p =0,020) RP3.52 (CF 0.135-0.069)
Controles 60 34 (56,6%) 27 (45%) 12 (20%)

Valores de p comparado contra controles.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
796 pb
- < DQB1*02
205 pb

Fig. 9: Electroforesis en gel de agarosa al 2% del producto del PCR del alelo DQB1*02 del HLA-DQ2 en una
muestra de pacientes y controles. Linea 1: Patron de masa molecular 100 bp DNA “step leader” (1500-100 pb),
lineas 2-21: muestras, Linea 22: control negativo PCR, Linea 23: muestra control positivo, Linea 24: muestra control
negativo. DR52 humano: control interno de la reaccion. pb: pares de bases.
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4.8.1 Asociacion del HLA-DQ2 y anticuerpos antitransglutaminasa (AATGt)

De los 22 pacientes celiacos, cuatro resultaron negativos para los AATGt ya que estaban en régimen
de DLG. De estos cuatro pacientes, dos de ellos resultaron positivos para ambos alelos del HLA-
DQ2 y uno negativo, pero positivo para los alelos del HLA-DQ8 (DQA1*0301, DQB1*0302) vy el
otro paciente restante fue positivo solo para el alelo DQB1*02 del HLA DQ2.

Los otros 18 pacientes celiacos se estudiaron al debut de la enfermedad por lo tanto todos ellos
fueron positivos para los AATGt y el diagnéstico de EC se confirm6 mediante biopsia de yeyuno.
De este grupo de 18 pacientes, 17 resultaron positivos para ambos alelos del HLADQ?2 y un paciente
resulté positivo solamente para el alelo DQA1*03 del HLA-DQ8.

Para el grupo de los familiares de primer grado (54 individuos), 10 individuos resultaron positivos
para los AATGt y de ellos siete resultaron positivos para ambos alelos del HLA DQ2. A estos siete
individuos se les realizd la biopsia de yeyuno, en cinco individuos se encontraron cambios
morfoldgicos en la histologia intestinal compatibles con la EC y dos resultaron negativos por este

proceder. Todos los controles sanos resultaron negativos para los AATGt.
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CAPITULO 5. DISCUSION

En los altimos afios los resultados de diversos estudios clinicos y epidemiolégicos han demostrado
que la EC cuando se busca de forma activa, tiene una incidencia mucho mas alta de la pronosticada.
Por otro lado se conoce que si la enfermedad no es diagnosticada y tratada a tiempo puede provocar
el desarrollo de otras enfermedades, dentro de ellas el linfoma intestinal y otros tipos de cancer ((Di
Sabatino y otros, 2009; Green, 2009). Todo esto conduce a la necesidad de realizar un diagnéstico
certero y precoz de la EC.

Lo que resulta aln méas importante es que a diferencia de otras enfermedades de naturaleza
autoinmune, que por lo general tienen un mal pronostico y requieren de un tratamiento complejo, no
exento de efectos secundarios y no siempre suficientemente efectivos, la EC una vez diagnosticada
tiene un tratamiento muy sencillo que consiste en la eliminaciéon del gluten de la dieta de estos
pacientes, o sea, una dieta libre de gluten (DLG). Aunque esto significa algunas limitaciones y una
modificacion del estilo de vida, no son comparables a las de otras enfermedades autoinmunes. Se ha
demostrado ademas que si el paciente celiaco cumple con una dieta estricta, puede desarrollar una
vida normal con un riesgo no mayor que el de la poblacién general a padecer las enfermedades antes
mencionadas (Di Sabatino y otros, 2009; Green, 2009).

Otro aspecto importante a destacar es que en los ultimos afios se ha podido demostrar que ademas de
las formas tipicas de la EC, que se presentan con los sintomas caracteristicos descritos con
anterioridad, existen formas atipicas, con sintomas clinicos extra intestinales o casos
monosintomaticos (Green, 2007). Es posible que estas formas de presentacion de la enfermedad
sean tan 0 mas frecuentes que la EC clésica, lo que introduce un nuevo reto para el diagnostico de la
misma. Por otro lado se conoce en la actualidad que ya no puede considerarse a la EC una patologia

estrictamente pediatrica pues tiene una elevada incidencia en la poblacion adulta, incluso de la
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tercera edad (Green, 2005). Todo lo anterior reafirma la primera idea expresada en esta discusion: la
importancia de un diagnostico certero y precoz de la EC.

Como se menciond antes, en la actualidad el estdndar de oro para el diagndéstico de la EC continta
siendo la biopsia de yeyuno (Fasano y otros, 2008). Sin embargo, teniendo en cuenta diversos
puntos de vista este método no es bueno como primera opcidn para el diagnostico, sobre todo
cuando se trata de hacer una pesquisa de la enfermedad, bien sea en grupos de riesgo o en la
poblacion general, para estudiar la incidencia de la misma en una determinada region o pais. Entre
las desventajas que presupone este método se encuentran las de orden ético y las de orden
econdmico.

En cuanto a las de orden ético la biopsia de yeyuno es un método invasivo y cruento que les causa
molestias a los pacientes sobre todo si son nifios. Desde el punto de vista econdmico resulta costoso
pues las capsulas para realizar las biopsias cuestan alrededor de 500 USD cada una y tienen una vida
limitada. Ademas por lo complejo del proceder y la disponibilidad de capsulas, existen limitaciones
para el nimero de biopsias que pueden realizarse por dia.

Habria que sumar a todo esto que por lo general los pacientes requieren ser ingresados para realizar
este proceder y que una correcta interpretacion del resultado de la biopsia requiere de un patélogo
con gran experiencia ya que otras patologias gastrointestinales pueden provocar alteraciones de la
mucosa intestinal muy parecidas a las que ocasiona la EC (Green, 2007).

Son estas las razones fundamentales que han incentivado el desarrollo de pruebas seroldgicas, las
cuales han servido como un complemento importante para el diagnostico de la EC y han permitido,
al menos, disminuir el nimero de biopsias intestinales que deben realizarse para confirmar la
enfermedad. Los diagndsticos serologicos resultan ademas una herramienta fundamental para el

seguimiento de los pacientes bajo un régimen de DLG, ya que permiten detectar transgresiones de la
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dieta y para el seguimiento durante los estudios de reto o provocacién con gluten, ya que nos
permiten identificar el mejor momento para realizar la biopsia intestinal confirmatoria.

Dentro de las pruebas seroldgicas, la que ha resultado de mayor utilidad para el diagndstico de la EC
por su sensibilidad y especificidad ha sido la deteccion de anticuerpos antiendomisio (AAE) y més
reciente la deteccion de anticuerpos anti transglutaminasa (AATGt) (Green, 2007; Rostom y otros,
2005). Los primeros se detectan por inmunohistoquimica mediante inmunofluorescencia indirecta y
estos sistemas no son automatizables, requieren tiempo para su realizacion (horas) y ademas
requieren un personal altamente calificado, asi como de un equipamiento costoso (Catassi y otros,
2005; Rostom y otros, 2005).

Por su parte los AATGt se detectan fundamentalmente por técnicas tipo ELISA que si son
automatizables, pero también requieren de equipamiento de laboratorio, de personal calificado y
también consumen tiempo para su realizacion (Catassi y otros, 2005; Rostom y otros, 2005).

Para recomendar el despitaje poblacional de una enfermedad deben cumplirse tres premisas: i) que
exista un ensayo de diagndstico sensible y de bajo costo, con minima agresion al paciente; ii) que se
disponga de un tratamiento efectivo de la enfermedad; y iii) que el desarrollo de la enfermedad sea
mas perjudicial para el paciente o la sociedad que la adhesion al tratamiento (Green, 2009).

En la EC las premisas descritas sélo se cumplen parcialmente. Los sistemas seroldgicos de
diagndstico existen, aunque presentan limitaciones que impiden que sustituyan a la biopsia
intestinal. El tratamiento también es posible, aunque son necesarios estudios que valoren los niveles
de gluten tolerados por los enfermos. Con respecto a la tercera premisa, podemos decir que i) existe
un aumento del riesgo de desarrollar linfomas u otros tumores del tracto intestinal con respecto a la
poblacion normal; ii) dicho riesgo es tanto mayor cuanto mas tarde se diagnostica la enfermedad; y

iii) la dieta sin gluten normaliza el riesgo, se justifica la necesidad de hacer una bisqueda activa de

Galvan JA, 2011 71



Discusion

la EC (Green, 2009). Ademas, a pesar de que no existen suficientes trabajos que documenten como
es dicho riesgo en enfermos con EC latente, en un estudio con familiares se encontr6 que la muerte
causada por algun tipo de cancer estaba aumentada en 10 veces con respecto a un grupo control del
mismo sexo y edad; el 20% de los familiares se diagnosticaron como enfermos celiacos y
aproximadamente el 50% de éstos eran enfermos con EC latente (Marsh, 1997; Stokes y otros,
1976).

En nuestro pais se desconoce hasta ahora el comportamiento real de la EC, entre otras razones por
no poder contar con los recursos materiales necesarios para la compra de los sistemas de diagnostico
seroldgicos que tienen un elevado precio en el mercado internacional. Por ello decidimos trabajar en
esa direccion, tratando de desarrollar nuevos sistemas de diagndéstico serolégicos de la enfermedad,
de modo que las limitaciones no sean técnicas sino que se deban Unicamente al cuestionamiento de
la tercera premisa: que el desarrollo de la enfermedad sea més perjudicial para el paciente o la
sociedad que la adhesion al tratamiento.

Con todos estos antecedentes y aprovechando la experiencia acumulada por nuestro grupo en el
desarrollo de sistemas inmunocromatograficos (Sorell y otros, 2004), nos dimos a la tarea de
desarrollar y llevar a escala productiva la determinacion de anticuerpos antitransglutaminasa en
sangre, suero y plasma mediante la tecnologia inmunocromatografica.

En cuanto al desarrollo del sistema, primeramente se establecieron las condiciones de pH y de
concentracion de TGt para su conjugacion a oro coloidal A partir de estos resultados y para la
produccién de cantidades mayores del conjugado de TGt-oro coloidal se establecié un valor de pH
de 7,5 y una concentracion de TGt de 10 pg/mL de coloide.

El pH de 7,5 se escogio porque cae en el rango de pH optimo para la conjugacion y cercano al punto

isoeléctrico de la TGt, lo cual es recomendado por otros autores, que sugieren que en general, una
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proteina se adsorbe al méximo en la superficie de la particula de oro en el punto isoeléctrico (pl) de
la molécula de 0 a 0,5 unidades de pH por encima de dicho punto (Albrecht, 1993; Roth, 1983).
Escogimos la concentracion de 10 pug/mL de coloide a partir de a experiencia mostrada en otros
sistemas inmunocromatogréaficos (IC) desarrollados por nuestro grupo donde se ha observado que la
concentracion de la proteina a conjugar en un orden superior a la cantidad minima protectora nos
brinda un margen de seguridad en la proteccidn total del coloide (Mainet y otros, 2004).

