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Resumen

Antecedentes. Existe una fuerte asociacion entre la enfer-
medad celiaca (EC) y ciertos genes del complejo principal de
histocompatibilidad (HLA). Los alelos relacionados especi-
ficamente con EC son los que codifican para el heterodimero
HLA-DQ2 y en menor medida para el HLA-DQS. Obje-
tivo. El objetivo de este estudio fue evaluar la frecuencia de
los alelos HLA-DQBI*y HLA-DRBI*, los haplotipos, y los
genotipos, en pacientes con diagndstico de EC y poblacién
control del Chaco, a fin de establecer su distribucion y com-
pararla con lo observado en otras poblaciones. Métodos. A
139 pacientes con diagndstico de EC y a 119 controles sanos
se les realizé la tipificacion para HLA-DQ y HLA-DR, uti-
lizando PCR con amplificacion genérica de ambos locus e
hibridacién reversa con oligonucledtidos secuencia especifica
(INNO-LiPA ylo Dynal). Resultados. Comparando los pa-
cientes con EC vs los controles, los alelos HLA-DQBI*0201
(P = 0,0002), DQBI*0202 (P = 0,0046), DQBI*0302
(P = 0,0006), DRBI*03 (P = 0,0002), DRBI*04 (P =
0,0199) y DRBI*07 (P = 0,0062) estuvieron significativa-
mente aumentados, mientras que se observé una disminu-
cion en la frecuencia de los alelos HLA-DQBI*0301 (P =
0,0006), HLA-DQBI*0303 (P = 0,0070), DQBI*0501
(P = 0,0023), DQBI*0604 (P = 0,0140), DRB1*01 (P =
0,0023), DRBI*08 (P = 0,0165), DRBI*09 (P = 0,0362)
y DRBI*16 (P = 0,0228). Dentro de los genotipos DQBI*
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asociados a EC, el 65,4% de los pacientes presentaron
DQBI*02 en desequilibrio de ligamiento con DRBI*03
o DRBI*07 (DQ2) y 43,2 % presentaron DQBI*0302
en desequilibrio de ligamiento con DRBI*04 (DQ8). De
éstos, 15,2% compartieron ambos genotipos (DQBI*02/
DQBI*0302). Conclusiones. Seiialamos la elevada fre-
cuencia del genotipo DQS8 asociado a EC. Si bien el DQ2
sigue siendo el mds frecuente, esto puede atribuirse a la in-
[fluencia amerindia en nuestra poblacién.

Palabras claves. Enfermedad celiaca, HLA clase I, DQ2,
DQ8, poblacién amerindia.

High frequency of DQ8 in the celiac
population of Chaco province, Argentina

Summary

Background. There is a strong association between celiac
disease (CD) and certain genes of the major histocompatibi-
lity complex (HLA). The CD specifically related alleles are
those coding for HLA-DQ2 heterodimer and to a lesser de-
gree for HLA-DQ8. Objectve. The aim of this study was to
evaluate the frequency of HLA-DQBI* and HLA-DRBI*
alleles, haplotypes, and genotypes in patients diagnosed with
CD and in control population of Chaco, in order to esta-
blish its distribution and compare it with that observed in
other populations. Methods. A total of 139 samples from
patients diagnosed with CD and 119 healthy controls were
typed for HLA-DQ and HLA-DR, using PCR and reverse
hybridization (INNO-LiPA or Dynal). Results. Compa-
ring patients with CD vs. controls, the DQBI*0201 (P =
0.0002), DQBI*0202 (P = 0.0046), DQBI*0302 (P =
0.0006), DRBI1*03 (P = 0.0002), DRB1*04 (P = 0.0199)
and DRBI*07 (P = 0.0062) were significantly increased,
while a decrease was observed in HLA-DQBI*0301 (P =
0.0006), HLA-DQBI*0303 (P = 0.0070), DQBI*0501
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(P = 0.0023), DQBI*0604 (P = 0.0140) DRBI*0I (P =
0.0023), DRBI*08 (P = 0.0165), DRBI*09 (P = 0.0362)
and DRBI*16 (P = 0.0228). Within DQBI* genotypes as-
sociated with EC, 65.4% of patients had the DQBI*02 in
linkage disequilibrium with DRBI*03 or DRBI1*07 (DQ2),
and 43.2% presented genotype DQBI*0302 in linkage di-
sequilibrium with DRBI*04 (DQS). Both genotypes were
shared by 15.2% of them. Conclusions. We point out the
high frequency of DQ8 associated with CD. Although the
DQ?2 is still the most common, this finding could be attribu-
ted to the Amerindian influence in our population.

