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Resumen

La enfermedad celiaca ha ganado gran popularidad en los Ultimos afios estando presente en la
humanidad desde hace siglos. El conocimiento de la enfermedad celiaca (EC) ha evolucionado
mucho en las ultimas décadas, pudiendo saber como se produce, qué factores afectan a su
aparicidon y qué sintomas y signos se manifiestan. Esto ha permitido diferenciar varios tipos de
EC segun el cuadro clinico, asi como identificar grupos de riesgo que pueden ser susceptibles a
la enfermedad, consiguiendo con la aparicién de nuevas pruebas una gran rapidez en el
diagndstico. El objetivo de este trabajo es conocer la incidencia de la EC en individuos
pedidtricos en el Area Sanitaria de A Corufia, asi como obtener diversos datos de la
enfermedad en cuanto al sexo, grupos de edad, presentacién clinica... que nos acerquen al
perfil mas comun. Los resultados obtenidos muestran una incidencia elevada de la EC en A
Corufia, 34,92 casos por cada 100.000 personas-afio, siendo la enfermedad mds comun en
mujeres, existiendo diferencias en la presentacién clinica atendiendo a la edad, apareciendo
sintomas gastrointestinales en nifios de temprana edad, y desarrolldndose enfermedades
asociadas en un pequefio nimero de pacientes. Aparecen diferencias en la genética de los
distintos pacientes, asi como en el resultado de las pruebas histolégicas, no obstante muchos
aspectos de la EC se nos escapan debido al nimero reducido de casos encontrados asi como al
reducido tiempo del estudio (2 afios) por lo que a pesar de mostrarsenos una vision cercana de
la enfermedad un conocimiento completo requeriria un esfuerzo mayor.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes histdricos

Hace aproximadamente unos 10.000 afios, momento en el que el ser humano comenzd a
adoptar el sedentarismo, surgen las primeras siembras y recolecciones de cereales,
fundamentalmente de trigo. A partir de este instante comienza a aparecer la condicién celiaca
en la humanidad (Greco, 1997; Losowsky, 2008; Kasarda, 2013). No obstante, no es hasta el
siglo Il d.C cuando se describe por primera vez el estado celiaco, al que Areteo de Capadocia
hizo referencia para hablar de sujetos desnutridos, con deposiciones abundantes y malolientes
(Dowd & Walker-Smith, 1974; Paveley, 1988; Aparicio, 2010). La palabra griega utilizada por
Areteo fue koiliakos, que originariamente quiere decir “los que sufren del intestino” (Dowd &
Walker-Smith, 1974; Aparicio, 2010).

Hubo que esperar varios siglos para la aparicion de una descripcién completa de la
enfermedad celiaca (EC), ésta fue realizada por Samuel Gee en 1888 que ademas proponia
como método para la curacidn de la enfermedad el establecimiento de una dieta sin cereales
(Tommasini et al. 2011; Ros Arnal, 2013).

En las primeras décadas del siglo XX diversos autores profundizaron en el andlisis de multiples
casos clinicos de la enfermedad, aunque desconocian si ésta presentaba un origen infeccioso,
congénito o alérgico (Paveley, 1988; Losowsky, 2008; Garcia Nieto, 2013).

A mediados del siglo XX W. K. Dicke dedujo que el agente causante de la enfermedad era el
trigo (junto al centeno y la cebada), para ello se basé en la evolucidn de la epidemiologia de la
enfermedad que él mismo observd en sus pacientes pediatricos durante la Il Guerra Mundial,
donde el carecimiento de alimentos basicos, como el pan, produjo un descenso del nimero de
pacientes que mostraban los sintomas tipicos de la EC (Paveley, 1988; van Berge-Henegouwen
& Mulder 1993; Losowsky, 2008). Dicke ademds establecié dietas severas libres de trigo que
obtenian un gran resultado en la mejora de pacientes aquejados de la enfermedad (van Berge-
Henegouwen & Mulder, 1993). En 1950 Dicke, junto a Weijers y Van de Kamer, demostraron
gue la malabsorcién en pacientes con EC era debida a una fraccién del trigo, la fraccidn gluten;
sin embargo, el articulo no fue publicado hasta 1953 debido a la reticencia de algunos
cientificos americanos a que el gluten fuera realmente el agente causante de la EC (van Berge-
Henegouwen & Mulder 1993; Garcia Nieto, 2013; Ros Arnal, 2013). En la misma etapa John
Paulley (1954) introduce y generaliza la biopsia intestinal afirmando que “la dificultad de
obtener un material satisfactorio postmortem y la posibilidad de cambios autoliticos después
de la muerte hace necesaria la obtenciéon de material mediante biopsia para la investigacién”,
describiendo al mismo tiempo la caracteristica atrofia vellositaria que origina la enfermedad
(Paveley, 1988; Aparicio, 2010; Garcia Nieto, 2013). A partir de los afios 60-70 y hasta la
actualidad, se ha progresado enormemente en el conocimiento de la EC, asi como en su
etiologia, patogenia, inmunopatologia, epidemiologia y diagnédstico (términos a los que nos
referiremos en los siguientes apartados). Todo ello derivado de grandes avances cientificos
conseguidos en campos como la genética, la inmunologia y la medicina (Losowsky, 2008;
Tommasini et al., 2011).
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1.2 Concepto y definicion

Actualmente se define la EC como una enteropatia autoinmune que presenta una intolerancia
permanente a la fraccidn proteica del gluten (gliadinas, secalinas y hordeinas). La EC afecta a
individuos genéticamente predispuestos mostrando un cuadro clinico variable, presentando
generalmente malabsorcion y atrofia vellositaria con hiperplasia de las criptas e infiltrado
inflamatorio (tanto a nivel del epitelio como de la ldamina propia del intestino delgado) (Figura
1) (Alaedini & Green, 2005; Kagnoff, 2007; Lépez-Casado, 2009).

Figura 1. Mucosa intestinal normal y mucosa intestinal en EC. Tomado de Green & Cellier, 2007.
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1.3 Etiopatogenia

Actualmente se considera que la etiopatogenia de la EC es multifactorial, resultado de la
interaccion del gluten con factores inmunolégicos, genéticos y ambientales (Green & Cellier,
2007; Lopez-Casado, 2009; Aparicio, 2010; Ros Arnal, 2013).

La EC es inducida por la ingestion de gluten, presente en el trigo, la cebada y el centeno. El
gluten constituye la fraccién proteica no soluble en agua de los cereales anteriormente
citados, cuya funcién es proporcionar elasticidad a la harina (Maki & Collin, 1997; Green &
Cellier, 2007). Las proteinas del endosperma del grano de trigo fueron clasificadas en 1924 por
Osborne en: albuminas, globulinas, gliadinas, extraibles en soluciones de alcohol, y gluteninas,
extraibles en acido acético diluido, estando el gluten constituido por estas dos ultimas (Shewry
et al., 2002; Chirdo, 2011). En el trigo, las gliadinas se subdividen a su vez en fracciones a, B, y
y w, mientras que las gluteninas se dividen en proteinas de bajo y alto peso molecular. Las
gliadinas pertenecen al grupo de las prolaminas, con gran contenido en prolina, dependiendo
del tipo de cereal se habla de distintos tipos de prolaminas (tabla 1) (Greco et al., 1998; van de
Wal et al., 1999; Vader et al., 2003; Wieser, 2007; Capilla, 2010; Vallejo-Diez, 2013).
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Tabla 1. Tipos de prolaminas y presencia en trigo, centeno y cebada. Tomado y modificado de Capilla,
2010 y Vallejo-Diez, 2013

Cereal Tipo de Prolamina Contenido (%)
Trigo Gliadina 69%

Centeno Secalina 30-50%

Cebada Hordeina 46-52%

En la ingestién de trigo, el gluten es fraccionado por la accién de las endopeptidasas
intestinales. Moléculas no digeridas de gliadina, que presentan un fragmento péptico principal
de 33 aminoacidos, son resistentes a la degradacién por los acidos gastricos, pancredticos,
intestinales y por proteasas de la membrana del borde en cepillo del intestino, y por lo tanto
permanecen en el lumen intestinal después de la ingestidn de gluten (Shan et al., 2002; Green
& Cellier, 2007).

Las moléculas de gliadina tienen un efecto téxico inmediato al entrar en contacto directo con
el epitelio intestinal, provocando la liberacion por parte de las células del epitelio intestinal de
gran cantidad de IL-15 que a su vez induce la expresion del receptor NK-G2D en los linfocitos
intraepiteliales (LIEs) y la de su ligando MIC-A en los enterocitos. Esto provoca la formacién de
un complejo que activa mecanismos de apoptosis en los enterocitos, lo que contribuye a un
aumento de la permeabilidad de la pared y al paso de péptidos hacia la |[dmina propia
(Houchins et al., 1991; Green & Jabri, 2003; Green & Cellier, 2007; Heyman & Menard, 2009;
Vallejo-Diez, 2013). Actualmente existen otras teorias, ademds de la formacién del complejo
(NK-G2D)-(MIC-A), para explicar el mecanismo por el cual los péptidos derivados del gluten
llegan a la [dmina propia; mientras que Fasano y colaboradores abogan por la existencia (en
pacientes con EC) de un aumento en la permeabilidad del epitelio de la pared intestinal debido
a una mutacién en la zonulina, proteina reguladora de las tight junctions o “uniones hendidas”
intestinales; otros autores en cambio defienden la implicacion del IFN-y en este proceso de
internalizaciéon (Madara & Stafford, 1989; Bruewer et al., 2003; Schuppan et al., 2009; Ros
Arnal, 2013). Ademas de estas posibles vias paracelulares de paso de gliadina hacia la lamina
propia, recientemente se han desarrollado estudios que indican la existencia de una via
transcelular (Matysiak-Budnik, 2008).

Una vez que la gliadina atraviesa el epitelio y llega a la ldmina propia, su porcién glutaminica es
deaminada por una enzima calcio-dependiente denominada transglutaminasa tisular (TGt).
Esta deaminacion aumenta la afinidad de los productos resultantes por las moléculas HLA
(HLA-DQ2 o HLA-DQ8) presentes en las células presentadoras de antigenos, siendo las células
dendriticas las mas importantes en la ldmina propia (Molberg et al., 1998; Molberg et al.,
2001; Fleckenstein et al., 2004; Vallejo-Diez, 2013). La gliadina deaminada es presentada por
estas células ante los linfocitos T CD4+, estos se activan y mediante la secrecion de citocinas
proinflamatorias, en especial del IFN y, promueven la secrecién de metaloproteasas de la
matriz celular (MMPs) capaces de degradar proteoglicanos y glucoproteinas, por parte de los
fibroblastos, degradando la matriz extracelular e incrementando la destruccion de células del
epitelio (Mohamed et al., 2006; Green & Cellier, 2007; Pinkas et al., 2007; Schuppan et al.,
2009; Ros Arnal, 2013; Vallejo-Diez, 2013). Al mismo tiempo estas células T actian sobre
células B que se diferencian en células plasmaticas capaces de producir anticuerpos frente a la
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gliadina, a la transglutaminasa tisular y frente al endomisio (Figura 2) (Molberg et al., 1998;
Green & Cellier, 2007; Donat, 2010).