Para la produccién del conjugado de TGt-oro coloidal en su formulacion final se le afiadieron
sustancias que aumentan su estabilidad y previenen de la contaminacion (tampoén C de dilucion del
conjugado). En estas condiciones se ha descrito que los conjugados con oro coloidal son estables
durante afios a 4 °C (Mainet y otros, 2004, Paek y otros, 2000).

Es importante sefialar que al realizar el conjugado del sistema con la propia TGt esto hace que
nuestro ensayo sea capaz de detectar indistintamente cualquier clase de anticuerpos contra la TGt, lo
cual resulta una ventaja en el caso de la EC donde pueden aparecer fundamentalmente anticuerpos
de clase IgA e IgG. Los sistemas tipo ELISA que existen por el momento en el mercado permiten
solo la deteccion de AATGt de la clase IgA o de la IgG pero no a la vez. Esto evidentemente
representa una desventaja ya que es conocido que hasta un 10% de los pacientes celiacos desarrollan
un déficit selectivo de IgA e incluso pacientes que resulten negativos por ELISA vy tienen niveles
normales de IgA pueden tener anticuerpos de clase IgG (Cataldo y otros, 1998). Para resolver esta
situacion hay que realizar los dos ensayos independientes, uno para detectar anticuerpos IgA y otro
para detectar los IgG, con el consiguiente consumo de recursos y tiempo.

Como parte de los estudios de estabilidad que hay que realizar para el desarrollo de un sistema
diagnostico resulta fundamental una vez que se tiene un prototipo del mismo, evaluar su estabilidad.

Esto permite conocer cual o cuales de sus componentes resultan méas vulnerables al menos en cuanto
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a la estabilidad en el tiempo, lo que permite trabajar para encontrar condiciones que mejoren esta
estabilidad o simplemente sustituir dicho(s) componente(s) en la medida de lo posible.

Sin embargo, el conocer la estabilidad del sistema a tiempo real independientemente que es un
requisito imprescindible e indispensable para realizar el Registro Sanitario de un diagnosticador ante
el CECMED (que es la entidad regulatorias del MINSAP para este fin), consume mucho tiempo ya
que este tipo de diagnosticadores deben ser estables por largos periodos (un afio 0 mas). Una forma
de solucionar este problema, es someter el sistema y/o sus componentes a un estrés térmico como
por ejemplo 60 °C que simula el envejecimiento a tiempo real de los componentes (Paek y otros,
2000; Gunter, 1999; Deshpande, 1996). Estos estudios, si bien son solo una aproximacién a lo que
resulta luego en la realidad, brindan una informacién importante en un corto periodo de tiempo,
sobre todo acerca de los componentes que resulten mas inestables y asi no tenemos que esperar por
un largo periodo de tiempo para tener la informacion si debemos cambiar alguna formulacién o
componente.

En el estudio de estabilidad del sistema a 60 °C el componente que resulté mas inestable fue la TGt
del recubrimiento. Esta proteina de alta masa molecular (aproximadamente 85 kDa) puede sufrir con
el tiempo cambios conformacionales que afecten su estructura y por ende los epitopos que son
reconocido por los anticuerpos. Estos cambios pueden estar dados por la deshidratacién a la cual es
sometida la TGt una vez que se deposita sobre la nitrocelulosa (Mainet y otros, 2004; Paek y otros,
2000). Para prevenir esto se utilizan algunos estabilizantes; en nuestro caso lo denominamos agente
protector. Algunos autores plantean que cuando una proteina es deshidratada en presencia de estos
agentes, las moléculas de agua unidas en la estructura proteica por puentes de hidrogeno son
evaporadas y los sitios son reemplazados por el agente manteniendo la conformacion estructural

intacta (Paek y otros, 2000; Deshpande, 1996). El uso de este agente protector en la formulacion del
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tampdn de recubrimiento garantizd la estabilidad de la TGt por al menos 15 meses a temperatura
ambiente.

Después de seleccionadas las condiciones del desarrollo del sistema y del estudio de estabilidad
acelerada se evalu6é un grupo de tiras con un panel bien caracterizado de muestras de pacientes
celiacos y no celiacos.

El diagndstico de la EC se hizo segun los criterios de la Sociedad Europea de Gastroenterologia
Pediatrica y Nutricion (Walker-Smith y otros, 1990). En el estudio con muestras de pacientes
celiacos al diagndstico, la sensibilidad y la especificidad fue de un 100% ya que hubo una total
concordancia con el resultado por biopsia, que como hemos dicho, es el estdndar de oro para el
diagndstico de la EC. Sin embargo, por el ELISA comercial Celikey IgA (Celikey Pharmacia &
Upjohn, Freiburg, Alemania) se dejaron de detectar tres pacientes para una sensibilidad del 94%
(88,2-98,4%) y por el método de inmunofluorescencia indirecta (BioSystem, Barcelona, Espafia), se
dejaron de detectar dos pacientes para un 96% (89,1-99%).

Estos resultados se deben a la alta incidencia de deficit selectivo de IgA en los individuos con EC,
de ahi la desventaja de estos sistemas que solo detectan anticuerpos de clase IgA y que no se pueden
utilizar para identificar a los individuos con EC que tienen deficiencia selectiva de IgA. Por lo tanto
para tales casos son necesarias estrategias alternativas como la determinacién de IgG.

En este sentido varios autores han sugerido que la deficiencia selectiva de IgA ocurre en individuos
sanos con una frecuencia de 1:163- 1:965 individuos (Pereira y otros; 1997; Clark y otros, 1983;
Carneiro-Sampaio y otros, 1989). También se ha planteado que esta deficiencia es mucho mas
comun en individuos con EC donde la frecuencia es de aproximadamente 1:50 personas (Cataldo y

otros, 2000; Cataldo y otros, 1998; Heneghan y otros, 1997).
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Una vez obtenido el sistema inmunocromatografico y caracterizado con un panel de sueros de
pacientes celiacos y no celiacos se comprobd en el terreno que en el ensayo ademas de utilizar suero
y plasma sin diluir también se puede utilizar sangre total. Todas las muestras que resultaron
positivas para AATGt en sangre total, también lo fueron para suero y plasma y ademas la EC fue
confirmada por biopsia de yeyuno en estos pacientes. No se observaron falsos negativos asociados al
tipo de muestra empleada. En cambio los sistemas comerciales solo usan suero/plasma o sangre
previa dilucion de la muestra a utilizar (Bazzigaluppi y otros, 2006; Raivio y otros; 2006; Ferre-
Lépez y otros, 2004; Bazzigaluppi y otros, 1999).

También como parte de la caracterizacion del sistema inmunocromatogréfico desarrollado se realiz
un estudio comparativo contra un sistema similar de la competencia (CD1 anti-TGt y CD1+2 anti-
TGt y anti-gliadina Operon, Espafia) (Ferre-Lépez y otros, 2004).

Cuando se va a utilizar un diagnosticador para el pesquisaje masivo de una enfermedad es muy
importante que el mismo posea altos valores de sensibilidad y un alto Valor Predictivo Negativo
(VPN) que no es méas que la probabilidad o proporcion de no tener la enfermedad cuando un
resultado es negativo. De esta forma se garantiza que ningln posible enfermo escape a la pesquisa y
que luego pueda ser comprobado el resultado serolégico por métodos confirmatorios, como es el
caso de la biopsia de yeyuno para la enfermedad celiaca (Walker-Smith y otros, 1990), como antes
hemos expuesto. En este estudio comparativo pudimos comprobar que nuestro sistema tuvo una
sensibilidad de 100% contra una sensibilidad de 91,66% y 95,66% para el CD1 y CD1+2
respectivamente. Mientras que el VPN para el inmunocromatografico también fue de 100% y de
91,67% y de 95,65% para el CD1 y CD1+2 respectivamente. En resumen nuestro sistema mostro un

diagnostico més preciso de la enfermedad en el grupo estudiado. Esto permite la aplicacion segura
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de la biopsia de yeyuno solo en aquellos pacientes que resulten positivos para la determinacion de
AATGt con una baja probabilidad de error.

Independientemente del pobre desempefio del sistema de la competencia en el laboratorio respecto
al nuestro, también es un sistema visual rapido basado en la técnica de inmunocromatografia pero
que consta de dos tipos de tira, una doble para la deteccion de AATGt de clase IgA y AAG; y una
simple, para anticuerpos IgA e IgG especificos frente a TGt. Como la tira doble solo detecta
anticuerpos IgA, deja sin resolver el problema de los pacientes con déficit de IgA, al contrario de
nuestra tira donde se determinan anticuerpos IgA e IgG anti-TGt en un mismo ensayo. Ademas la
identificacion simultanea de AATGt de clase IgA y AAG no mejora la sensibilidad de la prueba en
la seleccion de los pacientes con sospecha de EC que deben ser sometidos a una biopsia diagnostica.
Por el contrario, puede crear problemas de interpretacion de los resultados, como ocurre con la
aparicion de casos positivos para AAG pero negativas para AATGt.

Como este sistema comercial necesita realizar la determinacion de AATGt primero mediante la tira
doble, y después, cuando el resultado es negativo, con la tira sencilla, que si detecta anticuerpos
antitransglutaminasa IgA e 1gG; esta propuesta del uso combinado de las dos tiras, sélo hace que
esta prueba diagndstica se convierta en un procedimiento mas complejo, mas costoso y con mayor
consumo de tiempo, ya que en definitiva el resultado final de la prueba solo se obtiene después del
resultado de la tira simple. De esta manera se pierden las ventajas de la rapidez sobre los métodos
ELISA que existen en la actualidad para estos fines.

Una vez concluida la fase de desarrollo y evaluacion preliminar del sistema, nos dimos a la tarea de
probarlo en grupos de riesgos para demostrar su utilidad e importancia.

El primer grupo estudiado fue el de pacientes con sintomas gastrointestinales, como ya hemos

reflejado anteriormente en la forma clésica de la enfermedad aparecen sintomas tales como nauseas,

Galvan JA, 2011 77



Discusion

vomitos, diarreas, distensién abdominal, pérdida de masa muscular y peso, falla de crecimiento,
laxitud e irritabilidad (Green, 2005). En adultos de la 3™ y 4™ década, los sintomas mas frecuentes
son fatiga, dolores abdominales, meteorismo, anemias ferropénicas, estrefiimiento y frecuentemente
son diagnosticados de sindrome de intestino irritable (Green, 2005).

