Reactividad cruzada de una prueba
de tamizaje para Enferme;dad Celiaca
con otros autoantlcuerpos

>>> Laceliaquia es la enfermedad crénica intestinal mas frecuente en la Argentina:
se estima que alrededor de 400 mil personas pueden ser celiacas. En los nifios, segun

estudios oficiales, la prevalencia es ain mayor, uno de cada 79 puede ser celiaco.
Existen multiples ensayos para un correcto diagndstico. En el siguiente trajo se
estudia la presencia dereactividad cruzada de la prueba de tamizaje de los anticuerpos
anti-transglutaminasa tisular humana htTG/DGP con otros autoanticuerpos presentes
en altos titulos en diferentes enfermedades autoinmunes (EA).
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue estu-
diar la presencia de reactividad cruzada de la
prueba de tamizaje htTG/DGP para enfermedad
celiaca (EC) con otros autoanticuerpos presentes
en altos titulos en diferentes enfermedades auto-
inmunes (EA). Serealizé un estudio de corte trans-
versal donde se seleccionaron 100 pacientes no
celiacos, de ambos sexos (15 hombres, 85 muje-
res) con edades entre 4y 86 afios que presentaban
diversas EA. Para estudiar presencia de EC se
realizaron por ELISA los ensayos QUANTALite®
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(INOVA Diagnostics, EE.UU.): htTG/DGPScreen,
htTG IgA e IgG, Gliadina IgAll e IgGlI.

Los autoanticuerpos de otras EA se deter-
minaron por inmunofluorescencia indirecta y por
electroquimioluminiscencia. La reactividad cruza-
daencontrada conautoanticuerpos no especificos
de EC fue de 2,0%. Las dos muestras positivas con
la prueba de tamizaje (23,0 U y 24,9 U) presenta-
ron anticuerpos anti-centrémero y anti-nucleares,
con titulos 1/1280 y 1/640 respectivamente. Las
mismas fueron analizadas para los marcadores de
celiaquia y sélo una resulté positiva débil (21,8 U)
para anti-Gliadina IgAll. La baja reactividad
cruzada hallada con el ensayo de tamizaje htTG/D-
GP enpresencia de otros autoanticuerpos permite
concluir que dicha prueba constituye una herra-
mienta de gran utilidad para la pesquisa de EC en
pacientes con diferentes enfermedades autoin-
munes.

Palabras clave: Autoanticuerpos; Enfermedad
celiaca; Prueba de tamizaje.

>>> INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es un desor-
den autoinmune inducido por la ingesta de gluten
en individuos genéticamente susceptibles. Es una
enteropatia que afecta principalmente al intestino
delgado proximaly se produce porintoleranciaala
gliadina, una proteina presente en cereales, prin-
cipalmente eneltrigo. Laaparicion delos sintomas
es generalmente gradual y caracterizada por un
tiempo de latencia de meses o afios luego de la
introduccidn del gluten, siendo los mas clasicos:
diarrea, pérdida de peso y malnutricion. La seve-
ridad de los sintomas gastrointestinales y de los
signos clinicos, generalmente son un reflejo del
grado de malabsorcién intestinal (1)(2). Es uno de
los desérdenes mdas comunes en paises poblados
predominantemente por personas de origen euro-
peo (Europa, Norte y Sur de América y Australia)
afectando aproximadamente al 1% de la poblacidn
general(2) La EC comparte muchas caracteristicas
con otros desdrdenes autoinmunes como el modo
poligénico de herencia, una fuerte asociacién con
antigenos HLA-DQ2y HLA-DQ8, la produccidn de
una respuesta inflamatoria local (infiltracién linfo-
citariay produccion de citoquinas), la presencia de
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autoanticuerpos en circulacién, la prevalencia en
el sexo femenino, la deficiencia de IgA y una
asociacion con otras enfermedades autoinmunes
().

La incidencia de EC en varios desdrdenes
autoinmunes aumenta 10 a 30 veces en compara-
cién con la poblacién general, si bien en muchos
casos es clinicamente asintomatica o silente (1).

