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RESUMEN

La enfermedad celiaca (EC) es una alteracion inflamatoria cronica en la mucosa del
intestino delgado, secundaria a la ingesta de la fraccion proteica del gluten, que se
encuentra en el trigo y otros granos; en individuos genéticamente predispuestos. El
diagnostico de EC se apoya en los cambios histologicos de la mucosa intestinal, asi como
en el incremento de marcadores serologicos dirigidos contra distintos antigenos, como Ia
gliadina, el endomisio y la tTG, sin embargo no siempre son caracteristicos, por lo que el
diagnostico se dificulta. Observaciones anteriores realizadas mediante Citometria de Flujo
muestran que la EC se acompafa de la elevacién de linfocitos intraepiteliales (LIE) en la
mucosa intestinal con predominancia de LIE TcRyd", ademas de una disminucién del
fenotipo CD3/CD7* por lo que la investigacion de estas subpoblaciones apoya el

diagnostico de la patologia intestinal.

En los resultados se muestra que la poblacién de estudio estaba conformada por dos
enfermedades EC y Sobrepoblacién bacteriana (SBP) con caracteristicas clinicas
similares. Todos los sujetos de estudio presentaban un proceso inflamatorio en la mucosa
duodenal evidenciado por la técnica de histoquimica. La determinacion de anticuerpos IgA
anti-tTG fue positiva sélo para el grupo de EC. En la determinacién de LIE totales y del
fenotipo CD3-/CD7+, no existié diferencia significativa en ninguno de los grupos con
respecto al control. El porcentaje de los LIE TcRy3* fue significativamente mayor en los

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

Este trabajo contribuyé en la investigaciéon hacia nuevas alternativas en el diagnéstico de
EC. Ademas no sélo se observé el comportamiento linfocitario en esta enfermedad, sino
también en SPB, que tiene caracteristicas clinicas e histolégicas similares. Sin embargo,
la funcién de los LIE y de sus diferentes subpoblaciones aun es incierta, y el diagnéstico
de EC sigue siendo dificil de establecer.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad celiaca (EC) es una alteracion inflamatoria crénica en la mucosa
del intestino delgado proximal, que se desarrolla posterior a la ingesta de la
fraccion proteica del gluten, de las proteinas analogas 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 nifio aun
esta siendo amamantado cuando inicia su consumo de gluten se disminuye el
riesgo a desarrollar EC', asi como también, el tiempo de inicio en el consumo de

gluten, las infecciones virales y el cigarro.

1.1 Epidemiologia

Con base en estudios serolégicos se ha establecido que la EC es una de las
patologias con base genética mas com(n, con una prevalencia de 1 en 2667 y las
poblaciones con mayor nimero de casos se encuentran en el norte de Europa,
existiendo reportes de una prevalencia similar en Estados Unidos, Sudamérica,
Norte de Africa, Iran e India. En México ain no se ha desarrollado un estudio

epidemiolégico de esta enfermedad en la poblacion general.

La frecuente ocurrencia intrafamiliar con la que se presenta la EC hizo pensar en
una fuerte asociacion con los genes del complejo principal de histocompatibilidad
humano (HLA) comportdndose estos como verdaderos marcadores de
susceptibilidad genética a la enfermedad, ya que la mayoria de los pacientes
celiacos expresan las moléculas HLA-DQ2 (90%) o HLA-DQ8 (<10%)*. Aunque
estas moléculas estan fuertemente asociadas a la EC no son suficientes para
desarrollar la enfermedad, observandose otras regiones cromosomales
comprometidas como el brazo largo del cromosoma 5 y el brazo largo del

cromosoma 114




1.2 Manifestaciones clinicas

La principal manifestacién clinica de la EC, es la diarrea cronica, la cual puede
desencadenar el sindrome de absorcion intestinal deficiente (SAID). Este
sindrome se desarrolla debido a las lesiones que sufre la mucosa duodenal, tales
como: atrofia de las vellosidades, reduccion del nimero de pliegues circulares,
fisuras y apariencia nodular. Las manifestaciones secundarias al SAID se conocen

como sintomas no gastrointestinales (Tabla 1)°.

