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RECOMENDACIONES PARA SEROLOGIA EN
ENFERMEDAD CELIACA.

RESUMEN

El siguiente documento establece recomendaciones para los examenes serologicos de autoanticuerpos
que se encuentran actualmente disponibles para apoyo diagnostico y sequimiento de enfermedad celiaca
y que pueden ser realizados por los laboratorios clinicos en Chile; las metodologias son principalmente
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y enzimainmunoandlisis (ELISA).

ALCANCE

Esta dirigido a profesionales del drea de la salud relacionados con el laboratorio clinico que realizan
examenes para deteccion de autoanticuerpos relacionados con enfermedad celiaca: anticuerpos anti-en-
domisio, anticuerpos anti-transglutaminasa, anticuerpos anti-peptido deamidado de gliadina. Se agrega la
descripcion de un nuevo marcador seroldgico denominado anticuerpos anti-neoepitope. Ademas incluye
recomendaciones del trabajo realizado en los talleres de autoinmunidad realizados por el Laboratorio Na-
cional y de Referencia de Inmunologia del Instituto de Salud Publica de Chile

1.- INTRODUCCION

La enfermedad celiaca es una enfermedad autoinmune provocada por alimentos que contienen gluten,
principalmente cereales como trigo, centeno y cebada, en individuos predispuestos genéticamente, oca-
sionando una lesion inflamatoria intestinal que conduce a la disminucion de la capacidad de absorcion de
nutrientes®.

Inicialmente fue considerada una rara condicion, caracterizada por sintomas intestinales que llevan a
diarrea, sindrome de mala absorcion, baja de peso y un retraso en el crecimiento. En los afios 90, Richard
Logan acufo la idea del “iceberg de la enfermedad celiaca” cuando indicd que los individuos reconocibles
por la sintomatologia representan la punta del iceberg con respecto a la totalidad de la poblacion celiaca
no identificables por sintomas clinicos. Varios estudios han demostrado que esta enfermedad se encuentra
presente en todo el mundo y que existe un aumento de la incidencia entre individuos de diferentes grupos
étnicos y etarios®* 4. Los autores indican que este aumento no se atribuye a una mejor deteccion de la
condicion celiaca, sino que podria deberse a desafios ambientales que han cambiado a través del tiempo:
cantidad, calidad y transformacion de cereales, asi como |a exposicion a agentes infecciosos durante Ia
infancia temprana que podrian modificar el desarrollo normal del sistema inmunolégico.

Numerosos estudios seroldgicos realizados en poblacion general indican que la enfermedad celiaca
tiene una prevalencia cercana al 1% en el mundo occidental, particularmente referido a EE.UU. y Europa®
6 En Chile se establecio la prevalencia seroldgica en base a la deteccion del marcador anticuerpo anti-
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transglutaminasa IgA; ésta es de 0.6% en la poblacion, dada a conocer en la Encuesta Nacional de Salud
del afio 20101

La enfermedad celiaca tiene una predisposicion genética, asociada con las moléculas del sistema mayor
de histocompatibilidad HLA-DQ2 (90-95%) y HLA-DQ8 (5-10%). EI desarrollo de la enfermedad celiaca
en individuos predispuestos, se basa en la exposicion al gluten presente en la mayoria de los cereales que
constituyen la principal fuente de carbohidratos®.

La patogénesis de la enfermedad celiaca presenta un particular modelo donde un antigeno externo, el
gluten, es el desencadenante de los eventos iniciales que comprometen aspectos de la inmunidad innata,
para luego dar paso a eventos de la inmunidad adaptativa con la participacion del autoantigeno transglutami-
nasa. Las proteinas del gluten estan compuestas por gluteninas y prolaminas; estas ultimas proteinas, ricas
en prolina y glutamina, son consideradas toxicas por su incompleta digestion. Una vez consumido el cereal,
el gluten se digiere parcialmente en fragmentos de gliadina (prolamina del trigo) que entran a través de la
barrera epitelial de la mucosa intestinal en el contexto de un aumento de la permeabilidad de ésta. Es en la
lamina propia de la mucosa intestinal que un paso importante en la inmunopatogénesis de Ia enfermedad
celiaca se produce como resultado de la actividad de la enzima transglutaminasa tisular (tTG)®. La gliadina
es deamidada por la enzima tTG, haciéndola una molécula mas inmunogénica con efectos sobre el sistema
inmune adaptativo. Ver Figura N°1 (10,

