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RESUMEN

La enfermedad celiaca (EC) es una alteración inflamatoria crónica en la mucosa del

intestino delgado, secundaria a la ingesta de la fracción proteica del gluten, que se

encuentra en el trigo y otros granos; en individuos genéticamente predispuestos. El

diagnóstico de EC se apoya en los cambios histológicos de la mucosa intestinal, así como

en el incremento de marcadores seralógicos dirigidos contra distintos antígenos, como la

gliadina, el endomisio y la tTG, sin embargo no siempre son caracteristicos , por lo que el

diagnóstico se dificulta. Observaciones anteriores realizadas mediante Citometria de Flujo

muestran que la EC se acompaña de la elevación de linfocitos intraepiteliales (L1E) en la

mucosa intestinal con predominancia de L1E TcRy8+, además de una disminución del

fenotipo C03"/C07+ por lo que la investigación de estas subpoblaciones apoya el

diagnóstico de la patología intestinal.

En los resultados se muestra que la población de estudio estaba conformada por dos

enfermedades EC y Sobrepoblación bacteriana (SBP) con características clínicas

similares. Todos los sujetos de estudio presentaban un proceso inflamatorio en la mucosa

duodenal evidenciado por la técnica de histoquímica. La determinación de anticuerpos IgA

anti-tTG fue positiva sólo para el grupo de EC. En la determinación de L1E totales y del

fenotipo C03-/C07+, no existió diferencia significativa en ninguno de los grupos con

respecto al control. El porcentaje de los L1E TcRy8+ fue significativamente mayor en los

grupos de EC y SPB con respecto al control, no así entre ellos.

Este trabajo contribuyó en la investigación hacia nuevas alternativas en el diagnóstico de

EC. Además no sólo se observó el comportamiento linfocitarío en esta enfermedad, sino

también en SPB, que tiene características clínicas e histológicas similares. Sin embargo,

la función de los L1E y de sus diferentes subpoblaciones aún es incierta, y el diagnóstico

de EC sigue siendo difícil de establecer.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad celíaca (EC) es una alteración inflamatoria crónica en la mucosa

del intestino delgado proximal, que se desarrolla posterior a la ingesta de la

fracción proteica del gluten, de las proteínas análogas del centeno, de la cebada, y

de la avena en individuos genéticamente predispuestos. Existen otros factores que

pueden contribuir al desarrollo de EC como el amamantamiento, si el niño aún

esta siendo amamantado cuando inicia su consumo de gluten se disminuye el

riesgo a desarrollar EC1
, así como también, el tiempo de inicio en el consumo de

gluten, las infecciones virales y el cigarro.

1.1 Epidemiología

Con base en estudios serológicos se ha establecido que la EC es una de las

patologías con base genética más común, con una prevalencia de 1 en 2662 y las

poblaciones con mayor número de casos se encuentran en el norte de Europa,

existiendo reportes de una prevalencia similar en Estados Unidos, Sudamérica,

Norte de Africa, Irán e India. En México aún no se ha desarrollado un estudio

epidemiológico de esta enfermedad en la población general.

La frecuente ocurrencia intrafamiliar con la que se presenta la EC hizo pensar en

una fuerte asociación con los genes del complejo principal de histocompatibilidad

humano (HLA) comportándose estos como verdaderos marcadores de

susceptibilidad genética a la enfermedad, ya que la mayoría de los pacientes

celiacos expresan las moléculas HLA-OQ2 (90%) o HLA-OQ8 «10%)3. Aunque

estas moléculas están fuertemente asociadas a la EC no son suficientes pará

desarrollar la enfermedad, observándose otras regiones cromosomales

comprometidas como el brazo largo del cromosoma 5 y el brazo largo del

cromosoma 114
.



1.2 Manifestaciones clínicas

La principal manifestación c1inica de la EC, es la diarrea crónica, la cual puede

desencadenar el síndrome de absorción intestinal deficiente (SAlO). Este

síndrome se desarrolla debido a las lesiones que sufre la mucosa duodenal , tales

como: atrofia de las vellosidades, reducción del número de pliegues circulares,

fisuras y apariencia nodular. Las manifestaciones secundarias al SAlO se conocen

como síntomas no gastrointestinales (Tabla 1)3.

Tabla 1 Manifestaciones clínicas de la EC no-gastrointestinales.

Niños Adultos
Corta estatura Dermatitis herpetiforme

Anemia Anemia

Síntomas neurológicos Reducción de la densidad ósea

Infertilidad

Síndrome del intestino irritable

Dispepsia

Reflujo esofageal

Sintomas neurológicos

Enfermedades autoinmunes

Los hallazgos serológicos , genéticos e histológicos han permitido la identificación

de varios tipos de ECs:

EC sintomática o clásica: con atrofia vellosa, síntomas de absorción deficiente

y reconstitución de la mucosa al retirar el gluten de la dieta.

EC asintomática o silenciosa: mucosa intestinal normal, ausencia de síntomas

gastrointestinales durante una dieta con gluten.
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Potencial o latente EC: presente en personas que nunca han tenido una

biopsia consistente con EC, pero que presenta signos como anticuerpos anti

endomisio e infiltrado de linfocitos intraepiteliales (L1E), y tienen predisposición

genética por la presencia de HLA-D02 o 008.

La falta de un diagnóstico y el tratamiento inadecuado pueden conducir al

deterioro del paciente e incluso a la muerte, atribuyéndose como causa principal el

desarrollo de enfermedades malignas como linfoma de células T, que se

manifiesta como una expansión anormal de linfocitos intraepiteliales, el cual no

responde de manera adecuada a la quimioterapia y es fatal a corto plazo",

1.3 Diagnóstico

El diagnóstico de EC se realiza al confirmar los cambios histológicos

característicos en biopsia de intestino delgado aunados a la presencia de datos

clínicos. Cabe hacer mención que tanto las alteraciones histológicas como las

clínicas se pueden confundir con otras patologías en donde esta implicado el

SAlO, por ejemplo el esprue tropical y la sobrepoblación bacteriana (SPB).

La Sociedad Europea de Gastroenterología, Hepatología y Nutrición Pediátrica

postuló el siguiente criterio de diagnóstico para EC6
,7. "Si los síntomas, tanto

típicos como atípicos sumados a las pruebas serológicas son sugerentes de EC,

se procede a la toma de biopsia de intestino. Finalmente si se tiene una respuesta

serológica y clínica favorable a una dieta libre de gluten, se considera suficiente

para confirmar el diagnóstico (Tabla 2)".
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Tabla 2 Criterio de diagnóstico propuesto por La Sociedad Europea de
Gastroenterología, Hepatología y Nutrición Pediátrlca".