Figura 2. Patogenia de la enfermedad celiaca. Tomado de Green & Cellier, 2007
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1.3.1 Factores genéticos

La influencia genética en la patogénesis de la EC estd indicada por su alta incidencia familiar
(Green & Cellier, 2007). Una buena muestra de ello es que un familiar de primer grado de un
paciente celiaco tiene 20 veces mas posibilidades de presentar la enfermedad que el resto de
la poblacién. De esta manera la EC afecta a individuos susceptibles, cuya base genética estd
localizada en una regidn del cromosoma 6 (6p21.1-21.3) encargada de codificar los antigenos
leucocitarios tipo HLA (figura 3). Siendo la asociacion de la EC con la regién HLA la mas fuerte
descrita hasta la fecha en una patologia (Louka & Sollid, 2003; Rodriguez-Saez, 2010; Vallejo-
Diez, 2013).

Las moléculas del sistema HLA son glicoproteinas de membrana que se expresan en la
superficie de todas las células y que tienen por funcién distinguir lo propio de lo ajeno. Dentro
de las 3 clases de HLA existentes (Clase I, Il y Ill) la region que se ve implicada en la EC es la
region HLA de clase Il. La regiéon codificante de la clase Il se asienta en una serie de
subregiones, cada una con genes A y B que codifican cadenas a y B respectivamente, las cuales
se anclan en la superficie celular formando heterodimeros, distinguiéndose 5 familias o
isotipos: HLA DQ, DP, DR, DM y DO. Las familias mas estudiadas y conocidas son las producidas
por los genes DR, DP y DQ (Choo, 2007; Ros Arnal, 2013).
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Figura 3. Mapa génico de la regién HLA en humanos. Tomado de Capilla, 2010.
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La familia de los genes DR la constituye un solo gen DRA, que codifica una cadena a invariable,
y hasta nueve genes DRB (DRB1-9), que codifican varias cadenas . La cadena a y las P se
unen, dando asi lugar a un heterodimero, por lo que la especificidad antigénica del HLA-DR
(DR1 a DR18) depende del polimorfismo de la cadena DRB1 codificada por los alelos DRB1. Los
productos de los genes DPA1 y DPB1 se asocian para formar las moléculas DP y los de los
genes DQA1 y DQB1 para formar las moléculas DQ, correspondiendo en ambos casos la
especificidad antigénica al polimorfismo de la cadena beta, del mismo modo las tres familias
génicas presentan pseudogenes adicionales no expresados (Choo, 2007; Ros Arnal, 2013).

En los estudios realizados hasta la fecha los heterodimeros mas habituales de la EC han sido el
HLA-DQ2 (90-95%), codificado por los alelos DQA1*05:01 y DQB1*02:01, asociado
generalmente a DR3 o en heterocigotos a DR7/DR5, y en menor proporcion el HLA-DQS (5-
10%), codificado por los alelos DQA1*03:01 y DQB1*03:02, asociado en este caso a DR4. Sin
embargo muchas personas no aquejadas de la EC son portadoras de estos alelos, de forma que
estos marcadores constituyen una condicién necesaria pero no suficiente para el desarrollo de
la enfermedad. Del mismo modo existe una pequefia proporcién de pacientes con EC (5-10%)
gue no presentan los DQ2 y DQ8. Esto implica la existencia de otros marcadores que todavia se
desconocen, probablemente subtipos localizados en el sistema HLA de clase | o genes no-HLA
(Green & Cellier, 2007; Diaz de Entresotos et al., 2008; Rodriguez-Saez, 2010). Es un desafio
para las proximas décadas ahondar en profundidad en la patogénesis de la EC para conseguir
un mapeado mas sutil de los genes implicados.

1.3.2 Factores ambientales

Un hecho que puede tener importancia en la aparicion de la enfermedad es el momento de
introduccion del gluten en la dieta; se ha observado que la introduccion de gluten en
individuos genéticamente predispuestos de forma temprana (antes de los 4 meses) o tardia
(después de los 7 meses) se asocia a un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad (Norris et
al., 2005; Ludvigsson et al., 2012). También se cree importante la cantidad total de gluten
ingerido a lo largo del primer afio de vida (lvarsson et al., 2000; Vallejo-Diez, 2013).
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Por otra parte, la aparicidon de ciertas infecciones gastrointestinales, como la infeccién por
rotavirus, son de vital importancia en el aumento de las probabilidades de contraer la
enfermedad en nifios (Stene et al., 2006; Troncone & Jabri, 2011; Vallejo-Diez, 2013).
Mantener el estudio de los factores ambientales puede facilitar el desarrollo de estrategias
futuras para la prevencidn primaria de la enfermedad.

1.4 Epidemiologia

Hasta hace poco mas de 20 anos se consideraba a la EC como una enfermedad rara. Sin
embargo, se ha comprobado que se trata de una enfermedad mucho mas comun de lo que se
creia al principio (Aparicio, 2010; Vallejo-Diez, 2013).

En los ultimos afios la incidencia de la enfermedad, nimero de nuevos casos diagnosticados en
un periodo de tiempo determinado, ha aumentado considerablemente debido al desarrollo de
las pruebas seroldgicas y a la implantacion de planes de diagndstico temprano de la
enfermedad (Cilleruelo-Pascual et al., 2014). En Espafia se ha estimado que la incidencia actual
es de 54 nuevos casos por cada 100.000 personas-aiio (Cilleruelo-Pascual et al., 2014). En otros
paises europeos, como Suecia, la incidencia se estima en 45 nuevos casos por cada 100.000
personas-afio (Olsson et al., 2008), este valor disminuye hasta los 23 nuevos casos por cada
100.00 personas-afio en el continente americano (Ludvigsson et al., 2013).

Actualmente se estima que la prevalencia de la EC varia mucho dependiendo del area
geografica, aunque se supone una prevalencia mundial en torno al 1% tanto en nifios (Figura 4)
como adultos (Kagnoff, 2005; Reilly & Green, 2012). En Espafia hasta este afo se habian
Ilevado a cabo 4 estudios epidemioldgicos poblacionales, mostrando una prevalencia en niios
de entre 1:118 (Castafio et al., 2004) y 1:220 (Cilleruelo et al., 2002), y mostrando en adultos
una prevalencia de entre 1:370 (Garcia-Novo et al., 2007) y 1:389 (Riestra et al., 2000). Esto
resultaria en un 0,45-0,85% en la poblacidn pediatrica espafiola y aproximadamente un 0,26%
en la poblacién adulta. Dentro de la Unidn Europea se muestran datos muy dispares, desde
una prevalencia en Finlandia de 1:99 (Ma&ki et al., 2003) hasta una prevalencia de 1:270 en
Alemania (Kratzer et al., 2013). Un resultado llamativo es la prevalencia de la EC entre la
poblacién saharaui 1:18, donde el 40% de la poblacién porta el HLA-DQ2 y en donde se
produce un elevado consumo de cereales (Catassi et al., 2001).

Multiples estudios muestran que la EC es mas frecuente en mujeres que en hombres, tanto en
individuos pediatricos como adultos (aproximadamente 2:1), esto puede ser debido a factores
hormonales o a diferencias en el diagndstico, aunque no existen todavia resultados
concluyentes (Llorente Alonso et al., 2006; Aparicio, 2010; Riestra, 2011).
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Figura 4. Prevalencia mundial en nifios de la EC. Realizado a partir de datos recogidos en Riestro, 2011
y Ros Arnal 2012
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1.5 Manifestaciones clinicas

Existen diferencias entre nifios y adolescentes en la manifestacion de la EC (Ministerio de
Sanidad y Consumo, 2008; Consejeria de Salud y Servicios Sociales de La Rioja, 2011).

La presentacion clinica en nifios suele mostrar frecuentemente sintomas digestivos, dolor
abdominal y pérdida de peso, siendo los signos mas frecuentes malnutricién, distensidn
abdominal, hipotrofia muscular, retraso péndero-estatural y anemia ferropénica (Ministerio de
Sanidad y Consumo, 2008; Rodrigo, 2008; Polanco, 2013).

En adolescentes la presentacion clinica de la EC no suele mostrar sintomas digestivos. La
enfermedad en este grupo suele presentarse como una anemia ferropénica no tratable,
estreflimiento, dolor abdominal, irregularidades menstruales, cefaleas y habito intestinal
irregular. Los signos que se presentan con mayor frecuencia son la talla baja, aftas orales,
hipoplasia del esmalte, distension abdominal, debilidad muscular, artritis y osteopenia
(Ministerio de Sanidad y Consumo, 2008).

1.6 Formas clinicas

Las formas clinicas de la EC se suelen representar clasicamente mediante un modelo en
iceberg, donde la incidencia de la EC se expresa como el tamafio total del iceberg que
depende de la presencia del haplotipo HLA-DQ2/DQ8 y del consumo de gluten (Makki & Collin,
1997; Ministerio de Sanidad y consumo, 2008; Lépez-Casado, 2009). Siguiendo este modelo se
diferencian varias formas clinicas de presentacién (Figura 5y Tabla 2):
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Figura 5. Formas clinicas de presentacion de la EC, representacion por el modelo del iceberg. Tomado
de Ministerio de Sanidad y Consumo, 2008

Dario histolégico

Pauci-
monosintomatica

/ Silente \
Latente
Sin dario
histolégico
/ Potencial \

Tabla 2. Formas clinicas de presentacion de la EC, principales caracteristicas. Modificado de Ministerio
de Sanidad y Consumo, 2008

Formas clinicas Sintomas Test seroldgicos Pruebas Biopsia
genéticas intestinal
Clasica Intestinales/Extraintestinales Positivos (*) Positivas Positiva
Pauci- Intestinales/Extraintestinales Positivos (*) Positivas Positiva
monosintomatica

Silente Asintomdtica Positivos Positivas Positiva
Latente Asintomitica Positivos (*) Positivas Normal
Potencial Asintomitica Negativos (**) Positivas Normal

(*) Tests seroldgicos positivos, pero a veces negativos (**) Tests seroldgicos negativos, pero a veces
positivos

Enfermedad celiaca clasica:

En la EC clasica predomina la sintomatologia gastrointestinal, derivada de la ingesta de gluten,
apareciendo generalmente entre los 8 y 24 meses de edad (Catassi & Fabiani, 1997; Fasano &
Catassi, 2005; Lépez-Casado, 2009). Se caracteriza por presentar sintomas de malabsorcién
grave con diarrea crdnica, vomitos, dolor abdominal, esteatorrea, anorexia, retraso del
crecimiento o pérdida de peso (Farrell & Kelly, 2002; Lépez-Casado, 2009; Calvo & Marugan,
2011). Todo ello estd acompanado de la deteccion de marcadores serdlégicos positivos y
atrofia vellositaria intestinal grave (Ministerio de Sanidad y Consumo, 2008; Capilla, 2009).