Los anticuerpos antipéptidos deamida-
dos de gliadina (DGP), anti-transglutaminasa
tisular humana (htTG)y anti-endomisio (EMA) son
marcadores fuertemente asociados a enfermedad
celiaca (EC) (3-11), cuya positividad es criterio de
indicacion de biopsia de intestino delgado, el gold
standard para su diagndstico(12-14) La prueba de
tamizaje htTG/DGP es un enzimoinmunoensayo
que permite la deteccidon simultanea de anticuer-
pos IgA e IgG contra dichos marcadores y puede
ser considerado como un ensayo inicial de primera
linea en el algoritmo de estudio para EC. Numero-
sos articulos han demostrado subuen desempefio
sélo o en combinacién con otras pruebas, en
cuanto a sensibilidad, especificidad y valor pre-
dictivo positivo(2)(9-11)(15-19)

La utilizacion de un conjugado dual permi-
te detectar EC en inmunodeficientes de IgA (pre-
valencia 1/400)(13)(20), ademds es particular-
mente Util en poblacidn pediatrica, donde se
conoce que la sensibilidad diagndstica de los
anticuerpos anti-EMAy anti-htTG estareducidaen
ninos pequenos (11). Muchos de esos nifios con
enfermedad celiaca presentan anticuerpos anti-
gliadina. A medida que progresa la enfermedad se
producen anticuerpos contra ambos antigenos,
gliadina y htTG. La expresion completa de anti-
cuerpos anti-EMA y anti-htTG generalmente
ocurre después de los 2 6 3 afos de edad. Por esta
razon, se ha recomendado combinar anti-gliadina
con anti-EMA o anti-htTG a fin de incrementar la
sensibilidad diagndstica de las pruebas serold-
gicas en edades tempranas (11)(19). El método de
tamizaje posee una especificidad de 97,0% y una
sensibilidad de 98,6%, segun el fabricante (21). En
un trabajo publicado por Sugai et al.(12), el ensayo
de tamizaje para EC presentd una sensibilidad de
100%tomando en cuenta el valor de corte del fabri-
cante (20,0 U) y 98,4% considerando el valor
correspondiente al 100% de Valor Predictivo Positi-



vo, en la deteccion de EC en pacientes con alto
riesgo para la enfermedad (alta probabilidad
pretest). Se define la reactividad cruzada como la
reaccién de un anticuerpo con un antigeno dife-
rente del que le dio origen, debido a la presencia
de determinantes antigénicos compartidos, simi-
lares o idénticos(22). Se debe a reacciones no
especificas que generan resultados falsos positi-
vos. La reactividad cruzada es el tipo de interfe-
rencia mas comdn en inmunoensayos y ocurre
cuando sustancias estructuralmente similares al
analito o aquellas que poseen epitopes equivalen-
tes al mismo, estan presentes en suero y forman
complejos que producen senales medibles (23)

(24)

El objetivo del presente trabajo fue estu-
diar la presencia de reactividad cruzada de Ia
prueba de tamizaje htTG/DGP para enfermedad
celiaca con otros autoanticuerpos presentes en
altos titulos en diferentes enfermedades auto-
inmunes.

>>> MATERIALESYMETODOS
Poblacién estudiada

Se realizd un estudio de corte transversal
para el cual se seleccionaron 100 pacientes de
ambos sexos (15 hombres y 85 mujeres) pertene-
cientes ala ciudad de La Platay zona de influencia,
con altos titulos de autoanticuerpos. Los pacien-
tes tenfan edades comprendidas entre 4 y 86 afios
(Mediana: 45,5) y presentaban diferentes patolo-
gias autoinmunes: Poliartritis, Sindrome de Sj6-
gren (SS), Lupus Eritematoso Sistémico (LES),
Esclerodermia, Artritis Reumatoidea (AR), Sindro-
me Anti-Fosfolipidico (SAF), Colitis Ulcerosa,
Granulomatosis de Wegener, Polimiositis, Cirrosis
biliar primaria, Espondilitis anquilosante, Neuro-
patia autoinmune no especificada, Tiroiditis de
Hashimoto, Enfermedad de Graves, Diabetes Tipo
I (DBT 1). Ninguno de los pacientes fue referido
coneldiagndsticode EC.
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Muestras

Las muestras de sangre fueron obtenidas
entre las 7,00 y las 10,00 h, luego de 8 h de ayuno
en tubos con gel acelerador de la coagulacion. Se
dejaron coagular durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente y fueron posteriormente centrifu-
gadas durante 15 minutos a 3600 rpm. Los sueros
asi obtenidos fueron procesados junto con las
muestras diarias de rutina y/o guardados a -20 °C
hasta su procesamiento semanal, segun las deter-
minacionesrequeridas en cada caso.