Key words. Celiac disease, HLA class II, DQ2 and DQS8,
Amerindian population.

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia créni-
ca del intestino delgado, mediada inmunolégicamente,
que se precipita a través de la exposicién al gluten de la
dieta en individuos genéticamente predispuestos.' Estu-
dios genéticos revelaron una fuerte influencia del anti-
geno leucocitario humano (HLA) de clase II en la EC.
La molécula HLA-DQ estd constituida por un hetero-
dimero, formado por las cadenas oy 8 que estdn codifi-
cadas por los genes HLA-DQA1 y HLA-DQBI, respec-
tivamente. Los alelos relacionados especificamente con
EC son los que conforman el heterodimero HLA-DQ2
(DQAT*0501-DQBI1%0201; DQAI1*0201-DQB1*0202)
y en menor medida el heterodimero HLA-DQ8
(DQA1*0301-DQB1*0302).? La ausencia de HLA-DQ2
o HLA-DQ8 predice negativamente el desarrollo de la
enfermedad. Sin embargo, muchos pacientes que tienen
estas moléculas no la desarrollan, por lo que su presencia
es necesaria pero no suficiente.’

La molécula HLA-DQ2 puede estar codificada por la
combinacién de los alelos DQA1*0501 con DQBI1*0201
o DQBI1*0202, llamada “molécula DQ2.5” o por los
alelos DQA1*0201 y DQB1*0202, conocida como "mo-
lécula DQ2.2".4> Los locus HLA se heredan en bloque
y se ha observado un fuerte desequilibrio de ligamiento
entre los locus HLA-DQ y DR. El DQB1*0201 se asocia
fuertemente a DRB1*03, DQB1*0202 a DRB1*07 y el
DQBI1*0302 a DRB1*04. Se le atribuye al HLA un 35%
del riesgo genético y al conjunto de genes no HLA una
contribucién de aproximadamente un 65%.°

El objetivo de este estudio fue evaluar la frecuencia de
los alelos HLA-DQBI1* y HLA-DRBI*, los haplotipos,
y los genotipos resultantes de sus combinaciones, en pa-
cientes con diagndstico de EC y en una poblacién control

del Chaco, a fin de establecer su distribucién y comparar-
la con lo observado en otras poblaciones.

Métodos

Se estudiaron 139 pacientes adultos con diagnéstico
de EC que fueron evaluados en el Servicio de Gastroen-
terologfa del Hospital Dr Julio C Perrando y 119 con-
troles sanos. El protocolo de investigacién fue aprobado
por el Comité de Etica del Departamento de Docencia e
Investigacién del Hospital, respetando la declaracién de
Helsinki. En todo momento se garantizé la confiabilidad
de los datos de los pacientes.

Pacientes y controles pertenecfan a una poblacién
constituida por segunda y tercera generacién de argenti-
nos, que surge de una combinacién entre descendientes
de caucdsicos europeos nacidos en América del Sur, mez-
clada con nativos sudamericanos (guaranies y tobas). Los
pacientes estudiados tenfan diagndstico previo de EC se-
gun los criterios de la European Society for Paediatric Gas-
troenterology, Hepatology and Nutrition (ESPGHAN).
Todos presentaron serologia positiva para anticuerpos an-
titransglutaminasa tisular isotipo IgA y antiendomisio de
mono isotipo IgA, con valores de IgA normales y biopsia
intestinal grado 3 (A, B o C) segin la clasificacién de
Marsh-Oberhiiber.