En nuestro pais dado los prohibitivos precios de los sistemas comerciales, el diagndstico de la EC se
realizaba mediante clinica y biopsia de yeyuno, esto entrafiaba que se realizaran innecesariamente
muchas biopsias con la consiguiente molestia para el paciente y el incremento del gasto econémico.
Una vez que se introdujeron los anticuerpos antigliadina (AAG) en los servicios de
gastroenterologia del pais este nimero disminuyd pero no lo suficiente dada la poca especificidad de
este marcador ya que dichos anticuerpos aumentan en otras patologias e incluso en controles
normales (Uibo y otros, 1993; Arranz y otros, 1986), mientras que la deteccidn de anticuerpos anti-
transglutaminasa ha demostrado ser altamente sensible y especifica para el diagndstico de la
enfermedad celiaca (Sardy y otros 1999; Dieterich y otros, 1998; Schuppan y otros, 2001;
Lagerquvist y otros, 2001).

En el estudio realizado a 637 pacientes con sintomas clinicos sugestivos de EC y con AAG
positivos, por lo tanto con criterio de biopsia de yeyuno segun el procedimiento que se llevaba hasta
ese momento en nuestro pais, solo el 13,8% de los pacientes (88 individuos) resultaron positivos
para los AATGt. Por lo tanto se le hubiese realizado innecesariamente este cruento proceder al
86,2% del total de pacientes. Hasta el momento de esos 88 pacientes positivos para AATGt se han
confirmado por biopsia de yeyuno 57 personas, de estos, 56 tuvieron un patron histologico
compatible con la EC por lo que la prevalencia en este grupo de pacientes probada por biopsia de
yeyuno, fue de un 8,95%. Un paciente resultd negativo en dos ocasiones por la biopsia de yeyunoy

al determinarsele los alelos de los genes HLA DQ-2 y DQ8 también resultaron negativos, por lo que
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le fue descartada la enfermedad y el resultado de los AATGt fue catalogado como falso positivo
apoyandonos en el hecho de que el andlisis genético es muy Util para excluir la EC en pacientes con
riesgo o sospecha, con un valor predictivo negativo préximo al 100% (Sollid y Lie, 2005; Rostom y
otros, 2004).

El grupo de pacientes con infeccion por Giardia lamblia es un grupo particular dentro del grupo de
pacientes con sintomas clinicos sugestivo de EC ya que también puede cursar con diarreas cronicas.
La etiologia de la diarrea cronica en nifios de zonas tropicales se investigd por Rastogi y
colaboradores (Rastogi A y otros, 1999) y Altuntas y colaboradores (Altuntas B y otros, 1999). Estos
autores encontraron que basandose en la historia, exploracion clinica y biopsia duodenal, la
giardiasis y la EC son algunas de las principales causa de la diarrea cronica. Puesto que la giardiasis
y la EC comparten algunos sintomas clinicos es recomendable determinar si un paciente con
giardiasis también tiene EC.

Esto es importante porque se ha demostrado en otras investigaciones que el tratamiento de la
giardiasis invierte la EC que pasa de activa a latente, cura los sintomas de diarrea y devuelve al
intestino delgado su morfologia normal sin necesidad de DLG (Carroccio y otros, 2001).

En este sentido Carroccio y colaboradores sugieren que un estado de EC activa, con atrofia de la
mucosa intestinal, puede regresar a un estado de EC latente con una histologia normal de la mucosa
intestinal después de la eliminacion de los factores ambientales que supuestamente han precipitado
el dafio de la mucosa (Carroccio y otros, 2001). Plantean ademas que el comportamiento de los
anticuerpos AAE y AATGt no es una caracteristica permanente para toda la vida y en funcién de
esto se debe recomendar en el mismo paciente la repeticion de estos marcadores cuando se sospecha
una EC, independientemente que los marcadores serologicos hayan sido negativos con anterioridad

(Carroccio y otros, 2001).
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Como se ha planteado en varias ocasiones el diagndstico de EC exige una biopsia de intestinal pero
no es el procedimiento de primera eleccion para el cribaje de la EC (Fasano y otros, 2008; Catassi y
otros, 2005). En este estudio encontramos anticuerpos IgA frente a gliadina en un ndmero
considerable de pacientes con giardiasis, en los cuales se descartd la EC por biopsia intestinal, por lo
que la especificidad de los AAG no es buenos para cribar la EC en estos pacientes. Cuando se
realizo la determinacion de AATGt con el ensayo inmunocromatografico, ninguno de los pacientes
no celiacos con giardiasis fueron positivos, con una especificidad del 100%. Por otra parte un
paciente de 84 afios con AATGt negativos presentaba alteraciones de la mucosa sin otro marcador
de EC y se consider6 que la atrofia de las vellosidades se debid a la infeccion parasitaria y tras el
tratamiento con secnidazol se consiguid una mejoria clinica. Los marcadores serol6gicos se
repitieron después del tratamiento y permanecieron negativos y en una segunda biopsia se demostrd
una recuperacion completa de la mucosa.

Los dos pacientes con giardiasis y sospecha de EC se trataron simultaneamente para ambas
afecciones. Se considero la posibilidad de comenzar primero con el tratamiento contra la giardiasis y
siguiendo una dieta normal y después de eliminar la giardiasis comenzar con la DLG. Sin embargo
este procedimiento no era éticamente aceptable dado el riesgo de invertir la EC a un estado latente
como se ha descrito previamente (Carroccio y otros, 2001). El hecho de que los AATGt se hicieran
negativos se considerd de gran valor para confirmar el diagnostico de EC, maxime cuando en una
segunda biopsia se demostré una recuperacion completa de la mucosa.

Se ha comunicado que la EC puede estar presente en los sujetos con Diabetes mellitus Tipo 1
(DMT1) entre un 1y 16,4% (Schober y otros, 2002), lo que se ha tratado de explicar por el hecho de
que ambas entidades comparten genes de susceptibilidad como son los alelos HLA B8, DR3 y DQ

B1*02 (Arranz y otros, 1997; Sollid y otros, 1989).

Galvan JA, 2011 80



Discusion

En nuestro estudio se pudo determinar una prevalencia confirmada por biopsia del 2,8% para este
grupo de pacientes, lo cual es muy similar a lo informado por otros investigadores (Schober y otros,
2002).

Es muy frecuente que la EC sea asintomatica con DMT1 (Freemark y Levitsky, 2003). De los 14
pacientes positivos para AATGt, 12 (85,72%) de ellos no tuvieron sintomas sugestivos de EC y solo
dos (14,28%) pacientes presentaron esta sintomatologia (dolor abdominal, diarrea y anorexia).
Todavia es tema de debate el beneficio potencial de un cribado sistemético de la EC en pacientes
con DMT1 (Holmes, 2001). Algunos estudios refieren que este cribado se debe hacer regularmente
(Freemark y Levitsky, 2003; Holmes, 2001) y que ademas la aparicién de EC puede acelerar el
empeoramiento de la diabetes produciéndose un mal control glucémico (Rakesh y otros, 2002).
Cuando estos pacientes son tratados con una DLG mejora el control de la diabetes y disminuyen los
requerimientos insulinicos (Cronin y Shanahan, 1997). Por lo tanto un pesquisaje activo de la EC en
este grupo de riesgo permite mejorar la conducta terapéutica en este tipo de pacientes.

La prevalencia de EC en pacientes con DMTL1 es aproximadamente 20 veces mayor que el de la
poblacion general. EI 60% de los casos tienen la EC al debut de la diabetes de forma asintomatica y
el restante 40% la desarrollan pocos afios después del debut de la diabetes (Barera, 2002). En éste
estudio se confirmé lo anteriormente expuesto ya que el 66,66% de los casos con EC diagnosticada
por biopsia eran nifios y tenian la enfermedad al debut de la diabetes.

Otra enfermedad asociada a la EC es el sindrome de Down (Gale y otros, 1997). La prevalencia de
la enfermedad celiaca en pacientes con sindrome de Down oscila entre el 3% al 12%, con una
estimacion del 8% de presuncion de la EC mediante andlisis serologicos y una estimacion del 5,5%
confirmada por biopsia (Rumbo y otros, 2002; Bonamico y otros, 2001). Esto indica que el riesgo de

la enfermedad celiaca en pacientes con sindrome de Down es de al menos cinco veces la de la
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poblacién en general. Como en la poblacion general la EC en pacientes con sindrome de Down esta
restringido a las personas con HLA-DQ2 o HLA-DQS8. Sin embargo, la prevalencia de DQ2/DQ8
en pacientes con sindrome de Down es similar a la de la poblacion en general (Book y otros, 2001),
lo que indica que algunos factores desconocidos estan asociados con el aumento del riesgo de la
enfermedad celiaca en pacientes con sindrome de Down. La tipificacion de HLA puede ser util para
ayudar a excluir la posibilidad del futuro desarrollo de la enfermedad celiaca en estos pacientes
(Sollid y Lie, 2005; Rostom y otros, 2004; Kaukinen y otros 2002).

En los individuos con sindrome de Down que son incapaces de describir los sintomas, se les debia
realizar el cribado de los AATGt. En nuestro estudio detectamos un 2,2% de presuncion de la EC
por anticuerpos AATGt. Dada las implicaciones éticas, en este estudio no pudimos realizar la
biopsia de yeyuno en los pacientes que resultaron positivos para AATGt para confirmar la
enfermedad. Es nuestra intencion realizar un llamado de alerta a las autoridades competentes sobre
la necesidad del pesquisaje rutinario de la EC en este tipo de paciente, pudiéndose utilizar el tipaje
de HLA como herramienta alternativa para el diagnostico final de la EC en este grupo de riesgo.

La prevalencia de la enfermedad celiaca en pacientes con enfermedad tiroidea autoinmune se ha
evaluado en multiples estudios (Ch’ng y otros, 2005; Stagi y otros, 2005; Mainardi y otros, 2002).
Estos estudios son consistentes en la presentacion de informes de que la EC se produce en el 1,5% -
6,7% de estos pacientes, con una estimacion combinada con la biopsia del 3,0% (95% ClI; 2,3-3,8).
En el estudio realizado a una muestra de la poblacién cubana, se determin6é que el 3% de los
pacientes con enfermedad tiroidea autoinmune tienen presuncion de la EC por anticuerpos AATGt,
lo cual debe ser corroborado por biopsia de yeyuno.