Tabla 1 Manifestaciones clinicas de la EC no-gastrointestinales.

Ninos Adultos
Corta estatura Dermatitis herpetiforme
Anemia Anemia
Sintomas neurolégicos Reduccién de la densidad 6sea
Infertilidad

Sindrome del intestino irritable
Dispepsia
Reflujo esofageal
Sintomas neuroldgicos

Enfermedades autoinmunes

Los hallazgos serologicos, genéticos e histolégicos han permitido la identificacion

de varios tipos de EC®:

- EC sintomatica o clasica: con atrofia vellosa, sintomas de absorcion deficiente

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

- EC asintomatica o silenciosa: mucosa intestinal normal, ausencia de sintomas

gastrointestinales durante una dieta con gluten.




- 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 (LIE), y tienen predisposicion

genética por la presencia de HLA-DQ2 o DQ8.

La falta de un diagnostico 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 expansiéon anormal de linfocitos intraepiteliales, el cual no

responde de manera adecuada a fa quimioterapia y es fatal a corto plazo®.
1.3 Diagnéstico

El diagnostico de EC se realiza al confirmar los cambios histolégicos
caracteristicos en biopsia de intestino delgado aunados a la presencia de datos
clinicos. Cabe hacer mencion que tanto las alteraciones histologicas como las
clinicas se pueden confundir con otras patologias en donde esta implicado el

SAID, por ejemplo el esprue tropical y la sobrepoblacioén bacteriana (SPB).

La Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricién Pediatrica
postulé el siguiente criterio de diagndstico para EC%’. “Si los sintomas, tanto
tipicos como atipicos sumados a las pruebas serolégicas son sugerentes de EC,
se procede a la toma de biopsia de intestino. Finalmente si se tiene una respuesta
serolégica y clinica favorable a una dieta libre de gluten, se considera suficiente

para confirmar el diagnéstico (Tabla 2)".




Tabla 2 Criterio de diagnéstico propuesto por La Sociedad Europea de
Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion Pediatrica®.

1. Historia y presentacion clinica compatible con EC
Examenes serologicos compatibles con EC

Observaciones histologicos compatibles con EC

> e N

Respuesta clinica y serolégica favorable a dieta libre de gluten
5. Sujeto mayor de 2 afnos

6. Exclusion de otras condiciones clinicas que se parecen a la EC

}

Diagnostico definitivo de enfermedad celiaca

Ademas de las formas clinicas sintomaticas, aunque de expresividad clinica
variable, en los Gltimos 10 afios la disponibilidad de marcadores inmunolégicos de
EC ha puesto en evidencia la existencia de una serie de formas ocultas de esta
enfermedad, lo cual dio lugar a la representacién grafica denominada “lceberg

Celiaco” (Figura 1).

1.3.1 Pruebas diagnésticas

a) Serologia
Actualmente en la practica clinica se cuenta con cuatro pruebas seroldgicas 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 asintomaticos para
confirmar la enfermedad. En la tabla 3 se enlistan las diferentes pruebas asi como

su sensibilidad y especificidad’.




EC
silenciosa

Figura 1 Iceberg celiaco de diagnéstico. Sélo una fraccion de los enfermos
celiacos tiene manifestaciones clinicas compatibles.

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

Prueba serolégica 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




en pacientes con deficiencia selectiva de este tipo de anticuerpos y en nifios
menores de dos afos. En estos casos se recurre a la busqueda de anticuerpos
IgG.

Recientemente Dieterich y col.® demostraron que la enzima transglutaminasa
tisular (tTG) seria el principal y probablemente unico antigeno en la enfermedad
celiaca, que reconocido tanto por anticuerpos anti-transglutaminasa, como por los

anti-endomisio.

b) Histologia
Actualmente la histologia de la mucosa del intestino delgado es el estandar de oro
en el diagnéstico de EC, basado en Ia clasificacion propuesta por Marsh para la

progresion de las lesiones en la mucosa intestinal® (Figura 2):

o Estado 0 (preinfiltrativo): se caracteriza por mucosa normal.

e Estado 1 (infiltrativo): mucosa normal, pero con incremento de LIE.

e Estado 2 (hiperplasico): ademas de la LIE, existe hiperplasia de las criptas con

disminucién en la altura de las vellosidades intestinales.

