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Presentacion

Presentacion

Las enfermedades autoinmunes digestivas son un grupo de patologias de gran importancia,
para numerosos especialistas, por sus manifestaciones clinicas y complicaciones durante la
evolucion, y en ocasiones plantean dificultad diagndstica y terapéutica. Recientemente las
sociedades cientificas han revisado los criterios diagndsticos de muchas de estas enfermedades y
a su vez las técnicas y procedimientos analiticos estan avanzando hacia una mayor eficiencia en
el manejo de estas patologias.

El objetivo de este manual es actualizar los conocimientos clinicos, analiticos y técnicos, con el
fin Ultimo de ayudar al diagndstico, prondstico y seguimiento de las enfermedades autoinmunes
digestivas por parte del laboratorio de Andlisis Clinicos, especialmente desde el area de
Autoinmunidad, dentro de Inmunologia.

Va dirigido al personal en formacidon y a profesionales del ambito sanitario, principalmente del
laboratorio (técnicos y analistas) pero también a los clinicos prescriptores (pediatria, digestivo,
dermatologia...). Recorre por tanto las dreas asistenciales (atencion primaria y especialista),
toma de muestras y areas del laboratorio de soporte general (recepcion, distribucion y
preparacién de las muestras), automatizacion, nuevas tecnologias y areas de conocimiento.

Para la elaboracién del manual nuestro grupo de trabajo ha realizado una revision completa y
actualizada de las enfermedades autoinmunes digestivas sobre la que ha seleccionado los
criterios diagnosticos con mayor evidencia clinica, asi como los perfiles analiticos, técnicas
instrumentales, procedimientos y algoritmos de laboratorio que ofrecen una mayor sensibilidad
y especificidad en el diagndstico, prondstico y seguimiento de cada una de estas enfermedades.

Abril 2013






Patologia

Capitulo 1

Patologia

1.1 Enfermedad autoinmune

La autoinmunidad es una condicion de respuesta inmunoldgica andmala frente a uno o varios
antigenos propios. Se caracteriza por una pérdida de tolerancia inmune. Una respuesta
autoinmune persistente desencadena una lesion tisular y alteraciéon de la homeostasis que da
lugar a la enfermedad autoinmune. Mientras la autoinmunidad es un fenédmeno fisiolégico, la
enfermedad autoinmune es un sindrome clinico, caracterizado por la activacidn de las células de
T o de las células de B, o ambas, que conducen a dafio tisular.

Los factores asociados al desarrollo de la autoinmunidad se pueden clasificar en genéticos,
inmunoldgicos, hormonales y ambientales. llustracion 1.
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INMUNOLOGICOS

*Déficithumorales
012: C, PAS, DNAasal, IgA
022: C (AEH)

*Defectos celulares

012: Fas, Fcy Rl

022:VIH

GENETICOS
HLA
No HLA

AMBIENTALES
Agentes infecciosos
Medicamentosy vacunacion

Efectos del género

. Embarazo
Toxinas J
Lactancia
Luz UV R
Stress fisico y psicologico e
DHEA

llustracidn 1. Factores asociados al desarrollo de la autoinmunidad
C: Complemento; PAS: proteina amiloide sérica; IgA: Inmunoglobulina A; AEH: angioedema
hereditario; Deficiencias Fas/Fas Ligando (proteina de membrana, miembro del Factor de
Necrosis Tumoral). Polimorfismos de receptor FcY RIll (Receptor Il que se une a la IgG por la
Fraccion del Complemento); VIH: virus de la inmunodeficiencia humana; DHEA:
dehidroepiandrosterona

Las enfermedades autoinmunes pueden ser especificas de drgano o sistémicas. En este manual
trataremos las principales enfermedades autoinmunes especificas de los 6rganos del aparato
digestivo y su abordaje desde el Laboratorio Clinico.

1.2 Enfermedades autoinmunes digestivas

La diversidad de autoanticuerpos que se encuentra en el suero de los pacientes con
enfermedades autoinmunes de dérgano es mucho mas reducida que en las enfermedades
sistémicas, ya que en las primeras los autoanticuerpos, y las células dianas de la enfermedad, se
limitan a un solo érgano, e incluso a antigenos concretos de algun tipo celular de dicho érgano.

Por otra parte en las enfermedades especificas de érgano, los autoanticuerpos o son especie
especificos o reaccionan con mas alta afinidad con antigenos de la propia especie. Ademas, en
las enfermedades autoinmunes especificas de drgano sélo se afecta el érgano diana, mientras
que en las sistémicas, la repercusién del fendmeno autoinmune, alcanza diversas estructuras del
organismo.

El nimero de enfermedades a las que se adjudica un mecanismo autoinmune especifico de
organo, se ha incrementado con el tiempo, lo que se debe por una parte, al desarrollo de
técnicas mas sensibles para la deteccidén de autoanticuerpos vy, por otra al empleo de técnicas de
estudio funcional, que permiten demostrar el efecto que producen dichos anticuerpos.
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Debido a su funcién, el aparato digestivo estd expuesto continuamente a una gran carga
antigénica que incluye gérmenes, toxinas, farmacos, células tumorales y antigenos de la dieta.
Actualmente se acepta que la pérdida de la tolerancia frente a antigenos propios puede
desencadenarse por toda esta carga antigénica externa, en individuos susceptibles por su
genética o niveles hormonales.

1.2.1. Enfermedades hepatobiliares

La clasificacion de los distintos tipos de patologias autoinmune hepatobiliar se basa en las
caracteristicas clinicas de las enfermedades asi como en la identificacién de autoanticuerpos
presentes.

A) Hepatitis autoinmune

La hepatitis autoinmune (HAI) se presenta cuando el sistema inmunoldgico ataca a los
hepatocitos, provocando inflamacion y necrosis celular, fibrosis y distorsién de la arquitectura
que, en forma progresiva, conduce a cirrosis. Se postula que en la patogenia pueden intervenir
diversos elementos mediante una compleja interaccién la cual involucra predisposicidn genética,
pérdida de tolerancia del sistema inmunolédgico, formacion de neoantigenos por factores
desencadenantes y mimetismo molecular. Se acompaia de hiperglobulinemia y presencia de
autoanticuerpos.

Se reconocen tres tipos de HAI:

o Tipo I. Es la mas frecuente, un 80 % de los casos. Afecta principalmente a mujeres
entre 20 y 40 afos: cuando se asocia al haplotipo HLA-DR3 su comienzo es
generalmente antes de los 30 afos, y son mas frecuentes los brotes agudos y la
progresidn a cirrosis; cuando se asocia a HLA-DR4 su comienzo es mas tardio, después
de los 30 afios. Se caracteriza inmunolégicamente por la presencia de: autoanticuerpos
contra el musculo liso (ASMA), con una sensibilidad y especificidad del 75% pero
bastante mas especificos cuando detectan a la Actina, principal antigeno de los ASMA;
y los anticuerpos antinucleares (ANA) con escasa especificidad. También se asocian a
los anticuerpos contra el citoplasma de neutréfilos con patrén perinuclear atipico
(pXANCA).

o Tipo Il. Representa un 20 % de los casos. Afecta principalmente a nifios entre 2 vy
14 aflos que presentan generalmente altas concentraciones de bilirrubina y
aminotransferasas en suero y desarrollan una enfermedad mds severa y con
progresién a cirrosis mas frecuente que los pacientes tipo I. Se asocia con HLA-DQ2.
Inmunoldgicamente se caracteriza por: anticuerpos contra el antigeno microsomal
hepatico y renal (LKM tipol principalmente, o LKM tipo 3 presente sélo en el 10-15%
de las hepatitis D); y/o anticuerpos contra la proteina citosélica hepatica 1 (LC1),
presentes en el 30% de los pacientes y con alta especificidad diagnéstica.

o Tipo lll. Se caracteriza por la existencia de anticuerpos contra el antigeno hepatico
soluble/hepatico pancreatico (SLA/LP), cuya especificidad es muy alta (> 95%) pero la
sensibilidad baja (10-30%). Este tipo tiene las mismas caracteristicas clinicas,
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bioguimicas, histolégicas y prondsticas que la tipo |, por lo que a menudo acaba
englobandose en el tipo | como una misma entidad. No obstante, Identifica a
individuos con cambios histoldgicos severos: un 11-22% de adultos con HAl-tipo | y el
18-44% de nifios con HAI tipo II.

También pueden encontrarse los anticuerpos anti-membrana hepdtica (LM) en hepatitis
inducida por hidralacina y en hepatitis asociada con el Sindrome Poliglandular Autoinmune
tipo 1 (SPA) o los anticuerpos anti-receptor de asialoglicoproteinas (ASGPR), que se detectan en
el 82-85% del las HAI tipo | pero no son especificos.

Los autoanticuerpos, circulantes utilizados cominmente para el diagnéstico (ANA, ASMA, etc),
no son drganos especificos y los antigenos a los cuales van dirigidos, estdn ubicados en el
interior de las células; por lo tanto, no son normalmente accesibles. Por estos motivos, se
considera que si bien constituyen marcadores, los cuales ayudan al diagndstico, no son
responsables de los mecanismos directamente involucrados en la necrosis hepatocelular.

En la mayoria de los pacientes, el comienzo del cuadro es insidioso presentandose con malestar
general, hiporexia y fatiga. Alrededor del 30% presenta sintomatologia aguda severa, semejante
a la de hepatitis viral aguda, pudiendo evolucionar hacia una insuficiencia hepatica fulminante o
subfulminante. Un 10% de los pacientes estdn asintomaticos en el momento del diagndstico. Un
porcentaje alto, entre 30% a 80% de los pacientes, ya han progresado a cirrosis cuando son
diagnosticados. En las mujeres jovenes son frecuentes los trastornos menstruales. Muchos de los
pacientes tienen evidencias de otros trastornos autoinmunes, como el sindrome de Sjogren,
rectocolitis ulcerosa, artritis y anemia hemolitica autoinmune. Los hallazgos mas frecuentes al
examen fisico inicial publicados en una serie de trabajos son: ictericia (48-86%), hepatomegalia
(67-86%), esplenomegalia (49-54%), arafias vasculares (45-53%), acné (21%).

El diagnédstico depende tanto de elementos positivos (cumplimiento de 2 de los 3 requisitos:
bioquimica, autoanticuerpos, histologia) como de datos negativos (ausencia de otras causas de
hepatitis: virus, medicamentos, alcohol, etc). El diagnéstico puede apoyarse también en la
respuesta al tratamiento. La Asociacién Internacional para el Estudio del Higado (SIGLES),
reunido en 1992, recomendd una serie de criterios para el diagndstico, siendo revisados y
actualizados en 1999. Se detallan en la tabla 1. Si el diagndstico de hepatitis autoinmune no esta
claro, se debe utilizar el método de puntuacién o score.
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DEFINITIVO PROBABLE
a) Cumplimiento de 2 de las 3 criterios:
- Predominio de elevacidon de - Predominio de elevacién de
transaminasas séricas respecto a transaminasas séricas respecto a
. oo fosfatasa alcalina. fosfatasa alcalina.
1. Bioquimica . . . ] ) . .
- Nivel de globulinas, Yglobulinas o 1g-G |- Hiper-Y-globulinemia de cualquier
> 1,5 de niveles normales. grado.
F ANA, ASMA, anti-LKM1: F ANA, ASMA, anti-LKM1
2. Autoanti- >1/80, en adultos. (u otros autoanticuerpos)*:
cuerpos >1/20, en nifios. 21/40, en adultos.
I AMA negativos.
I Interfase de hepatitis.  Interfase de hepatitis.
I No lesiones biliares, granuloma o F No lesiones biliares, granuloma o

3. Histologia . . . . . .
g cambios prominentes sugestivos de otra cambios prominentes sugestivos de

enfermedad. otra enfermedad.

b) Ausencia de:

Lesién téxica o Consumo de alcohol diario <25 g/d y no | Consumo de alcohol diario <50g/d y

alcohdlica uso frecuente de drogas hepatotoxicas. no uso frecuente de drogas
’ hepatotoxicas.
- Fenotipo normal de a;-antitripsina. - Déficit parcial de a;-antitripsina.
Enfe’rrjnedad - Niveles séricos normales de - Anormalidades inespecificas de
hepdtica . . " . .
genética ceruloplasmina, hierro y ferritina. cobre, ceruloplasmina, hierro y/o
' ferritina.

Ausencia de marcadores de infeccion | Ausencia de marcadores de infeccidn
viral activa para virus de hepatitis A, B y | viral activa para virus de hepatitis A, B
C. yC.

(*) pxANCA, anti-SLA/LP, anti-actina, anti-LC1 y anti-ASGPR.

Infeccidn viral
activa.

Tabla 1. Criterios diagndsticos de HAI propuestas por SIGLES
B) Cirrosis biliar primaria

La cirrosis biliar primaria (CBP) es una enfermedad inflamatoria crénica, de progresidon lenta, del
higado. Se llama asi porque la lesién comienza alrededor de los pequefios conductillos biliares
intrahepaticos, y no por obstruccion (por calculos biliares) de los conductos extrahepaticos, de
mayor didmetro. En las fases avanzadas de la enfermedad, el higado sufre un proceso de
cicatrizacién fibrosa que es el que define la cirrosis. Sin embargo, la mayoria de los enfermos
sélo tienen una ligera fibrosis y no cirrosis en sentido estricto. La enfermedad se divide en cuatro
estadios en funcién de la gravedad (I-IV). En ocasiones, la enfermedad se pone de manifiesto por
prurito e ictericia en el embarazo o tras la ingesta de anticonceptivos.

La CBP afecta a todos los grupos de edad, pero a la mayoria de los pacientes se les diagnostica
entre los 40 y los 70 anos de edad. El 90% de los enfermos son mujeres. Anteriormente, se
consideraba que la CBP era una enfermedad rara, pero estudios recientes han comprobado que
puede afectar a 1 de cada 4.000 personas, y a 1 de cada 1.000 mujeres por encima de los 40
afios.
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El diagndstico de la CBP se puede establecer a través de varios mecanismos. Debe sospecharse
ante cualquier paciente de mediana edad, en especial una mujer, que presenta prurito, con
ictericia o sin ella. Alteracion de las pruebas de funcién hepatica con aumento de las fosfatasas
alcalinas, de la IgM y presencia de anticuerpos antimitocondriales (AMA): los AMA tipo M2 se
encuentran en el 90-95% de las CBP; los AMA tipo M9 se detectan en pacientes asintomaticos o
con CBP en estadios iniciales. La presencia de AMA es una de las pruebas mas importantes para
el diagndstico, ya que estd presente en casi todos los pacientes con CBP. La biopsia hepatica es
muy Util puesto que da informacién tanto del diagndstico como del estadio evolutivo de la
misma.

Otros autoanticuerpos inespecificos que se pueden encontrar en la CBP son:

o Los anticuerpos frente a la proteina GP210 (anti-GP210) del poro nuclear, una
glucoproteina transmembrana, presentes en el 25% de los pacientes con CBP con AMA
positivos y hasta en el 50% de los pacientes CBP con AMA negativos.

o Los anticuerpos frente a la proteina Sp100 que se detectan entre el 30 y el 40 % de
pacientes con CBP, y estan presentes en el otro 50 % de enfermos AMA negativos.

o Los ANA con patrén moteado (normalmente con especificidad frente a Sp100) y
centromérico estan presentes en un 5%.

o Otra glicoproteina del complejo del poro nuclear, la gp62, ha sido descrita como un
autoantigeno en un tercio de los pacientes.

Se diagnostica la CBP al cumplir al menos 2 de los 3 criterios aceptados internacionalmente.

Cumplimiento de 2 de los 3 criterios:
1. Niveles AMA >1:40.
2. Fosfatasa alcalina = 2 a 10 veces el valor normal, durante mas de 6 meses.
3. Histologia compatible.

Tabla 2. Criterios diagndsticos de CBP
C) Colangitis esclerosante primaria

La colangitis esclerosante es un proceso fibroinflamatorio del arbol biliar. Puede afectar los
conductos biliares intra y extrahepaticos, como también asi la ampolla de Vater. Se subdivide en
tipos primario o idiopatico y secundario, en el cual intervienen diversas patologias obstructivas
de la via biliar (cirugia biliar, colédocolitiasis, infecciones).