El diagnostico de la enfermedad celiaca, en términos generales se orienta por los sintomas clinicos y
se apoya en el hallazgo de marcadores serologicos de ésta; aunque el diagnostico definitivo se obtiene
a través de la evaluacion de la biopsia intestinal™. Considerando que cada individuo es un caso clinico
particular de presentacion, en la practica clinica el diagnostico se basa en la evaluacion del conjunto de
estos pardmetros, sin que ninguno sea determinante en forma aislada. En la Figura N°2 se presenta un
algoritmo diagnostico de la enfermedad celiaca basado en marcadores serologicos y la biopsia intesti-
nal, indicado por la Organizacion Mundial de Gastroenterologia.'"; no obstante varias organizaciones
como la ESPGHAN (European Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition), ACG
(American College of Gastroenterology) publican algoritmos diagndsticos considerando diversos con-
textos clinicos® ™2,

La dieta libre de gluten es el tnico tratamiento de por vida para el paciente celiaco.

En general, los pacientes con enfermedad celiaca sufren con mayor frecuencia otras enfermedades
autoinmunes como diabetes insulino dependiente y tiroiditis; también se presenta en pacientes con altera-
ciones congénitas como sindrome de Down o déficit selectivo de IgA.¢ 1319
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Figura N°1
Transporte epitelial y el reconocimiento inmune de gluten en la enfermedad celiaca.
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En la enfermedad celiaca péptidos del gluten pueden atravesar el epitelio intestinal ya sea a través de la ruta paracelular
0 via transcelular. En el primer caso, esto se produce como consecuencia de un aumento de la permeabilidad debido al
“up regulation” de la zonulina (que podria ser dependiente de gliadina o gliadina-independiente), en el segundo caso se
produce mediante el uso de vesiculas de los enterocitos que transportan complejo péptidos- HLA clase II. Estas vesiculas
son capaces de atravesar la membrana basal permitiendo que péptidos de gluten intactos tengan acceso a la 1dmina propia.
Aqui, se pueden activar tanto las células dendriticas y las células mononucleares para producir interleuquina 15, que a su
vez provoca el “up regulation” de una proteina de estrés en 0s enterocitos que son reconocidas por los receptores natural
killer presentes en los linfocitos intraepiteliales. Por otra parte, péptidos de gluten nativos y péptidos de gluten deamida-
dos son presentados por las células dendriticas maduras a receptores de células T utilizando el heterodimero HLA-DQ2 o
HLA-DQ8. Esta union activa fuertemente las células T CD4+ que, mediante la secrecion de citoquinas pro-inflamatorias,
estimulan las células T citotoxicas y fibroblastos para producir un patron particular de metaloproteinasas de matriz que es
responsable de la degradacion tanto de la matriz extracelular y membrana basal. Las células T activadas también se vuelven
capaces de desencadenar la apoptosis del enterocito mediante la produccion de moléculas como el Fas ligando y granzima,
ambas responsables de la citotoxicidad, que conduce a las lesiones de la mucosa caracteristicos. Gélulas T CD4+ estimuladas
también son capaces de inducir la diferenciacion de linfocitos B en células plasmdticas productoras de anticuerpos especificos
anti-gliadina, anti-transglutaminasa y anti-péptido deamidado de gliadina.
DC, células dendriticas; FasL, Fas ligando; HLA, antigeno leucocitos humanos; IL, interleuquina; IEL, linfocitos intragpiteliales;
CMLP, células mononucleares de lamina propia; TCR, receptor de células T; TJ, union estrecha; TG, transglutaminasa tisular.
(Tomada de “The immune recognition of gluten in coeliac disease”. Ciccocioppo R, Di Sabatino A and Corazza GR. Clinical and
Experimental Immunology 2005,140:408-416).
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Figura N° 2
Algoritmo diagndstico de la enfermedad celiaca basado en marcadores serologicos y la biopsia intestinal.
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(Tomada de “Guia practica de la Organizacion Mundial de Gastroenterologia: Enfermedad celiaca”. Bai J, Zeballos E, Fried M, Co-
razza GR, Schuppan D, Farthing MJG, Catassi C, Greco L, Cohen H and Krabshuis JH. Gastroenterol. Latinoam. 2010,21:34-44).
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2.- MARCADORES SEROLOGICOS PARA EL APOYO DIAGNOSTICO DE ENFERMEDAD CELIACA