Se realiz6 la extraccién de ADN utilizando un equi-
po comercial y la tipificacién de los locus DQ y DR del
HLA Clase II usando amplificacién genérica por PCR e
hibridacién reversa (INNOLIPA y/o Dynal), analizadas
con el software suministrado por el fabricante de acuerdo
a la nomenclatura del comit¢ WHO vy a la base de datos
del IMGT/HLA (wwuw.tissue-typing.com).

Anilisis estadistico. Para evaluar la probable asocia-
cién entre HLA y EC, se determiné el valor de odds ratio
(OR). La significacién estadistica se evalu6 con un zest de
%’ considerdndose estadisticamente significativo un valor
de P<0,05. Para el cilculo de Pse utilizé la correccién de
Yates o el zest de Fisher exacto a dos colas cuando el nd-
mero de observaciones en una categoria fue menor de 5.

Resultados

Se estudiaron un total de 258 individuos, 139 pacien-
tes con ECy 119 controles que fueron tipificados para los
diferentes alelos de los loci HLA-DQB1* y DRB1*.

De los pacientes con EC, 26 eran hombres (19%) y
113 mujeres (81%), de edades comprendidas entre 17 y
68 afios (media 39 afos). En el grupo control, conforma-
do por individuos adultos sanos sin enfermedades aso-
ciadas, 62 eran hombres (52%) y 57 mujeres (48%), con
una edad media de 38 afos.
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Distribucién de los alelos del locus DQB1* y DRB1*

En la Tabla 1 se muestra la frecuencia en porcentaje
de los alelos del locus DQB1* en pacientes celiacos y en
controles. En los pacientes, con respecto a los controles,
se observa un aumento altamente significativo de la fre-
cuencia de los alelos HLA-DQB1*0201 (2 = 0,0002),
DQB1*0202 (2= 0,0046), y DQB1*0302 (2= 0,0006)
y una disminucién de la frecuencia de los alelos HLA-
DQB1*0301 (2 = 0,0006), DQB1*0303 (2 = 0,0070),
DQB1*0501 (2= 0,0023) y DQB1*0604 (2= 0,0140).

En la Tabla 1 se muestra la frecuencia en porcenta-
je de los alelos del locus DRB1* en pacientes celiacos y
en controles. En los pacientes, con respecto a los con-
troles, se observa un aumento de la frecuencia de los ale-
los DRB1*03 (2 = 0,0002), DRB1*04 (P = 0,0199) y
DRB1*07 (P = 0,0062) y una disminucién de los ale-
los DRB1*01 (2 = 0,0023), DRB1*09 (” = 0,0362) y
DRB1*16 (P = 0,0228).

Tabla 1. Frecuencia en porcentajes de los alelos de los loci DQBI*
y DRBI * en pacientes con enfermedad celiaca y en controles.

EC Controles Andlisis estadistico
DQB1*  N=139 FA% N=119 FA% OR P
201 54 19,42 18 7,56 2,95 0,0002
202 51 18,34 22 9,24 2,21 0,0046
301 30 10,79 53 22,27 0,42 0,0006
302 71 25,54 31 13,03 2,29 0,0006
303 6 2,16 18 7,56 0,27 0,0070
304 3 1,07 5 2,1 0,51 ns
306 2 0,72 0 0 indefinido ns
307 1 0,36 0 0 indefinido ns
309 1 0,36 0 0 indefinido ns
313 1 0,36 2 0,85 0,43 ns
314 1 0,36 0 0 indefinido ns
402 6 2,16 1 4,63 0,46 ns
501 8 2,88 23 9,66 0,28 0.0023
502 5 1,8 6 2,52 0,71 ns
503 5 1,8 6 2,52 0,71 ns
601 0 0 1 0,42 0 ns
602 14 5,04 21 8,82 0,55 ns
603 14 5,04 13 5,46 0,92 ns
604 1 0,36 8 3,36 0,1 0.0140
607 1 0,36 0 0 indefinido ns
609 1 0,36 0 0 indefinido ns
630 2 0,72 0 0 indefinido ns
DRB1*
1 8 2,88 23 9,66 0,28 0.0023
3 54 19,42 18 7,56 2,95 0.0002
4 74 26,62 42 17,65 1,69 0.0199
7 56 20,14 26 10,92 2,06 0.0062
8 8 2,88 19 7,98 0,34 0.0165
9 2 0,72 9 3,78 0,33 0.0362
10 0 0 3 1,26 0 ns
11/13/14 55 19,78 59 24,8 0,87 ns
15 14 5,04 22 9,24 0,52 ns
16 7 2,52 17 7,15 0,53 0.0228