1. Historia y presentación clínica compatible con EC

2. Exámenes serológicos compatibles con EC

3. Observaciones histológicos compatibles con EC

4. Respuesta clínica y serológica favorable a dieta libre de gluten

5. Sujeto mayor de 2 años

6. Exclusión de otras condiciones clínicas que se parecen a la EC

Diagnostico definitivo de enfermedad celíaca

Además de las formas clínicas sintomáticas, aunque de expresividad clínica

variable, en los últimos 10 años la disponibilidad de marcadores inmunológicos de

EC ha puesto en evidencia la existencia de una serie de formas ocultas de esta

enfermedad, lo cual dio lugar a la representación gráfica denominada "Iceberg

Celíaco" (Figura 1).

1.3.1 Pruebas diagnósticas

a) Serología

Actualmente en la práctica clínica se cuenta con cuatro pruebas serológicas que

se utilizan para evaluar a pacientes con sospecha de EC; monitorear la adherencia

y respuesta a la dieta libre de gluten, y estudiar a individuos asintomáticos para

confirmar la enfermedad . En la tabla 3 se enlistan las diferentes pruebas así como

su sensibilidad y especificidad?
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Figura 1 Iceberg celíaco de diagnóstico. Sólo una fracción de los enfermos
celíacos tiene manifestaciones clínicas compatibles.

Tabla 3 Sensibilidad y especificidad de las pruebas serológicas en la EC.

Prueba serológica Sensibilidad Especificidad

IgA anti-endomisio 85-98% 97-100%

IgA anti-transglutaminasa tisular 90-98% 94-97%

IgA anti-gliadina 75-90% 82-95%

IgG anti-gliadina 69-85% 73-90%

A pesar de que los ensayos que determinan la presencia de anticuerpos de la

clase IgA tienen alta sensibilidad y especificidad, pueden ocurrir falsos negativos
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en pacientes con deficiencia selectiva de este tipo de anticuerpos y en niños

menores de dos años . En estos casos se recurre a la búsqueda de anticuerpos

IgG.

Recientemente Dieterich y col." demostraron que la enzima transglutaminasa

tisular (tTG) sería el príncipal y probablemente úníco antígeno en la enfermedad

celiaca, que reconocido tanto por anticuerpos antí-transglutaminasa, como por los

anti-endomísío.

b) Histología

Actualmente la histología de la mucosa del intestino delgado es el estándar de oro

en el diagnóstico de EC, basado en la clasificación propuesta por Marsh para la

progresión de las lesiones en la mucosa intestinal" (Figura 2):

• Estado O(preinfiltrativo): se caracteriza por mucosa norma l.

• Estado 1 (inñltrativo): mucosa normal, pero con incremento de L1E.

• Estado 2 (hiperplásico): además de la L1E, existe hiperplasia de las criptas con

disminución en la altura de las vellosidades intestinales.

• Estado 3 (destructivo): es la lesión clásica de la EC, se caracteriza por atrofia

parcíal o sub-total de vellosidades, con hiperplasia críptica y L1E.

• Estado 4 (hipoplásico): se considera como la etapa term inal de la enfermedad,

con atrofia completa de las vellosidades, incremento de apoptosis e hiperplasia

críptica

6



Preinfiltr8tiua
(Tipo O)

Infiltr8tiua
(Tipo 1)

Hiperplásica
(Tipo 2)

Oestructiua
(Tipo 3)

Hipoplásica
(Tipo 4)

Figura 2. Clasificación de Marsh de las lesiones intestinales en la EC7
•

c) Tipificación del HLA

Ya que más del 98% de los enfermos celiacos presentan el haplotipo HLA-DQ2 o

HLA-DQ8 del MHC clase 11 , la tipificación de estas moléculas parece ser una

herramienta útil en el diagnóstico de EC. Esta prueba tiene una alta sensibilidad

(90%-95%), sin embargo, aprox imadamente 30% de la población general, y una

gran proporción de los sujetos considerados de alto riesgo para EC, también

presentan estos marcadores. Por esta razón la especificidad de esta prueba no es

la ideal 10.

1.4 Patogénesis

a) Gluten

Para comprender la patogénesis de la enfermedad celiaca es necesario conocer

caracteristicas propias del gluten, que es una mezcla compleja de polipéptidos de

gliadina y glutenina. La gliadina es una molécula monomérica mientras que la

glutenina esta formada por grandes estructuras poliméricas. Basándose en su

secuencia de aminoácidos, la gliadina se divide en n-, y- y ro-gliadina (250-300
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residuos), mientras que las gluteninas se conforman de gluteninas de bajo (270

300 residuos) y alto (650-800 residuos) peso molecular. Normalmente las

proteínas del gluten son ricas en residuos de prolina y glutam ina.

b) 33-mer

Recientemente se han identificado varios epitopes presentes en la gliadina del

gluten. Estos epitopes, identificados en una a-gliadina, son reconocidos por los

linfocitos T de la mayoría de los pacientes celiacos adultos 11. Shan, en el 200212

realizó la digestión enzimática de una a-gliadina, simulando el proceso normal del

tubo digestivo y encontró un péptido denominado 33-mer . Este péptido resultó ser

resistente al tratamiento con proteasas del lumen intestinal y a enzimas de las

células epiteliales , debido a su alto conten ido de prolinas (13 de 33 residuos). El

33-mer contiene seis copias parcialmente superpuestas, de tres epítopes

reconocidos por linfocitos T restringidos a DQ2 (Figura 3), además resultó ser un

potente estimulador de linfocitos T, mayor que cualquier otro péptido de gluten

conocido. Debido a su alto contenido en prolina el péptido 33-mer toma una

conformación poliprolina helicoidal tipo 11 en solución ; ésta es una conformación

adoptada por péptidos que se unen a moléculas MHC clase 11 13
. Al caracterizar la

unión del péptido 33-mer a la molécula del MHC DQ2, y la presentación a células

T, el pH óptimo de unión a DQ2 fue de 6, es decir un pH cercano al pH de la

superficie celular. Además se ha demostrado que este péptido no requiere

procesamiento para su presentación a linfocitos T14
.

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF
',- L- =--t:..L..=....~.L.: - J i

\ / \ /

a-I

a-II

a-III

Figura 3: Péptido 33-mer mostrando los epitopes reconocidos por
linfocitos T restringidos14.
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e) Moléculas MHC HLA-OQ2 y HLA-OQ8

Las moléculas HLA son proteínas del complejo principal de histocompatibil idad (en

inglés MCH) expresadas sobre la superficie de células humanas . Tienen la función

de presentar antigenos para el reconocimiento por los linfocitos T. Existen tres

tipos de moléculas MHC: las moléculas MHC I y 11, participan en la presentación

del antígeno y las del MHC 111 forman parte del complemento . Las moléculas MHC

clase I unen péptidos derivados de proteinas citosólicas y son reconocidas por

linfocitos T C08+. Las moléculas MHC clase 11 están restringidas principalmente a

las células presentadoras de antígeno profesionales , unen péptidos derivados de

proteínas endocitadas, y son reconocidas por los linfocitos T C04+ 15.