Los marcadores seroldgicos de la enfermedad celiaca se pueden dividir en dos grupos en base a los
antigenos diana que reconocen especificamente [0s anticuerpos asociados a esta enfermedad: gliadina (que
representa a las prolaminas toxicas que es el antigeno externo) y transglutaminasa tisular (enzima ubicua
en diversos tejidos y que es el autoantigeno).

La deteccion de estos marcadores tiene como objetivo alcanzar una mayor sensibilidad diagnostica (pa-
cientes celiacos con marcador seroldgico presente) junto a una mayor especificidad diagnostica (individuos
no celiacos con marcador serol6gico ausente); en adelante veremos la variabilidad de estas propiedades por
marcador. Se logra la maxima efectividad en el laboratorio que ha elegido la metodologia adecuada al uso
previsto del marcador; ello implica el conocimiento y ejecucion técnica en conformidad al aseguramiento de
calidad de sus resultados. Es importante considerar estos aspectos ya que estos marcadores apoyan el diag-
nostico y seguimiento de los pacientes en su tratamiento con dieta libre de gluten (DLG); en este contexto, la
primera serologia resulta fundamental para el medico tratante y también las siguientes con DLG.

Los marcadores serol6gicos usados son autoanticuerpos preferentemente de clase IgA. Sin embargo,
como los pacientes celiacos tienen una mayor probabilidad de presentar deficiencia selectiva de IgA en
relacion a la poblacion general, es que se debe realizar una cuantificacion de IgA sérica, destacando la
importancia de realizar esta cuantificacion al mismo momento que los marcadores seroldgicos; en caso de
encontrar una IgA sérica bajo el valor normal (deficiente de IgA) se debe realizar la deteccion de autoanti-
cuerpos de clase IgG, de lo contrario existe el riesgo de no detectar un paciente celiaco.

A continuacion se describen los autoanticuerpos de uso actual en serologia para enfermedad celiaca.

2.1- Anticuerpos anti-endomisio (anti-EMA)

Son anticuerpos que se unen a la sustancia interfibrilar del masculo liso y se detectan por inmunofluo-
rescencia indirecta en tejido de eséfago de mono de corte distal; de esta forma entrega el patron caracteris-
tico de identificacion; ver Figura N°3. Hoy se conoce que el antigeno diana reconocido en este examen es
la transglutaminasa tisular.

Figura N°3:

Patrdn de anticuerpos anti-EMA (positivo); se observa fluorescencia interfibrilar en la capa muscular de la mucosa esofdgica.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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El examen de anticuerpos anti-EMA IgA es sensible y altamente especifico para enfermedad celiaca. Sus
niveles séricos de anticuerpos anti-endomisio IgA disminuyen en una dieta libre de gluten hasta llegar a
ser negativos.

Estudios reportan anticuerpos anti-EMA IgA en poblacion celiaca sin diferenciacion etaria nifio y adulto,
valores de sensibilidad entre 80% y 90%, y especificidad entre 98% y100%9.