EC: enfermedad celiaca, N: nimero de individuos analizados en cada grupo,
FA: frecuencia alélica expresada en porcentaje, OR: odds ratio, ns: no significativo.
P con correccidn de Yates o Fisher exacto a dos colas.

Distribucion de haplotipos HLA-DQB1*-DRB1*
presentes en pacientes y controles

EnlaTabla 2 se muestra la frecuencia de las asociaciones
mis significativas de los alelos DQB1* y DRB1*, halldn-
dose que HLA-DQB1*0201-DRB1*03, DQB1*0202-
DRB1*07 y DQB1*0302-DRB1*04 se encuentran
significativamente aumentados en la EC con respecto a
controles y las asociaciones DQB1*0303-DRB1*09 y
DQB1*0501-DRB1*01 significativamente disminuidas.

Tabla 2. Frecuencia en porcentajes de los haplotipos DQBI*-
DRBI* en pacientes con enfermedad celiaca y en controles.

DQB1*-DRB1* EC Controles Andlisis estadistico
N % N % OR P
0201-03 54 19,42 15 6,3 3,58 0,00002
0202-07 51 18,35 19 7,98 2,59 0,001
0302-04 71 2554 26 10,92 2,80 0,00004
0301-11/13/14 26 9,35 32 13,45 0,66 0,18
0303-09 2 0,72 9 3,78 0,18 0,04
0501-01 8 2,88 21 8,83 0,31 0,01
Otros 66 23,74 116 48,74 0,33  0,0000000

EC: enfermedad celiaca, N: nimero de haplotipos en pacientes con EC y controles,
OR: odds ratio.
P con correccion de Yates o Fisher exacto a dos colas.

Distribucion de los genotipos presentes en
pacientes y controles

En la Tabla 3 analizamos los haplotipos HLA-
DQB1*-DRB1* en pacientes y controles a fin de ob-
tener datos de los genotipos completos. Observamos
que se encontraban aumentadas con respecto a los con-
troles las combinaciones de haplotipos DQB1*0201-
DRB1*03/ DQB1*0202-DRB1*07 (6,47%; OR =
8,17; P=0,0227), DQB1*0201-DRB1*03/ X (20,86%;
OR = 3,66; P = 0,0023); DQB1*0202-DRB1*07/
DQB1*0301-DRB1*11/13/14 (9,35%; OR = 3,99;
P = 0,0440), y DQB1*0302-DRB1*04/DQB1*0302-
DRB1*04 (6,47%; OR = 8,17; P = 0,0227).

De los 139 pacientes con EC, 9 (6,5%) tenian alelos dis-
tintos de DQB1*0201, DQB1*0202 y DQB1*0302, en los
cuales se hallaron los siguientes genotipos: DQB1*0303/0402;
DQB1*0301/0301; DQB1*0402/0602; DQB1*0602/0630;
DQB1%0503/0301; DQB1*0501/0602; DQB1%0502/0603;
DQB1*0503/0602 y DQB1%0303/DQB1*0402.

Discusion
En este estudio analizamos la distribucién de alelos

HLA-DQB1* y HLA-DRB1* en pacientes con EC y con-
troles a modo de establecer si existen o no diferencias im-
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Tabla 3. Distribucién de genotipos DQBI*-DRBI* en pacientes con enfer-

medad celiaca y controles.