Enfermedad pauci, monosintomatica o subclinica:

Es la forma mas comun de EC. En la EC pauci o monosintomatica pueden presentarse sintomas
intestinales y/o extraintestinales, mostrando un espectro histolégico variable al igual que el
porcentaje de positividad de anticuerpos séricos. Los sintomas mdas comunes son los sintomas
extraintestinales, siendo la anemia ferropénica la manifestacibn mas comun, otras
manifestaciones son la osteoporosis, déficits vitaminicos, alteracidon de las transaminasas e
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incluso varios trastornos neurolégicos como la ataxia o las migrafias (Zelnik et al., 2005;
Niederhofer & Pittschieler, 2006; Ministerio de Sanidad y Consumo, 2008).

Enfermedad celiaca silente:

En la EC silente no se presentan manifestaciones clinicas, no obstante si se produce dafio
histolégico, mostrando incluso atrofia vellositaria. Estos casos son identificados bien por ser el
individuo familiar de celiaco de primer grado o bien por presentar una enfermedad asociada a
la EC (Fasano & Catassi, 2001; Ruiz-Diaz & Polanco, 2002; Collin et al., 2002; Lépez-Casado,
2009; Donat, 2010).

Enfermedad celiaca latente:

La EC latente se caracteriza por mostrar un estudio histoldgico de la mucosa intestinal normal,
tomando el individuo gluten en su dieta, pero que en algin momento anterior o posterior ha
tenido o va a tener caracteristicas tipicas de la EC (Donat, 2010; Conselleria de Sanidade, 2008;
Capilla, 2010; Vallejo-Diez, 2013). Son sintomas tipicos el estrefiimiento, el retraso en la talla,
la anemia ferropénica o la infertilidad presentdndose unos test seroldgicos y genéticos
positivos (Polanco, 2001; Lépez-Casado, 2009; Vallejo-Diez, 2013).

Enfermedad celiaca potencial:

En la EC potencial no se presentan alteraciones histoldgicas propias de EC pero si se muestra
alglin marcador positivo propio de EC (generalmente marcadores genéticos o un aumento de
los LIEs) (Ferguson & Earranz, 1993; Conselleria de Sanidade, 2008; Donat, 2010).

1.7 Grupos de riesgo

Se consideran grupos de riesgo los familiares de enfermos celiacos y los pacientes con
enfermedades asociadas a enfermedad celiaca (Ministerio de Sanidad y Consumo, 2008;
Polanco & Ribes, 2010).

Los familiares de primer grado constituyen un grupo importante de riesgo. Presentan un riesgo
moderado en donde la prevalencia de la enfermedad se sitia entre el 10 y el 20%, siendo
entre un 15-30 % DQ2 positivos. De estos familiares aproximadamente la mitad permanecen
clinicamente asintomaticos o muestran formas clinicas de expresion leve (Maki et al., 1991).

Multiples estudios han mostrado una clara asociacidon entre la EC y otras patologias. Estas
patologias suelen preceder a la enfermedad, aunque pueden presentarse durante o incluso
después de la enfermedad. Los pacientes que las padecen son considerados grupos de riesgo
ya que su asociacion se produce con una frecuencia superior a la esperada (Ministerio de
Sanidad y Consumo, 2008; Polanco & Ribes, 2010). Estas enfermedades se pueden clasificar en
tres grandes grupos:
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Enfermedades autoinmunes:

En 1999, Ventura y colaboradores demostraron que en pacientes con EC son tres veces mas
frecuentes los trastornos autoinmunes que en el resto de la poblacién (Calvo & Marugan,
2011; Rodrigo et al., 2013). Estas enfermedades son muy variadas como la diabetes mellitus
tipo |, déficit selectivo de IgA o hipotiroidismo (Rodrigo et al., 2013).

Trastornos neurolégicos y psiquiatricos:

Aproximadamente el 7% de los pacientes con EC presentan manifestaciones neuroldgicas,
siendo en algunos casos ésta la forma de manifestacién clinica; no obstante este porcentaje
puede aumentar hasta el 35% en pacientes no tratados (Riestra Menéndez, 2011; Calvo &
Marugan, 2011). El trastorno neurolégico mds comun es la polineuropatia periférica, seguido
de la ataxia cerebelosa y la epilepsia (Rodrigo et al., 2013).

Otras enfermedades asociadas:

Este ultimo grupo engloba a patologias asociadas a la EC de diversa indole, abarcando desde
trastornos metabdlicos a genéticos. El trastorno que presenta una mayor asociacion es el
Sindrome de Down, con una prevalencia de entre el 3-12%, aunque hay autores que hablan de
un valor del 16%, lo cual representaria un valor 100 veces mayor que la poblacién general. La
mayoria de estos casos estan asociados a la presencia de HLA-DQ2 (Ministerio de Sanidad y
Consumo, 2008; Calvo & Marugan, 2011; Ros Arnal, 2012).

1.8 Diagnéstico

Hoy en dia los criterios diagndsticos de la EC se basan en la sintomatologia que presente el
paciente, las determinaciones seroldgicas, los marcadores genéticos y los hallazgos
histopatoldgicos de las biopsias intestinales, todo ello junto a una buena respuesta en una
dieta sin gluten, sirviendo todo ello para confirmar la enfermedad en la mayoria de los casos
(Rodriguez-Saez, 2010; Vallejo-Diez, 2013; Farré, 2013).

Diagndstico serologico

Los marcadores seroldgicos son la primera prueba a realizar cuando existe sospecha de EC,
teniendo presente que la obtencién de negatividad para los mismos no excluye la existencia de
la enfermedad. Las técnicas empleadas para estos analisis son poco invasivas, mas rdpidas y
generalmente mas baratas que el resto de las utilizadas para el diagnéstico final de la
enfermedad (Capilla, 2010; Vallejo-Diez, 2013).

Anticuerpos antiendomisio (AAEM)

Los AAEM de clase IgA presentan una alta sensibilidad y especificidad (superior al 95%)
(Rostom et al., 2005). En aquellos pacientes donde el recuento sérico total de IgA es bajo se
lleva a cabo la determinacién de anticuerpos antiendomisio (AAEM) de clase IgG. Esta técnica
presenta el mismo fundamento que la anterior aunque no es tan especifica. Los AAEM se
determinan por Imnunofluorescencia indirecta (IFl), técnica utilizada para determinar
anticuerpos cuyo antigeno se desconoce. La IFl es una técnica cualitativa o semicuantitativa
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donde se llevan a cabo diluciones sucesivas del suero, realizdndose una lectura final al
microscopio de fluorescencia (Chorzelski et al., 1984; Garrote, 2011; Farré, 2013).

Anticuerpos antitransglutaminasa tisular (ATTG)

La aparicion en 1997 de los ATTG-IgA permitié automatizar las determinaciones (Dieterich et
al., 1997; Garrote, 2011), presentan una sensibilidad cercana al 100% y una especificidad entre
89-96% (Rostom et al., 2005; Hill, 2005). Los ATTG-IgA son reconocidos como los marcadores
mas utiles y actualmente se utilizan en solitario para el cribado de EC (Ministerio de Sanidad y
Consumo, 2008). En aquellos pacientes donde el recuento sérico total de IgA es bajo se lleva a
cabo la determinacién de los anticuerpos antitransglutaminasa tisular (ATTG) de clase IgG. Esta
técnica presenta el mismo fundamento que la anterior aunque no es tan especifica. La TGt
constituye el autoantigeno de la EC, por ello se han desarrollado métodos de
enzimoinmunoanalisis (ELISA) para la deteccion de anticuerpos frente a este antigeno. La
determinacién mediante ELISA presenta la ventaja de que es un método sencillo, barato y
evidenciable (Donat, 2010).

Determinacidn sérica de IgA total

La cuantificacién de la IgA total al mismo tiempo que la de ATTG, permite disminuir la cantidad
de falsos positivos, ya que los pacientes con EC asocian un déficit selectivo de IgA con mayor
frecuencia que la poblacidn general. Como acabamos de mencionar, en el caso de déficit de
IgA, se solicitan los anticuerpos de clase IgG (Ministerio de Sanidad y Consumo, 2008; Lépez-
Casado, 2009).

Diagndstico genético

La ultima guia para el diagnéstico de la EC promulgada por la ESPGHAN (European Society for
Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition) en 2012 recomienda que el tipaje HLA
DQ2 y DQ8 se realice mediante el estudio de los 4 alelos de riesgo (HLA-DQB1*02:01 y *03:02,
y DQA1*05:01 y *03:01) por técnicas de biologia molecular (PCR) y no por técnicas serolégicas.

El genotipo HLA resulta muy util para llevar a cabo el diagndstico de EC, pero del mismo modo
qgue ocurre con el analisis serolégico, no es excluyente ni determinante (Hadithi et al. 2007,
Capilla, 2010).

Diagndstico histolégico

A pesar del gran avance que constituyeron el desarrollo de las pruebas diagndsticas serolégicas
y genéticas, la biopsia duodenal sigue siendo la clave en el diagndstico de la EC aunque en
algunos casos es prescindible. El informe final anatomo-patolégico debe incluir los cambios en
la arquitectura de las vellosidades y las criptas, asi como el numero de linfocitos
intraepiteliales (LIEs) (Freeman, 2004; Fernandez-Salazar, 2011; Vallejo-Diez, 2013).

Estudio histolégico:

El resultado del estudio anatomopatoldgico permite confirmar la existencia de lesiones
compatibles con la EC y establecer el estadio de la lesion mediante la Clasificacién de Marsh
(Marsh, 1992) que categoriza en diferentes grados el dafio histoldgico.
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Estudio Inmunofenotipico de los LIEs

En la EC el numero de LIEs se incrementa, sobre todo, en la mucosa del intestino delgado
(Cellier et al., 1998; Oberhuber et al., 1998; Garcia-Lagarto, 2011).

Los LIEs son una subpoblacién heterogénea de linfocitos T, los cuales se entremezclan con las
células epiteliales del intestino y que presentan un importante papel inmunoldgico en la
respuesta frente a antigenos (Garcia-Lagarto, 2011; Mahadeva et al., 2002; Chott et al., 1992).