o Estado 3 (destructivo): es la lesién clasica de la EC, se caracteriza por atrofia

parcial o sub-total de vellosidades, con hiperplasia criptica y LIE.

o Estado 4 (hipoplasico): se considera como la etapa terminal de la enfermedad,

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

criptica




Preinfiltrativa Infiltrativa Hiperplasica Destructiva Hipoplasica
(Tipo 0) (Tipo 1) (Tipo 2) (Tipo 3) (Tipo 4)

Figura 2. Clasificacidon de Marsh de las lesiones intestinales en la EC’.

c¢) Tipificacion del HLA

Ya que mas del 98% de los enfermos celiacos presentan el haplotipo HLA-DQ2 o
HLA-DQ8 del MHC clase I, la tipificacion de estas moléculas parece ser una
herramienta util en el diagndstico de EC. Esta prueba tiene una alta sensibilidad
(90%-95%), sin embargo, aproximadamente 30% de la poblacion general, y una
gran proporcion de los sujetos considerados de alto riesgo para EC, también
presentan estos marcadores. Por esta razén la especificidad de esta prueba no es

la ideal'®.

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. Basandose en su

secuencia de aminoacidos, la gliadina se divide en a-, y- y w-gliadina (250-300




residuos), mientras que las gluteninas se conforman de gluteninas de bajo (270-
300 residuos) y alto (650-800 residuos) peso molecular. Normalmente las

proteinas del gluten son ricas en residuos de prolina y glutamina.
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 mayoria de los pacientes celiacos adultos''. Shan, en el 20022
realizé la digestion enzimatica de una a-gliadina, simulando el proceso normal del
tubo digestivo y encontré un péptido denominado 33-mer. Este péptido resuité ser
resistente al tratamiento con proteasas del lumen intestinal y a enzimas de las
células epiteliales, debido a su alto contenido de prolinas (13 de 33 residuos). El
33-mer contiene seis copias parcialmente superpuestas, de tres epitopes
reconocidos por linfocitos T restringidos a DQ2 (Figura 3), ademas resulté 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
conformacién poliprolina helicoidal tipo 1l en solucién; ésta es una conformacion

I'*. Al caracterizar la

adoptada por péptidos que se unen a moléculas MHC clase |
union del péptido 33-mer a la molécula del MHC DQ2, y la presentacién a células
T, el pH 6ptimo de unién a DQ2 fue de 6, es decir un pH cercano al pH de la
superficie celular. Ademas se ha demostrado que este péptido no requiere

procesamiento para su presentacion a linfocitos T'.

LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF -- ol
FF YPC Pe

O e

Figura 3: Péptido 33-mer mostrando los epitopes reconocidos por
linfocitos T restringidos’®.




¢) Moléculas MHC HLA-DQZ2 y HLA-DQ8

Las moléculas HLA son proteinas del complejo principal de histocompatibilidad (en
inglés MCH) expresadas sobre la superficie de células humanas. Tienen la funcién
de presentar antigenos para el reconocimiento por los linfocitos T. Existen tres
tipos de moléculas MHC: las moléculas MHC | y II, participan en la presentacion
del antigeno y las del MHC Il forman parte del complemento. Las moléculas MHC
clase | unen péptidos derivados de proteinas citosdlicas y son reconocidas por
linfocitos T CD8". Las moléculas MHC clase |l estan restringidas principalmente a
las células presentadoras de antigeno profesionales, unen péptidos derivados de

proteinas endocitadas, y son reconocidas por los linfocitos T CD4* **.

Los primeros genes HLA en identificarse fueron HLA-A, HLA-B y HLA-C.
Posteriormente se identificé una regién adyacente a la ya caracterizada, y se le
nombré HLA-D. A las proteinas codificadas por este locus se les denomind HLA-
DP, HLA-DQ y HLA-DR. Las moléculas HLA-A, -B y —C corresponden al MHC
clase |, mientras que las moléculas HLA-DP, Q y R pertenecen al MHC clase II"°.
La presencia de moléculas HLA-DQ2 y DQ8 puede ser un factor que confiere
susceptibilidad a la EC, debido a que son las responsables de la presentacion de
los péptidos de gluten a las células T. Lo anterior se demostré en biopsias de
individuos celiacos que fueron expuestas in vifro con péptidos de gluten,
presentandose una activacion de linfocitos T CD4" de lamina propria. Y estos
linfocitos invariablemente reconocieron péptidos de gluten presentados sélo por
las moléculas DQ2 y DQ8.