La colangitis esclerosante primaria (CEP) ocurre generalmente en hombres, aproximadamente
un 70%, entre los 20 y 40 afios, con una edad promedio de 39.

La CEP posee una patogenia inmune, con factores etioldgicos desconocidos. Se ha establecido
una susceptibilidad genética asociada con ciertos haplotipos de HLA.

Muchos pacientes presentan reactividad para anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos (ANCA.)
Este anticuerpo aparenta estar dirigido contra multiples antigenos. En estudios recientes se ha
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postulado que en la CEP el antigeno diana seria una proteina especifica de los granulocitos,
presente en la membrana nuclear.

Se conoce la asociacién de la CEP con la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell). EI 70% de los
pacientes con CEP padecen una Ell en forma asociada (la mayoria son colitis ulcerativas crénicas
inespecificas), aunque sdlo el 3-7.5% de los casos con Ell presentan CEP. Se ha descrito también
su asociacion con otras patologias como la tiroiditis de Riedel, fibrosis retroperitoneal,
pseudotumor orbitario, linfoma angioinmunoblastico.

La enfermedad puede ser asintomatica. Hay formas especificas de afeccién de las pequefias vias
biliares intrahepaticas, de predominio en la infancia y sindromes de solapamiento con la
hepatitis autoinmunitaria. Se ha descrito una forma caracterizada por un aumento de 1gG4 que
generalmente se asocia con pancreatitis autoinmunitaria. El colangiocarcinoma es una
consecuencia de la enfermedad y comporta un mal prondstico. Puede llevar a colestasis crénica,
cirrosis biliar, hipertension portal e insuficiencia hepatica. Sélo el trasplante hepatico permite
prolongar la sobrevida. Son evidencias de mal prondstico la hepatomegalia, esplenomegalia,
incremento de la fosfatasa alcalina, estadio histolégico y edad. Los criterios para el diagndstico
de CEP se describen en la tabla 3.

a) Presencia de anormalidades colangiograficas tipicas: estrechamientos de la via biliar, sobre todo
de la extrahepatica. Visibles mediante:

- Colangioresonancia magnética (la mas indicada).
- Colangiografia retrégrada (por endoscopia).

b) Hallazgos clinicos, bioquimicos e histolégicos compatibles pero no especificos:

1. Sintomas.

- En el momento del diagndstico, generalmente sin sintomas, cuando los hay, el cansancio y el prurito son los
mas frecuentes.

- En casos avanzados, coloracion amarilla del blanco de los ojos (ictericia). La falta de bilis en el intestino
puede reducir la absorcion de grasas y vitaminas A, D, E y K. Esto producirad diarrea grasa (esteatorrea),
pérdida de peso, dificultad de visidon nocturna, osteoporosis y alteraciones de la coagulacién.

- Finalmente dafio progresivo del higado hasta dejar de funcionar.

2. Analisis.

- Elevacion de la fosfatasa alcalina y alcalina (> 3 veces lo normal en 85% de los casos) y la gamma-
glutamiltraspeptidasa, lo que refleja dificultad de eliminacién de la bilis. Posterior elevaciéon de la
bilirrubina. En el 25% de los pacientes se observa hipergammaglobulinemia y se incrementan los niveles de
IgM en el 40-50% de los casos.

- Se observan niveles elevados de varios anticuerpos inespecificos, en particular los anticuerpos
antineutréfilos perinucleares citoplasmaticos (pxANCA) que aparecen en el 33-88% de los afectados.

3. Biopsia hepatica.

La imagen de CEP en la biopsia es tipica pero no siempre aparece. Sin embargo, la biopsia si puede valer
para descartar otras causas de enfermedad hepatica.

c) Exclusién de:

- Cirugia de tracto biliar.

- Anormalidades congénitas de la via biliar.

- Colangiopatia por SIDA.

- Estenosis por isquemia.

- Neoplasias de los conductos biliares (a menos que haya diagndstico previo de CEP).

- Exclusién de otras causas de colestasis intrahepatica: cirrosis biliar primaria; hepatitis crénica; enfermedad
hepdtica por alcohol.

Tabla 3. Criterios diagndsticos de CEP
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D) Sindromes solapamiento

Se trata de pacientes con HAI de caracteristicas atipicas que presentan manifestaciones de la HAI
y de otros tipos de hepatopatias cronicas, pueden llegar a representar un 15%.

o Solapamiento con cirrosis biliar primaria: el 5% de pacientes con HAI tiene
sintomatologia de CBP, y el 19% de CBP con clinica de HAI. Cumplen 2 de los 3 criterios
de cada una de las patologias hepaticas. Predomina en la mujer y se asocia con
frecuencia al HLA B8, DR3 o DR4. Buena respuesta a corticosteroides.

o Solapamiento con colangitis esclerosante primaria: se trata de pacientes que
presentan clinica, histologia y serologia de HAI-tipol, pero radiologia de CEP. Se
desarrolla en la Infancia y presentan anticuerpos anti-Anhidrasa Carbodnica.

o Solapamiento con colangitis autoinmunitaria: es una inflamacién crénica del higado
con caracteristicas de HAl combinados con CBP con AMA negativos o una CEP de vias
pequefas. Normalmente encontramos ANA, ASMA o ambos.DM-PM es una
enfermedad rara con una incidencia anual de 5-10 casos por millon, la prevalencia es
de 50-90 casos por millén, tiene una incidencia bimodal, presentando los picos en la
infancia (5-15 afios) y en la vida adulta (30-50 afios). Las mujeres se afectan mas que
los hombres en una proporcién de 2-3. Histolégicamente lo que se aprecia es un
infiltrado inflamatorio predominantemente mononuclear con algunas caracteristicas
que permiten diferenciar la DM de la PM. En la DM el infiltrado es de tipo perivascular
alrededor de los fasciculos, se observan fibras necréticas en grupos y atrofia
perifascicular en el 90% de los nifios y 50% de los adultos. En esta, el érgano blanco son
los vasos sanguineos. En la PM el infiltrado se localiza dentro de los fasciculos
musculares, las fibras necréticas son escasas y esparcidas y el érgano blanco son las
miofibrillas.

1.2.2. Enfermedad inflamatoria intestinal

La denominacion enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) se emplea para referirse a una serie de
problemas que afectan predominantemente al intestino, y que se caracterizan porque producen
una inflamacién crénica, que no tiende a la curacién. Agrupa varias enfermedades, pero sobre
todo la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa. Ademas, algunas personas en las que
presentan una clinica solapada entre EC y CU, se las diagnostica de colitis indeterminada (Cl).
Dentro de la Ell, otros autores incluyen otras enfermedades diferentes, pero son estas tres las
que habitualmente consideramos realmente como parte de este grupo.

Actualmente se considera que los factores genéticos desempeifian, junto con los ambientales, un
papel fundamental en la etiopatogenia de la Ell; asi, es sabido que el riesgo relativo de sufrir una
Ell se encuentra aumentado (16-30%) en los familiares de primer grado de pacientes con dicho
diagnéstico.

En este bloque nos referiremos a la enfermedad crénica intestinal donde la colitis ulcerosa (CU)

y la enfermedad de Crohn (EC) representan dos entidades en las que el sistema inmune se
encuentra involucrado. Se produce una respuesta inmune desmesurada hacia la flora bacteriana
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entérica de individuos genéticamente susceptibles que da lugar a lesiones intestinales de
profundidad y externo variable.

La endoscopia con biopsia intestinal es el “patron oro” para el diagndstico de la Ell, pero
presenta el inconveniente de ser una prueba invasiva, cara y limitada al no visualizar todo el
intestino. Por ello en la actualidad es de gran utilidad la determinacion previa de la calprotectina
fecal, un marcador sensible, especifico, econdmico, no invasivo, facil de realizar y que, por tanto,
permite seleccionar a los pacientes que deben someterse a una colonoscopia. Los niveles de
calprotectina se correlacionan con la actividad de la Ell, presentando valor prondstico ante un
brote o tras una reseccidén quirurgica intestinal. Es util en la monitoizacién durante los periodos
de remisién de la Ell, y puede predecir recaidas antes de la aparicidon de sintomas clinicos. Por
otra parte, la determinaciéon combinada de anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos con patrén
periférico atipico (pxANCA) mas frecuentes en la CU, y de anticuerpos anti-Saccharomyces
cerevisiae (ASCA) mas frecuentes en la enfermedad de Crohn, podria ser de utilidad en el
diagnéstico diferencial.

A) Enfermedad de Crohn

La EC es una enfermedad crénica de origen desconocido que quizas tiene un componente
autoinmune en la cual el sistema inmunitario del individuo ataca su propio intestino
produciendo inflamacién. Frecuentemente la parte afectada es el ileon o tramo final del
intestino delgado, aunque la enfermedad puede aparecer en cualquier lugar del tracto digestivo.

Su aparicion suele darse en dos rangos de edades, la primera entre los 20 y 30 afios y la segunda
a partir de los 60, afectando de igual forma a ambos sexos. Los episodios agudos suelen darse
cada pocos meses o anos. Si se prolonga durante muchos afios se deteriora notablemente la
funcidén intestinal, y esos segmentos del intestino deben ser extirpados quirdrgicamente. La
evolucion de la enfermedad es a través de brotes seguidos de remisiones espontaneas.

Los sintomas comunes incluyen movimientos intestinales frecuentes, sueltos o liquidos. Otros
sintomas son espasmos abdominales, fiebre y algunas veces sangrado rectal. Pérdida de apetito
y pérdida subsecuente de peso también pueden ocurrir. Durante los periodos de sintomas
activos, los pacientes también pueden experimentar fatiga, dolores articulares y posibles
problemas cutaneos. Algunos pacientes pueden desarrollar grietas en la pared anal (fisuras) que
pueden causar dolor y sangrado especialmente durante los movimientos intestinales. La
inflamacion también puede causar que una fistula se desarrolle. Esta es un tunel que lleva de un
tramo de intestino a otro o que conecta el intestino con la vejiga, vagina o piel. Las fistulas
ocurren mas comunmente alrededor del area anal. Si estas complicaciones suceden, usted
puede notar que hay drenaje de mucosa, pus o deposiciones por esta abertura. Debido a que la
EC es una enfermedad crdnica, los pacientes experimentaran periodos de brotes, seguidos por
periodos de remision. Pero en general, las personas con EC llevan una vida activa y productiva.
Asi mismo, padecer esta enfermedad trae aparejado como consecuencia la carencia de Vitamina
B12 y hierro, debido a que implica tener mala absorcién.

Los anticuerpos ASCA son anticuerpos que reconocen secuencias de residuos oligomanosidicos
de la pared celular de una variante SU1 de la levadura S. cerevisiae (saccharomyces uvarum), y

tienen una fuerte correlacion con la enfermedad de Crohn, lo que hace sospechar un posible
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origen inmunitario frente a hongos colinizantes. Tanto los isotipos IgG como IgA se encuentran
con mayor frecuencia en pacientes de EC (50%-80%) que en pacientes con CU (2%-14%) o en
individuo sanos (1%-7%). Aproximadamente dos tercios de los pacientes de EC con ASCA IgG
también son positivos para ASCA IgA. En EC, la especificidad llega hasta el 90% en aquellos casos
que son positivos para ASCA 1gG e IgA, especialmente cuando la concentracién de los
anticuerpos de ambos isotipos es alta. La sensibilidad para anticuerpos ASCA varia entre el
41%-76%.

Por otra parte, los pxANCA aparecen en el 5-25% de los pacientes con enfermedad de Crohn. Se
tratan de anticuerpos que van a estar dirigidos contra antigenos citoplasmaticos y/o nucleares
de los neutrdfilos, fundamentalmente dirigido frente a una proteina de la cubierta nuclear de
identidad aun no filiada. Las especificidades proteinasa-3 y Mieloperoxidasa, asociadas a
vasculitis de vasos pequefios, son negativas.

Los criterios para el diagndstico definitivo de EC se describen en la tabla 4.

a) Cumplimiento de 1 de los 3 criterios:
1. Ulcera intestinal longitudinal o deformidad inducida por una ulcera longitudinal o patrén
de empedrado.
2. Ulceraciones intestinales aftosas pequefias organizadas en forma longitudinal en al
menos 3 meses, mas granulomas no caseosos.
3. Ulceraciones aftosas multiples y pequefias en tracto digestivo superior e inferior, no
necesariamente con organizacion longitudinal, por al menos 3 meses, mas granulomas no
Caseosos.
Exclusion de:
. Colitis ulcerosa (de utilidad: pxANCA / ASCA).
. Enterocolitis isquémica.
. Enterocolitis infecciosa aguda.

(=2
—

w N -

Tabla 4. Criterios diagndsticos de EC
B) Colitis ulcerosa

La CU es una enfermedad inflamatoria del colon. Estd caracterizada por la inflamacion vy
ulceracién de la pared interior del colon. Los sintomas tipicos incluyen diarrea, frecuentemente
con sangre y dolor abdominal.

La colitis ulcerativa puede afectar a cualquier grupo de edad, aunque hay picos en edades
comprendidas entre los 15 y 30 aifos y de nuevo entre los 50 y 70.

La inflamacion normalmente comienza en el recto y en la porcion inferior del intestino
(sigmoide) y se propaga hacia arriba por todo el colon. La enfermedad es mds severa cuanto
mayor porcentaje del colon esté comprometido. La inflamacion suele ser continua sin respetar
segmentos. La afectacidn del intestino delgado sélo se produce en la zona final de este, llamada
ileon, y como inflamacion de vecindad. Tras 10 afios padeciendo la enfermedad, se aumenta
ligeramente el riesgo de sufrir una malignidad coldnica, por este motivo el paciente debe seguir
un control exhaustivo con seguimiento endoscopico.
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El curso de la CU es tipicamente recurrente, con exacerbaciones que alternan con periodos de
completa remisidn, circunstancia que no alcanza en un pequefio porcentaje de pacientes. El
riesgo de recurrencia parece mayor en mujeres e individuos jovenes.

La manifestacién mas tipica es la presencia de diarrea con salida de abundante mucosidad y con
frecuencia hay sangre en las heces. El color de la sangre es determinante, cuanto mds oscura es
el tamafio de afectacion del colon es mayor. Ademas suele producir en el paciente dolor
abdominal cédlico, generalmente en hipogastrio y flancos. Puede presentar manifestaciones
extraintestinales como artralgias, artritis y uveitis.

La confirmacidon se establece realizando una endoscopia digestiva baja (rectoscopia o
colonoscopia). Durante este examen se puede examinar por medio de una cdmara la mucosa del
colon. En el caso de la CU, la mucosa se observa con evidentes signos inflamatorios como
enrojecimiento mucoso, ulceraciones, presencia de moco y material fibrinoide y los Ilamados
pseudopdlipos. Para su confirmacion definitiva se deben de tomar biopsias que deben de ser
examinadas por un patdlogo, la presencia de abscesos cripticos es un buen indicio de esta
enfermedad.

Se puede asociar a otras enfermedades autoinmunes como la CEP, que afecta el higado y sus
vias biliares.

a) Criterios clinicos :

- Rectorragias.

- Diarrea crénica (en un 10% estrefiimiento).

- Dolor abdominal.

- Manifestaciones extraintestinales.

b) Criterios radioldgicos:

- Cambios mucosos: mucosa granular, Ulceras espiculares o en botén de camisa,
pseudopdlipos.

- Cambios del calibre: estrechamiento de la luz (aumento del espacio recto-sacro),
acortamiento del colon, pérdida de haustracion.

c) Criterios endoscépicos:

- Mucosa eritematosa, granular, edematosa y/o friable.

- Exudado o ulceraciones.

- Hemorragia al roce o espontadnea.

- Pseudopdlipos y pdlipos.

- Lesiones caracteristicamente continuas y con afectacidn practicamente constante de
recto.

d) Criterios anatomopatoldgicos:

- Mayores: inflamacién exclusiva de la mucosa, Ulceras superficiales, distorsion de las
criptas, microabscesos, deplecion de células caliciformes.

- Menores: infiltrado inflamatorio crénico difuso, aumento de la vascularizacién mucosa,
metaplasia de las células de Paneth, atrofia mucosa, hiperplasia linfoide.