Como se ha reflejado anteriormente la EC tiene una base genética conocida y presenta una de las

asociaciones mas fuertes con genes situados en la region del HLA de clase Il, los que podrian

Galvan JA, 2011 82



Discusion

contribuir al 40% de la predisposicion genética (Louka y otros, 2003). Mas del 95% de los pacientes
con EC presentan los alelos de riesgo DQB1*02 y DQA1*0501 o DQB1*0302 y DQA1*03 (Karell
y otros, 2003; Lundin y otros, 1993) y los casos DQ2/DQ8 negativo, suelen tener al menos uno de
los alelos de riesgo por separado (DQA1*0501 o DQB1*02), siendo muy raros los casos en los que
ambos estan ausentes (Polvi y otros, 1998). Ademas cuando los resultados por serologia y biopsia no
son concluyentes en pacientes con riesgo o sospecha de EC, el diagndstico también se apoya en los
analisis genéticos para excluir la enfermedad dado el alto valor predictivo negativo proximo al 100%
de este andlisis (Sollid y Lie, 2005; Rostom y otros, 2004; Kaukinen y otros 2002).

Por esta razon nos propusimos estudiar por primera vez en Cuba la presencia de estos marcadores
genéticos en una poblacion de enfermos celiacos y sus familiares de primer grado, asi como la
asociacion de esos marcadores con los AATGt. Mediante este estudio se determind que en nuestra
poblacion que tiene una fuerte ascendencia europea (Cintado y otros, 2009), un 86,3% de los
pacientes analizados porta los alelos del HLA DQ2; lo cual es similar a lo informado en otras
poblaciones (Karell y otros, 2003; Lundin y otros, 1993).

Los resultados del Cluster Genético Europeo de EC (Karell y otros, 2003) muestran que el 83,8% de
los pacientes de Italia y el 83,8% de los franceses son positivos para el heterodimero del DQ2. Esta
proporcion es de un 91% en Finlandia, un 91,4% en Noruega y Suecia y de un 87,7% en el Reino
Unido. En Espafia determinaron que el 92% de los pacientes celiacos son DQ2 positivos (Arranz y
otros, 1997). En América del Sur un estudio argentino informd que el 95% de sus pacientes son
positivos para el DQ2 (Herrera y otros, 1994).

En los familiares de primer grado de enfermos celiacos se encontré una alta proporcion (70%) de
individuos positivos para el DQ2 cuando se comparo con los controles sanos. Se conoce que la EC

es mas comun en ciertos grupos de riesgo, tales como los familiares de enfermos celiacos conocidos
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(Dolinsek y otros, 2004; Schuppan, 2000). La determinacion de AATGt puede ser utilizada para
detectar enfermos antes de que desarrollen serias complicaciones (Lagerqvist y otros, 2001;
Schuppan y Hahn, 2001; Dieterich y otros, 1998). Por otra parte el tipaje de HLA ha demostrado que
es una herramienta Util especialmente para excluir la enfermedad dado su alto valor predictivo
negativo (Rostom y otros, 2004, Kaukinen y otros 2002). En nuestro estudio encontramos que 10
familiares de primer grado, de un total de 54, eran positivos para AATGt y que siete de ellos eran
DQ2 positivos. A estos siete individuos se les realizd biopsia de yeyuno, 5 de ellos resultaron
positivos por este proceder y se clasificaron como enfermos con una EC silente. Mientras que los
dos restantes resultaron negativos y se designaron como individuos con una EC Latente dado el
hecho de que tenian AATGt y HLA DQ2 positivos.

Una vez que se comprob6 que el sistema inmunocromatografico es una herramienta Gtil para el
pesquisaje de la EC en grupos de riesgo, nos dimos a la tarea de probar su aplicabilidad en poblacion
sana.

En cuanto a la pesquisa de EC en adultos, varios estudios refieren que esta enfermedad es comdn en
varios paises en vias de desarrollo (Cataldo y otros, 2007; Catassi y otros, 2007; Crovella y otros
2007). La presencia de la EC ha sido bien establecida en paises de América del Sur (Crovella y otros
2007; Gomez y otros, 2001) y algunos paises del continente africano han informado una alta
prevalencia de EC (Catassi y otros, 2001; Catassi y otros, 1999). Es conocido que los principales
factores genéticos (HLA DQ2 y DQ8) y ambientales (gluten) responsables para el desarrollo de la
EC muestran una amplia distribucion mundial.

Cuba no puede ser la excepcidn sobre todo por el alto consumo de trigo y por la fuerte ascendencia
europea que se presenta en los cubanos (Cintado y otros, 2009). Ademas como se demostrd

previamente en este trabajo, nuestra poblacion también porta los genes HLA-DQ2 y DQ8 asociados
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a la EC. Hasta el momento no tenemos noticias de estudios similares que se hayan realizado en
América Central o en el Caribe. En estos paises existe un subregistro de la EC debido a la baja
percepcion de la enfermedad y a dificultades de acceso a facilidades diagnosticas (Catassi y
Cobellis, 2007).

La biopsia intestinal es aun el “Patron de Oro” para el diagnostico de la EC (Fasano y otros 2008;
Walker-Smith y otros, 1990). Por lo tanto, se establecié secuencialmente el diagnostico de EC
determinando los AATGt y luego la confirmacion de la enfermedad por biopsia. Aplicando estos
dos procedimientos en los 200 individuos estudiados, solo se diagnostic6 a uno como enfermo
celiaco, el cual se corrobor6 ademéas mediante el analisis genético de HLA. Anteriormente, cuando
este individuo se someti6 a examenes médicos de rutina se comprob6 que tenia anemia ferropénica.
Como se expuso en la revision bibliogréfica la EC silente incluye manifestaciones atipicas como la
anemia, la osteoporosis, enfermedades neuroldgicas, asi como individuos realmente asintomaticos
que solo son detectados mediante pesquisajes en grupos de riesgos o en poblacién abierta. Los
sintomas son diversos, y la enfermedad puede ser asintomética (Fasano y otros, 2003; Maki y otros,
2003); por tanto, es evidente que sin un pesquisaje seroldgico activo continuaran sin diagndstico la
mayoria de los casos con EC silente (Green, 2005).

En este estudio también se evalu6 la utilidad del sistema inmunocromatografico como herramienta
para el diagnostico de la EC en poblacion sana. Cuando se compar6 con el sistema ELISA Celikey
IgA (Celikey Pharmacia & Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania) se comprob6 que existia
una total concordancia entre ambos métodos independientemente del tipo de muestra (sangre, suero
o plasma) utilizada en el ensayo inmunocromatografico. Aunque en este trabajo se ha planteado en
diferentes ocasiones, queremos remarcar que pueden aparecer casos de falsos negativos con el uso

de estos sistemas ELISA producto a que hasta un 10% de los enfermos celiacos pueden tener un
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déficit selectivo de IgA (Cataldo y otros, 2000; Cataldo y otros, 1998). Por otra parte, como se ha
demostrado anteriormente el sistema inmunocromatografico detecta indistintamente anticuerpos IgA
e 1gG contra la transglutaminasa, lo cual provee a este sistema de una ventaja sobre los que basan su
deteccion en la determinacion de anticuerpos IgA, por lo que irremediablemente a los individuos
que resultan negativos para AATGt-IgA se les deben realizar otro ensayo de tipo AATGt-IgG para
descartar los déficit selectivos de IgA.

Hay informes de que la prevalencia de EC en nifios en Suecia esté entre 1:285y 1:33, en Finlandia
entre 1:99 y 1:67, en Italia de 1:230 a 1:106 en escolares (Myléus y otros 2009; Maki y otros, 2003;
Carlsson y otros, 2001; Cavell y otros, 1992). En Estados Unidos en un estudio realizado en nifios
de 5 afios demostrd que la prevalencia era de 1:104 (Hoffenberg y otros, 2003).

La EC clasica representa solo la punta del iceberg de la enfermedad, se conoce que de cada paciente
diagnosticado con la enfermedad hay de tres a siete sin diagnosticar (Catassi y otros, 1999; Catassi y
otros, 1994). Algunos autores plantean que debido al alto contenido de gluten en la dieta infantil, la
mayoria de los nifios con EC son sintomaticos (Ascher y otros, 1993).

Sin embargo, en nuestro caso el estudio realizado a un grupo de nifios sugiere una alta prevalencia
de EC silente (1,17%), lo cual confirma los resultados de otros autores que sugieren que la EC
generalmente ocurre sin sintomas y la mayoria de los casos no son diagnosticados (Fasano y otros,
2008; Fasano, 2005; Catassi y otros, 1999, Catassi y otros, 1994).

Por otra parte, cuando se compard al sistema inmunocromatografico con el ELISA comercial
Celikey IgA (Celikey Pharmacia & Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania), no hubo una
completa concordancia entre los resultados. De hecho dos pacientes negativos para la determinacion
de anticuerpos IgA transglutaminasa por Celikey IgA, resultaron positivos por el

inmunocromatografico. Estas dos muestras y las cinco restantes que resultaron positivas para
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AATGt por el inmunocromatogréafico, se corroboraron como positivas por el sistema comercial
Celikey 1gG (Celikey Pharmacia & Upjohn, Diagnostics AB, Freiburg, Alemania). Por esta razon se
sugiere que estos dos pacientes que resultaron negativos con el sistema ELISA Celikey IgA pueden
presentar un déficit selectivo de IgA.

Estos resultados deben ser confirmados mediante biopsia y presencia de los marcadores genéticos
asociados a EC. Este estudio se realiz6 en una poblacion de nifios sanos proveniente de la provincia
de Pinar del Rio, por lo que habria que extenderlo a otras provincias para corroborar si se presenta el
mismo comportamiento en el resto del pais y asi determinar la prevalencia de la EC en Cuba para
este grupo poblacional.

A través de los estudios de validacion del sistema inmunocromatografico realizados con los
diferentes grupos de riesgo estudiados se pudo comprobar segun el test de kappa que el sistema
inmunocromatogréfico posee un indice de concordancia de 0,983 entre la presencia de AATGt y el
resultado de la biopsia de yeyuno, por lo que es muy probable que ante un marcador seroldgico
positivo en la biopsia se encuentren cambios morfoldgicos compatibles con la EC.

Por todo lo anterior podemos afirmar que el sistema inmunocromatogréafico desarrollado nos permite
indicar la biopsia de yeyuno de manera especifica y sin elevado riesgo de error sélo a aquellos
pacientes, en especial nifios y adolescentes, en los que el sistema de referencia resulte positivo, lo
que evitara la ejecucion de la instrumentacion (por método per-oral, que consiste en la introduccion
de la capsula de biopsia por la boca hasta el yeyuno o mediante endoscopia con la realizacion de una
duodenoscopia). Ambos métodos ademés de ser invasivos y molestos, son costosos; requieren de
personal especializado para su ejecucion y no estan exentos de ciertos riesgos, por lo que la

seleccion adecuada del posible paciente con EC reducira notablemente dichos estudios, con el
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significativo ahorro que significa desde el punto de vista econémico unido a los aspectos humanos
de evitar la ejecucion de la biopsia en aquellos que en la préctica pueden resultar dudosos.