Los primeros genes HLA en identificarse fueron HLA-A, HLA-B Y HLA-C.

Posteriormente se identificó una región adyacente a la ya caracterizada, y se le

nombró HLA-O. A las proteínas codificadas por este locus se les denominó HLA

OP, HLA-OQ y HLA-OR. Las moléculas HLA-A, -B Y -C corresponden al MHC

clase 1, mientras que las moléculas HLA-OP, Q y R pertenecen al MHC clase 11 15
•

La presencia de moléculas HLA-OQ2 y OQ8 puede ser un factor que confiere

susceptibilidad a la EC, debido a que son las responsables de la presentacíón de

los péptidos de gluten a las células T. Lo anterior se demostró en biopsias de

individuos celíacos que fueron expuestas in vitro con péptidos de gluten,

presentándose una activación de linfocitos T C04+ de lámina propria. Y estos

linfocitos invariablemente reconocieron péptidos de gluten presentados sólo por

las moléculas OQ2 y OQ8.

Los motivos de unión al péptido de OQ2 y OQ8 predicen una preferencia por

cargas negativas en las posiciones de anclaje. OQ2 tiene preferencia por las

posiciones P4, P6 Y P7, mientras que OQ8 tienen preferencia por P1, P4 Y P9

(Figura 4).

9



Péptido de gluten

PI
Molécula HLA

Figura 4: Posiciones de unión a la molécula de HLA4
•

Los linfocitos T sólo reconocen péptidos de gliadina desamidados, reacción que es

llevada a cabo por la enzima transglutaminasa tisular.

d) Transglutaminasa tisular (tTG)

La transglutaminasa tisular es una enzima dependiente de calcio que es

responsable de las modificaciones postraduccionales de proteínas, por medio de

la transamidación o desamidación de glutaminas específicas. La reacción de

transamidación involucra a aminas primarias (como la Iisina), mientras que la

reacción de desamidación involucra agua (Figura 5).

Cuando la Iisina de otro polipéptido se une a la glutamina del péptido original, se

lleva a cabo la reacción de transamidación, la cual se favorece a pH 7.3. Sin

embargo algunas reacciones de desamidación también se pueden llevar a cabo.

Por otro lado, al disminuir el pH también disminuye la reacción de transamidación

y se favorece la reacción de desarnidación",

10



Transamidación

Glutamina

Desamidación

o
~

(CH24-C + H20

"NH2
Glutamina

Ácido Glutámico

Figura 5: Reacciones de transaminación y desamidación catalizadas por la
transglutaminasa tisular".

También el tipo de aminoácidos vecinos a la glutamina blanco puede influir sobre

la especificidad de la enzima (Tabla 4)4.

Tabla 4 Influencia de los aminoácidos cercanos al sitio de unión de

la tTG4
. Gln=Glutamina, Pro=Prolina, lIe=lsoleucina, Leu=Leucina,

Val=Valina, Phe=Fenilalanina, Tyr=Tirosina, Trp=Triptófano,

Thr=Treonina, Ser=Serina, Xaa=cualquier aminoácido

Secuencias con mayor Secuencias sin afinidad
afinidad hacia la tTG hacia la tTG

• Gln-Xaa-Pro • Gln-Pro
• Gln-Xaa-Pro-(lIe, Leu, • Gln-Gly
Val, Phe, Tyr, Trp, Thr, • Gln-Xaa-Xaa-Pro
Ser) • Gln-Xaa-Xaa-Gly

11



El nivel de expresión de tTG se incrementa durante la EC, cuando es expresada

por células epiteliales, de manera extracelular en la región subepiteliat' ", sobre la

superficie de macrófagos y monocitos16 después de activación, así como en

células dendríticas durante su maduración" .

1.4.1 Mecanismo

El gluten ingerido en la dieta es procesado por enzimas digestivas, algunos

fragmentos de gliadina son resistentes a esta digestión y pueden permanecer

intactos en el lumen intestinal, donde existen dos posibilidades: que los péptidos

intactos lleguen al epitelio, o que atraviesen esta barrera y alcancen la lámína

propria. Los péptidos de gliadina pueden llegar a la lámina propria por cambios en

la permebilidad ocasionados por daño en las uniones estrechas de las células16.

a) Lámina propria (Figura 6)

Los péptidos de gliadina resistentes a la digestión, son reconocidos por la tTG, la

cual lleva a cabo la reacción de desamidación. Residuos de glutamina específicos

son transformados a ácido glutámico, esta reacción le confiere cargas negativas al

péptido, lo que le permite una mayor afinidad de unión a D02 y D08.

En la lámina propria estos péptidos desamidados se anclan fácilmente a las

moléculas HLA-OD2 o HLA-D08, que se expresan en la superficie de las células

presentadoras de antígeno. En este compartimento existe una importante

concentración de linfocitos T CD4+, que en su mayoría, reconocen los péptídos de

gliadina presentados por D02 o D08, por medio de la unión con el receptor

TcRa13. Los linfocitos T CD4+ que reconocen al péptido, producen interferón y

(IFN-y), la citocina más importantemente producida durante la EC4
• La producción

de ésta citocina, además de activar a los macrófagos, estimula el cambio de

estructura de las células endoteliales, permitiendo el incremento del flujo
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sanguíneo, aumento de la permeabilidad vascular, e incrementando la migración

de leucocitos, fluido y proteína al sitio de lesión. Estos eventos desencadenan en

una respuesta inflamatoria y consecuente atrofia.

b) Epitelio (Figura 7)

Para la explicación de la permanencia de los péptidos deamidados de gliadina en

el epitelio, se ha postulado un modelo, en el que las células epiteliales en

presencia de los péptidos de gliadina, se alteran, secretan ínterleucína 15 (IL-15) Y

expresan una forma no clásica de moléculas MHC clase 1. A su vez IL-15 sobre

regula la expresión de receptores natural killer (NK), como NKG2D y CD94, sobre

los linfocitos intraepiteliales (L1E), los cuales reconocen moléculas no clásicas del

MHC clase \, esto permite la activación de L1E por medio de dos mecanismos: a)

la reducción del umbral de activación y el reconocimiento de auto-antígenos de

baja afinidad. b) la adquisición de actividad similar a NK3
. Por otro lado, los L1E

activados destruyen el epitelio por citólisis y secreción de IFN-y.
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Figura 7. Mecanismo de patogénesis en el epítello ''.

1.4.2 Linfocitos Intraepiteliales

El tejido linfoide asociado al intestino es uno de los principales participantes del

sistema inmune humano ya que está expuesto a un continuo reto antigénico. La

función de los L1E aún es desconocida, se postula que desempeñan una función

muy importante en el mantenimiento de la homeostasis intestinal, esto debido a

características como 19.