Tabla 5. Criterios diagndsticos de CU
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Los anticuerpos pxANCA atipicos y otros autoanticuerpos han sido identificados en pacientes con
Ell y sus familiares, aunque ningun estudio ha demostrado todavia su implicacién directa en la
patogénica de dicha enfermedad y los titulos de dichos anticuerpos no parecen correlacionarse
con la intensidad del proceso. Sin embargo, algunos estudios realizados en poblacién pediatrica
han encontrado que la presencia mantenida de ASCA en EC es predictiva de mayor tasa de
recidivas. La medicién de dichos anticuerpos puede ser util para diferenciar CU (pxANCA+ vy
ASCA-) y EC (pxANCA- y ASCA+). Los pacientes con Cl se pueden diferenciar en subgrupos segun
este perfil de anticuerpos: asi el perfil pANCA-/ASCA+ predice la evolucion de Cl a EC en un 80%
de los pacientes y si presentan pANCA+/ASCA- evolucionarian a CU el 64% de los pacientes.

1.2.3. Enfermedades pancredticas
A) Pancreatitis cronica autoinmune

La Pancreatitis cronica autoinmune (PAl) no es una entidad homogénea, puede comprometer
difusamente el pancreas o producir lesiones focales. Clinicamente puede manifestarse en forma
pseudotumoral, en forma de pancreatitis crénica con insuficiencia exocrina, o menos frecuente
como pancreatitis aguda con elevaciones enzimaticas Su forma de presentacién es variada,
observandose con cierta frecuencia una masa circunscrita al pancreas, asociacién con otras
patologias autoinmunes o hallazgos seroldgicos positivos. En muchos casos resulta dificil
descartar el cancer de pancreas y finalmente sdélo el estudio histolégico de la pieza quirdrgica
puede comprobar su diagndstico.

La PAI se presenta en ambos sexos, siendo dos veces mas comun en hombres que en mujeres. La
edad de presentacion mas frecuente es entre los 50 y 60 afios con un rango que va desde los 30
a los 80 afios.

La PAIl puede aparecer aislada o asociada a otras enfermedades autoinmunes, como cirrosis
biliar primaria, colangitis esclerosante primaria, sindrome de Sjogren, enfermedad de Crohn o
colitis ulcerosa.

En algunos pacientes existe una predisposicidon genética a desarrollar pancreatitis cronica. Por el
momento, mutaciones en tres genes (tripsindgeno catidnico, SPINK1 y CFTR) han sido
claramente asociados a pancreatitis crdonica, ya sea en la forma de pancreatitis hereditaria
familiar, como en la forma de pancreatitis idiopatica. El estudio de la mutacion R122H en el
tripsindgeno catidnico ha permitido describir esta forma de pancreatitis como un proceso
patoldgico de expresividad clinica variable. Individuos afectos de la mutacion pueden ser
asintomaticos y pertenecer a una familia en la que otros individuos padecen brotes agudos de
pancreatitis, otras manifestaciones tardias de pancreatitis crdnica, y aun otros cdnceres de
pancreas sin sintomatologia previa de pancreatitis. En la poblacién japonesa, se ha descrito
asociacién con el haplotipo HLA DRB1*0405-DQB1*0401, no demostrada en otros grupos
étnicos. Ademas, se han descrito asociaciones de ciertos polimorfismos de nucleétido simple del
gen CTLA-4 en la poblacion oriental. Sin embrago, no estd demostrada la utilidad de los estudios
genéticos en el diagndstico de la PAI.

14



Patologia

Los sintomas mas frecuentes son el dolor abdominal de variable intensidad y frecuencia, la
diarrea, la malnutricion, la pérdida de peso y la diabetes mellitus. Segun su etiologia pueden
concurrir otras manifestaciones, como fendmenos de autoinmunidad o hepatopatia.

La aparicidn de brotes de pancreatitis aguda, seudoquistes o masas inflamatorias forma parte de
la historia natural de la enfermedad. Se consideran complicaciones: los seudoquistes
complicados; la estenosis de via biliar, duodeno o colon; la trombosis venosa (esplénica,
mesentérica-portal); los seudoaneurismas; la hemorragia intraquistica, intrabdominal o
digestiva; las fistulas internas o externas; la ascitis, y el cancer de pancreas.

La mayoria de los pacientes con PAI, muestran niveles normales o ligeramente elevados de
amilasa y lipasa. En las pruebas de funcién hepatica se puede encontrar un perfil colestasico.
También se ha encontrado hipergammaglobulinemia>2g/dL (en un 53%-71% de los casos) y
niveles séricos de 1gG>1800 mg/dL (53%-76%). Existe eosinofilia periférica con mas de
600 células/mm en 11%, e incremento de IgE en 34%.

Aunque los niveles de IgG4 séricos pueden ser normales aun en presencia de hallazgos
histoldgicos clasicos de PAI, a menudo los pacientes con PAI tienen un incremento en el nivel de
la IgG4 sérica. Los niveles séricos de 1gG4 son mas altos en pacientes con PAI con lesiones
sistémicas extrapancredticas que en aquellos que no las presentan. Se postula que la medicién
combinada de la IgG total y de la 1gG4 sérica puede incrementar la sensibilidad diagndstica sin
sacrificar la especificidad, comparada con la 1gG4 sola.

Los marcadores seroldgicos que con frecuencia, y de manera no especifica, se encuentran en los
pacientes con PAI son los anticuerpos antianhidrasa carbdnica Il (ACA-II), antilactoferrina (ALA),
anti-alfa amilasa 2 (AMY-2A), anticuerpos antinucleares (ANA) y factor reumatoide (FR), y
anticuerpos antimusculo liso (ASMA), que apoyan el origen autoinmune de la PAI. Actualmente,
los anticuerpos mas recomendados para realizar el diagndstico de PAI y, sobre todo, para el
diagnéstico diferencial con cancer de pancreas son los ACA-Il y los anti-AMY-2A. Estos ultimos
pueden sefialar grupo de pacientes con riesgo de desarrollar diabetes tipo | fulminante.

En 2009 se determinaron los anticuerpos especificos para péptidos en muestras séricas
obtenidas a partir de estos pacientes con pancreatitis autoinmune. Entre los péptidos
detectados, el AIP1-7 se reconocid en 18 muestras de los 20 pacientes con pancreatitis
autoinmune y en 4 de 40 afectados de cancer pancreatico. En las muestras de pacientes sanos
no se detecto su presencia. El péptido muestra homologia con una secuencia de aminodcidos de
la proteina de unién a plasmindgeno (PBP) de Helicobacter pylori, y con un componente
n-recognina 2 (UBR2) de la proteina ligasa ubicuitina 3, una enzima que indica una expresion
elevada en células acinares del pancreas. Posteriormente se demostrd que el péptido PBP no se
detectd en pacientes con pancreatitis cronica causada por el exceso de alcohol ni en tumores
mucinosos papilares intraductales. Los resultados se validaron en otra serie de pacientes
afectados por las dos patologias: en 14 de un total de 15 pacientes con pancreatitis autoinmune
el test fue positivo en un 93%, mientras que en los casos de cdncer de pancreas sdélo dio positivo
en un 1%. Las conclusiones de ambos grupos fueron claras: el anticuerpo aparece en la mayoria
de los pacientes con pancreatitis autoinmune, pero sélo en algunos casos de cancer de pancreas.
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Recientemente se ha propuesto que el anticuerpo anti-inhibidor de secrecién del tripsinégeno
pancreatico (PSTI) de la subclase IgG1 puede ser un marcador diagndstico altamente especifico
para diferenciar PAI de otras enfermedades pancreaticas.

Existen distintos criterios diagndsticos de la PAI segun los correspondientes grupos de expertos
(tabla 6). Nosotros hemos detallado aquellos en los que el laboratorio juega un papel mas
determinante (tablas 7 y 8).

I. 2002/2006 Japan Pancreas Society Imagen + laboratorio y/o histologia.
Histologia o citologia +

II. 2003 Grupo italiano asociacidn otras inmunopatias + respuesta a
esteroides.

Imagen + laboratorio o histologia o respuesta
a esteroides.

Histologia + imagen o serologia o compromiso
otros drganos o respuesta a esteroides.

Ill. 2006 Asan Medical Center Korea

IV. 2006 HISORt Mayo Clinic

Tabla 6. Criterios diagndsticos de PAl segun distintos grupos

a) Cumplimiento de 1 de los criterios radiolégicos

Imagenes en cortes transversales ERCP o MRCP

Pancreas aumentado difusamente. Estrechamiento ductal pancreatico segmentario.
Incremento de la hipoatenuacién del anillo
periférico “halo”.

Masa de baja atenuacién en la cabeza del

Estrechamiento ductal pancreatico focal.

Estrechamiento ductal pancreatico difuso.

pancreas.
b) Cumplimiento de 1 de los criterios seroldégicos o histoldgicos
T - Analisis Histolégico Andlisis Histologico
Anadlisis Seroldgico P~ e . -
Pancreatico Biliar no Gastrointestinal

Nefritis tubulointersticial con
depdsitos inmunes en la membrana
basal tubular.

Infiltracién linfoplasmocitario

Fibrosis o infiltracion

Niveles elevados de 1gG4. | . - .
lveles eleva € linfoplasmocitario periductal.

Niveles elevados de IgG o

. Flebitis obliterativa. intersticial pulmonar con IgG4(+) en
Y-globulinas. .
plasmocitos.
Presencia de ALA, ACA-Il, | IgG4(+) en plasmocitos de Sialadenitis crénica con 1gG4(+) en
ASMA, o ANA. tejido. plasmocitos. *

1 . . e o N
La presencia de células con 1gG4 positiva en los tejidos no es necesariamente anormal, pero una
infiltracién con un nimero incrementado de estas células es anormal.

Tabla 7. Criterios diagndsticos de PAI (Japan Pancreas Society)

16



Patologia

Cumplimiento del criterio 1 y cualquiera de los criterios 2, 3 o 4.

1. Imagenes pancreaticas

- TC: Agrandamiento difuso (tumefaccion) del pancreas.

- ERCP: Estrechamiento irregular difuso o segmentario del ducto pancreatico principal.

2. Hallazgos de laboratorio

- Niveles elevados de IgG y/o 1gG4.

- Anticuerpos detectados.

3. Hallazgos histopatoldgicos: Fibrosis e infiltracion linfoplasmocitaria.

4. Respuesta a los esteroides.

ERCP: Colangio-Pancreatografia Retrograda Endoscopica.
MRCP: Colangio-Pancreatografia por Resonancia Magnética.
TC: Tomografia Computarizada

Tabla 8. Criterios diagndsticos de PAl en Asan Medical Center

1.2.4. Enfermedades gastrointestinales
A) Enfermedad celiaca

La Enfermedad celiaca o Celiaquia (CQ) una intolerancia permanente a la gliadina del gluten y
otras prolaminas asociadas que se encuentran en algunos cereales (trigo, cebada y centeno), y
que se caracteriza por presentarse como un ”Sindrome de mala absorcién Intestinal”, con
anormalidades histoldgicas de la mucosa duodeno yeyunal.

La CQ es una enfermedad sistémica inmuno-mediada que afecta a individuos genéticamente
predispuestos (HLA-DQ2 y HLA-DQS8) al entrar en contacto con los alimentos que contienen
gluten. El dafio originado en la mucosa intestinal abarca un espectro que oscila desde casos en
los que solo se aprecia un aumento de la poblacién de linfocitos intraepiteliales hasta formas
avanzadas de atrofia vellositaria.

Diversos péptidos presentes en los cereales intervienen en el desencadenamiento de la
enfermedad, unos a través de la activacidn de la inmunidad adquirida linfocito T dependiente, y
otros activando la inmunidad innata con un mecanismo en el que es central la interleucina-15.
Una de las caracteristicas de esta enfermedad es la aparicion de anticuerpos dirigidos contra
antigenos propios (reticulina, antitransglutaminasa) y extrafios (gliadina).

Afecta hasta a un 1% de la poblacidn occidental. La enfermedad puede manifestarse a cualquier
edad a partir de la incorporacién del gluten a la dieta, afectando tanto a nifios como a adultos.
Cursa con manifestaciones clinicas muy variadas, siendo en muchos casos una enfermedad
asintomatica, lo que origina que un porcentaje importante de los casos permanece sin detectar
en edad adulta. Por regla general los primeros sintomas aparecen ya en la infancia, edad en la
que es muy importante obtener el diagnostico e instaurar el tratamiento especifico. La relacion
mujer/varon es 2:1.

El comienzo de la enfermedad puede ser agudo o desencadenado por algun factor intercurrente
(infeccidn intestinal, embarazo, gastrectomia etc.) o bien, puede ser de presentacion insidiosa lo
gue explica que los pacientes consulten con frecuencia por complicaciones derivadas de la mala
absorcidn.
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Los sintomas y signos que pueden presentarse en la CQ se pueden agrupar en los siguientes:

o Intestinales: diarrea crénica o intermitente, falta de apetito, nauseas, vémitos, dolor
abdominal recurrente, estrefiimiento, habito intestinal irregular, flatulencia, distension
abdominal.

o Extraintestinales: alteraciones del caracter como apatia, introversion y tristeza, retraso
en la pubertad, irregularidades menstruales, artralgias y artritis, astenia, calcificaciones
intracraneales, malnutricion, retraso ponderoestatural, talla baja, hipotrofia y/o
debilidad muscular, aftas orales, hipoplasia del esmalte, osteopenia, fracturas
patoldgicas, ferropenia y/o anemia ferropénica y aumento de transaminasas.

o Dermatitis herpetiforme. Es la expresion cutdanea de la CQ. Se presenta en nifios
mayores, adolescentes y adultos jévenes en forma de lesiones vesiculares pruriginosas
en piel normal o sobre placas maculares localizadas simétricamente en cabeza, codos,
rodillas y muslos.

En la actualidad podemos reconocer distintas formas de presentaciones clinicas.

o Floridas:

o Sindrome de mala absorcidon agudo: las 3 “D” correspondientes a diarrea,
distension, desnutricion,

o Sindrome de mala absorcién crénico: baja talla comparativa y signos carenciales
en piel, mucosas y faneras.

o CQy enfermedades asociadas: inmunodeficiencias, enfermedades autoinmunes,
del colageno y genéticas.

o Mono u oligosintomaticas.
o Silente: asintomaticos con familiares directos y hallazgos de screening.

o Latente: haber sido celiaco confirmado mediante biopsias, pruebas terapéuticas
y desafios y no presentar en la actualidad atrofia vellositaria con la ingesta
regular de gluten, manteniendo integridad del epitelio intestinal y buen estado
general.

o Potencial: tener los marcadores genéticos, la predisposicion para desarrollarla y
no padecerla.

La Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion Pediatrica (ESPGHAN) ha
revisado en 2012 los criterios para el diagndstico de la CQ. La puntuacién tiene en cuenta cuatro
criterios: sintomas, anticuerpos, HLA y hallazgos de biopsia, contribuyendo cada uno una vez.
Tabla 9.

La utilidad principal de los marcadores inmunes es ayudar a la seleccién previa de aquellos
pacientes con una alta posibilidad de padecer una CQ. Por tanto, debemos conocer cual es el
marcador o marcadores mas idoneos, para asegurar el diagndstico. Los marcadores seroldgicos
de enfermedad celiaca constituyen la prueba de eleccidén para llevar a cabo la deteccidn
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sistematica de la enfermedad. De entre todos los marcadores autoinmunes, segun la evidencia
disponible, los anticuerpos IgA ATGt son la prueba inicial recomendada.

Los anticuerpos con valor diagndstico son los de isotipo IgA, salvo en individuos con déficit
selectivo de esta subclase de inmunoglobulina. Por ello, el estudio inicial, debe incluir la
determinacién de IgA total, evitando los falsos negativos de estos pacientes. Ademas, se conoce
que el déficit selectivo de IgA es mas frecuente entre la poblacidn celiaca que entre la poblacion
sana.

Sumatoria de 4 puntos
PUNTOS

SINTOMAS

- Sindrome de mala absorcidn. 2

- Otro sintoma relevante de CQ, tener diabetes mellitus tipo 1 o ser 1

un ler grado de miembro familiar afecto.