Teniendo en cuenta todo lo expuesto en el desarrollo de este trabajo se realizd la transferencia
tecnoldgica de este sistema a la Unidad de Produccion de Diagnosticadores (UPD) del CIGB de
Sancti Spiritus y se realizo el Registro Sanitario (anexo 5) de este producto ante el CECMED. Una
vez registrado forma parte de la linea HebertFast Line® que es el nombre comercial para los
sistemas inmunocromatograficos producidos por el CIGB.

En estos momentos el sistema HeberFast Line® anti-transglutaminasa (anexo 6), que es como ha
sido denominado este en particular, se ha generalizado en todos los Servicios Provinciales de
Gastroenterologia Pediatrica del pais. Este resultado también deberia hacerse extensivo a los
Servicios de Gastroenterologia de Adultos del pais pues como se ha demostrado en este trabajo la
EC no es una enfermedad que la padecen exclusivamente los nifios.

Con vistas a la exportacién de este producto, la empresa espafiola Farmaiuris SC representa al CIGB
en la licitacion del sistema HeberFast Line® anti-transglutaminasa para su introduccién y
comercializacion en Europa y Estados Unidos de Norteamérica. Por tal motivo esta empresa aportd
al pais la suma de $97 876,86 USD, lo que permiti6 la renovacién, de la tecnologia obsoleta, que se
destinaba para la produccién de otros sistemas inmunocromatogréficos de la linea HeberFast Line®,

en la Unidad de Produccion de Diagnosticadores del CIGBSS, (Anexo 7).
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

1. El principio del ensayo inmunocromatografico para la determinacion de anticuerpos
antitransglutaminasa permite la deteccion simultanea de anticuerpos antitransglutaminasa de
clase IgA e IgG en la misma prueba, y es realizable tanto para muestras de sangre, suero o
plasma. Ademas este ensayo nos permite indicar la biopsia de yeyuno con un bajo riesgo de
error solo a aquellos pacientes en los que el sistema de referencia resulte positivo.

2. El sistema inmunocromatogréafico para la determinacion de anticuerpos antitransglutaminasa
resulté una herramienta til para la pesquisa de la EC en pacientes que acuden a consulta de
gastroenterologia y otros grupos de riego como la Diabetes mellitus tipo 1 donde la EC por
lo general cursa de forma silente.

3. El sistema inmunocromatogréafico para la determinacién de anticuerpos antitransglutaminasa
permitio la deteccién de individuos con EC en poblacion aparentemente sana. El curso
silente de esta enfermedad tanto para poblacion adulta como infantil justifica esta pesquisa.

4. La deteccion de marcadores genéticos HLA resulté una herramienta uatil para dilucidar el
diagnostico de EC en los pacientes con sintomas sugestivos asi como en los familiares de
primer grado (de pacientes con EC) que tuvieron resultados discordantes entre la biopsia de
yeyuno y el resultado seroldgico por el sistema HeberFast Line® anti-transglutaminasa.
Ademas, el genotipaje de HLA permitié demostrar que el 86,3% de los pacientes estudiados

con diagndstico de EC portan los alelos de riesgo DQB1*02 y DQA1*0501 (HLA-DQ?2).
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CAPITULO 7. RECOMENDACIONES
1. Realizar estudios de prevalencia de EC en grupos méas amplios de la poblacién cubana.
2. Confirmar la EC mediante biopsia de yeyuno en los pacientes con sindrome de Down, tiroiditis

autoinmune y en el grupo de nifios sanos.
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ANEXO 1: Datos de la seroteca proporcionados por el Dr. Eduardo Arranz del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Espafia

EliA-Celikey Tiras rapidas Inmuno
No. | Cddigo | 19G IgA HFL? CDh1 CD1+2 Fluorescencia Genética
Tubo (u/ml) | (u/ml) EmA IgA Biopsia/Observaciones
AATGE’ | AATGt | AATGE” | AGA® DQ.A1* | DQ.B1*
1 |03/110 3.5 57.9 + + + - - + + EC al diag. AVT
2 | 03/27 14 138 + + + + + + + EC al diag. 3/03 DSG
3 | 05/225 0.5 0.8 + débil - + débil - - - - PADRE
4 | 96/325 272 154 + + débil + - + AVT al diag.
5 04/114 34.6 112 + + débil + - - + + EC al diag.
6 | 04/100 52.8 600 + + + + + + + EC al diag.
7 | 03/23 3.3 600 + + + + - + + EC al diag. AVT 2/03 DGS
8 |03/84 23.7 600 + + + - - + + EC al diag. AVST
9 |03/101 + + + - + + EC al diag. AVT
10 | 03/123 67 600 + + + + - + + EC al diag. AVT
11 | 03/115 138 600 + + + + - + + EC al diag. AVT
12 | 03/119 11.6 600 + + + + - + + EC al diag. AVT
13 | 05/45 13.3 600 + + + + - + + AVST
14 | 05/42 20.4 38.4 + - + + + + + AVT
15 | 02/166 2.6 600 + + + - + + + Atrofia + infiltracion
16 | 02/92 2.4 77.9 + + + - + + + EC al diag. DM. 9/02 DSG
17 | 02/04 3.1 600 + + + + - + + DH. EC al diag. AVT
18 | 03/161 7.5 66.5 + + + + + + + EC al diag. AVT
19 | 96/105 18.1 600 + + + + + AVT
20 | 98/65 11.2 600 + + + - + + + AVT
21 | 03/133 0.4 600 | + débil - - - - + - Sosp. EC al diag. Def IgA
22 | 05/194 - + + PADRE
23 | 94/81 6.9 52 + + + - + AVT al diag.
24 | 02/148 475 600 + + + + + + EC al diag. 11/02 DSG




25 | 02/7 28.5 600 + - + - - EC al diag. 1/02 DSG
26 | 05/83 0.5 0.5 - - - Enf. Inflam. Intestinal
27 | 05/218 0.8 1.7 - - + + PADRE
28 | 05/5 0.5 0.3 - - + + PADRE
29 | 05/107 0.6 0.7 - - + + PADRE
30 | 05/128 0.3 0.2 - - + - PADRE
31 | 05/123 0.3 0.3 - - - + + PADRE
32 | 05/153 0.3 0.9 - - - - + PADRE
33 | 05/160 0.3 - - - + + PADRE
34 | 04/137 0.3 0.3 - - - + + PADRE
35 | 04/127 0.6 0.3 - - - + + PADRE
36 | 05/173 0.5 0.2 - - - + + PADRE
37 | 05/168 0.6 0.8 - - - + + PADRE
38 | 05/180 0.6 0.5 - - - - + PADRE
39 | 05/232 1.1 0.4 - - - + + PADRE
40 | 05/44 0.7 0 - + + - HERMANA
41 | 04/141 3.1 9.6 - - - + + DSG desde 9/04
42 | 05/22 0.4 0 - - + + HERMANO
43 | 05/23 0.5 05 - - - + + Atrof. 111
44 | 05/27 0.7 1.2 - - - + + HERMANA
45 | 05/28 0.8 0.8 - - HERMANA
46 | 05/29 0.6 0.7 - - - + + MADRE
47 | 05/30 0.7 0.8 - - - + + EC (en DSG)
Valores de referencia (EliA-Celikey IgA e IgG)
IgG: <7 negativo 7-10 dudoso >10 positivo
IgA: <7 negativo 7-10 dudoso >10 positivo




ANEXO 2: Informe de validacion del sistema HeberFast Line® anti-transglutaminasa realizado por
el Dr. Eduardo Arranz del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, Espafia

Departamento de Pediatria, Inmunologia
Ginecologia-Obstetricia, Nutricion-Bromatologia,
Psiquiatria e Historia de la Ciencia

FACULTAD DE MEDICINA

Avda. Ramén y Cajal n° 5; 47005-VALLADOLID
TIf: 983 42 31 86 / Fax: 983 18 38 12
UNIVERSIDAD DE VALLADOLID e-mail: pediatria@med.uva.es

Validacién de la prueba rdpida (HEBER FAST LINE anti Transglutaminasa) para la deteccion de
anticuerpos anti-transglutaminasa (TGt) de clase IgA e IgG

Se ha confirmado la utilidad diagnéstica en la enfermedad celiaca (EC) de la prueba Heber Fast Line (HFL)
que detecta conjuntamente anticuerpos IgA e IgG antitransglutaminasa (Sorell y cols, Lancet 2002; 359:945-46),
con una sensibilidad del 100% en pacientes con dieta libre y biopsia intestinal con atrofia vellositaria. Ademas, se
observé una correspondencia entre los resultados de esta prueba y la determinacién de anticuerpos antiendomisio
(AEm-IgA) por inmunofluorescencia indirecta (IFI), y de anticuerpos anti-TGt mediante un ELISA comercial
(Celikey, Pharmacia). También se ha confirmado la utilidad de la prueba en el diagnéstico diferencial de otras
patologias gastrointestinales (Sorell y cols, Am J Gastroenterol 2004; 99:1330-32).

Para validar la utilidad diagnéstica de la prueba rdpida HFL anti Transglutaminasa producida por el Centro
de Ingenieria Genética y Biotecnologia de Sancti Spritus, Cuba, en individuos sometidos a seguimiento y
monitorizacién periédica por pertenecer a grupos de riesgo (familiares de pacientes con EC, eftc.), s han estudiado
22 muestras de suero o plasma con serologia positiva (en especial, anticuerpos anti-TGt de clase IgA e IgG por
ELISA) obtenidas de pacientes con EC al diagndstico (lesién atrofica y HLA-DQ2 positivo en todos, excepto en 4
casos, en los que no se pudo hacer el estudio genético); y otras 27 muestras con serologia negativa, 20 de familiares
directos de pacientes con EC (14 con EC potencial: HLA-DQ2 positivo y serologia negativa, 5 casos tenian al
menos uno de los alelos de riesgo, y en 1 no se pudo realizar el estudio genético); 3 eran pacientes con EC en dieta
sin gluten, 1 fue estudiado por sospecha de EC para descartar la enfermedad, y 1 paciente con enfermedad
inflamatoria intestinal.