>>> METODOS

Se utilizaron los siguientes ensayos de
ELISA, QUANTALIite® (INOVA Diagnostics Inc.,
San Diego, EE.UU.): htTG/DGPScreen, Gliadin
IgGll e IgAll, htTG IgA e IgG, CCP3 1gG
(anticuerpos anti-péptidos citrulinados ciclicos) y
Centromere (anticuerpos anti-centrémero, ACA).
El procesamiento fue realizado con un analizador
de microplacas automatizado EVOLISTM Twin
Plus (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette-Francia). El
valor de corte para indicar positividad, segun el
fabricante fue 20,0 U, para los ensayos mencio-
nados.

Los estudios por Inmunofluorescencia
Indirecta se realizaron con improntas de ANCA
(ethanol fixed human neutrophil) y ANCA (formalin
fixed human neutrophil) para la deteccién de anti-
cuerpos anti-citoplasma de neutréfilos, ANCA Cy
P, respectivamente (INOVA Diagnostics Inc., San
Diego, EE.UU.) y KallestadTMHep-2 Cell Line
Substrate (Bio-Rad Laboratories Inc., EE.UU.),
para anticuerpos antinucleares (ANA). En la
deteccidén de anticuerpos anti-mitocondria (AMA)
se utilizaron improntas Mouse Kidney & Stomach
Slide (INOVA Diagnostics Inc., San Diego, EE.UU.).
Se observaron con Microscopio de fluorescencia
Nikon- Eclipse E 400 (Tokio, Japdn) con ldampara
TK-LEDTodas las técnicas analiticas se realizaron
siguiendo las instrucciones del fabricante y
cumplieron los requisitos de calidad establecidos
por el laboratorio. Se establecié como positivo un
titulo de 1/20 para anticuerpos AMA y ANCA, para
anticuerpos antinucleares el titulo de corte fue
1/80 en pacientes adultos y 1/40 en poblacidn
pedidtrica. Los sueros que presentaron positi-
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vidad se diluyeron hasta la ultima diluciéon que
presentd maxima fluorescencia.

Los anticuerpos anti-Tiroperoxidasa (aT-
PO), anti- Tiroglobulina (aTG) y anti-Receptor de
TSH (aRTSH), fueron medidos por Electro-
quimioluminiscencia con un instrumento COBAS
e601 ROCHE (Hitachi High- Technologies Corpora-
tion, Tokio, Japdn). Los valores de corte para los
anticuerpos aTPO fueron 234 UI/L, para los anti-
cuerpos aTG 2115 Ul/L y para los anticuerpos aRT-
SH 21,75 UI/L.

Analisis estadistico

Los calculos estadisticos se realizaron
utilizando el programa IBM® SPSS® Statistics 21,
EE.UU. Se considerd nivel de significancia estadis-
ticap<0,05.

>>> RESULTADOS

Las especificidades de los autoanti-
cuerpos encontradas en este grupo de pacientes
fueron: 7 ACA; 6 anti- CCP3; 52 ANA con titulos
>1/160 (presentando distintos patrones de fluores-
cencia); 3 AMA; 1ANCA Cy1ANCAP;16 aTPO y/o
aTG,5aRTSH. Once pacientes eran diabéticos tipo
I (dos de los cuales ademas fueron hipotiroideos)
con diferentes especificidades de autoanticuer-
pos relacionados con DBT I. En la Figura 1 pueden
observarse distintos patrones de fluorescencia.

En la Tabla | pueden observarse los valo-
res medios obtenidos con la prueba de tamizaje
htTG/DGP para cada especificidad de autoanti-
cuerpos seleccionada.