- Asintomatico 0
ANTICUERPOS SERICOS

- AAE (+) y/o ATGt > 10 veces el nivel normal 2

- ATGt ligeramente (+) o APGD (+) de forma aislada.

- Serologia no realizada. 0

- Todos los anticuerpos negativos. -1
HLA

- DQ2 homocigético (cis o trans) o DQ8 heterocigotico. 1

- HLA no realizado o solo presente el DQB1 0202. 0

- Ausencia de DQ2 y DQ8 -1
HISTOLOGIA

- Marsh 3c (atrofia vellositaria total) o 2

- Marsh 3b (atrofia vellositaria subtotal)

- Marsh 3a (atrofia vellositaria parcial) o 1

- Marsh 2 (hiperplasia de criptas) o

- Marsh 1 (incremento en el nimero de linfocitos intraepiteliales)

junto con ATGt (+) en tejido, o

- Marsh 0 (mucosa preinfiltrativa) junto con ATGt (+) en tejido.

- Marsh 1 (incremento en el nimero de linfocitos intraepiteliales) o 0

- Marsh 0 (mucosa preinfiltrativa) o

- Biopsia sin realizar.

APGP: anticuerpos contra formas desamidadas de péptidos de gliadina. EMA: anticuerpos
antiendomisio. ATGt: anticuerpos antitransglutaminasa

Tabla 9. Criterios diagndsticos de CQ propuestos por ESPGHAN

Anticuerpos antigliadina (AGA)

Son anticuerpos dirigidos contra determinantes antigénicos de la alfagliadina. Su presencia
indica sensibilizacidn al gluten pero no necesariamente lesidn intestinal. Son poco sensibles para
la deteccidon de celiacos poco sintomaticos o silentes, como los pertenecientes a los grupos de
riesgo y su sensibilidad disminuye cuando aumenta la edad. Por el contrario, pueden ser
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positivos en enfermedades que cursan con aumento de la permeabilidad intestinal (enfermedad
de Crohn, intolerancias alimentarias, sindromes postenteritis) o incluso aparecer en sujetos
sanos, sobre todo los de tipo IgG. Los AGA-IgA tienen una sensibilidad superior al 80% y una
especificidad que ronda el 90% principalmente para los pacientes menores de 3 afios.

Anticuerpos antiendomisio (AAE)

Son anticuerpos frente al endomisio, que es el tejido amorfo que rodea las fibras musculares
lisas. En realidad son anticuerpos frente a la transglutaminasa extracelular, por lo que miden lo
mismo que los anti-transglutaminasa tisular. Su presencia guarda relacion con la existencia de
lesion en la mucosa intestinal. Son preferentemente de isotipo IgA. La sensibilidad vy
especificidad de los EMA es superior al 90%, la especificidad es discretamente inferior en adultos
gue en nifios.

Anticuerpos antitransglutaminasas (ATGt)

Son anticuerpos dirigidos contra la transglutaminasa tisular o transglutaminasa 2, que ha sido
identificada como el principal antigeno de los AAE con los que presentan una excelente
correlacion. La mayoria de los autores coinciden en una sensibilidad cercana al 98% y una
especificidad superior al 99 % en poblaciones pedidtricas; resultados muy similares a los
obtenidos con los AAE. En el caso que haya déficit de IgA se usaran los de clase IgG.

Anticuerpos antipéptido de gliadina deaminado (APGD)

Son anticuerpos frente a péptidos sintéticos que se corresponden a secuencias de gliadina
deaminada. Son los ultimos marcadores descritos y tienen una sensibilidad y especificidad
superiores a los AGA nativos. Los de clase 1gG son los que aportan mas al diagnostico de la EC
puesto que parecen presentar una elevada especificidad, al tiempo que permiten diagnosticar
pacientes con déficit de IgA y son validos en nifios menores de 2-3 afios.

Anticuerpos anti-reticulina (AAR)

Forman parte de un grupo de autoanticucerpos no especificos de érganos que presentan la
propiedad de reaccionar con componentes del tejido conectivo. Presentan una sensibilidad
diagndstica baja y aunque su especificidad diagnodstica es alta, su valor como marcador de la
enfermedad celiaca es muy limitado y actualmente esta en desuso. Su utilidad radica en la
deteccidn ocasional de una posible EC cuando se solicita un estudio de autoanticuerpos ante una
sospecha de otras enfermedades autoinmunes.

B) Gastritis tipo inmune: Anemia perniciosa

La anemia perniciosa es una enfermedad autoinmune organoespecifica en la que coexisten la
anemia megalobldstica por deficiencia de vitamina B12 y la gastritis cronica atréfica corporal
difusa (gastritis tipo A). Se caracteriza por la pérdida de las células parietales gastricas,
productora de acido clorhidrico y factor intrinseco, y de células zimdgenas productora de
pepsina, que llevan a la atrofia de la mucosa del cuerpo y fundus gastrico, respetando el antro.
Se genera hipergastrinemia, anemia ferropénica y una disminucion de la secrecién de acido y
pepsinégeno |. En la fase final puede producirse anemia perniciosa por déficit de vitamina B12,
siendo ésta la causa mds comun de deficiencia de la vitamina.
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Se considera una enfermedad de la vejez, aunque el 15% de los pacientes son jovenes e incluso
puede presentarse en nifios. Existe una posible predisposicion genética, con un ratio
mujer/varon de 3:1. En un 90% de los casos se asocia a la presencia de anticuerpos anti-células
parietales (ACP) productoras del factor intrinseco (Fl). En un 50% de casos se asocia a
anticuerpos anti Fl, cuya presencia en otras enfermedades autoinmunes es excepcional.

Existe una anemia perniciosa juvenil que aparece en menores de 10 afios en los que el Fl no es
activo y no se observan anticuerpos.

Suele asociarse a otras enfermedades de origen autoinmune: tiroiditis de Hashimoto; vitiligo;
tirotoxicosis (Enfermedad de Graves); diabetes Mellitus; enfermedad de Addison;
hipoparatiroidismo; aganmaglobulinemia; LES.

En la anemia perniciosa existen anticuerpos para tres antigenos de las células parietales
gastricas. Todos son especificos de estas células.

o Una lipoproteina de las microvellosidades del sistema canalicular de las células
parietales.

o Un antigeno aun no bien caracterizado localizado en la membrana de la superficie de la
célula parietal.

Estos dos anticuerpos de las células parietales se encuentran en el suero del 90% de los
enfermos con anemia perniciosa y el 60-85% de los pacientes con gastritis autoimune.

o Una glucoproteina llamada factor intrinseco. Los anticuerpos para el factor intrinseco
(AFI1) se encuentran en el 60% a 76% de las anemias perniciosas.

Hay dos tipos de anticuerpos contra el Fl:

o Eltipo I que bloguea el acoplamiento de la vitamina B12 con el factor intrinseco.

o Y el tipo Il que reacciona con un sitio alternativo del Fl o con el complejo Fl-vitamina
B12, impidiendo su unién a los receptores del ileon terminal. Tradicionalmente se
consideraba que los anticuerpos del tipo Il, estaban presentes en 25% con respecto al
tipo | y rara vez se presentaban en ausencia de éstos; pero, estudios realizados en la
ultima década han informado su presencia solos o en combinacidn con los del tipo |,
siendo mas frecuente que lo informado, y los autores enfatizan la utilidad de las
técnicas de laboratorio para detectar ambos tipos de anticuerpos. Estos anticuerpos,
son altamente especificos para la anemia perniciosa y pueden ser detectados en saliva,
jugo gastrico y suero.
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Las pruebas de interés diagndstico mds ampliamente aceptadas son: (tabla 10)

Niveles séricos
- Vitamina B12 J { y Acido félico N
- Acido metilmaldnico 1 y homocisteina T
- AFI (+)
- ACP (+)
- Gastrina

Test de Schilling
Gastroscopia

Tabla 10. Criterios diagndsticos de la Anemia perniciosa

o Niveles séricos de vitamina B12 (< 100 pg/ml) y acido félico (>4 ng/ml).

o La determinacidén de anticuerpos anti Fl (sensibilidad: 66%; especificidad: 95%) vy el
nivel sérico de gastrina (si esta disponible) permiten el diagndstico del 90-95% casos.

o Anticuerpos anti-células parietales (sensibilidad: 80%; especificidad: baja, 3-10%
personas sin anemia perniciosa lo tienen elevado).

o Niveles de acido metilmaldnico y homocisteina plasmaticos: ambos aumentan en el
déficit de vitamina B12 de forma precoz (incluso antes de la aparicién de la anemia y
con déficit minimos de B12). Podrian estar indicados en situaciones dudosas, con cifras
limite de vitamina B12.

o Test de Schilling (patrén de oro en el diagndstico). Se inyecta por via intramuscular
1000 pg de cobalamina no marcada para saturar el transportador y se ingiere por via
oral cianocobalamina marcada con cobalto, a continuacién se recoge la orina de 24
horas y en ella se cuantifica la excrecién urinaria de cianocobalamina marcada. Los
pacientes con mala absorcién eliminan menos del 2%.

o Gastroscopia: Para valorar la atrofia de mucosa gastrica (suele respetar el antro) y las
lesiones gastricas (podlipos y/o carcinoma asociados a la anemia perniciosa).

Otras pruebas Utiles en el seguimiento y diagnodstico diferencial son:

o Hematimetria.

o Anemia macrocitica con ovalocitosis y poiquilocitosis. VCM auimentado (signo
mas precoz). Reticulocitos disminuidos.

o Leucopenia. Neutrofilos polisegmentados, envejecidos y con desviacion a la
derecha. El hallazgo de mas de 6 segmentaciones es muy indicativo.

o Trombopenia.

o Signos secundarios de hemdlisis. Descenso de la haptoglobina y aumento de la LDH,
bilirrubina indirecta y ferritina.

o Hormonas tiroideas. Puede asociarse a tiroiditis autoinmune. En un 5-10% de los casos
existe hipotiroidismo y en <5% hipertiroidismo.
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La evidencia demuestra que los anticuerpos para el factor intrinseco son capaces de inhibir la
absorcion in vivo de vitamina B12 mediada por el factor intrinseco, y que el anticuerpo contra las
células parietales canaliculares puede inhibir la secrecién acida liberada por las células
parietales. Ademds, se ha demostrado que en presencia del complemento, los anticuerpos de la
clase IgG contra la superficie de la célula parietal poseen una citotoxicidad especifica.

Los anticuerpos gastricos en el suero son primordialmente de la clase IgG, con algunos
anticuerpos IgA y raramente IgM.
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Capitulo 2

Preanalitica

2.1 Solicitud analitica

Ante la sospecha de una enfermedad autoinmune digestiva, el clinico de primaria debe solicitar
una analitica de despistaje que confirme la existencia de alteracion digestiva y ademas descarte
otras causas frecuentes de origen no autoinmune, como pueden ser: infecciones, neoplasias,
alcoholismo, déficit alimentarios...

Una vez en la consulta del especialista, basandose en los criterios diagndsticos expuestos en el
capitulo anterior, el clinico solicitara el perfil mas adecuado para cada enfermedad en concreto.
Nuestro grupo de trabajo ha seleccionado los parametros con mayor sensibilidad y especificidad
diagndstica de cada enfermedad autoinmune digestiva, calificandolos de primera, segunda,
tercera o cuarta elecciéon en funcidon de su importancia en el diagnéstico, y/o bien como
parametros de seguimiento en el tratamiento, prondstico de la gravedad o riesgo relativo de
padecer la enfermedad. Tabla11l. En muchos laboratorios estos pardmetros ya estan
protocolizados por perfiles o grupos para cada sospecha diagndstica e incluso funcionan como
algoritmos, es decir, se van realizando de forma secuencial, en cascada, segun la validacién y
criterio del analista, permitiendo asi una mayor eficiencia diagnéstica y econdmica.
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2.2 Dieta

En general, siempre que se solicita una analitica de sangre se ha de recomendar estar en ayunas
unas 8-10 horas previas. Esto es imprescindible cuando se van a determinar metabolitos
bioguimicos, pero sélo recomendable cuando Unicamente se solicitan anticuerpos. No obstante,
en alguna de las técnicas inmunoldgicas empleadas en serologia si puede haber interferencia
lipémica, como por ejemplo en la aglutinacién en latex.

Por otra parte, en los exdamenes de diagndstico de celiaquia es importante que el paciente esté
realizando una dieta normal mientras se efectua el estudio, puesto que el efecto de la dieta sin
gluten sobre la serologia y el estudio histoldgico es impredecible.

2.3 Obtencion del especimen de la sangre

Extraccion

La puncion venosa es la forma mas corriente de obtener sangre para analisis.

O

Por lo general se escoge una vena del pliegue del codo, con el brazo del paciente en
extension.

Es necesario aplicar un torniquete al brazo, por encima del sitio donde se va a
puncionar, para provocar distensién venosa, pero este debe mantenerse el menor
tiempo posible, pues puede provocar modificaciones importantes en los valores de
algunos parametros.

La aguja debe poseer un didmetro apropiado (0,8 a 1,1 mm para adultos), si se emplea
una aguja de calibre muy pequefio provocaria hemdlisis.

La puncion cutanea es el procedimiento ideal para obtener pequefias canti-dades de
sangre, es por tanto el método de eleccidn en recién nacidos, lactantes, obesos
importantes, etc.

(o]

(0]

En recién nacidos y lactantes menores de un afo se usa la superficie plantar interna o
externa del taldn. En nifios mayores y adultos se pueden usar también la superficie
palmar o lateral de los dedos de la mano o el I6bulo de |a oreja.

Calentar el pie en una bandeja con agua templada a 412C, secar y desinfectar.

Puncionar con la lanceta enérgica y perpendicularmente al lateral del talon (en los
recién nacidos y lactantes, la profundi-dad no superara NUNCA los 2.4 mm).

Presionar de forma intermitente el talén, nunca exprimiendo ni forzando.

Llenado de los tubos

(o]

Al finalizar la extraccién venosa se separard la aguja de la jeringa y se procederd a
verter la sangre con suavidad por las paredes internas de cada tubo, evitando la
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formacion de espuma, pues también favorece la hemdlisis. En el caso de que se
emplee el sistema de tubos al vacio (Vacutainer), este paso se obvia.

En la extraccion cutdnea desechar la primera gota y llenar los tubos o el capilar por
goteo (debe fluir libremente). Los capilares son finos tubos de vidrio recubiertos en su
interior con heparina y que precisamente se llenan con las gotas de sangre mediante
capilaridad. Una vez rellenados se han de procesar inmediatamente.

Tipos de tubos

Con

(o]

Con

gelosa

Los parametros de Inmunologia (anticuerpos, proteinas...) y de Bioquimica General
(enzimas, metabolitos, iones...) se determinan en suero (plasma libre de fibrindgeno),
por lo que la sangre tan sélo necesita un tubo seco o bien con gelosa para favorecer la
coagulacion.

Generalmente el cédigo de color del tapén de Inmunologia es amarillo, para facilitar la
distribucion interna en el laboratorio, separada de la Bioquimica General, a la que se le
suele asignar el tapon de color marron.

Los tubos de suero han de ser los primeros en llenarse con la sangre para evitar la
posible contaminacién con los anticoagulantes de los siguientes tubos. No obstante, si
la puncién ha sido capilar este tubo conviene llenarlo el dltimo y llenar antes el resto,
para evitar que se coagule la sangre en aquellos tubos que llevan anticoagulantes

anticoagulantes

En el caso de que se desee trabajar con sangre completa, es necesario emplear un
anticoagulante. La sal disddica o dipotasica del acido etilén diaminotetraacético (EDTA)
es el quelante empleado en Hematologia.

El cédigo de color del tapdn de los tubos de Hematologia es lila.

La mezcla con la sangre debe ser adecuada, invirtiendo el tubo unas 3 veces de forma
suave. Si la mezcla se realiza de manera enérgica, se corre el riesgo de provocar
hemodlisis; en cambio, si es insuficiente, provocara que la muestra se coagule.

La proporcion entre el especimen y el anticoagulante debe ser respetada. Una
proporcion incorrecta, es causa de serios errores en los resultados, por tanto, el
volumen de anticoagulante que llevan los tubos no ha de ser manipulado y la cantidad
de sangre con que se llenen ha de ser exacta, enrasarse hasta la sefial que llevan
dibujada.