15,1% presentaban el genotipo DQ2/DQ8
(DQB1*02/DQB1*0302). En poblacién

Genotipos EC Controles Andlisis estadistico normal también se encuentran presentes
DQB1"-DRBT/DOBI™-DRBT™ N % N % OR P estas combinaciones en 18,5% para DQ2,
0201-03/0201-03 3 216 0 000 Indefinido s 16,8% para DQ8 y 7,6% para la combi-
0202-07/0202-07 2 144 1 0,84 1,72 ns nacién de ambos. Nuestros resultados di-
0201-03/0202-07 9 6,47 1 0,84 8,17 0.0227
0201-03/0302-04 1 701 6 504 162 - fieren .n,otablemente con lo‘hallado en la
0202-07/0302-04 10 719 3 252 3,00 ns poblacién europea, donde diferentes auto-
0302-04/0302-04 9 647 1 0,84 817 09227 res reportan una frecuencia aproximada del
0201-03/X 29 20,86 8 6,72 3,66 0,0023 o | 0 0
0202-07/0301-11/13/14 13 9,35 3 252 399 00440 90% para DQ2 en EC y solo 5% a 10% de
0202-07/X 139,35 9 756 1,26 ns DQ8. Asimismo, reportan que estos marca-
0302-04/X 31 22,30 19 15,97 1,51 ns d bi¢ , 1 bl
X 0 647 68 5714 005 00000000 ores también estdn presentes en la pobla-

EC: enfermedad celiaca, N: nimero de genotipos en pacientes con EC y controles, OR: odds ratio,

X: ausencia de DQ2 y/o DQ8.
P con correccion de Yates o Fisher exacto a dos colas.

portantes con lo observado en otras poblaciones. Encontra-
mos un aumento de los alelos DQB1*0201 y DQB1*0202
con una frecuencia para ambos de 37,76% y también
observamos un aumento del alelo DQB1*0302 con una
frecuencia de 25,54%. Con respecto a HLA-DR, observa-
mos un aumento en la frecuencia de los alelos DRB1*03;
DRB1*04; DRB1*07 y una disminucién de DRB1*01;
DRB1*08; DRB1*09 y DRB1*16. Estos hallazgos permi-
ten determinar que los alelos positivamente asociados con
EC son HLA-DQB1*0201,%0202,*0302 y DRB1*03,
DRB1*04 y DRB1*07, en concordancia con lo reportado
en la literatura.®*

Se encontraron disminuidos en la EC con respec-
to a los controles los alelos DQB1*0301, DQB1*0303,
DQB1*0501, DQB1*0604, DRB1*01, DRBI1*08;
DRB1*09 y DRB1*16. No tenemos certeza de que estos
alelos estén asociados a proteccion, si bien en un estudio
realizado en una poblacién de Brasil también se encontré
disminuido el alelo HLA-DQB1*06 en la EC.'

Debido al fuerte desequilibrio de ligamiento entre los
alelos HLA, se analizaron los haplotipos de los locus DQ
y DR (Tabla 2), encontrdndose con mayor frecuencia
el haplotipo DQB1*0302-DRB1*04 (25,1%), seguido
de DQB1*0201-DRB1*03 (19,42%) y DQB1*0202-
DRB1*07 (18,35%).

En las Tablas 3 y 4 mostramos la frecuencia de los
genotipos DQB1* que se encontraron asociados a la
enfermedad. Un 64,7% de los pacientes presentaron el
genotipo DQB1*02 (DQB1*02/02 y DQB1*02/X),
parte del heterodimero DQ2, en desequilibrio de liga-
miento con DRB1*03 o DRB1*07 y un 43,9% presen-
taron el genotipo DQB1*0302 (DQB1*0302/0302 y
DQB1*0302/X), parte del heterodimero DQ8, en des-
equilibrio de ligamiento con DRB1*04. De los mismos,
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cién general sin EC en un 20% a 30%.°"
% Es de destacar la elevada frecuencia de
DQ8 encontrada en nuestra poblacién, lo
cual se corresponde con lo reportado en el
continente americano. En los Estados Unidos se reporté
una mayor proporcién de HLA-DQ8 y una menor pro-
porcién de HLA-DQ2 asociado a EC con respecto a Eu-
ropa.**? Frecuencias similares a Estados Unidos se han
descrito en Asia,*® Cuba? y Brasil.?