En la EC se observan 3 alteraciones relacionadas con los LIEs:

e Aumento del porcentaje total de LIEs. Esto ocurre durante la ingesta de gluten en la
dieta, valor que se corrige cuando este se excluye.

e Aumento porcentual, independiente de la dieta, de los LIEs que portan el receptor
TCR v0.

e Disminucion porcentual, independiente de la dieta, de los LIEs NK-like (figura 6).

Para la cuantificacidn de los porcentajes de LIEs se utiliza una determinacion inmunofenotipica
por citometria de flujo, esta prueba tiene las ventajas de ser rdpida y barata, para la que sdlo
se requiere la individualizacién de las células del epitelio (Eiras-Martinez et al., 2002; Roy-
Arifo, 2011).

Figura 6. Distribucion de las poblaciones de LIEs en pacientes celiacos en distintas fases de la
enfermedad. Histogramas biparamétricos representativos de las poblaciones LIEs, seleccionados como
se muestra en la figura 2. A) Individuo control; B) celiaca activa; C) celiaca latente; D) celiaca sin
gluten. Obsérvese que en todas las fases de la enfermedad celiaca se produce un notable aumento de
LIE TCRyd, asi como un acusado descenso de LIE CD3 (pertenecientes a los NK-like). Tomado de Eiras
Martinez et al., 2002
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Algoritmo diagndstico

Con el objetivo de establecer una coordinacién entre los médicos de atencién primaria y las

unidades de Gastroenterologia para la realizacién de un diagndstico de la EC de forma rapida y
fiable la ESPGHAN elabord dos algoritmos diagndsticos diferenciando si los pacientes son nifios
y adolescentes con sintomas compatibles con EC o si son pacientes pediatricos asintomaticos

con riesgo genético (figura 7 y 8) (Conselleria de Sanidade, 2008; ESPGHAN, 2012).

Figura 7. Algoritmo diagndstico en nifios y adolescentes con sintomas sugestivos de EC. Tomado y

modificado de ESPGHAN, 2012.

Algoritmo diagndstico 1: pacientes pedidiricos con sinfomas de enfermedad cellaca

Nifio/adolescente con sintomas de EC

| Anti-TG2 tipo IgA con IgA total |
A 4 R
) ANnti-TG2 (-) oo NO EC
. 2

| Gastroenterdlogo pediatrico |

déficit IgA, ingesta gluten...
L| Anti-TG2 (+) < 10 |
¥ d

Falso (-) Anti-TG2: farmacos,

| EMA y HLADQ2/DQ8 | wm==P» | Endoscopia+BIOPSIA |

[ 1 1 I : \
] | EmA EMA - EMA - J MARSH MARSH

HLA + HLA - HLA - = HLA + 2-3

8

l Falso (+) TG2 i
Falso (+) serologia Ec
Falso (-) HLA >> Biopsia Potencial EC

EC: enfernadad celiaca; Anti-TGZ2: articuerpos antitransglutaminasa tipo 2; g4 inmunoglobulina tipo A; EMA:
anticuerpos antiendomisio; HLA: estudio genético HLA DQ2/DA8; MARSH: clasificacién da Marsh.

Figura 8. Algoritmo diagndstico en pacientes pediatricos asintomaticos o con riesgo genético de EC.

Tomado y modificado de ESPGHAN, 2012.

| Algoritmo 2: pacientes pedidiricos asintomaticos o pertenecienites a grupos de riesgo

Asintomaticos o con riesgo genético de EC

| HLA DQ2 / DQ8 (+/- Anti-TG2) |
HLA (+) b HLA (-)
e DQ2 y DQ8 " NO EC
R 2

[ Anti-TG2 con IgA total

4 L
[ Amitez (<3 |
g g
l EMA | l Endoscopia + BIOPSIA |

A A

r 1

1]
EMA (+) J MARSH ‘ MARSH

r

1 0-1 2-3
Transitoria o Falso (+) Anti-TG2 Falso (-) biopsia
Seguimiento con dieta normal Falso (+) serologia EC

Potencial EC

EC: arfermadad celiaca; Anti-TG2: articuerpos antitransglutaminasa tipo 2; lg&: inmuncglobulina tipo A; EMA:
anticuerpos antiendomisio; HLA: estudio genatico HLA DO2/DQE; MARSH: clasificacion da Marsh.
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2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es conocer la incidencia de la EC en individuos pediatricos en el Area
Sanitaria de A Corufia, asi como obtener diversos datos de la enfermedad en cuanto al sexo,
grupos de edad, presentacidon clinica, sintomas y signos, y enfermedades asociadas que nos
acerquen al perfil mds comun de la enfermedad, comparando los resultados con estudios
previos a nivel estatal y mundial. Asi como observar los resultados de las pruebas diagnésticas,
tanto serolégicas, como genéticas e histoldgicas para poder conocer con mas profundidad la
EC.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Pacientes

Para este estudio se han utilizado datos recopilados entre Mayo de 2012 y Diciembre de 2013
de pacientes con sospecha de presentar EC, y datos obtenidos del analisis de muestras (sangre
total, suero y reportes histolégicos de biopsias) remitidas al Hospital Teresa Herrera de A
Corufia entre Enero y Abril 2014 de pacientes también sospechosos de presentar EC. De esta
manera, se ha obtenido un estudio que abarca 24 meses de duracién en donde se incluyeron
sélo los pacientes pediatricos (de 0 a 15 afios) con sospecha de padecer EC debido a la
presentacion de clinica sugestiva, pertenecer al grupo de riesgo o, aun siendo asintomaticos,
presentar una ATTG elevada hallada en un control rutinario.

La busqueda y seleccién de casos se realizd examinando los resultados positivos a los test
seroldgicos y a los estudios genéticos, posteriormente se realizd la revisién de los datos
clinicos, histolégicos y de laboratorio recogidos en la historia clinica y en las bases de datos del
Hospital.

3.2 Variables estudiadas

Las variables estudiadas han sido:

Edad al diagnéstico.
Sexo
Sintomas y signos clinicos:

- Disminucion de apetito - Dolor abdominal

- Alteracion del habito intestinal - Transaminasas altas

- Retraso ponderal - Alteraciones dentales

- Distensién abdominal - Otros sintomas o signos

- Déficit de hierro
4. Enfermedades asociadas encontradas:

- Diabetes mellitus Déficit de IgA
- Hipotiroidismo
5. Existencia de antecedentes familiares, ya sean de primer, segundo grado o ambos

6. Estudios seroldgicos:

- ATTG IgA - AAEM IgG
- AAEM IgA - lgAtotal
- ATTG IgG
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7. Tipaje HLA
8. Linfograma LIE
9. Estudio histolégico

Se ha clasificado a los pacientes en tres grupos de edad, de 0-2 afios, de 2-6 afios y de 6 a 15
anos, para tener una vision mas clara de los resultados. La EC se diagndstico utilizando los
criterios y los algoritmos diagndsticos promulgados por la ESPGHAN (2012). Los pacientes son
clasificados segun su diagnostico en sélo tres grupos para facilitar el tratamiento estadistico:
pacientes sin EC (con otras patologias), pacientes con EC o pacientes con EC latente.

Atendiendo a la presentacion clinica de los sintomas y signos se clasificéd a los pacientes en 3
grupos:

Sintomatologia clasica (EC cldsica): diarrea cronica, pérdida peso y dolor abdominal.
Sintomatologia no clasica (EC atipica): Deficiencia de hierro (bajo nivel de ferritina),
baja estatura, dolor abdominal crénico, defectos en el esmalte dental, aftas orales
recurrentes, aumento del nivel de las enzimas hepaticas, dermatitis herpetiforme,
artritis, epilepsia con calcificaciones cerebrales y retraso de la pubertad.

3. Sinsintomas (en nifios pertenecientes al grupo de riesgo) (EC asintomatica).

El resultado del tipaje HLA se ha tipificado para los alelos HLA DQ, estableciéndose 3 grupos en
funcién del fenotipo DQ2, DQ2/DQ8, DQ8 y dentro del fenotipo mas comuin se han
diferenciado los diferentes haplotipos.

Los pacientes que han sido sometidos a biopsia se han dividié en tres grupo: con EC, con EC
latente y sin EC (otras patologias) diferenciandose los resultados en histologia normal e
histologia compatible con EC.

3.3 Técnicas empleadas
3.3.1 Ensayos seroldégicos
3.3.1.a Anticuerpos antiendomisio de clase IgA

El estudio de los anticuerpos antiendomisio de clase IgA se ha llevado a cabo utilizando el kit
de Biosystems® Anticuerpos anti-endomisio (AAEM) esdfago de mono (endomisio). Este kit
proporciona los portaobjetos requeridos, portaobjetos con secciones de eséfago de mono
(endomisio) en cada pocillo (8 pocillos), asi como el anticuerpo utilizado, IgA FITC/Evans
(Anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas IgA humanas conjugados con isotiocianato de
fluoresceina (FITC), azul de Evans 0,01 g/L y azida de sodio 0,95 g/L) y también un Mounting
Medium o medio de montaje, compuesto de Glicerol al 78%, fosfato de sodio 6 mmol/L,
fosfato de potasio 1,6 mmol/L, cloruro de sodio 60 mmol/L y azida de sodio 0,95 g/L.

Esta técnica seroldgica se fundamenta en que los anticuerpos anti-endomisio (AAEM) de clase
IgA del suero del paciente se unen a sus antigenos presentes en una seccion del tercio inferior
del eséfago de mono fijado en un portaobjetos. Una vez producida la unidn, los anticuerpos se
ponen de manifiesto mediante la incubacién con un anticuerpo contra las inmunoglobulinas A
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humanas conjugado con fluoresceina, que permite su visualizacién por microscopia de
fluorescencia.

En primer lugar se atemperan los reactivos y las muestras a temperatura ambiente. Se
deposita a continuacidon una gota (50 pl.) de la muestra diluida o de los controles en los
pocillos del portaobjetos con una pipeta Pasteur, procurando cubrirlos perfectamente y
evitando tocar la seccién de tejido fijada.

Se incuba el portaobjetos durante 30 minutos a temperatura ambiente (15-302C).
Posteriormente se eliminan las gotas de las muestras inclinando el portaobjetos y golpeandolo
ligeramente, evitando mezclar los sueros. Se elimina también el suero remanente en el
portaobjetos lavandolo con PBS (10x).

A continuacion se lava el portaobjetos sumergiéndolo en una cubeta con PBS durante 5
minutos. Posteriormente se cambia el PBS y se repite el lavado. Una vez terminado el lavado
se seca cuidadosamente el portaobjetos utilizando papel secante, teniendo presente que la
seccion de tejido debe permanecer siempre humeda.