Precentrifugacion

o

Un aspecto importante para los tubos de suero es la fase de precentrifugacion,
consiste en que antes de centrifugar los especimenes de sangre debemos esperar que
se complete la formacion del codgulo a temperatura ambiente (18-242C) para la
obtencidn de suero, aproximadamente 20 minutos desde la extraccion de la muestra.
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o En el caso de la Homocisteina se ha de mantener el tubo recién llenado a 42C hasta su
centrifugacion, con ello se evita la interferencia de los hematies que liberan
rapidamente este aminodcido.

2.4 Centrifugacion

La centrifugacion se utiliza en la sangre para separar dos fases: suero 6 plasma, de las células.

Iﬂ

Es fundamental observar el principio del “equilibrio”; para ello se colocaran tubos y/é cubetas
transportadoras de igual peso, forma y tamafio que los del recipiente de la muestra en
posiciones opuestas en la cabeza de la centrifuga, buscando una disposicion geométricamente
simétrica (utilizando tubos llenos de agua en caso necesario).

Los laboratorios deberian utilizar centrifugas con control de la temperatura, ya que éstas pueden
generar un calor interno inapropiado para la estabilidad de la magnitud a determinar.

Para la obtencién del suero, la sangre se centrifuga antes de 1-2 horas desde su recogida
durante 10 minutos aproximadamente a una fuerza de centrifugacion relativa (F.C.R.) de 850 a
1000 g, manteniendo los recipientes contenedores cerrados durante todo el proceso para evitar
la evaporacion del agua sérica.

FCR=1,118x 10° x Rx V°.

R = Radio (en cm)

V= Velocidad (en revoluciones por minuto).

Las centrifugas modernas permiten seleccionar tanto r.p.m. como FCR.

2.5 Almacenamiento

Si la determinacion de los analitos no se va a realizar de inmediato los especimenes se han de
guardar en tubos apropiados, rotulados de forma correcta, con un cierre hermético y
conservarlos a una temperatura adecuada.

Refrigeracion

o Aproximadamente a partir de 4 horas desde la extraccion, es necesario guardar los
especimenes en la nevera (a 4-62C), excepto los sueros para la determinacién de
homocisteina que se han de mantener desde el primer momento a 42C.

o Los sueros pueden permanecer viables en refrigeracién hasta 1 semana.

A partir de estos periodos las muestras necesitan congelarse para su correcto almacenamiento.
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Congelacion

o Las muestras se mantienen congeladas (<-20°C) durante un periodo de tiempo
bastante prolongado (aprox. 3 meses, variable dependiendo del pardmetro que
estamos estudiando).

o Si las muestras son sucesivamente congeladas y descongeladas, se pueden obtener

resultados falsos positivos y negativos.

PERFIL ANALITICO:
SOSPECHA TIPO DE s:aﬁ::f::t‘:
DIAGNOSTICA MUESTRA Despistaje B Riesgo relativo
Pronéstico:
19, 29, 3¢, 42
Enfermedades Hepatobiliares
Hepatitis ®  sangreen | ® cor, pr, HLA DR3/4
Autoinmune | yybo con gelosa. | GGT, FAL. 12. ANA,ASMA, HLA-B8
Centrifugar. Ceruloplasmina, a”tf'LKM
No hemodlisis. hierro, ferritina. 22, Anti-LC,
anti-SLA/LP,
Hcv, RAV, anti-ASGPR
Sangre en AgHBs, Anti-HBc anti-Actina, pxANCA
tubo con EDTA. Anti—CYPZDIG ‘
Mezclar. 3 Anti-LKM3
No codgulos. 49 Anti-LM
) . 12. ANA, AMA
Cirrosis Biliar ® 22 anti-Sp100, HLA DR3/4
Primaria lgM anti-GP210,
anti-GP62,
anti-M2
N . FAL, GGT
Colangitis Bilirrubina. pXANCA HLA-B8, HLA-
Escl t
sclerosante M, VIH, DR3
Primaria .
Proteinograma
Sindrome ANA. ASMA
Solapamiento AAC-II
Enfermedad Inflamatoria Intestinal
Sangre en O SOH
Colitis Ulcerosa | tubo con gelosa. Coprocultivo, O 12 Calprotectina
Centrifugar. Toxina
No hemodlisis. C. difficile, 22 pxANCA
OOtros Enterovirus
B Parasitos o 12 Calprotectina
Crohn
22 ASCA

Tabla 11. Resumen de los Perfiles analiticos de Solicitud y Procedimientos de Toma de muestras
para las Enfermedades Autoinmunes Digestivas
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PERFIL ANALITICO:
SOSPECHA TIPO DE Diagnéstico
DIAGNOSTICA MUESTRA Despistaje Seguimiento Riesgo relativo
Prondstico:
19, 292, 3¢, 40
Pancreatitis Autoinmune
®sangreen | ® amilasa, HLA
tubo con lipasa. 12.1g G(4), DRB1*0405-
gelosa. 22. AACHI, DQB1*0401, en
Centrifugar. Anti-AMY-2A, poblacién
No hemdlisis. | Proteinograma ALA, ASMA, japonesa.
Sangre en ANA, FR.
tubo con
EDTA.
Mezclar.
No codgulos.
Enfermedades Gastrointestinales
Ld Sangre HLA
Celiaquia en tubo 12 1gA DQ2/DQ8
gelosa. 29, ATGt, APGD-IgG
Centrifugar. 39. AAE, APGD-IgA
No hemodlisis HLA DQ2
HLA DQ8
Sangre en ® A1t igA
tubo con ATGTt IgG
EDTA.
Mezclar. Hemograma, | ® 1¢ vitamina B12, HLA
Anemia No codgulos. | reticulocitos. 22 AMM DRB1*04
Perniciosa Homocisteina DRB1*03
® sangreen | @ py 32 AF|
capilar con Haptoglobina 42 ACP HLA B8
heparina. Ac. Félico ® 50 Gastrina

GOT: glutdmico oxalacético transaminasa, GPT: glutdmico pirdvico transaminasa, GGT: gamma glutamil transpeptidasa, FAL: fosfatasa
alcalina, LDH: lactato deshidrogenasa, HCV: virus de Hepatitis C, HAV: virus de Hepatitis A, VIH: virus de inmunodeficiencia humana,
AgHBs: antigeno de superficie del virus de Hepatitis B, Anti-HBc: anticuerpos core del virus de Hepatitis B, Ig: inmunoglobulina, SOH:
sangre oculta en heces, ANA: anti-cuerpos anti-nucleares, ASMA: anticuerpos anti-musculo liso, LKM: anticuerpos anti-microsomas
contra higado y rifidn, anti-CYP2D6: anicuerpos anti-citocromo P450 2D6, anti-LC: anticuerpos anti-antigeno citosdlico hepatico,
anti-SLA: anticuerpos anti-antigeno hepatico soluble/higado-pancreas, pxANCA: anticuerpos anticitoplasma de neutréfilos con patrén
periférico atipico, LM: anticuerpos anti-membrana hepatica, ASGPR: anticuerpos anti-receptor de asialoglicoproteinas, AMA:
anticuerpos anti-mitocondriales, Anti-Sp100: anticuerpos anti-proteina Sp100, anti-GP210: anticuerpos anti-glicoproteina 210, anti-
GP62: anticuerpos anti-glicoproteina 62, AAC-II: anticuerpos anti-anhidrasa carbénica Il, ASCA: anticuerpos anti-Saccharomyces
cerevisiae, Anti-AMY-2A: anticuerpos anti-alfa amilasa 2, ALA: anticuerpos anti-lactoferrina, FR: factor reumatoide, ATGt: anticuerpos
antitransglutaminasas AAE: anticuerpos anti-endomisio, APGD-G o A: Anticuerpos antipeptido de gliadina deaminado I1gG o IgA,
AMM: dcido metilmaldnico, AFI: anticuerpos anti-factor intrinseco, ACP: anticuerpos anti-células parietales, HLA: antigeno
leucocitario humano.

Tabla 11 continuacion. Resumen de los Perfiles analiticos de Solicitud y Procedimientos de Toma
de muestras para las Enfermedades Autoinmunes Digestivas
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Capitulo 3

Técnicas de laboratorio en autoinmunidad

Una caracteristica de las enfermedades autoinmunes digestivas, es la presencia de
autoanticuerpos frente a antigenos especificos de un solo drgano del aparato digestivo, e incluso
a antigenos concretos de algun tipo celular de dicho 6rgano. No obstante tal y como hemos visto
en el primer capitulo, no se presentan en exclusividad, ya que también podemos encontrar
autoanticuerpos no drganos especificos como los ANA, ASMA, etc.

En cuanto a las técnicas de laboratorio de Autoinmunidad, el inmunoanalisis constituye la
técnica basica. A diferencia de los otras areas del Laboratorio Clinico en el que se emplean
inmunoanalisis, en autoinmunidad se utiliza para determinar anticuerpos (autoanticuerpos) y no
antigenos. Por este motivo son necesarios antigenos lo mas parecidos a su estado nativo como
reactivos.

3.1 Anticuerpos en las enfermedades hepatobiliares

Ante la solicitud de autoanticuerpos para el diagndstico de enfermedades hepatobiliares
autoinmunitarias, el laboratorio establece un protocolo de técnicas de cribaje en el primer nivel
con las que se podria detectar la mayoria de los casos de HAI, y a posteriori otras técnicas de
segundo y tercer nivel para el resto de las HAI, CBP y CEP.

A continuacién se detallan de forma esquematica y grafica los principales autoanticuerpos
motivo de estudio. Tabla 12 y llustracion 2.
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citoplasmatica

ESTRUCTURA CELULAR | ANTIGENO ANTICUERPO

Nucleo

Nucleosoma ADNds, ADNss, Histona, CenpB

Nucleolo tRNA,

Nucleoplasma SSA.-R.o, RNPs, Ciclina A, Proteina Sp100 ANAs y
Lamininas Ay C ENAs

Membrana nuclear Glucoproteina 210 del poro nuclear
Glucoproteina 62 del poro nuclear

Membrana nuclear HMCj]llyZ: prot'elnas cromosdémicas de alta DXANCA
movilidad no histonas

Citoplasma
Dihidrolipoamida s-acetiltransferasa

Mitocondria (subunidad E2) de las 2-oxo-acido AMA
deshidrogenasas (DH): Piruvato-DH,
3- metil-2-oxobutanoato DH y oxoglutarato
DH.

Citoplasma F-Actina, vimentina, desmina ASMA
P395-414: Protei i ARN

Citoplasma 395 roteina asociada a t Anti-SLA/LP
represor UGA

Citoplasma Fgrmlmlng—tetrahldro—folato ARti-LC1
ciclodeaminasa

Reticulo Endoplasmatico Citocromo P450 1A2 Anti-LM

Reticulo Endoplasmatico Citocromo P450 2D6 Anti-LKM1

Reticulo Endoplasmatico UDP Glucuronil transferasa tipo 1 Anti-LKM3

Membrana . . . .
Receptor de asialoglicoproteina Anti-ASGPR

ENAs: anticuerpos antinucleares extraibles.

Tabla 12. Clasificacion de los Autoanticuerpos de las Enfermedades Hepatobiliares, segun su

localizacién y composicion.
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CELULA AUTO-AB
+NUCLEO

| 30 Nucleosoma ANAs

1> o Nucleolo —_7.3(Anti-SP100)
L»o Nucleoplasma-1+""

30 Poro de membrana —

Anti-GP210, [ ENAs
anti-GP62

>0 Membrana nuclear
XANCA
* CITOPLASMA TP

Lo Mitocondrias ———— AMA

oo Citoplasma —— | ASMA
anti-SLA/LP, anti-LC1

o Reticulo endoplasmético

; Rugoso} Anti-LM,

- Liso anti-LKM1
o Membrana citoplasmatica_, . rc-pp
A o Lisosomas

o Aparato de Golgi

llustracion 2. Estructuras celulares que generan autoanticuerpos en las enfermedades del
hepatobiliares

3.1.1. Técnicas de primera eleccion
Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

El empleo de la IFl para la determinacion de anticuerpos séricos o el reconocimiento de
inmunoglobulinas en tejidos ha sido internacionalmente aceptado desde el trabajo original de
Coons en 1954. Actualmente, mediante esta técnica se determinan los autoanticuerpos ANA,
anti-LKM1, ASMA y AMA en el cribado de las enfermedades autoinmunes hepatobiliares por su
alta sensibilidad diagndstica. No obstante, el sustrato a emplear en cada autoanticuerpo varia:

o Los ANA se estudian sobre la linea celular Hep2 (células de epitelioma de laringe
humana).

o Los anti-LKM1 sobre el tejido triple de rata LKS (higado, rifidn, estomago).

o Los ASMA y AMA se pueden estudiar sobre el triple tejido o células Hep2. Se considera
que los tejidos son menos sensibles, sin embargo, son mas especificos.

En la técnica IFl las muestras diluidas de los pacientes son incubadas en |ldminas cuyas areas de
reaccion estan cubiertas por un sustrato especifico. En una reaccién positiva, anticuerpos
especificos de clases IgA, 1gG e IgM se fijan a los antigenos del sustrato. En un segundo paso, los
anticuerpos fijados son marcados con Fluoresceina unida a anticuerpos antihumano y se hace
visible con el microscopio de fluorescencia. A continuacion se detalla el método por su alta
aplicacién en el laboratorio.

Método. llustracion 3

19. Reconstitucion del buffer fosfato salino (BFS) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Se puede conservar a 42C hasta 4 semanas.
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29, Dilucidn de las muestras. Los sueros deben ser diluidos segin el punto de corte del
método y rango poblacional, para lo cual se usard el buffer BFS. No diluir los controles
del equipo, estdn listos para usar.

39, Preparacidn de las improntas:
o Retirar los portaobjetos del envase, dejar secar a temperatura ambiente durante

15 minutos.

o Sembrar los sueros controles positivos, negativos y muestras a procesar. Precaucion
de no tocar con la pipeta las areas reactivas, dejando caer suavemente la gota de la
dilucion sobre el area reaccionante.

B
10

. Incubacion: Incubar 20 minutos a temperatura ambiente (18-252C), en una camara
humeda tapada para evitar la evaporacidn de las muestras.

59. Lavado: Sacar los portaobjetos y lavarlos con abundante BFS derramando con una
pipeta el liquido directamente sobre cada area para evitar la contaminacion entre las
mismas. Sumergir los portaobjetos 5 minutos en BFS en un frasco tipo Coplin agitando
suavemente. Retirar el BFS y reemplazarlo por BFS fresco y dejarlo 5 minutos mas en
reposo. El lavado puede prolongarse mas tiempo sin afectar los resultados.

62. Incubacién con antigamma globulina humana marcada con isotiocianato de fluoresceina
(diluido previamente con BFS). Sacar los portaobjetos del bafio con BFS.

79. Secar con papel de filtro entre las areas y cubrirlas con la antigamma. Incubar a
temperatura ambiente 20 minutos. La cdmara himeda debe estar tapada para evitar la
evaporacion y el efecto fluorocromo de la antigamma.

82, Lavado: Repetir el paso 52.

92, Montaje: Sacudir suavemente los portaobjetos sobre papel de filtro. Secar entre las
areas con papel de filtro, cuidando de no tocar las areas reactivas. Montar con
cubreobjetos escrupulosamente limpios y con una gota de medio de montaje. Cubrir los
portaobjetos suavemente evitando la formacion de burbujas que dificultan la lectura.

109. Lectura: Leer en lo posible dentro de las primeras horas. Se pueden conservar en

frigorifico 2-82C por algunos dias sellando los bordes del cubreobjeto con esmalte de
uias.

Interpretacion
Para su lectura se emplea un microscopio de fluorescencia. Se recomienda un aumento total de
200X para la deteccidn selectiva de positivos y negativos, y de 400X para el reconocimiento de

patrones y estructuras celulares.

o Negativos: Se considera que un suero es negativo si la tincién es igual o inferior a la
del pocillo de control negativo, sin patron claramente discernible.
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VvV '

Lamina con Ag Bandeja con pocillos
Pipetear: ‘” U “ “ “ -.( Y Y
25 ul muestra diluida (Ab) /pociloc & &6 886 & & )

Incubar: 20-30° T# ambiente v v w u

== ~ ~ |
Lavar: 1°° enjuagar, 5 bafio

.