La reactividad cruzada encontrada con
otros autoanticuerpos fue de 2,0%, es decir, de las
100 muestras procesadas con la prueba de
tamizaje, dos presentaron anticuerpos con valo-
res por encima del valor de corte establecido (23,0
Uy 24,9 U). Esas muestras fueron analizadas para
los cuatro marcadores de celiaquia, anti-htTG IgA,
anti-htTG IgG, anti-Gliadina IgAll y anti-Gliadina
IgGll. Sélo una muestra demostré un resultado
positivo débil (21,8 U) para anti-Gliadina IgAll,
comoseindicaenlaTablall.
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Las dos muestras, extensivamente eva-
luadas, habian sido caracterizadas como positivas
paraACA1/1280y ANA1/640respectivamente.

Se realizd el andlisis estadistico de los
resultados obtenidos con las 100 muestras de
suero, los cuales arrojaron un valor medio de 8,3 U
y un desvio estandar de 4,1. El 95% de los datos se
encontré entre3,3Uy21,2 U (Figura2).

Figura1.Imagenes de diferentes patrones
de inmunofluorescencia en pacientes con enfer-
medades autoinmunes.

a)Homogéneo.b) Moteado. c) Anti-centrémero.

Tabla I. Frecuencia de autoanticuerpos y
media obtenida con la prueba de tamizaje para
celiaquia.

ANA | aCCP | ANCA | ACA | AMA |aTPO/aTQd aRTSH DBT|

n 52 6 2 7 3 16 5 11

X (V) 91 8,1 6,5 9,4 8,5 73 59 6,6

n: nimero de muestras.
X: valor medio de la prueba de tamizaje para EC.

Tabla Il. Resultados de los marcadores de
celiaquia enlas 2 muestras positivas parala prueba
detamizaje.

Pruepa fie anti-Gliadina | anti-Gliadina anti-htTGlgGlanti-htTGIgA Otrf)s auto-
tamizaje 19Gll IgAll anticuerpos
230U 57U 21,8U 124U 145U |ACA 1/1280
249U 50U 76U 124U 104U | ANA1/640

Moteado Fino

Figura 2. Grafico de frecuencia de los
resultados obtenidos conla prueba de tamizaje.
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>>> DISCUSIONYCONCLUSIONES

La EC es una enfermedad autoinmune
frecuentemente subdiagnosticada, en particular
en sus formas atipicas. Mientras que la biopsia de
intestino delgado continda siendo el gold standard
para su diagndstico, en este grupo de pacientes
pauci o asintomaticos, las pruebas seroldgicas son
importantes para determinar aquellos pacientes
que deberan ser referidos a biopsia (25). En un
trabajo realizado en Argentina, en el drea de la
ciudad de La Plata se encontré una prevalencia de
EC de 1/167 individuos, teniendo en cuenta la
poblacién general (26). Este escenario fue el
motivo para realizar este estudio, dado que, como
se menciond previamente, la incidencia de EC es
mayor en las enfermedades autoinmunes que en
la poblacién general. Para ello, se seleccioné un
grupo de pacientes con diagndstico de enferme-
dades autoinmunes que poseian autoanticuerpos
con diferentes especificidades y que, por lo tanto,
presentaban mayor riesgo de padecer EC, por lo
que los resultados no deben ser interpretados de
igual modo enla poblacién general. En el presente
trabajo lareactividad cruzadafue de 2,0%, debido a
que dos muestras presentaron resultados de Ia
prueba de tamizaje por encima del valor de corte
de 20,0 U. De esos dos sueros sélo uno presentd
anticuerpos anti-Gliadina IgA Il positivos débiles,
ya que los valores comprendidos entre 20,0y 30,0
U deben ser reportados de este modo Los resulta-
dos de la poblacidn estudiada presentaron un
valor medio para la prueba de tamizaje de 8,3 U
(1C: 3,2-24,9), el cual se apartd 3 desvios del valor
de corte declarado por el fabricante de 20,0 U, el
75% de los valores del ensayo de tamizaje
reportados estuvieron por debajo de 9,5 U. En
numerosas publicaciones se ha estudiado lamayor
prevalencia de EC en diferentes patologias
autoinmunes respecto de la poblacion general
(25) (27-29) Estudios realizados, tanto en nifios
como en adultos, han demostrado que la EC se
presenta en pacientes con DBT | con una
prevalencia que varia desde el 4,4 al 11,1%. En una
gran proporcion de pacientes la EC es asinto-
matica o caracterizada por sintomas modestos/
atipicos. El tamizaje periddico para autoanti-
cuerpos de EC en pacientes con DBT | es
mandatorio (27)