• Abundancia: Los L1E se encuentran en una relación 1:1O con respecto a las

células epiteliales. Si se observa que la superficie de absorción intestinal es de

aproximadamente 300 m2
, se puede comprender la importancia de este tejido

Iinfoide.
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• Situación: El intestino es el órgano que soporta una mayor carga antigénica en

el organismo y los L1E son los primeros en entrar en contacto con ella. A pesar

de esto, los antigenos de la dieta y los de la flora intestinal no originan una

respuesta inmune, esto es, tolerancia oral. Se piensa que los L1E pueden

participar en el mecanismo de ésta.

• Ontogenia: Gran parte de los L1E son CD8+. Actualmente se conoce que

algunos de estos linfocitos tienen maduración extratímica, y posiblemente esta

maduración se lleve a cabo in situ en el intestino. El repertorio antigénico

resultante y por lo tanto la capacidad de respuesta es diferente a la de los

linfocitos periféricos.

• Complejidad fenotípica: Existen diferentes tipos de L1E. La mayoría de los

linfocitos son CD8+ (>85%), mientras que < 10% son CD4+. De igual forma la

mayoría de los L1E presentan el receptor de linfocitos T al3 (TcRal3) y menos

del 10% presentan la molécula TcRy8. Eiras en 199820 identificó un grupo de

L1E con fenotipo sugerente de pertenecer a un linaje natural-killer (CD3-¡CD7+),

y que comprende aproximadamente un 42% de los L1E totales. Esta

complejidad fenotípica puede estar relacionada con el desempeño de

diferentes funciones.

a) Linfocitos intraepiteliales TcRy8

Los linfocitos intraepiteliales TcRy8 constituyen una minoría de los linfocitos T, por

lo que se les consideró por mucho tiempo un error evolutivo, y se les ignoró. Sin

embargo, actualmente se sabe que están presentes en gran proporción en

mucosas y en la epidermis, y que representan una población línfoide muy

particular con varias diferencias que los separan del resto de los linfocitos T. Una

de las características más importantes de estos linfocitos es su capacidad de

reconocer Iigandos no pepttdicos" , antígenos proteicos no procesados", y

superantígenos bacterianos. Además reconocen antígenos en un contexto dístinto

al de las moléculas de histocompatibilidad clásicas por ejemplo en el contexto de

CD1d, la cual es una molécula especializada en la presentación de antígenos
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lipídicos23
; o en el de las moléculas MICA-MICS24

. Se le han atribuido diferentes

funciones a los L1E TcRyo. Por un lado se les considera la primera línea de

defensa contra patógenos intestinales; por otro lado se considera que su principal

función es la de mantener la integridad del epitelio, por su capacidad de

reconocimiento de proteínas de choque térmico; por último se considera que su

función es la de contribuir a la homeostasis del epitelio. Últimamente se

incrementó el interés por éstos linfocitos debido a su posible participación en la

patogenia de varias enfermedades, y en caso especial en las enfermedades

autoinmunes.

b) Linfocitos intraepiteliales CD3-¡CD7+

Este fenotipo de linfocitos poco estudiado, se describió recíentemente'", Se cree

que este fenotipo es sugerente de actividad natural-killer (NK), aunque aún no se

ha comprobado en humanos, sin embargo, se ha observado que L1E de ratón

presentaron una actividad NK espont ánea'" , En otro intento por caracterizar la

actividad de esta subpoblación, se estudió la producción de citocinas como

respuesta a un mitógeno, y se descubrió que tienden a producir citocinas tipo Th1,

principalmente IFN-y y TNF_a25
• Existen varias hipótesis acerca de la actividad de

estos L1E, por un lado se postula que puede ser un subtipo inmunoregulador que

esta involucrado en la tolerancia oral. Por otro lado se sugiere que es un subtipo

efector de NK, y finalmente se propone que son precursores inmaduros tanto de

L1E como de células NK20
.

Recientemente aumentó el interés en los L1E debido a las alteraciones reportadas

en sus subpoblaciones durante la EC.

Las alteraciones más importantes son:

• Aumento en el porcentaje total de los L1E (con relación a las células epiteliales)

durante las fases activas de la enfermedad, que se corrige al excluir el gluten

de la dieta.
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• Aumento constante, independiente de la ingestión o no de gluten, del

porcentaje de LIE TcRyo.

• Disminución constante, independiente de la ingest ión o no de gluten, del

porcentaje de L1E CD3-¡CD7+.

A pesar de que las alteraciones de los L1E durante la EC se conocen desde hace

tiempo, su estudio se ha visto limitado por el uso de técnicas subjetivas y poco

estandarizadas como la inmunohistoquímica. Actua lmente se ha disminuido este

problema con la introducción de una técnica con una excelente sensibilidad y

especificidad en la identificación de subpoblaciones Iinfocitarias , como es la

citometría de flujo (CF), cuyo único requisito es la individualización de las células.

18



2. JUSTIFICACIÓN

La EC es una patología de difícil diagnóstico, por lo que existe la necesidad de

buscar alternativas que permitan establecer un diagnóstico certero ante la

especificidad y sensibilidad variable ofrecida por los marcadores serológicos y la

histología.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar y comparar el infiltrado de L1E CD3-/CD7+ y TcR8y+ en biopsias de la

mucosa duodenal de pacientes adultos con probable EC y controles, mediante

citometría de flujo.

3.2 Objetivos particulares

Estandarizar la metodología de desagregación de tejido de las biopsias

duodenales.

Determinar las proporciones de los fenotipos CD3-/CD7+ y TcR8y de los L1E en

biopsias de sujetos control y pacientes por CF.

Determinar si las diferencias en las proporciones de los L1E CD3-/CD7+ y TcR8y,

son de utilidad para el diagnóstico de la EC, comparado con las pruebas de

serología y diagnóstico histológico.
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4. METODOLOGíA

4.1 Población:

El grupo de estudio incluyó 20 pacientes que ingresaron al Instituto Nacional de

Ciencias Médicas y de la Nutrición "Salvador Zubirán" (INCMNSZ) por diarrea

crónica y que se les diagnosticó SAlO. El diagnóstico de este síndrome se realizó

mediante historia clínica, pruebas bioquímicas (citología hemática, cinética de

hierro, pruebas de función hepática, pruebas de absorción intestinal, radiologia

(tránsito intestinal) e histología (biopsia de mucosa de intestino delgado).

4.2 Criterios de selección:

Criterios de inclusión:

Edad: mayores de 18 años.

Presencia de diarrea crónica (duración mayor a 4 semanas) .

VIH negativo.

Consentimiento por escrito.

Criterios de exclusión :

Sujetos con insuficiencia renal.

Sujetos con neoplasias malignas.

Sujetos con tratamiento inmunosupresor.

Sujetos con trastornos de la coagulación en quienes este contraindicado la

realización de el procedimiento endoscópico con toma de biopsia.

Cualquier otra condición médica preexistente que pudiera interferir con la

participación del paciente como: condición psiquiátrica, traumatismo del

sistema nervioso central o epilepsia que requiera medicación, y disfunción

cardiovascular grave.