Pipetear: AR RARAD 1.;( {; {.{

204l Ab (anti-Ab) marcado/ pocillo & 6 6 & &

&
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~

s,
s

Incubar: 20-30° T? ambiente

¥

%

.

S
Lavar: 1" enjuagar, 5’bafio ‘ u Y ? ? u )

Montaje: 10ul aceite inmersion ,.i- i i

Evaluacién: microscopio fluorescencia
===

llustracion 3. Proceso esquemdtico del fundamento del método Inmunofijacion indirecta

o Positivos: Se considera que un suero es positivo si el nlcleo/citoplasma muestra un
patron de tincion claramente discernible en una mayoria de las células que se
encuentran en la interfase.

o Titulos: el punto de corte en la poblacién adulta para las técnicas con la linea celular
HEp2 es de 1/80, mientras que para el sustrato triple de rata LKM es de 1/40. En los
nifios, para el triple tejido LKM, cualquier positividad ha de ser informada.

o Patrones. llustracion 4.

o ANA en Hep2. Los antigenos diana son heterogénos y no completamente
definidos por lo que los patrones nucleares mas frecuentes son los homogéneos
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para los antigenos ADNds, ADNss, Histonas (llustracién 4-i), moteados para RNPs,
SSA-Ro y Sp100 (ilustracidn 4-j) y centroméricos para CenpB (llustracion 4-k).

o Anti-LKM en triple tejido. Estos autoanticuerpos muestras unas caracteristicas
tipicas dependiendo del tipo de tejido y que permiten diferenciarlos de los AMA.

1. En el higado se observa tincién intensa y homogénea en el citoplasma de
los hepatocitos. (llustracion 4-a).

2. En el rifidn se observa una tincidn del citoplasma de los tubulos proximales
pero no de los tubulos distales. (llustraciéon 4-c).

3. En el estémago el citoplasma de las células parietales no muestran tincion,
salvo que coexistan anticuerpos anti LKM con otra clase de autoanticuerpos,
tales como anticuerpos anti células parietales gastricas o anticuerpos anti
microsomales gastricos.

o AMA.

- En células HEp2 se observa fluorescencia citoplasmatica granular. Su
presencia se ha de confirmar con un ensayo que utilice el rifidn como
sustrato antigénico. (llustracién 4-h).

- En Triple o doble tejido se diferencian de los anti-LKM en las siguientes
caracteristicas:

1. En higado se observa tincion granular en el citoplasma de los
hepatocitos. (llustracién 4-b).

2. En rifidn de rata se observa fluorescencia en forma de granulos en el
citoplasma de los tubulos distales y, en menor grado, en los tubulos

proximales. (llustracion 4-d).

3. En el estdmago, si que se observa fluorescencia en el citoplasma de las
células parietales gastricas. (llustracién 4-f).
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\ Triple
tejido:

LKM AMA

-Higado

LKM AMA

->Rifion

ASMA AMA

->Estomago

ASMA

>

A

Hep2

ANA ANA

J

llustracion 4. Dibujo de la imdagenes microscdpicas de los patrones de algunos autoanticuerpos
digestivos por IFl. Detalles y abreviaciones en el texto
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o ASMA.

- En Hep2 se observan como cables de filamentos fluorescentes que cruzan
las células y con apariencia de una "tela de arafia". Se ha de confirmar con
tejido de rata. (llustracion 4-g).

- En el estdmago de rata se observa fluorescencia en todas las estructuras
que contienen musculo liso, como la extensa capa muscular del estémago, la
muscularis mucosae y los vasos sanguineos. (llustracion 4-e).

3.1.2. Técnicas de segunda eleccion

Conforme se avanza en el nivel de diagndstico analitico, se han de ir desarrollando las técnicas
de mayor especificidad diagndstica, tanto por los parametros a determinar como por el método
utilizado. Asi, si las técnicas del primer cribado resultan negativas se pasa al siguiente nivel o
bien se pueden realizar de forma selectiva para confirmar resultados de titulos intermedios.

Los métodos mds adecuados para estas determinaciones son la IFl, el enzimoinmunoensayo
(ELISA) y el Inmunoblot. Este ultimo método, el Inmunoblot o Dot Blot, es el que estd mas
extensamente implantado en los laboratorios para estos perfiles, por su facil elaboracién y
permitir la determinacién conjunta de todos los pardmetros descritos en el mismo test. No
obstante, para la determinacidon de los pxANCA si esta indicada la IFl con un sustrato de
neutrdfilos granulociticos (PMN) fijados con etanol o formalina.

Inmunoblot (IB)

LC1 v .- ﬂ Ab antiAb .LL_

SLA/LP |l L8 8 __ marcado L8 8
Ab (muestra)

CYP2D6 (mllmmllld A -é-é- g ﬁ_

Acting  peteSle N =eXeup g EeXeoN

M2 AA A AN

GP210 |l el EnEnE

1)
Control
Positivo| |

llustracion 5. Proceso esquemdtico del fundamento del método Inmunoblot
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Se emplea una membrana que actla de soporte, la cual lleva impresa antigenos purificados o
recombinantes. A posterior se enfrentarad con el suero del paciente que contiene los posibles
anticuerpos; en caso de existir, se unen a los antigenos formando inmunocomplejos. llustracion
5. La identificacién se consigue mediante anticuerpos especificos marcados con enzimas o
isdtopos reactivos, y se visualizan mediante bandas coloreadas que dependiendo de la altura
puede deducirse a qué proteina corresponde la banda reconocida.

IFI sobre PMN fijados con etanol o formalina

Mediante IFI sobre un sustrato de polimorfonucleares fijados con etanol o formalina, se
pueden observan 3 patrones de tincién:

o El patrédn cANCA se caracteriza por presentar una tincidn citoplasmica en neutréfilos
fijados con etanol o acetona. Los anticuerpos que dan el patrén cANCA reconocen
proteinas débilmente catidnicas o neutras como la proteinasa-3 (PR-3) y la proteina
cationica de 57 kDa (CAP-57), las cuales se liberan de los granulos especificos por el
tratamiento de las células con alcohol o acetona y se distribuyen de manera
homogénea en el citoplasma de los neutrdfilos (llustracion 6-a).

o El patrén pANCA se observa en neutréfilos fijados con etanol o acetona y es
perinuclear homogéneo. El patrén esta dado por los anticuerpos que reconocen
proteinas fuertemente catiénicas como: mieloperoxidasa (MPO), elastasa vy
azurocidina, las cuales cuando son liberadas de los granulos primarios y especificos
del neutrdfilo se reorganizan en la periferia del nucleo, el cual tiene carga negativa
por el DNA (llustracién 6-b).

o El patron pANCA se debe confirmar en neutrdfilos fijados con formalina. La
formalina es un solvente orgénico que reduce el efecto de atraccidn de las proteinas
catidénicas (MPO, elastasa y azurocidina) hacia el DNA, con lo que quedan
distribuidas en el citoplasma. Los anticuerpos que las reconocen dan un patrén
citoplasmico en la IFI.

o El patrén pxANCA o atipico es el resultado del reconocimiento de las proteinas:
catepsina G, lisozima y lactoferrina. Dichas proteinas se liberan de los granulos
especificos de los neutréfilos y se redistribuyen en la periferia del ndcleo cuando son
tratados con etanol, acetona o formalina (ilustracion 6-c).

Es importante enfatizar que el efecto de reacomodo perinuclear de las proteinas mencionadas
no se ve modificado en los neutrdfilos fijados con formalina. Por ser un patréon perinuclear se
puede confundir con el patréon pANCA, por lo que es importante estudiar las muestras de los
pacientes que presentan dicho patrén en neutréfilos fijados con alcohol o acetona y en
neutrdfilos fijados con formalina.
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llustracion 6. Dibujo de las imdgenes microscdpicas de los distintos patrones de los ANCA por IFI:
a) citoplasmadtico (cANCA), fijado con etanol o acetona; b) perinuclear ()ANCA), fijado con etanol
o acetona, y si se trata con formalina se transforma en el patron citoplasmadtico; c) atipico
(XANCA) tratado con etanol o acetona, y si se trata con formalina no se trasforma en
citoplasmdtico

3.1.3. Técnicas de terceray cuarta eleccion

En el caso de que todos los parametros de segunda eleccion resultaran negativos, se podria
seguir investigando para tipificar las HAI, aumentando la sensibilidad y permitiendo Ia
cuantificacién de niveles mas bajos, no obstante, actualmente tan sélo se realiza a nivel de
investigacién. Asi, en un primer término se realizarian los anti-UGT1 (anti-LKM3), mediante
Western-blot o enzimoinmunoanalisis competitivo, y si éstos también resultaran negativos se
realizarian los anti-LM y anti-CYP2D6, en este caso mediante radioinmuanalisis.

Igualmente, en la CBP, los anti-M9 tan sdlo se determinan en investigacion y mediante
inmunotransferencia.

Enzimoinmunoanalisis competitivo (ELISAcomp)

En el ensayo ELISA competitivo, existen dos anticuerpos compitiendo por el mismo antigeno
fijado a la fase soélida: un anticuerpo conjugado y el otro el de la propia muestra. Primero se
afiade la muestra y tras un periodo de incubacion se lava para eliminar los anticuerpos no
especificos. A continuacion se agrega el anticuerpo conjugado, se incuba y se lava. Por ultimo se
afade el sustrato enzimdtico y se libera el producto cuya absorbancia es inversamente
proporcional a la reactividad (concentracion) de los anticuerpos del paciente. llustracion 7.

Ab Ab-gnzima Producto
(muestra) E Sustrato S?@

B A!i! .y M

llustracion 7. Proceso esquemdtico del fundamento del método Enzimoinmunoandlisis tipo
competitivo

Ag
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Radioinmunoanalisis (RIA)
El radioinmunondlisis es la técnica que ofrece la mayor sensibilidad por su capacidad para
identificar anticuerpos dirigidos a epitopes conformacionales. Este método se ha aplicado para la
determinacién de los anti-LM y anti-LKM1. En la técnica para la deteccidn de los anti-LKM1 se
usa el antigeno recombinante CYP2D6, obtenido previamente mediante transcripcion/traslacidn

. . . . . . s 35 .
in vitro, y posteriormente marcado con Metionina con el isétopo ~°S. Los anticuerpos que se
unen al radioligando CYP2D6 son inmunoprecipitados y por ultimo se miden sus niveles en cpm.

3.2 Anticuerpos en la enfermedad inflamatoria intestinal

3.2.1. Técnicas de tercera eleccion
Tras confirmar mediante biopsia a los pacientes con Ell, previo cribaje con la calprotectina fecal,
se ha de proceder al diagnéstico diferencial entre CU y EC, para el cual se determinan los
anticuerpos pxANCA y ASCA. Los pxANCA ya los hemos estudiado en las HAI por lo que nos
centramos ahora en los ASCA, cuya deteccion se realiza mediante ELISA tipo sandwich.
Enzimoinmunoanalisis sandwich (ELISAsand)
Consiste en la deteccién cuantitativa combinada de anticuerpos tipo IgA e IgG anti-S. cerevisae
(ASCA) en suero humano, mediante enzimoinmunoensayo de fase sélida en microplaca con un
antigeno altamente purificado de manano de la pared celular de Saccharomyces cerevisiae.
Método. llustracion 8

19, Sacar la microplaca del embalaje de aluminio y atemperar los reactivos.

29, Diluir las muestras al 1/100 con el tampén.

32, Dispensar las muestras y los controles en los pocillos de la microplaca.

42, Se incuba. Los anticuerpos del paciente, si estuvieren presentes, se ligan al antigeno.

59. Lavar. La fraccion no ligada queda eliminada.

62. Afiadir la inmunoglobulina antihumana conjugada con peroxidasa de rdbano picante
(conjugado) con cada pocillo.

72.Se incuba. La inmunoglobulina conjugada reacciona con el complejo antigeno-
anticuerpo de la muestra en la microplaca.

82, Lavar. El conjugado no ligado queda eliminado.

99, Agregar el substrato cromogénico. Se generard una reaccidén enzimatica colorimétrica
gue es detenida con &cido. La intensidad de coloracidn de la sustancia cromdgena esta
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en funcion de la cantidad de conjugado ligado al complejo antigeno-anticuerpo y es
proporcional a la concentracidn inicial de anticuerpos en la muestra del paciente.

102. Leer la absorbancia (DO) de cada pocillo a 450nm en un plazo maximo de una hora.
§: sustrato

E
E: enzima
=\ — — Ab anti-Ab conjugado
w @ —>Ab (muestra)
Ag

llustracion 8. Proceso esquemdtico del fundamento del método Enzimoinmunoandlisis tipo
sdandwich

S —|—>® P: producto
E
\‘i

Cdlculo de resultados

La reactividad para cada muestra se calcula dividiendo la densidad éptica (o absorbancia) de la
muestra por la densidad éptica del control ASCA IgA positivo débil. Por tanto, la absorbancia de
la muestra es directamente proporcional a la reactividad. No hay un estandar internacional para
ASCA, al igual que para la mayoria de los autoanticuerpos. Los resultados se expresan
arbitrariamente en U/mL.

DO Muestra
DO ELISA Positivo Débil

Valor de la Muestra (xU) = x Valor ELISA Positivo Débil (vg: 25 U)

Hay que tener en cuenta en todos los métodos inmunoldgicos, que la reactividad de la muestra
estd relacionada de manera no lineal con la cantidad de anticuerpo presente. Mientras que los
aumentos y disminuciones en la concentracién de anticuerpos del paciente se reflejardn en el
aumento o disminucion correspondiente de la reactividad, los cambios no son en idéntica
proporcion, por ejemplo, al doblarse la concentracién de anticuerpo (mg/dl) no se dobla la
reactividad (U/ml).

Interpretacion

La técnica ELISA es muy sensible y es capaz de detectar pequefias diferencias entre poblaciones
de pacientes. Los valores presentados a continuacion son soélo valores sugeridos. Cada
laboratorio debe establecer su propio rango normal basado en su propia metodologia, controles,
equipo y poblacidn de pacientes.
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La muestra puede clasificarse como ASCA negativo, equivoco, o ASCA positivo segun la tabla
siguiente.

Negativo 0.0 — 20.0 U/ml
Equivocos 20.1 —24.9 U/ml
Positivo >25 U/ml

Las muestras calificadas como equivocas deben ser analizadas de nuevo antes de informarlas.

3.3 Anticuerpos en la pancreatitis autoinmune

Independientemente de la IgG(4), los autoanticuerpos solicitados en la PAI son los ACA-II, anti-
AMY-2A, ALA, ASMA, ANA y FR. Los ANA y ASMA ya hemos visto que se determinan por IFl sobre
células Hep2 o triple tejido de rata, los anti-AMY-2A, ACA-Il y ALA se realizan mediante IB o
ELISA, y los FR que estudiaremos a continuacion.

El factor reumatoide (FR) es un anticuerpo frente a la porcion Fc de la inmunoglobulina I1gG, que
también es un anticuerpo. El FR y la I1gG se unen para formar complejos inmunes que
contribuyen al proceso de la enfermedad. Los isotipos de anticuerpos principalmente son del
tipo IgM.

Las primeras técnicas empleadas estaban basadas en inmunoaglutinaciones (Waaler-Rose o
inmunohemaglutinacién, y aglutinacién por latex) dando los resultados en titulos (1/80).
Posteriormente aparecen técnicas ELISA, que aportan mejores caracteristicas técnicas pero eran
muy lentas y poco reproducibles, por lo que se usaron poco. Actualmente se determinan
mediante nefelometria o turbidimetria, de mayor rapidez, reproducibilidad y menor coste. Ello
es debido a que estas tecnologias estan incorporadas en equipos automatizados y las
calibraciones emplean estandares basados en preparaciones de referencia internacionales,
dando los resultados en Ul/ml.