Posteriormente se deposita una gota de Reactivo IgA FITC/Evans en cada pocillo. Colocando a
continuacién el portaobjetos en una cdmara humeda e incubandolo a temperatura ambiente
(15-302C) durante 30 minutos. Hecho esto el portaobjetos se lava y se seca, de la misma
manera que se realizd anteriormente.

Ya por ultimo se depositan varias gotas de Reactivo Mounting Medium sobre el portaobjetos y
se coloca un cubreobjetos procurando evitar la formacion de burbujas de aire.

El portaobjetos obtenido tras la técnica se examina con un microscopio de fluorescencia
EUROstars Il (250-400x). Para realizar la lectura del portaobjetos se seleccionan campos de
observacion de la zona interna de la seccién de tejido. Los sueros que presentan fluorescencia
tipo reticular en la capa de musculatura lisa mds préoxima a la mucosa del eséfago de mono a la
dilucion recomendada deberdn considerarse positivos (figura 9 derecha). Las muestras
positivas son tituladas (se define el titulo como la dilucién mayor que da resultado positivo).

Cuando no se observa ningln marcaje especifico descrito, el resultado es negativo para los
autoanticuerpos indicados (figura 9 izquierda).

Figura 9. Muestra negativa (izquierda) y positiva (derecha) de AAEM.
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3.3.1.b Anticuerpos antitransglutaminasa tisular de clase IgA

La determinacién cuantitativa de los anticuerpos antitransglutaminasa tisular de clase IgA se
Ileva a cabo utilizando el kit EIiA™ Celikey® IgA de la casa comercial Phadia®. En esta técnica se
utiliza la tecnologia EliIA™, que es un enzimoinmunoensayo por fluorescencia que permite
determinar autoanticuerpos de forma precisa.

Esta técnica se encuentra completamente automatizada y es llevada a cabo en el aparato
UniCAP® 250 de Phadia®. En este analizador se introduce las muestras de suero, conservadas a
temperatura ambiente, mediante una gradilla, en el interior del analizador se encuentran
unos pocillos individuales de poliestireno, EliA Celikey IgA Wells, recubiertos con antigenos
recombinantes de transglutaminasa tisular humana, que se corresponden con los anticuerpos
a determinar. Si los anticuerpos (ATTG) estan presentes en la muestra del paciente se unen a
su antigeno correspondiente. Después de eliminar los anticuerpos no unidos, se afaden
anticuerpos marcados con enzima dirigidos contra anticuerpos IgA humanos (EIIA™ IgA
Conjugate) para formar complejos anticuerpo-conjugado. Tras la incubacién, se elimina el
conjugado no unido y el complejo unido se incuba con una solucién de desarrollo. Finalmente,
se para la reaccién y se mide la fluorescencia final. A mayor valor de respuesta, mayor
presencia de IgA especifica en la muestra. Para evaluar los resultados de la prueba, Ila
respuesta de las muestras de los pacientes se compara directamente con las respuestas de los
calibradores.

3.3.1.c Anticuerpos antitransglutaminasa tisular de clase IgG

Cuando el recuento total de IgA es inferior a 1 mg/dl se lleva a cabo la determinacién
cuantitativa de los anticuerpos antitransglutaminasa tisular de clase IgG mediante el kit EliA™
Celikey® IgG de la casa comercial Phadia®. Se trata de una técnica automatizada llevada a cabo
en el aparato UniCAP® 250 de Phadia® idéntica a la anterior, con la diferencia de que se
utilizan anticuerpos de clase Ig G en vez de clase IgA.

3.3.1.d Determinacion sérica de IgA total

La determinacidn sérica cuantitativa de IgA se lleva a cabo por nefelometria cinética
automatica, técnica en la que se mide la tasa de incremento de la dispersiéon de la luz de
particulas suspendidas en solucién como resultado de complejos formados durante la reaccion
antigeno-anticuerpo monoclonal.

El analizador utilizado para esta determinacién es el sistema nefelométrico IMMAGE ® 800 de
Beckman Coulter, que permite realizar una medicion de IgA en un intervalo de 82 a 453 mg/dl.

3.3.2 Ensayos genéticos
3.3.2.a Extraccion de DNA

La extraccién de DNA gendmico se lleva a cabo a partir de muestras de sangre total recogidas
en tubos con EDTA como anticoagulante, utilizando QlAamp DNA blood Mini Kits de la casa
comercial Quiagen®.

Pagina 17



Facultade de Ciencias

En primer lugar se toman 20 pl. de proteasa QIAGEN® (o Proteinasa K) en un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml. A continuacién, en el mismo tubo, se afiaden 200 ul. de sangre total
y 200 pl. de Buffer AL (solucion de lisis), mezclandose los 3 componentes en un vortex durante
15 segundos, obteniéndose asi una solucién homogénea. Se incuba la muestra 10 min. a 562C
y posteriormente se centrifuga brevemente el tubo de microcentrifuga de 1,5 ml para eliminar
las posibles gotas que se hallen en el interior de la tapa.

A continuacién se anaden 200 pl. de etanol (96-100%) a la muestra, y se mezcla de nuevo en
un voértex durante otros 15 s. Después de mezclar, se vuelve a centrifugar brevemente el tubo
de microcentrifuga de 1,5 ml para retirar, al igual que en el caso anterior, las gotas formadas
en el interior de la tapa.

Posteriormente se aplica cuidadosamente la mezcla obtenida en el paso anterior a una
columna de centrifugacion QlAamp (en un tubo de recogida de 2 ml) sin mojar el borde. Se
cierra la tapa y se centrifuga a 6000 xg (8000 rpm) durante 1 min. Luego se coloca la columna
de centrifugacion QlAamp en un tubo de recogida limpio de 2 ml., y se desecha el tubo que
contiene el filtrado.

Para el siguiente paso se abre cuidadosamente la columna de centrifugacion QlAamp y se
afiaden 500 pl. de Buffer AW1 sin mojar el borde. Se cierra el tapdn y se vuelve centrifugar la
muestra a 6.000 xg (8.000 rpm) durante 1 min. Se coloca la columna de centrifugacién QlAamp
en un tubo de recogida limpio de 2 ml., y se desecha el tubo de recogida que contiene el
filtrado.

Posteriormente se abre cuidadosamente la columna de centrifugacion QlAamp y se afaden
500 pl. de Buffer AW2 sin mojar el borde. Se cierra el tapdén y se centrifuga la muestra a
velocidad alta (20.000 xg, 14 000 rpm) durante 3 min.

Para terminar se coloca la columna de centrifugacion QlAamp en un tubo de microcentrifuga
limpio de 1,5 ml., y se desecha el tubo de recogida que contiene el filtrado. Con cuidado se
abre la columna de centrifugacién QlAamp y se afiaden 200 pl. de Buffer AE (buffer de elucién)
o agua destilada. Se Incuba a temperatura ambiente (15-25 2C) durante 1 min, y luego se
centrifuga a 6.000 xg (8.000 rpm) durante 1 min.

La comprobaciéon de la calidad del DNA se lleva a cabo mediante una cuantificacién del DNA
obtenido en un espectrofotémetro NanoDrop®© a una longitud de onda de 260 nm. La pureza
de la muestra se considera dptima si la relacion 260nm/280nm (DNA/proteinas) es cercana a
2. Lo ideal es que la pureza de la muestra sea superior a 1,6.

3.3.2.b Tipaje HLA

La muestra de estudio que se utiliza para el tipaje HLA es el DNA obtenido mediante la técnica
anterior y como reactivos se utilizan los incluidos en el kit PROTRANS® Domino System HLA-
disease associations Celiac disease.

Tanto los buffer (R e Y) del kit como la estacion de trabajo de la PCR han de permanecer a -
20°C en el congelador, mientras que la placa de tipaje utilizada de HLA PCR-SSP (para
amplificacidon PCR con primers especificos de secuencia) permanece en la nevera a unos 2-8°C.
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Esta placa de tipaje HLA PCR-SSP presenta en cada pocillo uno o mds pares de cebadores
especificos, ya que contienen el cebador especifico del alelo y/o alelos de interés mas un par
de cebadores control que hibridan con secuencias no alélicas de la muestra. Este par de
cebadores control actia como un control interno de la PCR para comprobar la eficiencia de las
amplificaciones de la PCR.

En la estacion de trabajo de la PCR se situa el Buffer R y el Buffer Y (una vez deshelados), del
mismo modo también se coloca la placa de tipaje PCR-SSP.

En primer lugar se procede a preparar la Pre Master Mix (o premezcla maestra) en la estacion
de trabajo de la PCR. En el tubo de la Pre Master Mix (de 1,5 ml.) para cada muestra de DNA se
pipetea 70ul. de Buffer R, 140 pl. de Buffer Y y 1,6 ul. de polimerasa Taq (muy utilizada en
PCR). Este tubo se lleva al vértex. En el ultimo pocillo de la placa de tipaje PCR-SSP se vierten
10 pl. de la Pre Master Mix que va a funcionar como control negativo. A continuacion en el
tubo de Pre Master Mix se pipetea 60 pl. de la muestra de DNA y se lleva al vortex, de manera
que ya se obtiene el tubo con la Master Mix (o mezcla maestra).

El en siguiente paso se vierten 10 pl. de la Master Mix en cada uno de los 23 pocillos de la
placa de tipaje PCR-SSP, asegurando que no hay gotas de Master Mix en las paredes de los
pocillos. Se cierran los pocillos de |a placa de tipaje PCR-SSP con tiras de tapas.

A continuacién se coloca la placa de tipaje directamente en el termociclador Gene Amp® PCR
System 9700 y se introduce el programa para llevar a cabo la PCR (figura 10).

Figura 10. Programa PCR.

Protrans SSP Cycler Program
Initial denaturation 94T 2 min Hold
Denaturation 94T | 15 sec .
Annealing and Extension | 65T | 60 sec 10 cycles
Denaturation 94T | 15 sec
Annealing 617 | 50sec | 20 cycles
Extension 72T | 30 sec
Hold 47T 15 min Hold
Ramp rate 1C/sec

El producto de la amplificacién de la PCR se visualiza mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 2% teiida con bromuro de etidio (dos gotas).

El resultado de la electroforesis (figura 11) se observa en un transiluminador N-90. La
comparacion de los resultados junto a la tabla de amplificacion PROTRANS® incluida en el kit
nos permite conocer la posicion exacta, la designacion, la especificidad de alelo y el tamafio de
cada fragmento. Teniendo en cuenta que los pares de cebadores de control interno generan
un fragmento de amplificacién de 440 pb, y los alelos o grupos de productos de amplificacion
especificos son <240 pb.
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Figura 11. Tipaje de los loci HLA DQ y DR por PCR-SSP

3.3.3 Ensayos histoldgicos
3.3.3.a Estudio histolagico

El estudio anatomopatoldgico de las biopsias intestinales es realizado por el servicio de
anatomia patoldgica del Hospital.