21



Cualquier otra condición que en opinión del investigador no haga adecuado el

registro del paciente en el estudio o pueda interferir con la participación del

paciente.

El grupo control estuvo formado por 10 sujetos que no presentaron diarrea crónica

ni SAlO, a los cuales se les practicó endoscopía del tubo digest ivo superior por

cualquier otra causa que no fuera mal absorción intestinal.

4.3 Pruebas rutinarias

A todos los pacientes se les realizaron de forma rutinaria las siguientes pruebas:

a) Evaluación clínica

b) Citología hemática, cinética de hierro, carga de beta carotenos, determinación

de ácido fólico y pruebas de función hepática.

e) Coprocultivo y estudio parasitoscópico

d) Prueba de absorción con d-xilosa

e) Prueba de hidrógeno espirado con lactulosa

f) Placa simple de abdomen y tránsito intestinal con bario

g) Determinación de anticuerpos IgA anti-transglutaminasa tisular. Esta detección

se realizó mediante la técnica de ELlSA.

h) Endoscopia del tubo digestivo superior con toma de aspirado duodenal y

biopsia de la mucosa duodenal. Se tomaron cinco biopsias . Tres se destinaron

para estudios histológicos y dos para el estudio Iinfocitario por citometría de

flujo.

i) Análisis histológico . Los cortes histológicos fueron analizados por dos

patólogos de forma independiente y de manera ciega.

j) Análisis de subpoblaciones linfocitarias por CF.
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La selección de los sujetos, así como la realización de las pruebas de a) a j), se

llevó a cabo en el INCMNSZ. El análisis de las subpoblaciones linfocitarias por CF

se realizó en la Facultad de Medicina de la UNAM, también de forma ciega.

Metodología general

Diagrama 1. Esquema general del proyecto
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4.4 Histopatología y subpoblaciones Iinfocitarias

Se tomaron 5 biopsias del intestino delgado proximal (duodeno), tres para estudio

histopatológ ico y dos para CF.

4.5 Desagregación de tejido intestinal,

Cada una de las dos biopsias destinadas para CF se colocaron en 1 mL de

Solución Salina Balanceada de Hanks (HBSS) suplementada con 5% de suero

fetal bovino(SFB)., Se transportaron de inmediato al laboratorio y se cambió la

solución a 1 mL de solución fresca HBSS adicionada con 1mM de EDTA, 1mM de

DTI y 5% de SFB. Las biopsias se colocaron, en un agitador orbital, a 250 rpm,

por 30 minutos, a temperatura ambiente; se filtraron a través de una malla de

nylon para retirar el tejido no desagregado. Las muestras en suspensión se

centrifugaron a 800xg durante 5 minutos . Se descartó el sobrenadante, se agregó

1 mL de amortiguador de fosfatos (PBS), a cada una, y se resuspendieron con

pipeta. Se centrifugaron por segunda ocasión a 800xg por 5 minutos. Se retiró el

sobrenadante y se resuspendieron los precipitados celulares en 200 IlL de PBS.

Las células de ambas biopsias se unen y se leen en una sola determinación.

4.6 Citometría de flujo:

Las células desagregadas fueron marcadas con los siguientes anticuerpos: anti

CD3 (conjugado a isotiocianato de f1uoresceína (FITC) clona SK7), anti-CD7

(conjugado a R-Ficoeritrina (R-PE) clona M-T701), anti-CD103 (conjugado a

ficoeritrina (PE) clona Ver-ACT8) y anti-TcRyo (conjugado a FITC clona 11F2).

(Beckton Dickinson). Las muestras fueron leídas en un citómetro de flujo FACS

Epics Altra (Beckman Coulter). Los datos fueron analizados con el programa Expo

2.0 software (Coulter , Ca, USA)
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Metodología citometría de flujo

Diagrama 2. Metodología del análisis de las subpoblaciones linfocitarias por CF,
realizado en la Facultad de Medicina de la UNAM

lavados con P
r-------4 ..... ••• (800Í<g;~inin) .

4.7 Estadística

La comparación entre grupos se llevó a cabo mediante la prueba de Kruskal

Wallis26
, bajo un nivel de significancia de 0.05. Para la realización de las gráficas

de cuarteles en porcentaje, se utilizó el programa estadístico Statistiea '98 edition

(Stat Sott /ne. USA).
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5. RESULTADOS

De los treinta sujetos estudiados , diez pertenecieron al grupo contro l y a los veinte

sujetos restantes se les diagnosticó SAlO mediante las pruebas antes

mencionadas. Las características de la población se presentan en la tabla 5.

d'bl " dd IT bl 5Ca a aracteristicas e a po acion e estu 10.

Grupo Número de sujetos Edad (rango) Sexo
H (%) M(%)

Control 10 49.5 (28-76) 3 (30) 7 (70)
Enfermedad

12 55.5 (35-75) 3 (25) 9 (75)
Celiaca
Sobrepoblación

8 50 (21-91) 3 (37.5) 5 (62.5)
Bacteriana
Total 30 51.7 (21-91) 9 (30) 21 (70)

5.1 Histología :

5.1.1 Control

Todos los integrantes del grupo control presentaron un proceso inflamatorio de

leve a severo, un sujeto presentó atrofia intestinal y otro presentó lesiones

sugerentes de EC que se ubicó en el grupo 11 de la clasificación de Marsh (Tabla

6).

5.1.2 Pacientes

La mayoría de los pacientes con SAlO (presunta EC) presentaron un proceso

inflamatorio crónico leve (Tabla 7). En algunos se observó atrofia de vellosidades

leve y sólo cuatro de los veinte sujetos presentaron lesiones sugerentes de EC, los

cuales se ubicaron en el grupo 11 y 111 de la clasificación de Marsh . Uno de los

sujetos se le diagnosticó atrofia compatible con EC pero no se ubicó en ningún

criterio de la clasificación de Marsh.
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Tabla 6 Resultados de histología para el grupo control. Todos los
sujetos presentaron un proceso inflamatorio.