Aglutinacion por latex

Esta técnica se usa principalmente para la busqueda de Factores Reumatoides (FR). Se utilizan
particulas de latex recubiertas con IgG, las cuales se aglutinan en contacto con FR poliméricos
(Hlustracion 9). Se usan diluciones progresivamente mayores del suero del paciente, y se informa
como positivo o negativo a la ultima dilucidn en la que se observa aglutinacion. Es un examen
sencillo y barato.
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h
» b 4 =
v’ v

A 7y

Antigeno Ab-latex Ag+Ab-latex
llustracion 9. Proceso esquemdtico del fundamento del método Aglutinacion por latex
Turbidimetria y nefelometria

Consiste en el andlisis automatizado de la dispersiéon de la luz al chocar contra complejos
antigeno-anticuerpo formados al incubar suero del paciente con el reactivo. A mayor
concentracion de complejos (mayor “turbidez” de la suspension), mayor la dispersion.
Ilustracién 10.

o En las determinaciones turbidimétricas se mide la cantidad de luz que atraviesa la
suspension sin ser dispersada. El detector se situa de manera que forme un angulo
de 02 con respecto a la direccion del rayo incidente.

o En nefelometria, por el contrario, el detector de radiacion se situa a un angulo
distinto de 02 (generalmente a 902, pero no siempre) de modo que pueda captar la
cantidad de radiacion dispersada en dicha direccion.

Para amplificar estas débiles sefiales se pueden emplear fotomultiplicadores.

llustracién 10. Proceso esquemadtico del fundamento de los métodos Turbidimetria (dngulo 02) y
Nefelometria (dngulo 902)
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3.4 Anticuerpos en las enfermedades gastroinstestinales

3.4.1. Anticuerpos en la enfermedad celiaca

La determinacion de los autoanticuerpos que ayudan al diagndstico de la CQ estd protocolizada
segun las mas recientes evidencias cientificas. En el primer nivel de cribado estd la medicién de
la IgA para detectar a los pacientes deficitarios de IgA, de esta manera se podra dirigir la
investigacion hacia los autoanticuerpos de la clase IgA o IgG.

Técnicas de segunda eleccion

o Silos niveles de IgA son normales, dentro del rango de edad del paciente, se realizan
los ATGt-IgA.

o Silos niveles de IgA son inferiores a 7 mg/d|, se realizan los ATGt-IgG y APGD-IgG.

o Si los niveles de IgA son iguales o superiores a 7 mg/dl, pero por debajo de los
valores de normalidad del rango de edad del paciente, se realiza un test multiplex
dirigido a la combinacién de anticuerpos ATGt y APGD, de las clases IgG e IgA.

Las determinaciones de ATGt (IgA e 1gG) y APGD-IgG se realizan por inmunoanalisis tipo
sandwich, bien ELISA o Fluoro-enzimo-inmunoensayo (FEIA). El test multiplex se puede realizar
por ELISA (Arup) o por Citometria de flujo (Biomedical Diagnostics), métodos novedosos que
permiten la deteccidn simultanea de distintos autoanticuerpos. Desarrollamos el tGltimo método
por ofrecer una elevada exactitud y no necesitar confirmacion posterior.

A) Inmunoanalisis quimioluminiscente asociado a citometria de flujo (CLIA-CF)

La citometria de flujo es un método rapido, objetivo y cuantitativo de analisis de células u otras
particulas en suspension. El principio en el que se basa esta tecnologia es simple: hacer pasar las
células o las particulas en suspensidn, alineadas y de una en una por delante de un haz luminoso.
La interaccidn de las células o las particulas con el rayo luminoso genera sefiales que se llevan a
los detectores adecuados. La informacidn producida puede agruparse en dos tipos
fundamentales: la generada por la dispersion de la luz y la relacionada con la emisién de luz por
los fluorocromos presentes en la célula o la particula al ser excitados por el rayo luminoso. Las
sefiales luminosas detectadas se transforman en impulsos eléctricos que se amplifican y se
convierten en sefiales digitales que procesa el ordenador.

A lo largo de los ultimos afios, se han disefiado sistemas para inmunoanalisis con microesferas y
deteccidn por citometria de flujo que permiten la determinacidn simultanea de varias sustancias
y se han aplicado a la medida de varios autoanticuerpos. El sistema utiliza microesferas de latex
marcadas en su interior con diferentes proporciones de dos fluorocromos distintos. Cada
fluorocromo puede tener hasta 10 intensidades de fluorescencia diferentes, lo que puede crear
una familia de 100 conjuntos de microesferas diferenciables por su fluorescencia de emisidn. Los
antigenos correspondientes a los autoanticuerpos que quieran determinarse, se inmovilizan en
las microesferas. De esta forma, cada una de las 100 microesferas que pueden diferenciarse por
su fluorescencia lleva inmovilizado un antigeno especifico para un Unico autoanticuerpo lo que
hace posible determinar de forma simultanea hasta 100 autoanticuerpos.
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Método. llustracion 11

o Para realizar la prueba se incuba el suero con las microesferas durante un tiempo
determinado, que suele ser alrededor de 30 minutos, en un pocillo de una placa de
microtitulacion. Se produce la union de los autoanticuerpos presentes en el suero con
los antigenos inmovilizados en las microesferas.

o A continuacién, se lavan las microesferas y se aflade una solucion de un antisuero
contra la IgG e IgA humana conjugado con otro fluorocromo y se incuba de nuevo
durante unos 30 minutos a temperatura ambiente.

Haz de laser

O

Detector del tamaiio

Detector de anticuerpos

llustracion 11. Proceso esquemadtico del fundamento del método Inmunoandlisis
Quimioluminiscente asociado a Citometria de flujo

o Transcurrido ese tiempo, se lavan de nuevo las microesferas y se analizan
directamente en el citémetro de flujo:

o El paso de cada microesfera es detectado por la dispersién de la luz detectada.

o Al pasar la microesfera por la cdmara de deteccion, un laser rojo excita los
colorantes internos, lo cual permite clasificar la microesfera en uno de los
100 conjuntos, segun el antigeno que lleva inmovilizado.

o Al mismo tiempo, un laser verde excita la fluorescencia naranja asociada con la
unién del autoanticuerpo, es decir, con el antisuero secundario conjugado.
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Técnicas de tercera eleccion

En el caso de que los niveles de ATGt-IgA sean moderadamente positivos (20-99 U), procede
realizar los AAE y APGD-IgA.

Los APGD-IgA, al igual que los de la clase IgG, se realizan por ELISA o FEIA. Los AAE
(principalmente IgA) se realizan mediante IFl sobre el sustrato de musculo liso de la porcidn
distal del eséfago de mono o del cordén umbilical humano, y se visualizan con un patrén en nido
de abeja correspondiente al endomisio que rodea las fibras musculares lisas.

A) Inmunocromatografia (1C)

Otra forma de determinar los ATGt es la utilizacién de los test inmunocromatografico de lectura
rapida. Estos test se realizan en unas gotas de sangre capilar y detectan al mismo tiempo los
isotipos IgA e IgG de los ATGt, para obviar el problema de los pacientes con déficit selectivo de
IgA. Es un test semicuantitativo cuya sensibilidad y especificidad parecen ser elevadas. Aunque
son de interpretacion sencilla, la experiencia del operador del test tiene importancia en la
fiabilidad de los resultados.

Los test inmunocromatograficos estarian especialmente indicados en estudios epidemioldgicos
puesto que son sencillos y rapidos y suponen una minima molestia para el paciente.

3.4.2. Anticuerpos en la anemia perniciosa
Técnica de tercera eleccion

Una vez seleccionados los pacientes mediante el cribaje del déficit de Vitamina B12, con
confirmacién (si déficit moderado) de altos niveles de Acido metilmaldnico, el siguiente eslabdn
en el laboratorio de autoinmunidad para el diagndstico de la anemia perniciosa, consiste en la
determinacién de los anticuerpos AFI.

El método de eleccidn para la deteccion de los AFl es el ELISA. Esta técnica detecta los
anticuerpos IgG, tanto de tipo 1 como de tipo 2. El antigeno de FI humano recombinante de
longitud completa purificado se une a los pocillos de una placa de poliestireno microperforada
en condiciones que conservan el antigeno en su estado original. Se afladen controles y muestras
convenientemente diluidas en pocillos separados, uniéndose durante la incubacién los AFI al
antigeno que los recubre. El resto de componentes no unidos se elimina mediante lavado y se
afiade conjugado anti IgG humana a cada pocillo. Un segundo paso de incubacion permite que el
conjugado se una a los anticuerpos presentes. Tras un lavado que elimina el conjugado sobrante,
se afiade un sustrato cromogénico y tras incubacion la actividad enzimatica presente en el
pocillo es proporcional a la intensidad de color desarrollado. El ensayo puede ser evaluado
fotométricamente comparando la intensidad de color en las muestras con la de los controles.
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Técnica de cuarta eleccion

Si los AFI resultan negativos procede realizar los ACP. Estos anticuerpos pertenecen a la clase
IgG, aunque también pueden detectarse isotipos IgA e IgM en pacientes con gastritis crénica
atréfica. El ELISA es un método adecuado para la deteccidn de ACP en el que se usa como
sustrato antigénico la ATPase H+K+ de cerdo. Los resultados son comparables a los que se
obtienen mediante IFl sobre secciones de estomago de roedor. El inmunoblot también es
utilizado en la deteccion de anticuerpos ACP.

No obstante, la sociedad espafiola de autoinmunidad propone hacer primero los ACP ya que los
AFl aparecen en menos de un 5% de los pacientes.
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MUESTRA PARA
ESTUDIO AUTOANTICUERPO DETERMINACION
DIAGNOSTICO
Enfermedades 1e Titulo y patrén
hepatobiliares
ANA IFI-Hep2
anti-LKM1 IFI-LKM
ASMA IFI-Hep2 y IFI-LKM
AMA IFI-Hep2 y IFI-LKM

-> Si 12 negativos - 22

anti-ASGP-R,
anti-LC1,
anti-SLA/LP,
anti-CYP2De6,
anti-Actina,
anti-M2,
anti-Sp100,
anti-GP210
anti-GP62
pxANCA

IB, ELISA, o IFI

IFI-PMN

-> Si 22 negativos - 32

anti-LKM3

WB, ELISAcomp

-> Si 32 negativo - 42

anti-LM, anti-CYP2D6 | RIA
Enfermedad 32 (Si Calprotectina + y Biopsia +)
Inflamatoria
Intestinal pxANCA IFI-PMN
ASCA ELISAsand
Pancreatitis ANA IFI-Hep2
autoinmune ASMA, IFI-Hep2 y IFI-Tej
ALA, ACA-II ELISA
FR Aglutinacion,
ELISA,
Turbidimetria,
Nefelonetria

Tabla 13. Resumen de los Protocolos del Laboratorio de Autoinmunidad para las muestras de

Enfermedades Digestivas.
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MUESTRA PARA
ESTUDIO AUTOANTICUERPO DETERMINACION

DIAGNOSTICO
Enfermedades gastrointestinales

22:SilgA
Enfermedad celiaca
IgA N [V ATGt-IgA ELISAsand, FEIA

dIgA<7mg/dl ATGt-IgG y ELISAsand, FEIA
APGD-IgG

JlIgA>7mg/dl ATGt-IgG -IgA y | ELISA, CLIA-CF
APGD-IgG -IgA

-> Si ATGt-IgA=20-99 U -> 3¢

APGD-IgA ELISAsand, FEIA
AAE IFI-Tej
Estudios de poblacion

ATGt-IgG -IgA I
39 (Si Vit B124, y AMM 1)

Anemia Perniciosa

AFI | ELISA
-> Si AFl negativo - 42

ACP | ELISA, IFI-Tej, IB

IFI-Hep2: inmunofluorescencia indirecta con sustrato de epitelioma de laringe humano. IFI-LKM: IFl con sustrato triple de
roedor. IFI-PMN: IFl con sustrato polimorfonucleares. IFI-Tej: IFl con sustrato de tejido. IB: inmunoblot. WB: Western-blot.
ELISAcomp o sand: inmunoandlisis enzimatico competitivo o sdndwich. RIA: inmunoanalisis con radioisétopos.
FEIA: inmunoandlisis enzimatico con fluorescencia. CLIA: inmunoanalisis por quimioluminiscencia. CF: citometria de flujo.
IC: inmunocromatografia.

Tabla 13 continuacion. Resumen de los Protocolos del Laboratorio de Autoinmunidad para las
muestras de Enfermedades Digestivas.
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Capitulo 4

Informe del laboratorio de autoinmunidad

Tal y como hemos visto (capitulo primero), la presencia y ausencia de los autoanticuerpos
detectados con las técnicas de laboratorio estudiadas (capitulo tercero), contribuyen de forma
determinante en el diagndstico y clasificacion de las enfermedades digestivas autoinmunes. No
obstante, la interpretacion del panel de anticuerpos resultante ha de ser conjunta con la
presencia de sintomas, bioquimica y biopsias concordantes, ademas de la exclusion de otras
enfermedades.

4.1 Informe de los autoanticuerpos de las enfermedades hepatobiliares

Recordemos que para valorar autoanticuerpos por IFl en el cribaje del primer nivel, hemos de
considerar que en la poblacidn adulta el punto de corte con la linea celular Hep2 es de 1/80,
mientras que para el tejido triple de rata es de 1/40. No obstante, para que tengan significacion
clinica segun los criterios diagndsticos de la HAI, la intensidad del titulo de los ANA, ASMA y anti-
LKM ha de ser superior y asi se cuantifica en la escala Score: tabla 14. En la poblacion pediatrica
cualquier positividad en sustrato LKS se ha de informar ya que los titulos 21/10 ya pueden tener
significacion clinica.

Si la carga autoinmune es elevada es mas rapido el diagnéstico serolégico pues basta con las
técnicas de primera eleccidn, pero si la carga autoinmune es baja, hay que seguir el algoritmo
escalonado con las técnicas de segunda, tercera y cuarta eleccidn respectivamente. llustracion
12.
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Para una correcta interpretacion de los resultados y facilitar la comparacién entre distintos
laboratorios, siempre se debe especificar la técnica utilizada. Ademas, en los anticuerpos de las
HAI que se hayan determinado por IFl, se ha de concretar el sustrato empleado e informar el
titulo y el punto de corte como valor de referencia.

CATEGORIA FACTOR SCORE
Parametros clinicos
Sexo Femenino +2
Farmacos S 4
No +1
<25 g/dia +2
Alcohol 560 g/dia B
Enfermedad autoinmune concurrente no HAI +2
Parametros bioquimicos
>3 -2
FAL/ GOT o GPT <1.5 +2
1.5-3 0
2 +3
Y-Globulinas o IgG (veces sobre el valor 1.5-2 +2
normal) 1-1.5 +1
<1 0
Parametros inmunolégicos y virologicos
Adultos
>1/80 +3
1/80 +2
. 1/40 +1
ANA, ASMA o LKM1, mediante IFI-LKM <1/40 0
Nifios
>1/20 +3
1/10-1/20 +2
AMA >1/40 -4
pXANCA, anti-ASGPR, anti-LC1, anti-SLA/LP, + +2
anti-Actina, si 12 eleccion son (-)
HLA DR3 o DR4, si auto-anticuerpos (-) + +1
Marcadores de hepatitis virica jr ;
Parametros histolégicos
Hepatitis de interfase Presencia +3
Infiltrado linfoplasmocitario Predominante +1
Rosetas (pseudoglandulas) Presencia +1
Ninguno de anteriores -5
Alteraciones biliares Presencia -3
Caracteristicas atipicas Cualquiera -3

Tabla 14. Diagndstico de HAI mediante el sistema SCORE
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CATEGORIA FACTOR SCORE
Respuesta al tratamiento

Completa +2
Recaida tras suspender el tratamiento +3
SUMATORIA ANTES DEL TRATAMIENTO

HAI definitivo >15
HAI probable 10-15
SUMATORIA DESPUES DEL TRATAMIENTO

HAI definitivo >17
HAI probable 12-17

Tabla 14 continuacion. Diagndstico de HAI mediante el sistema SCORE

HAI-1 | HAI-II | HAI-I CBP CEP S5PA HCC

ANA ++- - - +/- +/- - -

qo| ASMA | ++/- - - - +- - -

LKM1 - ++/- : § § - :

AMA . _ _ ++/- _ ; ;

o PXANCA + - - - ++ - -
ASGPR + +/- - - - - -

LC1 - +f- : § § - :

| ¥
"2

CYP2DE6 +f- - :

SLA/LP _ _ 1 _ _ i i

O SP100

GP210 - : : + _ _ _
o0GP63

k;
L

llustracion 12. Valoracion de los autoanticuerpos en el diagndstico de las enfermedades
hepatobiliares autoinmunes.
HCC: Hepatitis crénica criptogénica.
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o La utilidad clinica de los anticuerpos en las HAI es principalmente contribuir al
diagndstico, pero ademas algunos de ellos y en determinados pacientes, permiten un
seguimiento de la enfermedad y aportan un prondstico sobre su evolucion.