3.3.3.b Estudio Inmunofenotipico de los linfocitos intraepiteliales (LIEs)

El intestino es un drgano linfoide primario. El tejido linfoide asociado a la mucosa
gastrointestinal, esta integrado por dos compartimentos, uno difuso (formado por los LIEs y los
linfocitos de la lamina propia-LP) y otro, organizado (compuesto por las placas de Peyer, el
apéndice, los ganglios linfaticos mesentéricos y los foliculos linfoides del epitelio).
Los LIEs estan situados entre la membrana basal y la luz intestinal, dispersos entre los
enterocitos. Constituyen una poblacion muy heterogénea, predominando, en el intestino
delgado la subpoblacidn de LT con receptor TCRaf3, seguida de los LIE NK-like, siendo los LT
TCR 3 minoritarios.

Las biopsias intestinales son remitidas por el servicio de Gastroenterologia infantil. La muestra
de la biopsia se traspasa a un tubo greiner con 10 ml. de medio de cultivo completo (RPMI
1640 con 10% de suero de ternera fetal y L-glutamina). Estos tubos, previamente preparados,
se encuentran almacenados en una nevera a unos 2-5 2C, pasandose a una a estufa a 372C
para que se atemperen minutos antes de comenzar el andlisis. Antes de poner la biopsia en el
tubo, hay que afiadir al tubo greiner 100 microlitros de cada una de las alicuotas congeladas de
DTTa0,1MyEDTAa 0,1M.

Se pone a agitar el tubo greiner con la biopsia durante una hora a 50 rpm en un agitador
orbital. Al terminar la incubacion se agita en el vortex durante 30 segundos.

Se centrifugan los 10 ml. de medio (sin coger la biopsia) en 2 tubos del citometro durante 5
minutos a 1500 rpm. Se decanta el sobrenadante, y se resuspenden los linfocitos del
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precipitado para a continuacién pasarlos a 2 tubos de citdmetro (50-100 microlitros de
muestra cada uno). En uno de ellos se realiza el marcaje, y el otro tubo se guarda en nevera
por si hubiera que repetir el marcaje.

Los anticuerpos monoclonales (5 microlitros de cada uno) empleados en el marcaje son: CD45
PercP (antigeno comun leucocitario), CD3 APC, TcR Gamma/Delta PE, CD103 Fitc (Monoclonal
Becton Dickinson).

Tras 15 minutos de incubacidn con los anticuerpos monoclonales se afiaden 100 microlitros de
PBS, y posteriormente se adquieren en el citdmetro FACSCalibur cuatro colores, obtieniéndose
los valores necesarios. El software utilizado para obtener los graficos y los resultados es BD
CellQuest™ Pro Software.

Se informan los valores del % total de linfocitos intraepiteliales (seleccionados por SSC- Height
(que marca la complejidad interna celular) y CD45+), y sobre estos linfocitos se determina el %
de linfocitos TCR Y0 y el % de CD3-, CD103+ (NK-like).

3.4 Estudio de la incidencia

La incidencia se ha calculado como el nimero de casos positivos por cada 100.000 pacientes
pedidtricos en el drea sanitaria de A Corufia. El nimero de potenciales pacientes pedidtricos se
ha obtenido a partir del niUmero de tarjetas sanitarias activas en menores de 15 afios del total
de las expedidas por el SERGAS en el periodo estudiado (2012-2014).

3.5 Analisis estadistico de los datos

El estudio estadistico llevado a cabo en este trabajo fue realizado empleando la versién 20.00
del software SPSS para Windows. Mediante esta herramienta se realizaron estudios de
homogeneidad entre grupos de edad, sexo y presentacidn clinica para antecedentes familiares,
enfermedades asociadas, biopsias y estudio histolégico, En el caso de presentacion clinica y
sintomas y signos el estudio de homogeneidad se realizd sélo entre grupos de edad y sexo.
Estas comparaciones se han llevado a cabo mediante el test no paramétrico Chi-cuadrado de
Pearson. Con este mismo software se realizé el estudio estadistico de los valores obtenidos en
el analisis de los LIEs. En primer lugar se calcularon medidas descriptivas basicas como la
media, mediana, desviacidn tipica, y rangos intercuartilicos Q1 (25%) y Q3 (75%). A
continuacién, se procedid a estudiar la existencia o no de homogeneidad entre los grupos de
pacientes con EC, no EC y EC latente atendiendo a los valores de LIEs, para ello se procediod ala
realizacion de ANOVA. Al requerir ANOVA la existencia de normalidad se decidié utilizar los
test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. El resultado de estos test nos condujo a la
realizacion del test no paramétrico de Kruskal-Wallis para observar la presencia o ausencia de
diferencias entres los grupos. Por Ultimo se examind la relacidn existente entre los valores de
LIEs y el resultado del andlisis anatomopatoldgico de las biopsias, para ello se utilizo el test de
no paramétrico de Mann-Whitney. El estudio del tipaje HLA se resolvié observando las
frecuencias de los diferentes fenotipos encontrados. Para todos los estadisticos realizados
hemos considerando presencia de significacion estadistica cuando el p-valor obtenido fue
inferior a 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Diagnostico

Durante el periodo temporal que abarca este estudio se han examinado 56 pacientes con
sospecha de presentar EC, siendo diagnosticados (segun criterios ESPGHAN) un total de 46
nuevos casos de esta enfermedad (3 de ellos con EC latente). Los 10 pacientes que no han sido
diagnosticados de EC son sometidos a seguimiento debido a que el 60% forman parte del
grupo de riesgo, por presentar alguna patologia asociada (como por ejemplo déficit de IgA o
déficit de hierro) o tener antecedentes familiares, el 30% presentan sintomatologia digestiva y
el 10% restante presentan serologia positiva.

4.2 Sexo

Dentro de los pacientes diagnosticados con EC el 63,0% fueron mujeres y el 37,0% hombres,
siendo el nimero total de mujeres de 29 y el de hombres 17, estableciéndose de esta manera
un ratio mujer/hombre de 1,71:1.

4.3 Grupos de edad

El 19,6% de los diagndsticos se han producido durante los dos primeros afios de vida, el 39,1%
en nifios de 2 a 6 afos y el 41,3% en nifios de 6 a 15 afios, siendo respectivamente el nimero
total de casos en cada grupo del valor de 9, 18 y 19, y apareciendo en todos ellos un mayor
numero de mujeres que de hombres (Figura 12).

Figura 12. Namero de pacientes diagnosticados por grupo de edad y sexo
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4.4 Presentacion clinica

Se ha observado que el 43,5% de los pacientes muestran sintomas cldsicos, el 45,7% muestran
sintomas atipicos y el 10,9% son asintomaticos. Al comparar los tres grupos de diferente
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presentacion clinica (EC clasica, EC atipica y EC asintomatica) con los tres grupos de edad
hayamos diferencias significativas (p-valor= 7,0e-06), no se observan diferencias por sexo. La
EC clasica se ha presentado en una mayor proporcion en los dos primeros grupos de edad (de
0-2 afios y de 2-6 afos), mientras que la EC atipica se ha presentado en una mayor proporcion
en el Ultimo grupo de edad (de 6 a 15 afos) (figura 13). Es importante resefiar que en el grupo
de menor edad la totalidad de diagnosticados presentaban EC cldsica mientras que en el grupo
de mayor edad no se ha encontrado ningln caso de este tipo.

Figura 13. Presentacion clinica por grupos de edad en pacientes diagnosticados de EC
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4.5 Antecedentes familiares

Se han presentado antecedentes familiares (de primer, segundo o ambos grados) en el 21,7%
de los pacientes, dentro de este grupo el 60% muestra antecedentes familiares de primer
grado y el 40% de segundo grado. No se observan diferencias significativas en el estudio
comparado con grupos de edad, sexo y presentacion clinica.

4.6 Sintomas y signos

Los sintomas y signos que se han encontrado con mayor frecuencia son la deficiencia de hierro
(47,8%), la alteracion del habito intestinal (37%) y el retraso pondero-estatural (34,8%). Todos
los sintomas y signos han sido estudiados por grupos de edad y sexo, no observandose
diferencias significativas entre hombres y mujeres. Realizando el estudio por grupos de edad,
se ha observado que la disminucion de apetito, la alteracidon del habito intestinal, el retraso
ponderal, la distensidon abdominal y la elevacidn de las transaminasas son mas frecuentes en
nifios diagnosticados durante los dos primeros afios de vida; el déficit de hierro y las
alteraciones dentales tienen una mayor frecuencia en los nifios de 2 a 6 afos y el dolor
abdominal y otras alteraciones se presentan sobre todo en los individuos de mayor edad
(figura 14). En la tabla 3 se presentan estos resultados por grupos de edad, donde se observa
gue hay diferencias significativas en los cuatro primeros sintomas, siendo éstos, cuatro de los
cinco sintomas mas comunes en nifios de edad temprana.
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Figura 14. Porcentaje de presentacion de signos y sintomas clinicos por grupos de edad
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Tabla 3. Signos y sintomas clinicos por grupos de edad

Sintomas 0-2 afios (%) 2-6 afios (%) 6-15 aiios (%) p-valor
Disminucion de 55,6 33,3 5,3 0,012
apetito
Alteracion del 66,7 44,4 15,8 0,024
habito intestinal
Retraso ponderal 77,8 33,3 15,8 0,006
Distensién 66,7 38,9 10,5 0,010
abdominal
Déficit de hierro 22,2 66,7 42,1 0,075
Dolor abdominal 11,1 27,8 47,4 0,138
Transaminasas 11,1 5,6 5,3 0,824
altas
Alteraciones 0 2,2 0 0,452
dentales
Otras alteraciones 11,1 0 21,1 0,330
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4.7 Enfermedades asociadas

Se han encontrado enfermedades asociadas en el 10,9% de los pacientes: diabetes mellitus
tipo 1 (6,5%), hipotiroidismo (2,2%) y deficiencia de Ig A (4,3%), viéndose ademads que la
presentacion de estas enfermedades es mayor en la primera etapa de vida, salvo el
hipotiroidismo (Figura 15). No se observan diferencias significativas en el estudio comparado
con grupos de edad, sexo y presentacion clinica.