Se realizé un analisis comparativo entre la prueba répida HFL y las otras pruebas serolégicas utilizadas en
el diagnostico de la EC (AEm-IgA, y anti-TGt IgA e IgG por ELISA), asi como con otras pruebas rapidas ya
existentes (CD1 anti-TGt y CD1+2 anti-TGt y anti-gliadina, Operon). En los pacientes con EC y dieta libre (al
diagnéstico), la concordancia fue total entre los resultados de la prueba rapida HFL (IgA+IgG anti-TGt) y de IgA
anti-TGt por ELISA comercial (Celikey, Pharmacia), tomado como referencia. No se detecté ningun falso negativo
por HFL, y sélo 3/22 falsos positivos tenian niveles bajos de IgG anti-TGt por ELISA. En el grupo de individuos
con serologia negativa, la correlacién fue también significativa entre la prueba HFL y los resultados de AEm y
anti-TGt por ELISA. Respecto a la determinacién de AEm, la concordancia de la prueba HFL fue menor. Por el
contrario, los resultados de la otra tira rdpida muestran casos falsos negativo (pacientes EC con dieta libre y
biopsia atréfica), y positivo (familiares con serologia negativa, o pacientes con EC y dieta sin gluten).

Se han confirmado las ventajas de la prueba rapida HFL comparada con otras ya existentes, debido a que se
trata de una prucba simple, que no requiere equipamiento para su realizacién o evaluacién, y que proporciona
resultados répidos y reproducibles. Los datos confirman el interés y utilidad de esta prueba para la deteccion de
IgA e IgG anti-TGt en el disefio de estrategias para 1a identificacién y seguimiento de individuos con alto riesgo de
EC en los Centros de Salud y consultas de Atencién Primaria.

En Valladolid, a 12 de febrero del 2007

Firgdo: Eduardo Arr(;kz/\j(



ANEXO 3: Consentimiento informado

Consentimiento informado firmado por el padre o tutor para participar en el estudio de blusqueda de
genes asociados a enfermedades que afectan la salud humana.

La enfermedad celiaca es una intolerancia permanente a las proteinas presentes en algunos cereales como el
trigo, la cebada, el centeno y posiblemente la avena, que provocan un dafio de la mucosa intestinal en los
individuos genéticamente predispuestos. Los principales sintomas clinicos son diarreas, vomitos y retardo del
crecimiento. Afecta generalmente a nifios menores de tres afios, pero también se presenta en adultos, muchas
veces de manera asintomatica o latente. La enfermedad celiaca ha sido asociada con una mayor incidencia de
linfoma intestinal cuando no es diagnosticada y tratada tempranamente. El tratamiento consiste en la
eliminacion de por vida de la dieta de estos pacientes aquellos alimentos que contengan estas proteinas (
alimentos libres de gluten) y por ello se requiere de un diagnostico precoz y certero de la enfermedad. Este
diagnostico se realiza mediante biopsia intestinal. Para reducir el nimero de biopsias que se requieren para un
diagndstico preciso de esta enfermedad se ha recomendado el uso de pruebas seroldgicas para evaluar los
niveles de anticuerpos antigliadina, antiendomisio y antitransglutaminasa.

Existe una alta asociacion entre la presencia de determinados genes que codifican para moléculas de clase
HLA y la enfermedad celiaca, ademas la predisposicion familiar a padecer esta enfermedad estd aumentada
entre un 10 y un 12%. Este estudio en nuestro pais no se ha realizado aun, por lo que es de una gran
importancia su colaboracién para la implementacion del mismo para una mejor caracterizacion de esta
enfermedad.

Doy mi consentimiento para que se me realice una extraccién de sangre de 10 mL, necesaria para la
obtencion de mi ADN, el cual serd utilizado en la basqueda de genes relacionados con la enfermedad celiaca.
En caso ser necesario estoy de acuerdo conque se me realice una segunda extraccion con iguales
caracteristicas.

He sido informado ademas que al firmar esta acta de consentimiento de participacién en este estudio autorizo
no solo a los investigadores, sino ademas a las autoridades regulatorias, a tener libre acceso a mi historia
clinica para verificar cualquier dato de interés manteniendo en todo momento la confidencialidad. Los
documentos que me identifican seran confidenciales y no estaran a disposicion publica. De igual forma, de
publicarse los resultados obtenidos en esta investigacion mi identidad sera confidencial.

Conozco y he comprendido claramente los objetivos de este trabajo, asi como en qué consisten los
procedimientos médicos. Declaro que he tenido la oportunidad de aclarar todas mis dudas respecto a esta
investigacion por lo que estoy totalmente de acuerdo en autorizar a mi hijo como parte de este estudio.

Se me ha explicado que esta aprobacién es totalmente voluntaria y no representa ningn compromiso, pues
estoy en plena libertad de no aceptarla o retirarla cuando estime conveniente, con garantias de recibir una
atencion médica adecuada

Yo, ,quien subscribe, hago constar por
este medio mi consentimiento voluntario para que mi hijo
participe en un estudio de

basqueda de genes asociados a la enfermedad celiaca.
Para constancia de lo expuesto anteriormente firmo este documento, en Ciudad de la Habana, el dia
del 200_.

Firma del padre o tutor Firma del Investigador principal



ANEXO 4: Planilla de recoleccion de datos

Ceanrro De Ingenieria Genética I Biotecnologia
Departamento Gendmica

L DATOS GENERALES |

Primer Nombre: _| _| | _| _| o _| _| o _| _| _| _| Segundo Nombre: | [ S D D VRN DR P
_| _| _ _| _| Primer Apellido: |_| _| _|_ _| _| _ _| _| | _| [ D B B
e el ]

Direccién: Callel | | | | | | | | | | b N ]

ed_ |1 1 1 1 1 1 4 1 1 _ 4 11 1 J_ 1 T 1 _J1_1_|1_ 1 [1_1 I_]

Apartamento: _| __| _| _| _| __ Reparto. Barrio o Localidad |_| _ _| _| __| _| _ _| __| _ _| _| _

Municipio Provincia Natural de (Provincia) Area de Salud Sexo: FL I

_I_loe Mo | B
. . . ] Colorde laPiel  Madre B O NDO MO AD
Numero de Hijos lPesol. IKe \'.l;alla. 1 Padre B N O MO AT
— = ) Encuestado B O N O M O AL

IL. ANTECEDENTES PATOLOGICOS PERSONALES

a) Asma S1 0 No O e) EP.OC 81 O No 1) Hipercolesterolemia Sid No O

b)) Alergia S0 Ne O f) Ulcera gastroduodenal S0 Ne O 1) Enfermedad Fenal Cronica S$i0 Ne O

c) Diabetes tipo 1 Si0 NoO g) Epilepsia Si O No k) Cardiopatia S1 0 No O

d) Diabetes tipo 2 SiO No O h) Hipertension Arterial Si0 NoO 1) Enfermedad Hepatica Cronica Si 0 No O

ILA ANTECEDENTES PATOLOGICOS PERSONALES ESPECIFICOS PARA ENFERMEDAD CELIACA

m) Dieta libre de gluten 51 O No [ p) Retardo del crecimiento 8i D No O
n) Diarrea 510 Ne O q) Dermantis herpetiforme 51 O Ne O
i) Vomitos SiJ No O r) Anemia SiC No C
o) Distension abdominal ~ Si O No O s) Enfermedades autoinmunes Si 0 No O
Sies 8i, Coal: Tiroiditis O Artritis renmateidea T Hepatitis autoinmunes T Lupus eritematoso T Deficit de igA

t) Otras enfermedades 51 O No D sies Siespecifique:

u) Biopsia de yeyuno: Si O No O pendiente T sies Si: Normal 0 Arrofia parcial ligera 0 Atrofia parcial moderada O Atrofia parcial severa O

Atrofia subtotal 0 Atrofia total de las vellosidades T Infiltrado linfoplasmocitario de la lamina propia0 LIE O  Pendiente de resultade O

III. ANTECEDENTES PATOLOGICOS FAMILIARES |

Padre  wivo O Enfermedad (s) que padece: SiC0 No siesSiespecifique: a, b, c, d, e. £ g h 1, ;. k L m n 4 o p
g r. 5, otras

Padre fallecido O Edaden que fallecio: | | | | Causadela muerte:
Enfermedad (s) que padecio: SiC No[ sies Siespecifique:a, bo e, d, e, £ g h 1 j. k L m n i o p.
g, I, 5, ofras

Madre wvivaO Enfermedad (s) que padece: Si0 No siesSiespecifique: a, b, c, d, e. £ g h 1, ;. k L m n 4 o, p
q. L. 5 otras:

Madre fallecida O Edad en que fallecio: | __ | | | Causadela muerte:
Enfermedad (s) que padecid: SiC No D sies Siespecifique:a, b, c, d e, £ g h, i, j.k lLm n f o, p,
Q. 1, 5 otras:

1) Si tiene hijo (3) menor (es) de 30 afios preguntar si padece (n) de HT.A | SiC No O
IV. ESTILO DE VIDA |_-’\'O LLENAR EN CASQ DE MENORES
Habito de fumar ;Ha fumado alguna vez?  Si O No O ‘Funmdor pasive J
Fumador Actual: Cantidad que fuma diariamente
Afios que lleva fumando | Cigarrillos | Tabaco | | Pipa |
Dejo el habito: Cantidad que fumo diariamente
Afios que lleva sin fumar | ||
Aflos que fumé | | | Cigarrilios | |_ | Tabacol | | Pipal_ | |

Ron v otra bebida fuerte
|| Dias (0-7)
0= menos de 1 vez por semana o nunca

Habito de alcohol

[_T_ 1
1 vaso = § lineas
1 botella = 24 lineas

Cantidad en lineas que bebe cada vez.




Cerveza

| Dias (0-7)
0= menos de 1 vez por semana o nunca

Cantidad de botellas cada vez.