Tabla 4. Genotipos mds frecuentes en pacientes con enfermedad
celtaca y controles.

Genotipos DQ EC (139) CN (119) Andlisis estadistico
N (%) N (%) OR P
DQ2! 69 (49.6) 22 (18.5) 4.35 0,0000004
D82 40 (28.8) 20 (16.8) 204  0.0339
DQ?y DQ83 21 (15.1) 9(7.6) 2.18 0.0911
X/X 9(6.5) 68 (57.1) 0.05  0,000000

1 Homocigotas y heterocigotas para HLA-DQB1*0201 y/o *0202
2 Homocigotas y heterocigotas para HLA-DQB1*0302
3 HLA-DQB1*0201/+0202 con HLA-DQB1*0302

EC: enfermedad celiaca, CN: controles, X: ausencia de DQ2 y/o DQ8, OR: odds ratio.
P con correccion de Yates o Fisher exacto a dos colas.

Nuestros hallazgos difieren considerablemente con los
de Palavicino y col” y Herrera y col,” quienes reportan
en poblacién caucdsica Argentina un 95% de DQw2 en
EC. En cambio, nuestra frecuencia de DQ8 se acerca mds
a lo publicado en la poblacién chilena.*’

En general, los datos de otros paises indican que la pre-
sencia del heterodimero DQ2 con el alelo DQB1*0201
en heterocigosis estd presente en la mayorfa de los pa-
cientes y que la homocigosis de este alelo potencia la
susceptibilidad a la EC.*** En nuestros hallazgos la ho-
mocigosis para DQB1*0201 o el DQB1*0202 fueron no
significativos, mientras que sf lo fue para heterocigosis del
DQB1%0201/0202 (P = 0,0227) y DQB1*0201/X (P =

0,0023). Por otro lado, la presencia de homocigosis para
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DQB1*0302 (P = 0,0227) hallada en forma significati-
va refuerza la importancia de DQ8 en nuestra poblacién.
Los valores significativos en heterocigosis DQB1*0201
nos permite inferir que la sola presencia de un haplotipo
serfa un factor de susceptibilidad a la enfermedad, aunque
hoy numerosos autores hablan de la combinacién de ha-
plotipos asociados con mayor riesgo.

El genotipo DQB1*0202-DRB1*07/DQB1*0301-
DRB1*11/13/14 tuvo una frecuencia de 9,35% en
EC, comparado con un 2,52% en el grupo control
(P = 0,044). Sin embargo, el haplotipo DQB1*0202-
DRB1*07 en combinacién con otro haplotipo no de
riesgo (DQB1*202/X) no se asocié en forma significativa
con EC. El haplotipo DQB1*0301-DRB1*11/13/14 no
presenta por s{ mismo asociacién estadisticamente signi-
ficativa con la EC, pero si cuando se asocia al haplotipo
DQB1*0202-DRB1*07 (P = 0,045). Esto también ha
sido reportado por Ludvigsson y col' y se atribuye a que
el haplotipo DQB1*0301-DRB1*11/13/14 contiene al
alelo DQA1*05, que forma con el alelo DQB1*0202 en
trans, la molécula de riesgo DQ 2,5. Notablemente, a ni-
vel de frecuencia alélica, el alelo DQB1*0301 se encuen-
tra disminuido en EC (£ = 0,0000).

Cabe destacar que un pequefio 6,5% de los pacientes
EC no presentaron genotipos implicados en susceptibili-
dad, por lo que el aporte del estudio genético deberia ser
evaluado en el contexto clinico y no regirse estrictamente
por el algoritmo de diagnéstico.®” También queremos re-
marcar que hemos encontrado en nuestra poblacién los
mismos genotipos asociados a EC ya reportados alrededor
del mundo. Atn cuando el DQ2 sigue siendo el alelo mds
frecuente, el alelo DQ8 estd presente en mayor propor-
cién que en otras poblaciones como la europea, donde
encuentran muy alta frecuencia del genotipo DQ2. Asi es
que nuestros valores se asemejan mds a los reportados en
la poblacién chilena. Esto probablemente se deba a nues-
tra influencia amerindia.
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