Figura 15. Enfermedades asociadas por grupos de edad en pacientes diagnosticados de EC
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4.8 Serologia

Del total de los pacientes diagnosticados con EC, el 81,8 % (44 pacientes) ha presentado un
resultado de ATTG de clase IgA superior a 50 mg/dl. De los 32 pacientes a los que se les ha
realizado el EMA de clase Ig A el 100% (30 pacientes) ha presentado un EMA positivo, del
mismo modo el 100% (2 pacientes) de los pacientes que han presentado un valor total de IgA
bajo muestran un valor de ATTG de clase Ig G elevado y un EMA positivo

4.9 Estudio histoldgico e inmunofenotipico de LIEs

Siguiendo el algoritmo de diagndstico promulgado por la ESPGHAN (2012) se ha requerido la
realizaciéon de biopsia en el 30,4% (14 pacientes de un total de 46) de los pacientes que
presentaron un valor de ATTG elevado, bien de clase Ig A o Ig G. El 78,6% de las biopsias se
llevaron a cabo en el grupo de edad de 6 a 15 afos, mientras que el 21,4% restante se
realizaron en el segundo grupo, de 2 a 6 aios. Del mismo modo el 42,9% de las biopsias se han
realizado en hombres y el 58,1% restante en mujeres. Estadisticamente no se observan
diferencias significativas a la hora de la realizacién de la biopsia, ni entre grupos de edad ni
entre sexo. Por otra parte, al comparar la realizacion de biopsias con la presentacion clinica de
la enfermedad (EC clasica, EC atipica y EC asintomatica) si se aprecian diferencias significativas
(p-valor=0,01), habiéndose realizado el 71,4% de las biopsias en pacientes con EC atipica, el
7,1% en pacientes con EC clasica y el 21,5% restante en pacientes con EC asintomdtica. De los
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10 pacientes encuadrados como no celiacos se ha procedido la realizacion de biopsia a tres de
ellos segun criterios ESPGHAN, estos pacientes reflejaban otras patologias asociadas a la EC y
presentaban AATG positivo pero cuyo valor total era inferior a 10 veces el valor de referencia .

El estudio histoldgico de las muestras biopseadas refleja atrofia vellositaria en el 78,6% de los
pacientes que fueron sometidos a esta técnica. En este aspecto tampoco se observan
diferencias significativas ni entre grupos de edad ni entre hombres y mujeres, pero si, al igual
gue en la realizacién de biopsias, entre las diferentes presentaciones clinicas (p-valor=0,005).
El 90,0% de los pacientes con EC atipica presentan atrofia vellositaria, este valor disminuye
hasta el 66,7% en pacientes con EC asintomdtica, mostrando una ausencia de casos en
pacientes con EC clasica. Ninguno de los pacientes diagnosticados como no celiacos, y que
reflejaban otras patologias, ha presentado una histologia compatible con la EC.

Al realizar el estudio de los linfocitos intraepiteliales (LIEs) hemos obtenido el % de LIEs totales,
el % de LIEs TCR-y0 y el % de LIEs NK-like para cada paciente. Con estos valores hemos
calculado medidas descriptivas basicas como la media, mediana, desviacidn tipica, y rangos
intercuartilicos Q1 (25%) y Q3 (75%) (Tabla 4).

Al proceder a la realizacién del andlisis ANOVA se obtiene mediante la utilizacién del test de
Kolmogorov-Smirnov que el % de LIEs NK-like no muestra una distribucion normal (p-
valor=0,002), con un test mas potente, como el de Shapiro-Wilk, la conclusién obtenida es la
misma (p-valor=0,015). Debido a ello se decide realizar la comparacién entre los pacientes con
EC, EC latente y sin EC (que reflejan otras patologias) que fueron sometidos a un estudio de
LIEs mediante el test de Kruskal-Wallis, test no paramétrico que nos permite conocer si tres o
mas grupos presentan diferencias sin necesidad de que exista normalidad y homocedasticidad.
Mediante este test sdlo se han obtenido diferencias significativas en el % LIEs NK-like (p-
valor=0,029), donde los pacientes con EC han obtenido recuentos mas bajos. Si observamos
visualmente los resultados (figura 16) vemos como en pacientes diagnosticados con EC el % de
LIEs NK-like es menor que en los otros dos grupos.
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Tabla 4. Medidas descriptivas basicas en estudio de LIEs en pacientes sospechosos de EC

Diagnéstico %LIE NK-LIKE %LIE TCR-GD %LIE TOTALES
EC N 11 11 11
Media 2,46 25,85 13,73
Mediana 2,59 24,40 14,70
Desviacion 1,32 12,95 5,13
tipica
Ql 0,69 10,40 3,92
Q3 4,39 47,18 9,10
EC N 2 2 2
LATENTE
Media 15,50 22,80 7,45
Mediana 15,50 22,80 7,45
Desviacion 18,10 26,87 2,33
tipica
Q1 2,70 3,80 5,80
Q3 28,30 41,80 9,10
NO EC N 3 3 3
(otras
patologias)
Media 30,66 9,03 6,23
Mediana 27,50 8,70 5,60
Desviacion 17,17 5,70 2,31
tipica
Q1 15,30 3,50 4,30
Q3 49,20 14,90 8,80

Figura 16. % LIEs NK-like para los grupos sin EC (otras patologias), con EC y con EC latente
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Tomando en cuenta los valores de referencia utilizados por el hospital observamos que la
totalidad de los pacientes con EC presentan una elevacidn de los LIEs TCR-yd por encima de los
valores normales (5-10%) y una disminucidn de los LIEs NK-like por debajo de los valores
normales (35-45%), mientras que un 63,63% de los pacientes con EC presentan un % total de
LIEs por encima de los valores normales (5-15%).

Se han comparado mediante el test no paramétrico de Mann-Whitney, los resultados
obtenidos del estudio de los LIEs con los resultados del andlisis anatomopatoldgico de la
muestra biopsiada observandose que los valores del % total de LIEs y el % de LIEs NK-like son
significativos, (p-valor=0,019 y p-valor=0,09) (figura 17 y 18) de manera que existen diferencias
significativas entre los pacientes que presentan una histologia compatible con EC y los
pacientes que presentan una histologia normal para el % total de LIEs y el % de LIEs NK-like.

Figura 17. % LIEs NK-like para pacientes con histologia compatible y no compatible con EC.
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Figura 18. % LIEs totales para pacientes con histologia compatible y no compatible con EC.
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4.10 Tipaje HLA

El tipaje HLA se ha llevado a cabo en el 78,3% del total de pacientes (36 pacientes de los 46
totales). De estos 36 pacientes el 75% muestra un fenotipo DQ2, el 11,11% DQ2/DQS8, el 8,33%
DQ8y el 5,5% final 2 DQ2. Siendo de esta forma el 83,33% DQ2 positivos. Dentro del fenotipo
DQ2 diferenciamos los siguientes haplotipos: 33,3% DR3-DQ2/DR3-DQ2, el 22,2% DR3-DQ2/-,
el 22,2% DR3-DQ2/DR7-DQ2 y el 14,8% DR7-DQ2/DR5.

Figura 19. DQ serolégico en pacientes diagnosticados de EC
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4.11 Incidencia de la EC

En el periodo en el que se ha llevado a cabo el estudio, el nimero medio de nifios menores de
15 afios en el Area Sanitaria de A Corufia fue de 65.856 (valor obtenido del nimero de tarjetas
sanitarias activas entre 2012-2014). Durante los 24 meses de estudio se han diagnosticado un
total de 46 nuevos casos de EC, por tanto la incidencia global estimada es de 34,92 casos por
cada 100.000 personas-afio.

5. DISCUSION

Este constituye el primer estudio sobre nuevos diagndsticos de EC en nifios en el Area Sanitaria
de A Coruiia.

En cuanto a la distribucién por género se observa que la EC ha sido diagnosticada en una
mayor proporciéon de mujeres que hombres, ratio 1,71:1. A pesar de que estadisticamente no
se aprecian diferencias significativas, este valor es muy semejante al de otros estudios
realizados en Espafa que hablan de un ratio de 1,52:1 (Cilleruelo-Pascual et al., 2014) o0 1,9:1
(Diaz de Entresotos et al., 2007), existiendo estudios que muestran valores algo mas elevados
en torno al 3:1 (Aparicio, 2010). En Europa aparecen valores algo mas diversos, como por
ejemplo 3,33:1 en ltalia (Ciacci et al., 1995), 2:1 en Suecia (lvarsson et al., 2003) o 1,52:1 en
Turquia (Kuloglu et al., 2009), a pesar de que los ratios varian, en la practica totalidad de los
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estudios llevados a cabo hasta la fecha a nivel mundial se observa, igual que en este caso, una
mayor aparicion de la enfermedad en mujeres que hombres.

En nuestro estudio la mayoria de los diagndsticos (41,3%) se llevé a cabo en el grupo de mayor
edad, de 6 a 15 ainos. Aunque no hayan aparecido diferencias significativas en el diagndstico
para los diferentes grupos de edad, este hecho coincide con estudios recientes en donde la
enfermedad se diagnostico preferentemente a edades mayores de 6 anos (Telega et al., 2008;
McGowan et al., 2009; Savilathi et al., 2010).

A lo largo de los 2 afios de estudio se observd que la mayoria de los pacientes que han sido
diagnosticados muestran una sintomatologia atipica de la enfermedad (EC atipica) (45,7%)
mientras que los pacientes con una sintomatologia tipica (EC cldsica) aparecen en un
porcentaje ligeramente menor (43,5%). La mayor aparicidn de sintomatologia atipica coincide
con la mayoria de estudios recientes que muestran un descenso en la aparicién de sintomas
tipicos en los ultimos afios, situdndose este porcentaje entre el 15-45% de nuevos casos de EC
diagnosticados (Ravikumara et al., 2006; Garampazzi et al., 2007; McGowan et al., 2009). No
obstante, otros estudios hablan de un mayor porcentaje de diagndsticos de EC clasica que de
EC atipica (Donat, 2010; White et al., 2012; Cilleruelo-Pascual et al., 2014). La aparicion de
formas asintomaticas de la EC se situa en todos los estudios como la forma de presentacion
menos comun, aungue con porcentaje mayores que el que hemos observado nosotros (16-
28% vs. 10,9%) una posible explicacién de esto es el exhaustivo estudio de sintomas
tedricamente menores realizado en nuestro caso (Ravikumara et al., 2006; Garampazzi et al.,
2007; McGowan et al., 2009; Cilleruelo-Pascual et al., 2014).

A pesar del menor nimero de diagndsticos de EC clasica que de EC atipica se ha observado que
este tipo de EC aparece predominantemente a edades tempranas, en nuestro estudio este
valor es del 100% en niflos de 0-2 afos y sobrepasa el 50% en nifios de 2-6 afios. Multiples
estudios reflejan la elevada proporcidn de la EC cldsica en nifios de temprana edad, McGowan
y colaboradores (2009) afirmaron que el 67% de los casos de EC por debajo de los 3 afios se da
con sintomatologia tipica, otros autores también afirman que la EC clasica sobrepasa el 60% en
esta edad (Farre et al., 2002; Kuloglu et al., 2009; Dinler et al., 2009), estos valores
probablemente sean debidos a la persistencia del gluten en la dieta.