Se ha encontrado una prevalencia de EC
en pacientes con Enfermedades Tiroideas Autoin-
munes (Enfermedad de Graves y Tiroiditis de
Hashimoto) entre 2,0 a 7,0%. La coexistencia de EC
y Enfermedades Tiroideas Autoinmunes se ha
explicado por varios mecanismos entre los cuales
se encuentran la predisposicion genética y la
asocia-cion de ambas enfermedades con el gen
que codifica CTLA-4, un gen que confiere suscep-
tibilidad para autoinmunidad tiroidea (28). En un
estudio realizado en Argentina por Rodriguez G et
al., el 5,37% de los pacientes con diversas
Enfermedades del Tejido Conectivo presentd
serologia positiva para EC. Se hallaron anticuerpos
positivos en pacientes con diagndstico de SS, AR,
Artritis Psoriasica (APs), PM y LES (25).lltanen et
al. hallaron una frecuencia de 14,7% de EC en 34
pacientes con SS primario, donde se reconocieron
como factores de susceptibilidad genética a los
haplotipos HLA- DQ2 y DQ8 compartidos por
ambas patologias (29).

El desempefio de la prueba de tamizaje
utilizada en el presente estudio ha sido amplia-
mente evaluado por diferentes autores, en diver-
sas poblaciones de pacientes, tanto adultos como
nifos. Se menciond previamente el trabajo publi-
cado por Sugai et al.(12), en el cual los autores
demostraron que el ensayo de tamizaje fue el
Unico que detectd todos los casos de EC (Sensi-
bilidad 100%) y Especificidad de 92,8%, razén por la
cual concluyeron que deberia utilizarse como
pruebainicial en lainvestigacion de EC.Resultados
similares fueron hallados por Agardh D.(11) quien,
utilizando como valor de corte 20,0 U para
considerar un resultado positivo, detectd el 100%
de los nifios con EC no tratados incluyendo
menores de 3 anos de edad con anticuerpos anti-
htTG IgA negativo y aquellos que tenian deficien-
ciade IgA. La especificidad del ensayo encontrada
por este autor fue 89% para pacientes con otros
desdrdenes comointolerancia alas proteinas dela
leche de vaca, alergia a alimentos, deficiencia de
IgA, deficiencia de lipasa, gastritis por Helicobacter
pylori, diabetes mellitusinsulino dependiente, falla
de crecimiento o corta estatura o sintomas gastro-
intestinales momentdaneos, todos con biopsia
intestinal negativa (controles enfermos); y 97%
para los controles sanos. Segun la bibliografia
consultada no existe un estudio sistematico que



haya evaluado la reactividad cruzada del método
de tamizaje para EC con otros autoanticuerpos. El
inserto del reactivo htTG/DGPScreen presenta un
estudio realizado con 83 muestras controles
positivos procedentes de diferentes reactivos de
pruebas de autoanticuerpos de INOVA, resultan-
do unareactividad cruzada nula (21). Las muestras
control utilizadas en dicho estudio son acuosas, no
poseen lamisma matriz bioldgica que las muestras
de suero y, por lo tanto, no son conmutables,
razoén por la cual, el resultado obtenido en el pre-
sente estudio refleja lo que ocurre en sueros de
pacientes. La baja reactividad cruzada hallada con
la prueba de tamizaje htTG/DGP en presencia de
otros autoanticuerpos permite concluir que dicho
ensayo constituye una herramienta de gran
utilidad para la pesquisa de EC en pacientes con
diferentes enfermedades autoinmunes, en quien-
es existe amplia evidencia cientifica que poseen
mayor probabilidad de desarrollar EC.
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