Sujeto Resultado Histológico
2 Duodenitis crón ica leve
4 E. Celiaca Marsh 1I
7 Duodenitis crónica leve con atrofia irreqular superficial
8 Duodenitis crónica
9 Duodenitis leve
15 Enteritis leve
16 Enteritis crónica leve, acuda y edematosa
17 Enteritis crón ica con atrofia
22 Enteritis crónica inespecífica
28 Duodenitis crónica leve

pacten es , , , y presentan esiones cornpau es con
Pacientes Resultado Histológico

1 Duodenitis crónica leve y atrofia
3 E. Celiaca Marsh 11
5 E. Celiaca Marsh 111
6 Duodenitis crónica leve
10 Duodenitis crónica leve
11 Duodenitis crónica sin atrofia
12 E. Celiaca Marsh 111
13 Enteritis aguda edematosa leve
14 Enteritis Iinfocítica con atrofia de vellosidades
18 E. Celiaca Marsh 111
19 Duodenitis, atrofia y L1E
20 Duodenitis crónica leve con atrofia leve de vellosidades
21 Duodenitis crónica leve con atrofia, abundantes L1E
23 Atrofia leve
24 Duodenitis crónica
25 Duodenitis crónica leve
26 Duodenitis y atrofia leve
27 Duodenitis crónica leve
29 Atrofia compatible con EC
30 Duodenitis crónica moderada con atrofia de vellosidades

Tabla 7 Resultados de histología para el grupo de pacientes. Sólo los
. t 3 4 1218 29 I " bl EC
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5.2 Serología:

5.2.1 Control

Todos los sujetos que integraban el grupo control dieron negativo para la

determinación de anticuerpos IgA anti tTG (Tabla 8).

Tabla 8 Resultados de serología para
el grupo control. Todos los sujetos
fueron negativos para esta prueba .

Sujeto Determinación de
anticuerpos IgA anti-tTG

2 Neqativo
4 Neqativo
7 Neqativo
8 Negativo
9 Negativo
15 Negativo
16 Negativo
17 Neoatívo
22 Neoatívo
28 Negativo

5.2.2 Pacientes

De los veinte pacientes, sólo a uno no fue posible determinarle los anticuerpos IgA

anti-tTG y de los 19 restantes 11 pacientes fueron positivos para esta prueba. 'De

los cuatro pacientes que por histología presentaron lesiones sugerentes de EC

(pacientes 1, 3,12 Y 18), tres fueron positivos, y a uno de éstos (el 18) no se le

realizó la determinación anticuerpos anti-tTG, sin embargo fue diagnosticado como

enfermo celiaco debido al resto de las determinaciones (Tabla 9) .
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Tabla 9 Resultados de serología para
el grupo de pacientes NR= no se
realizó

Paciente
Determinación de

Anticuerpos IgA anti-tTG
1 Positivo
3 Positivo
5 Positivo
6 Negativo
10 Negativo
11 Neqativo
12 Positivo
13 Positivo
14 Positivo
18 NR
19 Positivo
20 Neqativo
21 Positivo
23 Negativo
24 Negativo
25 Positivo
26 Positivo
27 Neqativo
29 Positivo
30 Negativo

Los especialistas en gastroenterología del INCMNSZ tomaron los resultados de

histología, serología y aquellas pruebas que se realizaron para el diagnóstico de

SAID, y de acuerdo a su experiencia y criterios, observaron que el grupo de

pacientes, no fue homogéneo. Por lo anterior sospechaban que probablemente en

ese grupo hubiera una mezcla de dos enfermedades. Esto puede suceder ya que

hay algunas entidades clínicas, que también presentan SAID (SPB y ET) pueden

confundirse con EC. Para conocer si existía una mezcla de enfermedades o no, se

reanalizaron los resultados antes mencionados y se decidió realizar dos pruebas
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más para comprobar el diagnóstico de SPB: aspirado duodenal y cuenta de

unidades formadoras de colonias.

De acuerdo a lo anterior se observó que verdaderamente el grupo de pacientes si

estaba mezclado y de dividió de la siguiente manera (Tabla 10):

= so repo ación ac enana; = en erme a ce
Paciente Diagnóstico Paciente Diagnóstico

6 SPB 1 EC
10 SPB 3 EC
11 SPB 5 EC
20 SPB 12 EC
23 SPB 13 EC
24 SPB 14 EC
27 SPB 18 EC
30 SPB 19 EC

21 EC
25 EC
26 EC
29 EC

Tabla 10 División del grupo de pacientes en dos entidades
SPB b blaci . b terl EC f d d Iiaca.

"Después de dividir a los pacientes, sólo doce de los inicialmente 30 sujetos,

presentó EC y el resto de los pacientes presentaba SPB, enfermedad en la cual

también se desarrolla el SAlO. Teniendo este conocimiento, los resultados de la

evaluación de subpoblaciones linfocitarias mediante citometría de flujo, se

analizaron dividiendo el grupo de pacientes en dos entidades.

5.3 Análisis de subpoblaciones Iinfocitarias por citometría de flujo

Las células derivadas de las biopsias intestinales se corrieron en el citómetro de

flujo. Los eventos totales a los cuales se corrieron las diferentes muestras variaron

dependiendo de la cantidad de células que había en cada una, ya que algunas
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biopsias estaban más deterioradas que otras. La población de L1E se identificó

como aquellas células que presentaron el marcador celular CD103 (Figura 8).

Para determinar cantidades número de L1E totales, se hizo una relación entre el

total de las células contadas por el citómetro y aquellas que presentaban el

marcador CD103. De esa población se partió para el análisis de las

subpoblaciones de L1E TcRyo y CD3-/CD7+.

A B e
95.2"1.

. " "~"

E

t OO

F

." ./0)7· 3./CD7.
4.5% . '. on%

02 " , .

Figura 8 Histogramas obtenidos a partir de CF
mostrando las diferencias entre las células sin marcar
y aquellas marcadas con los f1uorocromos
correspondientes. A = CD103 negativo (FITC), B =
CD103 positivo (FITC), C = TcRyo sin teñir, D =
TcRyo (FITC), E = CD3-/CD7+ sin teñir , F = CD3
/CD7+ (FITC-/R-pe).
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Los porcentajes obtenidos se resumen en las tablas 11 y 12 para el grupo de SPB

y EC respectivamente. Para el grupo de pacientes con SPB se obtuvo un valor

medio de L1E totales de 25.5 ± 17.3%. El valor para los L1E TcRycS fue de 14.6 ±

8.2% y para la subpoblación C03'¡C07+ fue de 5.2 ± 5.4%. Para los pacientes a

los cuales, según el criterio del INCMNSZ, se les diagnosticó EC, se obtuvo un

valor de L1E totales de 26.2 ± 13.2%, para los L1E TcRycS de 15.8 ± 13.0%, y para

la subpoblación C03'¡C07+ de 5.7 ± 5.3%.

Tabla 11 Resultados de citometría de flujo para los
.. bpacientes con sobrepoblación acteriana.