2.2- Anticuerpos anti-transglutaminasa tisular (anti-tTG)

Estan dirigidos contra una enzima de expresion ubicua que se libera tras dafio tisular y se detectan
principalmente por método de ELISA, metodologia que en la actualidad esta ampliamente disponible. Es
recomendable usar aquel que utiliza transglutaminasa (tTG) humana como fuente antigénica en lugar de
preparaciones de tTG animal. Estudios han demostrado que tTG humana ha mejorado significativamente
la sensibilidad y especificidad de este marcador seroldgico con respecto al uso de tTG de higado de
cobayo!6: 17,

Este examen de anticuerpos anti-tTG IgA es altamente sensible aunque menos especifico que anti-EMA
lgA para la enfermedad celiaca, por esto también se prefiere usar en el seguimiento de pacientes con DLG.

Estudios reportan anticuerpos anti-tTG IgA en poblacion celiaca sin diferenciacion etaria nifio y adulto,
valores de sensibilidad entre 86% y 93%, y especificidad entre 92% y 98%"9).

2.3- Anticuerpos anti-péptido deamidado de gliadina (anti-DGP)

Se detectan principalmente por método de ELISA y se conocen como anticuerpos anti-gliadina de se-
gunda generacion, denominado anticuerpos anti-péptido deamidado de gliadina (anti-DGP), utiliza pépti-
dos de gliadina modificados presentes en la fisiopatologia de Ia enfermedad celiaca.

Los estudios para estos marcadores estan orientados a mejorar la sensibilidad de los actualmente en
uso (anti-EMA'y anti-tTG), y se han aplicado con favorables resultados hasta ahora. En términos generales,
anti-DGP IgA ha demostrado ser casi tan sensible y especifico como anti-tTG IgA, sin embargo por razones
aln no claras, los marcadores anti-EMA 1gG y anti-tTG IgG son al menos 30% inferior en sensibilidad que
los de clase IgA para diagnostico de enfermedad celiaca. Este fenémeno parece no aplicarse a anti-DGP
lgG, ya que tanto pacientes deficientes y suficientes en IgA, son detectados usando anti-DGP IgG con una
sensibilidad superior@".

Los estudios muestran mayor sensibilidad en pacientes adultos con déficit de IgA y mayor sensibilidad
en pacientes seronegativos al utilizar anti-DGP IgA e IgG simultaneamente™. En pacientes pediatricos se
observa similar sensibilidad al utilizar anti-DGP IgA e IgG simultdneamente®™, y mayor sensibilidad en
pacientes con déficit de IgA al utilizar anti-DGP 1gG®?.

Estos estudios también han utilizado DGP combinado con tTG (denominado screen) con buenos resul-
tados en grupos etarios con condiciones clinicas definidas.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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2.4- Anticuerpos anti-neoepitope

Se detectan principalmente por método de ELISA. Deben su nombre a la formacion de un nuevo epito-
pe formado por el complejo péptido de gliadina deamidado-transglutaminasa® 2¥; ver Figura N°4.

Figura N° 4
El complejo de péptido de gliadina deamidado — transglutaminasa tisular (tTG) puede detectar tres anticuerpos diferentes: anti-
cuerpos anti-t1g, anti-DGP y anti-neoepitope

antibodies
to tTg

(Tomada de "Diagnostic Challenges in Celiac Disease and the Role of the Tissue transglutaminase —Neo-Epitope”. Matthias T,
Pteiffer S, Selmi C and Gershwin ME. Clinic Rev Allerg Immunol 2010; 38: 298-301).

anlibodies
to neo-epitopes

antibodies 10 deamidated
gliadin peptdes

Este marcador de reciente introduccion persigue el mismo fin de mejorar la sensibilidad diagndstica; sin
embargo, hasta ahora, hay menos publicaciones disponibles®.

3.0- RECOMENDACIONES TECNICAS PARA EL USO DE MARCADORES
SEROLOGICOS

Las siguientes recomendaciones, orientadas a examenes seroldgicos en enfermedad celiaca, incluyen
el trabajo realizado en los talleres de autoinmunidad realizados por el Laboratorio Nacional y de Referencia
de Inmunologia del Instituto de Salud Pdblica de Chile.