(o]

Los ANA y ASMA no son totalmente especificos de la HAI porque pueden estar
presentes en diversas enfermedades autoinmunes y otras hepatopatias: los ANA
pueden dar positivo en el lupus eritematoso sistémico, CBP, CEP, etc; y hasta la
tercera parte de los pacientes con hepatitis cronica viral B o C presentan ANA o
ASMA, por lo general, en titulos bajos.

Los ANA, ASMA, y anti-LKM1 no son patogénicos por si mismos. Su expresion
puede variar durante la evolucidon de la enfermedad. Tampoco reflejan la
respuesta al tratamiento y por tanto no deben ser monotorizados, no obstante,
hay evidencias de que en pacientes pediatricos la respuesta si es paralela.

Los ANA, ASMA, y anti-LKM1 pueden ser negativos en un 10%-20 % de los casos
de HAL

Los anti-LKM1 se presentan en la HAI tipo Il y no se encuentran en otras
enfermedades autoinmunes, son mutuamente excluyentes con los ANA y ASMA.

Los pxANCA fueron asociados, en un principio, con CEP. Sin embargo,
posteriormente se han documentado titulos altos en el suero de hasta el 90% de
pacientes con HAI. Pueden ser utiles en el diagndstico de pacientes
seronegativos para los marcadores convencionales, su presencia en HAI se ha
correlacionado con evolucion mas severa y mayor tendencia a recurrir.

Los anti-ASGP-R identifican a los pacientes con alta frecuencia de recaida tras la
retirada del tratamiento. Sus titulos se correlacionan con la actividad de la
enfermedad y declinan con el tratamiento inmunosupresor.

Los titulos de anti-LC1 se correlacionan con la actividad de la enfermedad.

Los anti-SLA/LP tienen una mayor precision diagnostica con un valor predictivo
positivo de casi el 100%. Sin embargo su prevalencia es sélo de un 10-30% de
pacientes con hepatitis autoinmune, con o sin ANA o ASMA. Pueden identificar a
un porcentaje de pacientes con hepatitis cronica criptogénica que en realidad
sufren de hepatitis autoinmune y que responden al tratamiento
Inmunosupresor.

Los AMA son caracteristicos CBP, pero pueden estar presentes en un grupo
minoritario de pacientes con HAL.

o La utilidad clinica de los autoanticuerpos en la CBP esta dirigida a la ayuda diagnéstica,
alguno incluso con valor pronostico, pero no son aplicables en el seguimiento de esta
enfermedad. Su sobre interpretacion es el error mas frecuente en la aplicacion clinica
de los resultados seroldgicos.

(o]

Los AMA se encuentran en el 95% de las CBP y tienen una especificidad del 98%.
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o No parece que los AMA sean citotoxicos: persisten después del trasplante de
higado; y sus titulos no se correlacionan ni con la severidad ni con la progresién
de la enfermedad. Su monitorizacién no es util.

o Cuando los anti-GP210 se detectan mediante IFl, su especificidad supera el 99% y
parecen tener importancia prondstica ya que identifican un subgrupo de
pacientes con enfermedad hepatica mds grave y un mayor riesgo de muerte
relacionada con causas hepaticas.

o Los anti-GP62 son altamente especificos, no colocalizan con los anti-GP210 vy
aparecen en distintos grupos de pacientes.

o Los anti-Sp100 son muy especificos de CBP, no han sido hallados en otras
patologias hepaticas. Los anti-Sp100 y ANA-centromero marcan una enfermedad
que progresa mas rapido.

4.2 Informe de los autoanticuerpos de las enfermedades inflamatorias
intestinales

Las sensibilidades de los pxANCA y ASCA, para el diagndstico de la CU y EC respectivamente, son
muy deficientes (<60%), a diferencia de las especificidades, que son muy elevadas (>90%). Es por
ello que limita de forma considerable su utilidad como método de cribado de la poblacién con
sospecha de Ell, sin embargo si apoya con relativa seguridad el diagndstico de EC o de CU
cuando el resultado es positivo.

No obstante, el informe y la interpretacion de los pxANCA para el diagndstico de la CU y los ASCA
para la EC, ha de ser de forma conjunta. La determinacién simultanea de ambos anticuerpos,
tiene una cierta utilidad para diferenciar entre CU y EC, pero siempre que el resultado de esta
combinacién incluya la positividad de un anticuerpo a la vez que la negatividad del otro.
llustracién 13.

NOEll Ell
CU | EC | éCU 0 EC?
CALPROTECTINA - + + +
= +
[32]| pxaNca -] - |+
ASCA B

llustracion 13. Valoracion de los autoanticuerpos en el diagndstico diferencial de la Ell.
En resumen, la determinacién de pxANCA y ASCA no dispone de un valor predictivo negativo

suficientemente elevado como para eliminar la necesidad de realizar otras pruebas diagndsticas,
como las exploraciones radioldgicas, endoscépicas e histoldgicas.
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En cuanto a la utilidad clinica en el seguimiento de la Ell, la mayoria de los estudios han
demostrado que la presencia de pxANCA o ASCA no guarda relacidn con la actividad de la CU o
de la EC, respectivamente; por tanto, se puede concluir que la determinacién de estos
marcadores seroldgicos no es Util para monitorizar la actividad de la Ell.

A nivel pronéstico, se ha de tener en cuenta que los portadores de los ASCA se asocian con
mayor riesgo de sufrir cirugia precoz por modalidades ileales o ileocdlicas y que en los nifios la
presencia mantenida de ASCA en EC es predictiva de mayor tasa de recidivas.

Por otra parte, en las Cl el uso de estos marcadores serolégicos podria aportarnos alguna
informacion relevante, no sélo desde el punto de vista diagndstico sino también terapéutico, por
lo que su cuantificacidn podria ser una opcidn adecuada en este contexto.

4.3 Informe de los autoanticuerpos de las enfermedades pancreaticas

o Los anticuerpos se informan de forma cualitativa y su presencia Unicamente es de
apoyo diagnostico.

o La presencia de ACA Il y anti-AMY-2A sin hiper-IlgG4 muestra mejor prondstico que la
presencia de estos anticuerpos con hiper-IlgG4 mantenida en el tiempo, que parece
predecir un mayor riesgo de cancer de pancreas sobre una PAI.

o Los anti-AMY-2A ayudan al diagnéstico diferencial de la PAI (en donde la prevalencia es
del 100%) con la pancreatitis crénica alcohdlica y el cancer pancredatico (con
prevalencias de 0%).

Sin embargo, la positividad de los anti-AMY-2A es un mal prondstico por indicar un alto
riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo | fulminante.

o Los autoanticuerpos no predicen brotes de la enfermedad, por lo que no se
recomienda su utilizacidn para hacer seguimiento.

Para una valoracién correcta del informe seroldgico en la PAI, puede servir de ayuda la forma
con la que esta enfermedad se suele manifestar biolégicamente. Tabla 15.

SEROLOGIA | PRESENCIA EN LA PAI
Presencia de autoanticuerpos

Japoneses | Europeos
ACA Il 12,5% 59%
ALA 20,8% 76%
Anti-AMY-2A 100%
ANA 75%
FR 25%
Aumento de y-globulinas o 1gG sérica
y-globulinas (> 2 g/dl) 59-76%
IgG (> 1.800 mg/dl) 53-71%
IgG4 (> 135 mg/dl) 77-92%

Tabla 15. Presencia de los marcadores seroldgicos en la PAI
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Los hallazgos de laboratorio (IgG4 y autoanticuerpos) pueden apoyar el diagnédstico, aun-que la
confirmacion definitiva de la PAIl es histoldgica. El resultado de los autoanticuerpos presentes en
los pacientes con sospecha de PAI no es concluyente en el diagndstico puesto que ninguno de
ellos presenta una sensibilidad ni especificidad significativas para esta enfermedad. A pesar de
que la 1gG4 es altamente sensible (95%) y especifica (97%), el diagndstico podria confirmarse
aunque sus valores fuesen normales, siempre que se cumpla alguin criterio de imagen mas otro
anatomopatoldgico o terapéutico.

4.4 Informe de los autoanticuerpos de las enfermedades
gastrointestinales

4.4.1. Enfermedad celiaca

El laboratorio debe informar el valor numérico de los anticuerpos, especificar qué tipo de
inmunoglobulina se estd midiendo y el valor considerado como el limite alto de la normalidad
para el rango de edad del paciente.

La determinacion de los anticuerpos de la CQ es importante para:

o Identificar aquellos pacientes para los cuales la biopsia es necesaria.

o Realizar el seguimiento de pacientes de riesgo (enfermedades asociadas y familiares de
primer grado).

o Controlar la adherencia a la dieta.
o Facilitar el diagnostico diferencial.
o Realizar estudios epidemioldgicos de la enfermedad.

1. Una vez que se tienen los resultados inmunoldgicos para el diagndstico de la CQ, se han de
valorar en funcién de la clinica del paciente.

o Si existe una alta sospecha de CQ por presentar sindrome de mala absorcidn, nuestro
grupo propone un algoritmo de interpretacion de la analitica basado en Laboratorios
Arup y en ESPGHAN (llustracion 14), ambos revisados en Enero de 2012. La biopsia tan
so6lo seria necesaria en aquellos casos en los que los niveles de ATGt-IgA fuesen
intermedios y existiese discordancia entre el HLA y los anticuerpos APGD-IgA y/o AAE.

Es interesante resefar la alta capacidad discriminante que tiene la determinacién
combinada de los dos isotipos (IgG e IgA) de los anticuerpos ATGt y APGD, realizados
bien de forma simultdanea mediante los nuevos ensayos multiplex o individualmente
mediante ELISA o similares. Tabla 16.
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llustracion 14. Valoracion de los autoanticuerpos en el diagndstico de la enfermedad celiaca en
los pacientes con sindrome de mala absorcion.

AUTOANTICUERPOS SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD VPP VPN
APGD-IgA 98.3% 93.8% 92.2% | 98.7%
APGD-IgG 96.7% 100% 100% 97.6%
APGD: IgA+IgG 98.3% 98.8% 98.3% | 79.6%
ATGt-IgA 95.0% 97.5% 96.6% | 96.3%
APGD-IgA + ATGt 100% 97.5% 96.7% 100%
APGD-IgG + ATGt-IgA 100% 97.5% 96.7% 100%
APGD + ATGt: 100% 96.3% 95.2% 100%
IgA+IgG

Tabla 16. Valores predictivos positivos y negativos en funcion de las sensibilidades y
especificidades de los autoanticuerpos en la CQ.

o Por otra parte, cuando la clinica no es tan florida y aguda o simplemente inexistente,
los resultados de laboratorio se habrian de valorar de forma distinta, segun los criterios
de sumatoria de puntos propuestos por ESPGHAN en el primer capitulo.

Si el paciente no padece sindrome de mala absorcidn sino otros sintomas de CQ o bien
otras enfermedades autoinmunes, y los niveles de AAE (+) y/o ATGt son inferiores a 10
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veces sus niveles normales, entonces seria imprescindible la biopsia para un
diagndstico definitivo de CQ. (Tabla 9).

2. En personas asintomaticas pero con sospecha de riesgo genético de padecer CQ, el primer
test de cribaje habria de ser el HLA, y si este resulta DQ2 o DQ8 positivo entonces se pasaria a los
siguientes eslabones del algoritmo: primero IgA, segundo ATGt y tercero AAE. Por ultimo, en
estos pacientes también seria imprescindible la realizacion de la biopsia para confirmar un
resultado diagndstico de CQ. (Tabla 9).

3. Una vez retirado el gluten de la dieta el proceso autoinmune (ATGt y AAE) tarda mas en
resolver que el humoral contra un antigeno exégeno (APGD). En pacientes con dieta libre de
gluten los APGD, puesto que son gluten dependientes, se negativizan antes que ATGt y AAE, por
lo cual pueden ser mas utiles en el seguimiento para monitorizar la adherencia a la dieta y
predecir la exposicidn inadvertida al gluten.

4. Los ATGt-IgA, por su elevada sensibilidad y determinacién mediante ELISA o similar, se
consideran los anticuerpos de eleccidn en el despistaje de la CQ. Las concentraciones elevadas
de estos anticuerpos, sobre todo si exceden 10 veces el valor normal, son altamente predictivos
de atrofia vellositaria. Tras la dieta sin gluten estos anticuerpos siguen una dindmica similar a la
de los AAE y, al igual que estos, no detectan las trasgresiones ocasionales de la dieta.

Las ventajas de buscar ATGt versus anticuerpos AAE tienen que ver con la metodologia para
determinarlos, ya que los primeros se realizan a partir de inmunoanalisis tipo sandwich
automatizados frente a los segundos que utilizan métodos de IFI menos sensibles y menos
funcionales. La ventaja que presenta este tipo de marcador frente a los AGA es que tiene mayor
especificidad y alta sensibilidad.

En pacientes de alto riesgo para enfermedad celiaca, la aparicion de los APDG-IgG puede
preceder a la de la ATGt. En pacientes menores de 2 afos con signos de enteropatia crénica y
valores normales de los marcadores cldsicos para CQ, ésta puede predecirse por los niveles
elevados de APGD. (Tabla 16).

5. Los test rapidos de IC estan restringidos al ambito epidemioldgico del estudio de la CQ. Hay
que tener en cuenta que si los ATGt (IgG + IgA) resultan positivos deben ser siempre confirmados
con las determinaciones en suero de ATGt, APGD (ELISA o similar) o AAE (IFl).

4.4.2. Anemia perniciosa

La utilidad clinica de los anticuerpos AFl y ACP es la de revelar si existe un origen autoinmune en
la anemia megaloblastica que padece el paciente, contribuyendo de forma determinante en el
diagnéstico seroldgico de la anemia perniciosa. llustracion 15.

La positividad de los AFl o ACP en los pacientes con déficit de vitamina B12, severo o moderado
(confirmado con elevacion de AMM), es diagndstico de anemia perniciosa. En caso de que los
autoanticuerpos sean negativos, se ha de recurrir a la determinacién de la Gastrina, que permite
de forma indirecta el diagndstico de la anemia perniciosa.
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NO A. PERNICIOSA ANEMIA PERNICIOSA
__Vit-B12 | >400 | 400- | 400- | 400- | 400- | 400- | <100 | <100 | <100
L1 pg/mi 100 | 100 | 100 | 100 | 100
E;'? AMM <4 | 2a | 24 | 2a | 2a
gl f1
L:E'-J AFI ] + } - } - +
- + - - +
<100 =100 | >100
llustracion 15.
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Las enfermedades autoinmunes digestivas son un
grupo de patologias de gran importancia, para
numerosos especialistas, por sus manifestaciones
clinicas y complicaciones durante la evolucién, y en
ocasiones plantean dificultad diagndéstica vy
terapéutica.

El objetivo de este manual es actualizar Ilos
conocimientos clinicos, analiticos y técnicos, con el
fin dltimo de ayudar al diagnéstico, pronéstico y
seguimiento de las enfermedades autoinmunes
digestivas por parte del laboratorio de Analisis
Clinicos, especialmente desde el area de
Autoinmunidad, dentro de Inmunologia.

Va dirigido al personal en formacién vy a
profesionales del ambito sanitario, principalmente
del laboratorio (técnicos y analistas) pero también a
los clinicos prescriptores (pediatria, digestivo,
dermatologia...). Recorre por tanto las areas
asistenciales (atencién primaria y especialista),
toma de muestras y areas del laboratorio de
soporte general (recepcidn, distribucién y
preparacién de las muestras), automatizacién,
nuevas tecnologias y areas de conocimiento.

seience
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