Paciente Porcentaje Porcentaje Porcentaje
L1E totales L1E TcRyo L1E CD3"¡CD7+

6 11.6 6.8 5.8
10 29.2 10.5 1.81
11 62.6 20.4 2.5
20 21.2 31 2.5
23 15.4 17.2 1.5
24 22.9 5.6 0.7
27 7.3 12.8 15.7
30 33.4 12.6 11.3

Paciente
Porcentaje Porcentaje Porcentaje
L1E totales L1E TcRycS L1E CD3"¡CD7+

1 8.7 37.3 5.9
3 17.9 6.5 8.7
5 28.2 5.6 4.2
12 56.9 5.4 2.2
13 20.7 7.8 4.5
14 41.4 16.8 5.8
18 30.3 5.4 20.1
19 18.4 40.4 1.7
21 24.7 NO 2.9
25 10.3 17.5 2
26 29.9 2.5 0.9
29 26.5 28.2 9.2

Tabla 12 Resultados de citometría de flujo para los
pacientes con enfermedad celiaca
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Analizando los resultados de las subpoblaciones linfocitarias para cada grupo y

comparando con los valores obtenidos en el grupo control, se observó el

incremento significativo (p<0.05) del porcentaje de la subpoblación de L1E TcRy8

de los grupos de EC y SPB con respecto al grupo control (gráfica 1). Mientras que

no hay diferencia significativa entre el grupo de EC y el de SPB. En los L1E totales

y en la subpoblación CD3-/CD7+ no se encontraron diferencias significativas de

ninguno de los grupos con respecto al control (p<0 .05) (gráficas 2 y 3).

Gráfica 1 Mediana, 25 y 75 percentil e intervalos de los L1E
TcRy8 en los diferentes grupos. * p< 0.05

Gráfica 2 Mediana, 25 y 75 percentil e intervalos de los L1E
totales en los diferentes grupos.
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Gráfica 3 Mediana, 25 y 75 percentil e intervalos de los L1E
CD3-¡CD7+ en los diferentes grupos .
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6. DISCUSiÓN

Investigaciones recientes señalan la necesidad de utilizar diferentes herramientas

para definir al diagnóstico de EC como son: historia clínica, pruebas serológicas,

histología y dieta libre de gluten. A pesar de esto la EC se confunde con otras

enfermedades que también presentan el SAlO y se plantea la necesidad de

nuevas alternativas diagnósticas. Por lo que en este trabajo se decidió estudiar el

comportamiento de dos subpoblaciones de L1E mediante CF, con el propósito de

contribuir a un diagnóstico más certero.

6.1 Histología

La histología del grupo control mostró en todos los sujetos un proceso inflamatorio,

con características similares a las de la EC y estos individuos no tenían resultados

sugerentes de padecer SAlO (tabla 5). Incluso uno de los sujetos control (el

número 4) presentó una lesión que se c1asíficó dentro del criterio de Marsh, sin

embargo al observar en conjunto todas las pruebas bioquímicas, funcionales y de

serología que le fueron aplicadas, se tomó la decísión de conservarlo en este

grupo. Con lo anterior y por antecedentes previos se muestra, que a pesar de

contar con una buena c1asificacíón y descripción de las lesiones de la mucosa

intestinal en EC, el diagnóstico no es definitivo.

Posterior a los hallazgos en el grupo control, este debe considerarse como un

grupo de personas con ausencia de SAlO, pero con alteración histológica. Esto

debe ser tomado en cuenta en la observación de los parámetros obtenidos para el

resto de las pruebas aplicadas.

En el grupo de pacientes (tabla 6), conformado por 20 sujetos, todos presentaron

inflamación de leve a crónica, algunos con infiltrado linfocitario y otros más con

atrofia de vellosidades. Tomando en cuenta sólo las observaciones histológicas
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resultaba muy dificil obtener un diagnóstico definitivo de la EC. Por lo que el

diagnóstico de esta enfermedad se basó también en el resultado de serología y de

las pruebas bioquímicas y funcionales. De los 20 sujetos que confonnaban el

grupo de pacientes , sólo 12 se diagnosticaron como enfermos celiacos, lo cual

nos demuestra que en las etapas iniciales de la enfermedad , cuando la atrofia aun

no es de severa a total, las lesiones se pueden confundir con las presentes en

otras enfermedades. Además en el caso de EC asintomática y latente en las

cuales la mucosa duodenal suele ser normal, la histología no es de ayuda en el

diagnóstico.

En estudios anteriores se ha demostrado que el proceso inflamatorio cróníco

presente en enfermos con EC produce un daño histológico similar al encontrado

en SPB, giardiasis, esprue tropical y enteropatía por VIH7
. Por lo que el

diagnóstico diferencial de EC solo por histología, no es concluyente.

6.2 Serología

La determinación de anticuerpos antí-tTG se realizó en 29 de los 30 sujetos

incluidos en el estudio. En los grupos control y de SPB no existieron individuos

que dieran posítivo para esta prueba, a diferencia del grupo de EC en el cual a

todos los pacientes que se les determinaron estos anticuerpos, dieron resultado

positivo. La alta especificidad de esta prueba corresponde con los valores

reportados? y refuerza la idea de que la época de la determinación de anticuerpos

anti-gliadina , está siendo substituida, por la recientemente establecida,

determinación de anticuerpos anti-tTG1o.

La alta especificidad de esta prueba se debe a que la producción de anticuerpos

anti-tTG se lleva a cabo sólo cuando la enzima se encuentra acoplada a los

péptidos de gliadina formando un complejo hapteno-acarreador. De esta manera

fue reconocida por las células presentadoras de antígeno y presentada a los
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linfocitos T CD4+, los cuales estimulaban a los linfocitos B para la producción de

anticuerpos IgA. El acoplamiento de los péptidos de gliadina sucede en las

moléculas del MHC clase 11 DQ2 Y DQ8, es decir, en personas con predisposición

a desarrollar EC.

La detección de anticuerpos IgA anti tTG se ha propuesto como una prueba

presuntiva ideal para el diagnóstico de EC. Esto debido a que es menos costosa

que la determinación de anticuerpos anti-endomisio y a su ya mencionada alta

especificidad y sensibilidad. Actualmente existen muchos estuches de diagnóstico

comerciales para la realización de esta prueba, sin embargo, los valores obtenidos

entre ellos no son comparables, debido a la utilización de diferentes sustratos".

Entonces resulta de interés primordial la estandarización de éstos ensayos para su

implantación como prueba diagnóstica.

6.3 Subpoblaciones Iinfocitarias

La complej idad fenotípica de los L1E es bien conocida, lo que ha sugerido una

función diferente para cada subpoblación 19. El estudio de estas subpoblaciones y

su comportamiento es de gran importancia en la caracterización de diversas

enfermedades, entre ellas la EC.

Se sabe desde hace muchos años de la relación estrecha que los L1E tienen con

la EC, por el importante infiltrado linfocitario presente durante las diferentes etapas

de esta enfermedad".

La determinación de valores de L1E normales, para establecer un punto de corte,

ha sido estudiada ampliamente, con la finalidad de conocer y establecer, el

verdadero incremento de estas células durante la EC. Esto con el objetivo de

encontrar una utilidad diagnóstica en ello, incluso algunos estudios señalan que
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más que la cuantificación de L1E, se debe tomar en cuenta su distribución en las

vellosidades íntestlnales' ".