Los motivos de union al péptido de DQ2 y DQ8 predicen una preferencia por
cargas negativas en las posiciones de anclaje. DQ2 tiene preferencia por las
posiciones P4, P6 y P7, mientras que DQ8 tienen preferencia por P1, P4 y P9
(Figura 4).




Péptido de gluten

Molécula HLA

Figura 4: Posiciones de union a la molécula de HLA®.

Los linfocitos T sélo reconocen péptidos de gliadina desamidados, reaccion que es

llevada a cabo por la enzima transglutaminasa tisular.

d) Transglutaminasa tisular ({TG)

La transglutaminasa tisular es una enzima dependiente de calcio que es
responsable de las modificaciones postraduccionales de proteinas, por medio de
la transamidacién o desamidaciéon de glutaminas especificas. La reaccion de
transamidacién involucra a aminas primarias (como la lisina), mientras que la

reaccion de desamidacion involucra agua (Figura 5).

Cuando la lisina de ofro polipéptido se une a la glutamina del péptido original, se
lleva a cabo la reaccion de transamidacion, la cual se favorece a pH 7.3. Sin
embargo algunas reacciones de desamidacion también se pueden llevar a cabo.
Por otro lado, al disminuir el pH también disminuye la reaccién de transamidacion

y se favorece la reaccion de desamidacion®.
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Transamidacion
(e}
+ H,N—

Lisina

Glutamina

l CaZt

0
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NNH— @
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0
Y 4
+ H0

NH,
l Ca®

+ NHj;
OH

Glutamina

(" proteina ) (CHa)a ¢

Acido Glutamico

Figura 5: Reacciones de transaminacion y desamidacion catalizadas por la

transglutaminasa tisular®.

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

la especificidad de la enzima (Tabla 4)*.

Tabta 4 Influencia de los aminoacidos cercanos al sitio de unién de

la tTG*. GIn=Glutamina, Pro=Prolina, lle=Isoleucina, Leu=Leucina,

Val=Valina,

Phe=Fenilalanina,

Tyr=Tirosina,  Trp=Tript6fano,

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

Secuencias con mayor

Secuencias sin afinidad

Val, Phe, Tyr, Trp, Thr,
Ser)

afinidad hacia la {TG hacia la tTG
¢ GIn-Xaa-Pro ¢ GIn-Pro
¢ GIn-Xaa-Pro-(lle, Leu, |e GIn-Gly

¢ GIn-Xaa-Xaa-Pro
¢ GIn-Xaa-Xaa-Gly
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El nivel de expresion de tTG se incrementa durante la EC, cuando es expresada
por células epiteliales, de manera extracelular en la regién subepitelial'’, sobre la
superficie de macréfagos y monocitos'® después de activacién, asi como en

células dendriticas durante su maduracion'”.

1.4.1 Mecanismo

El gluten ingerido en la dieta es procesado por enzimas digestivas, algunos
fragmentos de gliadina son resistentes a esta digestion 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 lamina
propria. Los péptidos de gliadina pueden flegar a la lamina propria por cambios en

la permebilidad ocasionados por dafo en las uniones estrechas de las células®.
a) Lamina propria (Figura 6)

Los péptidos de gliadina resistentes a la digestién, son reconocidos por la tTG, la
cual lleva a cabo la reaccién de desamidacion. Residuos de glutamina especificos
son transformados a acido glutdmico, esta reaccion le confiere cargas negativas al

péptido, lo que le permite una mayor afinidad de unién a DQ2 y DQS8.