Vino

| Dias (0-7)
0= menos de 1 vez por semana o nunca

1 botella = 3 vasos

Cantidad de vasos que bebe cada vez

Hibito de café

Cantidad de dias a 1a semana

| Dias (0-7) [ Cantidad de tazas que bebe al dia
Actividad fisica Ocupacion: T Sedentaria Frecuencia de Ejercicios: Dias (0-7) 0= menos de 1 vez por semana o nunca
O Activa Tiempo cada vez : < 30" O 30°- 1hO =1h [
V.ESCOLARIDAD |
— MUOZ0N2 0 prmana | primaria O secundaria Ctecnico medio Cobrero calificade | Cpreuniversitario Cuniversitario
no terminada
VI. CATEGORIA OCUPACIONAL NO LLENAR EN CASQ DE MENORES
Estatus Laboral:
Trabajador Activo T Ama de casa T Jubilado O Desempleado O Estudiante 0
Categoria Ocupacional Actual o Pasada:
T ninguno O dirigente T profesional O técnico T servicio Cagricola Dindustria D militar
VII. CONSUMO DE MEDICAMENTOS
a) Diuréticos Hidroclorotiazida O 1) Ansioliticos Diazepam O
Si0 NoDO Clortalidona O Si0 NeO Nitrazepam O
Furosenuda O Medazepan O
Amivarona O Meprobamato O
Clorodiazepoxido [T
b) B bloqueadores Atenolol O m) Antidepresivos Imipramina O
S10 Nol Propanolol O Si0 NeOd Amitriptilina O
c) Cardiotonicos Digitoxina O n) Anfisicoticos Haloperidol O
Si0 NolD Digoxina O S10 NeoO Clorpromazina O
Trifluoperazina O
d) Inhibidores de la ACE Captopril O i) Anticonvulsivos Carbamazepina O
Si0 No[ Enalapril O Si0 Neol Fenobarbital O
e) Anticalcicos Nifedipina O o) Hipoglicemiantes Glibenclamida O
SiC NoO Nimodipino O Si0 NoO Diabeton O
Verapamilo O Metformin O
Insulma O
f) Antianginosos Nitroglicerina O p) Broncodilatadores Salbutamol O
Si0 NolD Nitritos O S10 NelO Aminofilina O
2) Antihipertensivos Reserpina | q) Antihistaminicos Ketotifeno O
Si0 Nol Metildopa O Si0 Neol Benadrilina O
Hidralasina O Dexclorferinamuna O
Ciproeptadina m
h) Antinlcerosos Cimetidina O 1) Analgésicos Aspirina O
Si0 No[ Ranitidina O Si0 NoO Duralgina u|
Omeprazol O Paracetamol O
1) Antiinflamatorios Aspirina O s) Anticonceptivos orales Etinor O
S§i0 Nel Naproxeno O S5i0 Neld Etinor E O
Ibuprofeno O Aminer O
Indometacina O triquilar [m
1) Antiinflamatorios esteroideos Prednisona O t) Antiagregantes plaguetarios Dipiridamol O
(Glucocorticoides) Hidrocortisona O Si0 NelO Aspirina O
Si0 NoD Dexametasona O
k) Hormonas sexuales Estrogenos: festradiol O estrona O estriol T
510 NoDO Androgenos: testosterona ©  dihidrofestosterona O androstendiona 0
u) otros:

Iniciales del encuestador: |

| Firma:

Fecha: (dia/mes/afio)




ANEXO 5: Certificado de Registro Sanitario

REPUBLICA DE CUBA
MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

CENTRO PARA ElL CONTROL ESTATAL DE LA CALIDAD DE LOS MEDICAMENTOS

CERTIFICADO DE REGISTRO SANITARIO

Se olorga ¢l preserite como constancia de que se ha autorizado la comercializacion en el territorio nacional del
producto que a continuacion se deseribe, dando cumplimiente asi a lo establecido en el Reglamento para el
Registro Sanitario de Diagnosticadores vigente.

1. PRODUCTO

1.1 Aplicacion

1.2 Presentacion

1.3 Almacenamiento
[.4 Periodo de validez
2. TITULAR

2.2 Domicilio legal
2.3 Razon social

3. FABRICANTL

3.2 Domicilio legal

4. INSCRIPCION No.

HeberlFast Line anti-transglutaminasa

Para la deteccion de anticucrpos contra Iransglutaminasa en suero o plasma
humano, Llse protesional.

Estuche para 25 pruebas.

De2ag C

12 meses.

Centro de Ingenicria Genética 'y Bioteenologia (CIGB), 2.1 Pais CUBA

Ave. 31 e 158 ¥ 190, Cubanacan, Playa, Ciudad de La [labana.

Titutar,

Centro de Ingenieria Genélica ¥ Bioteenologia de

Sancti Spiritus {CIGB-8S ). 3.1 Pais CUBA

Circunvalante Norte, SIN. Olivos 3, Apdo. Postal 83; CP 60200. Sancti- Spiritus:

DOT02-03 4.1 Fechy o g 2007
{ U

Este Certilicadu es valido tnica y exclusivamente para lo declarado en el Expediente de Registro del producto
deseri, que obra en pader del CECMED. v cuya vigencia expira en la fecha Febrero 2012

Calie 200 Ko, 1706 e/ 17 y 18, Rpta. Siconey, Plays; Ciudad da Lz Habana CUBA, CP. 11600, 4.2 16068
Telf ;15371 2718645, 2718767, 2718622, 2718523 Fax: 2774025 e-mait ceomad@cecmed.sld. cu




CERTIFICADO DE REGISTRO SANITARIO
5. RELACION DE COMPONENTES DEL PRODUCTO

6. RENOVACTON 2 | INO FFecha de aprobacion: -

7. MODIFICACION [18]1 WNO I'echa de aprobacion: -

Aspectos modificados: -

8. OBSERVACIONES -

DR, RAFAEL B PE
DIRECT

Reuistri de Ta Seeretaria del CLOMERY
/7&;2‘ | olis l,l/),/’l/']/."‘ 4 X .,fl//f'f;/é_/./v_..,”.;/,{f)/}) ,) Fecha /7//7;’/;_ Firma 77 '7__;_ 2
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ANEXO 6: Prospecto del sistema HeberFast Line® anti-transglutaminasa

HeherFast Ling*
[ 11 ] H
=uu A0t-transglutaminasa
Pruehba rapida, de un paso, para la deteccion de anlicuerpos

conira iransglutamingsa en suero, plasma y sangre humana
Prueba inmunacromatografica para IgG 7 lgh

Para uso profesional

BT
‘I( IvD
BT

INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es una intclerancia permanente al
gluten, especificamente a su fraccion proteica, |a gliadna en el trigo
¥ a sus profzinas homdlogas en oirce cereales come la hordeina
(cebada), la s=calina (centeno), gue provocan wn dano de la muco-
£a intesfingl en los individuos genéticamente predispuestos (1.2).
La incidencia general de la EC se estima entrs 1:100 v 1:300. La
cmiomaisiogia cinica clasica, e& produce fundamentaimente en
nifos mencres de 3 afios y en adultos de la 3™ y 4= gdécada, donde
predominan los sintomas digestvos v las afectaciones nutriciona-
les. La EC puwsde presentarss con oiras simtomatologias (EC atipi-
ca3) en las gue predominan los sintomas no digestvos, gue pusden
prezentarse a cualguisr edad, v que en degendencia de esta pue-
den ncluir refraso del crecimeenio, retraso del dezarrollo y la puber-
tad (gue en la edad adulta, ezpeciaiments en la mujer, tendrian zu
equivalents en inferilidad, o aborios a repsticon, alieraciones del
metabokzmo calcio’ fosforo con osteopenia, osteoporosis ¥y mani-
festaciones articulares), anemia por falta de hisrro gque no responde
al tralamiento, lesiones en la boca (hipoglasia v las afias a repeti-
won), alteraciones newologicas (epilepsias y ataxias) y siguiatricas
(alteracionss de conductss y deprecion), entrs ofras. En algunos
paiges estas formas atipicas superan en frecusncia a 12 forma
cdsica La EC se presenta con mayar frecusncia asociada a ofras
enfermedades talss como [z Diabsetes Insulinodspendente, & Sin-
drome de Down, la Dermatiie herpetiforme, entre ofraz. Ademas la
EC pwsde presentarge muchas vecss de manera asintomabca o
latente (3). En la aciualidad o= piensa que estas formag e sinto-
mas pueden ser muy frecesnizz e incluso sugerar a las formas
emiomaticas. La EC ha sido asociada con una mayor incidencia de
linforna intsstinal cuando no e¢ disgnosticada y tratada temgrana-
mente (4] El tratamiento de la EC congiste en la ebminacion de por
vida de la dieta de ecios pacientes, los alimenfos gue contengan
ecias protzinas (alimentos libres de gluten). Por ello se reguisns de
un diagndstico precoz y certero de la enfermeadad, el cual ge realiza
medianis bicpsia intestnal Con el chjetive de reducir 2l numeno de
biopsias necssario para dar wn diagndstico preciso de la EC, la
Sociedad Europea de Gastroenterclogia Pediabica y Mutricion ha
recomendado el uso de prusbas serologicas para evaluar los nive-
lez de anticuerpos antigliadinas (AGA), antiendorrizio [EMA) o
antireficulinas (ARA] en el suero de estos pacientss (3]

a
o

En el afio 1997 Dietrich y colaboradores identificaron a la transglu-
taminasa (ITG) come & antigeno principal reconceido por los anti-
Cuerpos anbendomizio y como marcador mas especifico de la
enfermedad celiaca (6)
El diagnosticador HeberFast Line® anti-Transglutaminasa para
la deteccion de anficuerpos lgG e lgA en suero, plazma o zangre
humana, es un ensayo rapido y simple, de un solo paso, sin proce-
samisnto previo de las muestras de sangne ¥ con un tismpo de
duracion de 15 mmuioz, el cual puede ser realizado mcluzo, en
condiciones de campo (7).
HoberFast Lina® anti-Transglutaminasa consiste &n wn juego
compacts especialmente desarrcllado para la operacion manual y
lzciura visual g2 los resultados. Su empleo e recomendakles an:
= [l pecgusaje de pacientes con sinfomas clinicos sugestivos
de enfermedad celiaca (EC).

» [l diagnostioo de individuos acmiomatcos con anfecedentes
familiares de EC.

* [l egtudio de pacientes portadores de patologias donde la EC
ha sido reporiada con mayor frecuencia (ej- Disbetes mellibus
inculno dependients, sindromes de Down, deficiencia selectiva
de Igh).

* El monitoreo de la eficacia de wna dista likre de gluten 2n los
pacientes celiacos.

La prueba consfiuye un complemento imporiante 3 una primera

bicpsia imtectingl para & diagnostico de la EC.

PRINCIFIO DE FUNCIONAMIENTO

HeberFast Line® anti-Transglutaminasa ez un ensayo cualitative
t&pido, de un paso, para la deteccion de anficusngos IgG e lgh anti-
ransglulammnasa. Cada detsrminacion esta compussta por una tira
de nitrocelulosa (NC), senshilizada con transglutaminasa tisular de
cokayo en una prmera linga (LIMEA POSITIVA) y un reactivo de
control cagaz de unir al comjugade de (TG-oro coloidal en exceso
en una cegunda linea [LINEA DE CONTROL), qus constiluyen la
face colida del siztema. La memirana de NC se pone en contacto
por el extreme inferior con wn material macroporoso, en 2l cual se
encuenira deposiiado y s=co 2l conjugado de fransglutaminasa-cro
coloidal, que constituye la fage mavil del sistema. Por el extremo
superior de la NG se localiza un material absorbente, gue facilita la
rrigracion de la reaccion.