La gran mayoría de los estudios sobre L1E se realizaron bajo las técnicas de

histoquímica e inmunohistoquímica, sin embargo en este estudio evaluamos los

porcentajes de L1E totales, y de las subpoblaciones CD3'¡CD7+ y TcRy8, por la

técnica de CF, debido a que con ella se logró estudiar un número mayor de

células, a diferencia de la histología en donde sólo se observó una sección de la

biopsia, así como, varios marcadores celulares de manera simultánea, y por su

alta especificidad y sensibilidad.

Los valores reportados para la cuenta total de L1E mediante la técnica de

histología es de 1.8-26 L1E por cada 100 células epiteliales'", y aproximadamente

un 10% por medio de CF31
. Nosotros observamos en la cuenta total de L1E un

valor medio de 21.9% para el grupo control, valores superiores a lo anteriormente

reportado, sin embargo cabe señalar que este grupo está formado por pacientes

con alguna patología diferente a diarrea crónica y SAlO. A pesar de esto, su

mucosa intestinal presentó un proceso inflamatorio cróníco, siendo esta alteración

probablemente la causa de los valores altos de L1E encontrados .

Tanto en la EC como en la SPB los valores obtenidos para L1E totales, no

presentan diferencia significativa. Es bien conocido que durante la EC se presenta

un importante infiltrado linfocitario, pero en el caso de la SPB se tiene poca

información acerca del comportamiento de los L1E en la mucosa intestinal de éstos

enfermos.

Kakar en el 200332 observó que 3 pacientes con SPB, presentaron un leve

incremento en L1E, pero sin llegar a ser significativo. Por otro lado en este trabajo

se observó un incremento de los L1E en el grupo de SPB similar al presentado por
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los pacientes celiacos. La SPB presenta un cuadro clínico e histológico similar al

de la EC por lo que es fácil confundir el diagnóstico .

La subpoblación de L1E CD3-¡CD7+ fue descrita recíenternente'" y su función aún

es desconocida, sin embargo, se le ha otorgado importancia debido a que sus

porcentajes se ven disminuidos durante la EC. Existen pocos trabajos que

estudien ésta subpobtación"' 31, los cuales fueron encaminados a observar su

posible utilidad diagnóstica .

El porcentaje de la subpoblación de L1E CD3-¡CD7+, entre el grupo control y los

grupos de EC y SPB, no presentó diferencia significativa, además de que fue

similar en los dos grupos. Este resultado difiere con lo reportado en estudios

prevíos", en donde se ha observado una disminución de esta subpoblación

durante la EC. Por otro lado, no existen estudios que evalúen el comportamiento

de los L1E CD3-¡CD7+, en la SPB por lo que este trabajo es pionero en el área.

La subpoblación de L1E TcRy8 ha sido ampliamente estudiada y se conoce su

notable incremento en los enfermos cenacos". Los valores reportados de esta

subpoblación en individuos normales, aun no se han unificado, y pueden variar

dependiendo de la técnica empleada, edad y población estudiada. En el caso de

los trabajos realizados mediante inmunohistoquímica, se reportó una densidad de

2.3 L1E TcRy8 por milímetro de epiteli033
. Por otro lado en los análisis realizados

por CF, se ha reportado que aproximadamente el 8% de los L1E expresaron el

TcRy8. Nuestra investigación aportó un valor medio de 15.3%, para el grupo

control, el cual fue mayor a lo anteriormente mencionado, sin embargo cabe

recordar que aún no se ha establecido una unificación en los valores normales de

esta subpoblación.

En los grupos de EC y SPB se observó un incremento significativo de la

subpoblación de L1E TcRy8 con respecto al grupo control, sin embargo no existe
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diferencia entre ellos. El incremento de los L1E TcRyo en la EC esta bien

documentado y este comportamiento ha sido fuertemente apoyado como una

posible técnica de diagnóstico para esta enfermedad" : 33. Sólo en el trabajo

realizado por Camarero y col's. en el 200031
, se compararon los valores de los L1E

TcRyo en EC contra otras enteropatias . Una diferencia en el porcentaje de esta

subpoblación se encontró en biopsias de enfermos celíacos, lo cual les permitió

sugerir este análisis como apoyo al diagnóstico de EC. Sin embargo entre las

enteropatías estudiadas no se encontraba la enfermedad de SPB. Hasta el

momento, este estudio ha sido la única comparación del comportamiento de los

L1E TcRyo durante estas dos enfermedades , y se observó que por ésta técnica no

hay diferencias .

Las observaciones realizadas en los sujetos con SPB y EC sugieren dependencia

de esta última sobre la primera, lo cual indicaría que la enfermedad de SPB

pudiese ser en algunos sujetos el disparador temprano de la EC. Por los

resultados aquí presentados, se pudo observar una transición y superposición de

las determinaciones realizadas; que aunque clínicamente fueron diferenciales,

metodológicamente no lo fueron de forma contundente. Sin embargo la CF sugiere

sutilmente, sin llegar a la significancia de esta prueba, la diferenciación de los

sujetos de estudio.

Los resultados obtenidos, no descartan la importancia en la evaluación de las

subpoblaciones linfocitarias por CF, como una técníca de apoyo en el diagnóstico

de EC. La investigación más a fondo, de otro tipo de moléculas o receptores en los

L1E, que se expresen sólo durante la EC podría ser de gran ayuda . De ahí que el

estudio de los factores determinantes de la patogénesis de la EC sea de suma

importancia.

No obstante que la investigación sobre EC es amplia , su diagnóstico sigue siendo

complicado y se requieren más estudios al respecto . Es necesario estandarizar
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metodologías ya establecidas para unificar resultados y que estas puedan ser

aplicables en la práctica. Los estudios relacionados con técnicas de diagnóstico se

deben realizar tambíén en población abierta para conocer los verdaderos valores

normales . De igual manera se requiere de mayor información acerca de la

epídemiología de EC en nuestro país, ya que todos los datos y cifras en la cual se

apoyan la mayoría de los trabajos se derivan de población europea donde la

incidencia de esta enfermedad es alta. Y como ya fue mencionado en algunas

publicaciones10, es necesario redefinir al estándar de oro para el diagnóstico de

EC, por uno en el cual se incluya la combinación de varías pruebas, que en

realidad son las que definen a los enfermos celiacos.
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7. CONCLUSIONES

•

•

•

•

Los resultados de histología demostraron un proceso inflamatorio en todos los

pacientes sin importar la patología que tenían, lo cual indica que el

diagnostico diferencial de EC por esta técnica no fue definitivo.

La determinación de anticuerpos IgA anti-tTG fue positiva para todos los

enfermos celiacos, siendo una buena herramienta de diagnóstico, sin

embargo requiere de un mayor número de sujetos y de otros estudios para su

estandarización .

Se encontró un incremento significativo de los L1E TcRyB de los grupos de EC

y SPB con respecto al control, sin embargo no hubo diferencia entre ellos.

En el porcentaje de L1E CD3-/CD7+ entre el grupo control, el de EC y el de

SPB no existió diferencia estadísticamente significativa.
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