De los sintomas estudiados la deficiencia de hierro es el que ha aparecido en una mayor
proporcién (47,8%), estudios previos ya indican a la ferropenia o déficit de hierro como el
sintoma mdas comun en pacientes pediatricos con EC (Jones et al., 2006; Aparicio, 2010). Se
cree que este hecho puede estar ligado, ademas de a la falta de nutrientes, a la interaccién de
factores locales y sistémicos (Aparicio, 2010). La mayoria de los sintomas examinados se
presentan en una mayor proporcion en nifios de 0-2 afios que en los otros dos grupos de edad
(cinco de los nueve sintomas son mas frecuentes en el primer grupo de edad), exceptuando el
déficit de hierro, el dolor abdominal, alteraciones dentales y otras alteraciones. Los sintomas
gue aparecen mayoritariamente en los nifios de 0-2 afos son sintomas encuadrados en la
definicién de EC clasica, EC que, como acabamos de ver, aparece predominantemente en este
grupo de edad. Como ya se comentd en la introduccién, en la EC cladsica predominan los
sintomas gastrointestinales derivados de la ingesta de gluten, considerando sintomas
gastrointestinales a los sintomas estudiados tales como apetito disminuido, alteracion del
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habito intestinal, distensién abdominal y en consecuencia retraso ponderal. Por tanto de los
sintomas que se encuentran en mayor proporcién en nifios de edad temprana sdlo la elevacién
de las transaminasas no se considera un sintoma gastrointestinal. El resto de sintomas: déficit
de hierro, alteraciones dentales, otras alteraciones, junto a la ya mencionada elevacion de
transaminasas, se consideran sintomas encuadrados dentro de la EC atipica. De esta manera el
dolor abdominal seria el Unico sintoma gastrointestinal que no se presenta mayoritariamente a
edad temprana. No obstante un estudio reciente llevado a cabo por Savilathi y colaboradores
(2010) muestra que el dolor abdominal, atlin siendo un sintoma gastrointestinal, se encuentra
mayoritariamente en los pacientes pediatricos de edad mas avanzada, del mismo modo otro
estudio llevado a cabo por Rodrigo y colaboradores (2006) muestra que la elevacién de
transaminasas o hipertransaminasemia aparece mayoritariamente a edades tempranas. Por
tanto los resultados obtenidos concuerdan con la presentacion clinica mds comun de la
enfermedad distinguiendo los nifios menores de dos afios, donde la EC clasica es la EC que se
presenta mayoritariamente, y a los niflos mayores de dos afos, donde la EC atipica es la EC
gue se presenta en la mayoria de los casos.

En nuestro estudio hemos encontrado que el 21,7% de los pacientes con EC muestran
antecedentes familiares, cifra muy similar a la publicada en otros estudios. Aparicio (2010)
habla de un 20% de pacientes con antecedentes familiares, refiriendo que un 50% presenta
antecedentes familiares de primer grado y un 28,3% de segundo grado, Cilleruelo y
colaboradores (2014) también reflejan un resultado similar ya que el 19,4% muestran
antecedentes de primer o segundo grado. La mayoria de los estudios sélo hacen referencia a
antecedentes familiares de primer grado, obteniéndose diferentes frecuencias que varian
desde un 4,55% (Fasano et al., 2005) hasta un 17,7% (Biagi et al., 2008), situdndose nuestro
valor obtenido dentro de este rango, 13,02%.

Se han observado enfermedades asociadas en el 10,9% de los casos, teniendo en cuenta que
en nuestro estudio sélo han aparecido tres enfermedades asociadas (siendo dos autoinmunes:
diabetes mellitus tipo 1 e hipotiroidismo) que segun la bibliografia consultada son las mas
comunes en casos de EC. Segun Ventura y colaboradores (1999) las enfermedades
autoinmunes se encuentran en el 14% de los nifios celiacos, siendo la diabetes mellitus tipo 1
la enfermedad mas comun. Neuhausen y colaboradores (2008) obtuvieron un resultado similar
(13,2%), aumentando el porcentaje hasta el 19% segun Aparicio (2010). Dentro de las dos
enfermedades autoinmunes estudiadas la que se ha encontrado en una mayor proporcion ha
sido la diabetes mellitus tipo 1 (6,5%), valor ligeramente superior a los estudios realizados
hasta la fecha que hablan de un 2,5-5% (Baptista et al., 2005; Gazit et al., 2008). La segunda
enfermedad asociada en frecuencia ha sido el déficit de IgA (4,3%), siendo este valor
ligeramente superior a otros estudios (Cataldo et al., 2006). El hecho de que aparezcan
enfermedades autoinmunes con mayor frecuencia en pacientes diagnosticados de EC que en el
resto de la poblacién podria deberse a factores genéticos comunes entre ambas enfermedades
(Hemminki et al., 2010).

La realizacidn de biopsia ha sido necesaria sobre todo en pacientes con EC atipica (71,4%),
mientras que en los pacientes con EC clasica el nimero de biopsias fue mucho menor (7,1%), el
porcentaje restante se llevo a cabo en pacientes asintomaticos, siendo estas diferencias
significativas. La gran diferencia ocasionada es resultado de los criterios ESPGHAN vy de la
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relativamente sencilla observacién y deteccién por parte de los facultativos de los sintomas
tipicos de la enfermedad que aparecen en la EC clasica, permitiendo confirmar el diagndstico
sin necesidad de llevar a cabo una técnica tan invasiva como la biopsia.

A partir de las biopsias se ha observado que la atrofia vellositaria se produce sobre todo en
pacientes con EC atipica (90,0%) mientras que en los pacientes con EC clasica la totalidad de
las biopsias son normales.

En el estudio de LIEs, y a pesar de que estadisticamente sdlo existen diferencias significativas
entre los pacientes con EC, sin EC (otras patologias) y con EC latente en el % de LIEs NK-like,
vemos como los valores de las medias varian ampliamente entre unos pacientes y otros. Los
resultados obtenidos son consecuentes con la bibliografia, de manera que en aquellos
pacientes con EC se obtienen elevados valores para % LIEs totales y % LIEs yd, y valores
disminuidos para el % de LIEs NK-like, viendo como los pacientes con EC latente muestran
resultados intermedios.

El estudio comparado entre los LIEs y la observacidon anatomopatoldgica muestra que existen
diferencias entre el % LIEs totales y % LIEs NK-like respecto a una histologia normal o una
histologia compatible con EC. Este resultado concuerda con lo esperable, ya que en un tejido
no dafiado el % total de LIEs sera menor que en un tejido atrofiado, manteniéndose los otros
dos parametros dentro de la normalidad. De esta manera el linfograma de los pacientes con
histologia positiva presentan las alteraciones caracteristicas de la EC.

En cuanto al resultado del tipaje HLA, el fenotipo DQ2 es el que ha mostrado una frecuencia
mayor (75%), este valor es algo inferior a otros estudios realizados (Hernandez-Charro et al.,
2008; Donat et al., 2009). Cilleruelo-Pascual y colaboradores (2014), que elaboraron el estudio
mas completo realizado hasta la fecha en Espafia, el 88,3% de los pacientes fueron DQ2, el
8,4% DQ2/DQS8, el 2,3% DQ8 y 1% otros. Al comparar estos valores con los obtenidos en
nuestro trabajo vemos que los valores para DQ2 son ligeramente inferiores, ganando una
mayor frecuencia el DQS.

Dentro del fenotipo DQ2 la forma mas habitual es la homocigética (DR3-DQ2/DR3-DQ2),
seguida de las formas DR3-DQ2/DR7-DQ2 y DR3-DQ2/-. Las dos primeras formas, consideradas
de alto riesgo (Ros Arnal et al., 2007), se suelen encontrar en frecuencia similar (Ploski et al.,
1993; van Heel, 2005), mientras que en nuestro estudio difieren ligeramente, esto puede ser
debido a diferencias en el origen étnico de las poblaciones, lo que estaria relacionado con los
genotipos de la poblacion general.

Respecto a la incidencia, en nuestro estudio hemos determinado una incidencia de 34,92 casos
por cada 100.000 personas-afo. Estos valores son relativamente inferiores a los 44 casos por
cada 100.000 personas-afio en Suecia, incidencia mayor registrada hasta 2014 (Olsson et al.,
2008), o a los datos recién publicados en Espafia de 54 casos por cada 100.000 personas-aiio.
No obstante, esta cifra es considerablemente elevada en comparacién con otros estudios,
como por ejemplo el llevado a cabo en EE.UU, que establece una incidencia de 17,4 casos por
cada 100.000 personas-afo (Ludvigsson et al., 2012), o el llevado a cabo en el Reino Unido,
gue establece una incidencia de 19,1 casos por cada 100.000 personas-aio (West et al., 2014).
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Por tanto, la incidencia en el Area Sanitaria de A Corufia es mayor que en otros lugares del
mundo, pero ligeramente inferior a la media espaiiola.

6. CONCLUSIONES

De este trabajo podemos establecer las siguientes conclusiones:

e La EC ha aparecido en mayor proporcidon en mujeres que hombres, 1,71:1.

e Se obtiene un mayor numero de diagndsticos de EC en individuos de mayor edad.

e Atendiendo a la edad se presenta un tipo u otro de enfermedad, apareciendo en una
gran proporcién la EC clasica en individuos de edad temprana y EC atipica en
individuos de edad mayor.

e Casila cuarta parta de los enfermos presentan antecedentes familiares (21,7%).

e El sintoma mas frecuente ha sido la deficiencia de hierro (47,8%). Los sintomas que se
presentan varian dependiendo del grupo de edad, resultado de la clase de EC
mayoritaria a cada edad.

e El 10,9% de los pacientes presenta una enfermedad asociada, siendo predominante la
diabetes mellitus tipo 1.

e El 304% de los pacientes fueron sometidos a biopsia, realizandose
predominantemente en los individuos de mayor edad, obteniéndose diferencias en la
realizacion de la biopsia atendiendo al tipo de EC.

e El 78,6% de los pacientes estudiados muestran atrofia vellositaria, ascendiendo este
valor hasta el 90,9% en los enfermos celiacos.

e Estadisticamente existen diferencias entre el % de LIEs NK-like para pacientes con EC,
EC silente y no EC (otras patologias), no obstante el resto de porcentajes también
difieren.

e Existen diferencias significativas entre los pacientes que presentan una histologia
compatible con EC y los pacientes que presentan una histologia normal para el % total
de LIEs y el % de LIEs NK-like, el % de LIEs Y0 también difiere.

e Las tres cuartas partes de los pacientes presentan DQ2, siendo el DR3-DQ2/DR3-DQ2
el haplotipo mas abundante.

e Se ha obtenido una incidencia de 34,92 casos de EC por cada 100.000 personas-afio,
valor bastante elevado.
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