3.1- Recomendaciones para el uso de examenes.

3.1.1.- Examenes que actualmente por su alta especificidad y sensibilidad se recomienda solicitar como
perfil seroldgico de apoyo para diagnostico de enfermedad celiaca:

- Anticuerpos anti-EMA IgA

- Anticuerpos anti-tTG IgA

- Cuantificacion de IgA sérica (para deteccion de paciente con déficit de IgA)

Considerar, ademas, Ia realizacion de anticuerpos anti-tTG IgG 6 anti-DGP |gG para paciente con déficit
de IgA.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia. 9
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3.1.2.- Exdmenes que actualmente se recomienda no incluir en la serologia de apoyo para diagndstico de
enfermedad celiaca ya que no tienen especificidad ni sensibilidad adecuada para esta patologia:

- Anticuerpos anti reticulina

- Anticuerpos anti gliadina

3.1.3.- Examenes que actualmente se recomienda realizar para seguimiento de pacientes en tratamiento
con DLG:

- Anticuerpos anti-tTG IgA

- Anticuerpos anti-DGP IgA y/6 1gG

3.2- ASPECTOS ANALITICOS DE LOS METODOS DE EXAMEN EN EL LABORATORIO.

3.2.1- Anticuerpos anti-endomisio
3.2.1.1- El sustrato a usar debe ser corte de esofago de mono en la porcion distal.

3.2.1.2- Para conjugado, usar inmunoglobulina de clase IgA; en caso de déficit de IgA no se recomienda el
uso de clase de IgG ya que se describe mayor sefial de fondo, lo que dificulta su lectura por el profesional
de laboratorio. Siempre indicar en el informe la clase de inmunoglobulina que se estd detectando.

3.2.1.3- Realizar 2 diluciones iniciales de screening: 1/5 y 1/10.

3.2.1.4- En ocasiones se presentan muestras a titulo muy alto que durante el screening se observa una
imagen positiva dudosa que marca el cuerpo del masculo liso (fenémeno de prozona). Para evidenciar el
patron caracteristico de EMA, se recomienda diluir a titulo de 1/30 y mayores en multiplos de 2.

3.2.2.- Anticuerpos anti-transglutaminasa

3.2.2.1- El profesional del laboratorio debe conocer el origen antigénico del kit en uso. Por lo anteriormente
indicado, se recomienda usar los de origen humano.

3.2.2.2- Disponibilidad en el mercado de kits tTG de clase IgA, tTG de clase IgG y tTG de clases IgA/IgG.
Se sugiere utilizar kit para deteccion de Unica clase de inmunoglobulina por ensayo (no IgA/IgG simultd-
neamente), dada la importancia de conocer condicion de déficit de IgA en el paciente.

3.2.3.- Anticuerpos anti-péptido deamidado de gliadina

3.2.3.1- El profesional del laboratorio debe asegurar que el antigeno gliadina del kit en uso corresponde a
péptido deamidado de gliadina.

3.2.3.2- Disponibilidad en el mercado de kits anti-DGP de clase IgA, anti-DGP de clase IgG y anti-DGP de
clases IgA/IgG.

3.2.3.3- Si la decision del laboratorio es usar kit de antigeno DGP combinado con tTG (screen) asociados
a conjugado IgA y/o lgG, se debe considerar el uso previsto para una correcta interpretacion de resultados.

Para los dltimos dos marcadores seroldgicos realizados por ELISA, el profesional de laboratorio debe
conocer aspectos técnicos del kit en uso tales como: antigeno, linealidad, limite de deteccion, tipo de cali-

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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bracion, CV(%) intraensayo e interensayo, posibles interferencias, sensibilidad y especificidad. El informe
de laboratorio debe indicar método, naturaleza del antigeno, clase de inmunoglobulina que se detecta e
intervalo de referencia.
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