De esta mansra al ponerse en contacio &l matsrial macroporaso
Con una muestra ligwda, ge produce una solubilizacion del conju-
gado ¥ una migracidn de las sustancias resccionanies & través de
Iz tira de NC. Si lz muesira tiene anticusmpos anti-ransglutaminzsa
esfos reaccionan con las parti:ulas_de oro conjugadas con tTG.
Los inmunccomplejes migran & fraves de la NG formandose una
primera linea horizontal coloreada (LINEA POSITIVA).

En ausencia de anticusrpos anti-ransghutaminasa en la muesira
esta LINEA POSITIVA no se forma. & mismo tiempo & excese de
conjugado, no atrapado en la LINEA POSITIVA, continka movién-
doze y ez sir@pado por un reactvo fijado a 13 faze zolida, capaz de
regccionar con el comjugado TG-oro coloidal, formandose una
segunda linea horizontal coloreada (LINEA CONTROL). La LINEA
CONTROL se forma tanto con las musstras que contengan anti-
cuerpes anfidransglilammasa, como con las muesiras negativas,
como demostracion de gue los reactives han funcionado correcta-
mente.

PRESENTACION

Cada estuche HeberFast Line® anti-Transglutaminasa contisne:

= 20 tras reaciivas, cada una en un casele plastico dentro de
una bolza sellada de aluminio contenendo ademas una bolsita
desscante.

* 1 fracco conteniendo 5 mb del tampdn de dilucon de las muss-
tras 3 evaluar.

+ | estuche comteniendo 30 microcapilares hepannizados para la
toma de las muesiras de sangrs.

* 20 lancetas ectériles.
Instrucciones para =l uso

ALMACENAMIENTO ¥ ESTABILIDAD

L= pruska HeberFast Line® anti-Transglutaminasa debe ser
almacenada d= 2 3 8 °C (36 a 42 °F) en =u bolsa ssllada hasta la
fecha de vencimisnio dzclarada en el envase. Mo congelar la bolza
contemendo la fira ni ka solucion de dlucion.

ADVERTENCIAS ¥ PRECAUCIONES

s Mo uthce las firas reactivas después de la fecha de vencimien-
to impresa en & envase exterior ded producio.

* Los componentes de esta pruska son completaments inocuos
¥ N0 FeprEsentan ningun rissgo bicldgico para guenss realicen
la pruska.

s |Hilice siempre una lanceta nusva vy estérl para realizar la
puncidn digital 2 cada pacients.

& Laz musstras de cada paciente pueden contenss agentes
infecciosos, por lo que deben ser tratadas y desechadas como
material biologico, tomandose las precaucionss universales es-
takblecidas para el trabajo con fludes comporales de origen
humano.

= Los resultades de la prusba deken inferpreiarse despucs de
transcwridos loe 15 minutos de reacoon, aunque Para Mues-
tras con alios titulos de anticuerpos puede fenerse un rezulia-
do de la prusba mucho antes (5-10 minuics). No evaluar & re-
sultado de la prueha después de 15 minwos.

+  Ecia prucha no es redtilizable.

Ed. 0107 ES
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PROCEDIMIENT O

Espers gue la solucion de diucion, la bolza con I3 tira reactiva
¥ las muestras de susro o plasma, alcancen la temperatura
amkéenie anies de comenzar la prueba.
Sbra cuidadosaments la bolsa de aluminio emglsando el corte
latzral y extraiga |a tirm reactva. Cologue & casete plastico
sobre una superficie horizontal,
Extraccion de sangre; la musstra de cangre se extraerd
medianie puncion digital (puede elegrze el dedo indics, medio
o amdar), procediendo ssgun ks pasos  descritos a
continuacion:
Limpie la punta del dedo elegido con un algodan humedecido
en aloohol al 70 % (no suminisirado) y deje secar al aire.
Cologque la mano con la palma hacia ammba v puncione con
una lanceta esténl Deseche inmediatamente la misma en un
confenedor apropiado.
Utibce = microcapilar para colectar la sangre. Tenga en
consigderacion aue el dedo puncionado debe mantsnerse a
una aliura inferior a la del codo y gue se deks presionar el
mizmo en la base de la puncion de forma suave e
intermiente, para favorecer la extraccion de la muesira de
zangre. El microcapiar = mantendra horizoniaiments, de
manera gus el extremo contacte con las gotas de sangre.
Termme la colecta de la mussing, una vez gue la columna del
microcapilar alcance wnas ¥ partss de swvolumen total.
fpligue  r3pidamente |3 muestra de  sangre  exiraida
directamanie en =l pocillo de la mueestra, identificado con la
letra “5° en el casets plastico. Garantice quws todo &l contenido
del microcagdar ha sido degositado, golpeando suavemente el
extrermo def misme en el fomdo intericr del pocillo. Para
messtras de suero o plasma apbague 2 gotas (aprow. 100 pl).
Puede auxiliarse de uno de los capilares suministrados.
& confinuacion, anada en & mismo pocillo de la muestra (S), 2
gotas del tampan de dilucion, suxiliandoze d=d gotsro.
Lea los resultados franscurmdos 15 minutos después de aplicar
la muesira (Figura 1).
Resultado Positivoe: cuande aparecen dos (2] lineas de color
rojo o rosada en I3 ventana de resultados. Las linsas pueden
no ser de igual inensidad y aparecer una antes gque Iz otra. Un
resulfado positvo no cambiaré con &l tempo trancscurndo a
partr de gque aparecieron las dog linsas.
Resultade Megativo: cuando aparece solo una (1) linea
colonzada en la mitad superior de la ventana de resuliados.
Resultado Mo Valido: cuando no se observa la linea control
en la parte supsrior de |a venlana de resuliados. En este caso
repita la prueka con oira fira reactiva.

(]

CARACTERISTICAS DE DESEMPERO

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD CLINICAS

En la evaluacion del desempefo reslzada con musstras de suero
de 50 pacientes celiacos gin tratamisnto y diagnosticados segin la
Sociedad Europea de Gastroenterclogia Pedistrica vy Mubricion, la
prusha mesultd positiva en los 50 pacientes para un 100 3% de
sensibilidad (95% O, 92.9-100%). Esias mismas mussiras fuercn
testadas com un ELISA comercial (Celikey Pharmacia & Upjohn,
Freiburg, Germany) para anticusrgos Igh contra transglutaminasa y
anticuengos Igh conira endomisio de mono [BioSystem, Barcelona,
Ezpafia), de ellas 47 musstras fusron positivas por el ELISA para
una sencibilidad del B4 % (B 2-BE4%) y 48 posilivas por
immuncfiuorsscencia indirecia para un 96% (39 1-987%¢)

Para la especificidad s= testaron muesgiras de 40 pacienies no
oeliacos que presentaban desosdencs intestmales, todas las
muestras fuercn negativas por los fres sistemas para un 100% de
especificidad (91.2-100%). Lz senzibilidad y especiicdad de estos
res  smtemas (emsayo inmumccromatografico, ELISA e
inmuncfivorsscencia indirecta) se calcularon scbre la base del
resultzdo de la kbicpsia de yeyuno como estandar de ono para la
enfermedad celiaca.

En 15 pacientes con bicpsia ntesiinal mormal y en dieta Fere de
gluten [DLG) o decpués del reto, encontramos un falzo positive con
nuesting ensayo v cinco falsos positvos con el ELISA.

En seiz pacientss con atrofia parcial de las vellosidades (fres con
DL3 y tres en reio) el enzayo inmunocromatografico mostrd tres
falsoz negativos, misniras que =l ELISA detscid cuastro falsos
negatives. En seis  pacientes cuyas biopsias prezentaban atrofia
total o subtotzl de laz microvellosidades después del reto con
gluten, el sisterna ELISA no defectd un paciente con défict de lgA,
mieniras  que nuestro engayc  HeberFast  Line®™  anti-
Transglutaminasa lo detectd.

Se estudiaron conm log enzayos inmumactomatografico, ELISA, v de
inmunofivorsscencia indirecta las mussiras de cusro de weintian
familiares de primer grado (zin sintomas clinicos) de enfermos
celiacos v se detectaron dos muestras positivos con esios tres
ENSAYOE, suginendo que estos dos individucs pueden ser enfermos
celiacos con una gresentacion slente de la enfermedad (7).
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HeberFast Line™ 25 la marca regisirada de las tiras cromatoegraficas para
el diagndstico i wiro producidas por &l Canteo de Ingerieria Gendtica y
Bictecralogia de Sancii Spirfus v comercializadas por Heber Sictec S.4.
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ANEXOT7: Aval econémico
§y. CENTRO
< DE INGENIERIA GENETICA
£ Y BIOTECNOLOGIA

Aval del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia sobre aporte econémico de la
propuesta para Premio del XVI Forum de Ciencia y Técnica del trabajo titulado
“DESARROLLO, VALIDACION Y REGISTRO DEL SISTEMA Heberlast Line® Anti-
Transglutaminasa. CONTRIBUCION AL DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD
CELIACA EN CUBA.*

El método en que se basa el sistema HeberFastLine® Anti-Transglutaminasa fue
objeto Patente (Assay for anti transglutaminase antibodies, Patente numero
EP1164375 ) presentada y aprobada en Cuba, Comunidad Econémica Europea, E.U.A,
Rusia y Argentina. Es de destacar que el 1% de la poblacién Europea y de América del
Norte padece la enfermedad celiaca, lo cual representa un gran mercado para nuestro
producto.

La Empresa Fammaiuris SC de Espana que representa al CIGB en las negociaciones
ante tres compariiias europeas interesadas en la licitacion del sistema HeberFast
Line® Anti-Transglutaminasa en Europa y Estados Unidos, aporté al pais un total de
$97 876.86 USD para la produccion de las determinaciones necesarias para la
licitacion del sistema HeberFast Line® Anti-Transglutaminasa en Europa y Estados
Unidos. El total de este dinero fue ingresado a nuestro centro.

Del dinero aportado a nuestro pais por la Empresa Farmaiuris SC, $ 24,868.86 USD
fueron por concepto de materias primas y $ 73 008.00 USD por concepto de la compra
del equipamiento y accesorios necesarios para la produccion (ver anexos).

Con la adquisicion de este equipamiento se cambié totalmente la tecnologia
inmunocromatogréfica de la Unidad de Produccién de Diagnosticadores del CIGB-SS,
gue ya era obsoleta. Por lo que al valor econémico de esta inversion hay que afadirle
que con la nueva tecnologia adquirida se aumenta la productividad y la eficiencia en la
produccion de otros sistemas inmunocromatograficos de la linea HeberFastLine®
como el HeberFastLine® Embarazo y el HeberFastLine® Rotavirus, ambos con
Registro Sanitario aprobado por el Centro para el Control Estatal y la Calidad de los
Medicamentos (CECMED).

Sin otro asunto que tratar,
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