En la lamina propria estos péptidos desamidados se anclan facilmente a las
moléculas HLA-QD2 o HLA-DQS8, que se expresan en la superficie de las células
presentadoras de antigeno. En este compartimento existe una importante
concentracion de linfocitos T CD4", que en su mayoria, reconocen los péptidos de
gliadina presentados por DQ2 o DQ8, por medio de la unién con el receptor
TcRap. Los linfocitos T CD4" que reconocen al péptido, producen interferén y
(IFN-y), la citocina mas importantemente producida durante la EC*. La produccion
de ésta citocina, ademas de activar a los macrofagos, estimula el cambio de

estructura de las ceélulas endoteliales, permitiendo el incremento del flujo
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sanguineo, aumento de la permeabilidad vascular, e incrementando la migracion
de leucocitos, fluido y protefna al sitio de lesion. Estos eventos desencadenan en

una respuesta inflamatoria y consecuente atrofia.
b) Epitelio (Figura 7)

Para la explicacion 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 interleucina 15 (IL-15) y
expresan una forma no clasica de moléculas MHC clase I. A su vez IL-15 sobre-
regula la expresion de receptores natural killer (NK), como NKG2D y CD94, sobre
los linfocitos intraepiteliales (LIE), los cuales reconocen moléculas no clasicas del
MHC clase |, esto permite la activacion de LIE por medio de dos mecanismos: a)
la reduccion del umbral de activacion y el reconocimiento de auto-antigenos de
baja afinidad. b) la adquisicion de actividad similar a NK3. Por otro lado, los LIE

activados destruyen el epitelio por citdlisis y secrecion de IFN-y.
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Figura 7. Mecanismo de patogénesis en el epitelio®.

1.4.2 Linfocitos Intraepiteliales

El tejido linfoide asociado al intestino es uno de los principales participantes del
sistema inmune humano ya que esta expuesto a un continuo reto antigénico. La
funcion de los LIE aun es desconocida, se postula que desempefian una funcion
muy importante en el mantenimiento de la homeostasis intestinal, esto debido a

caracteristicas como'®.

e Abundancia: Los LIE se encuentran en una relacién 1:10 con respecto a las
células epiteliales. Si se observa que la superficie de absorcion intestinal es de
aproximadamente 300 m?, se puede comprender la importancia de este tejido

linfoide.
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Situacién: El intestino es el érgano que soporta una mayor carga antigénica en
el organismo y los LIE 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 LIE pueden
participar en el mecanismo de ésta.

Ontogenia: Gran parte de los LIE son CD8". Actualmente se conoce que
algunos de estos linfocitos tienen maduracion extratimica, y posiblemente esta
maduracion se lleve a cabo in situ en el intestino. El repertono antigénico
resultante y por lo tanto la capacidad de respuesta es diferente a la de los
linfocitos periféricos. '

Complejidad fenotipica: Existen diferentes tipos de LIE. La mayoria de los
linfocitos son CD8* (>85%), mientras que < 10% son CD4". De igual forma la
mayoria de los LIE presentan el receptor de linfocitos T af (TcRaf) y menos
del 10% presentan la molécula TcRys. Eiras en 1998% identificé un grupo de
LIE con fenotipo sugerente de pertenecer a un linaje natural-killer (CD3/CD7%),
y que comprende aproximadamente un 42% de los LIE totales. Esta
complejidad fenotipica puede estar relacionada con el desempefio de

diferentes funciones.

a) Linfocitos intraepiteliales TcRy$

Los linfocitos intraepiteliales TcRyd constituyen una minoria de los linfocitos T, por

lo que se les consider6 por mucho tiempo un error evolutivo, y se les ignord. Sin

embargo, actualmente se sabe que estan presentes en gran proporcion en

mucosas y en la epidermis, y que representan una poblacion linfoide muy

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

de las caracteristicas mas importantes de estos linfocitos es su capacidad de

reconocer figandos no peptidicos?’, antigenos proteicos no procesados®, vy

superantigenos bacterianos. Ademas reconocen antigenos en un contexto distinto

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

CD1d, la cual es una molécula especializada en la presentacién de antigenos
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lipidicos; o en el de las moléculas MICA-MICB?. Se le han atribuido diferentes
funciones a los LIE TcRys. Por un lado se les considera la primera linea de
defensa contra patdgenos intestinales; por otro lado se considera que su principal
funcion es la de mantener la integridad del epitelio, por su capacidad de
reconocimiento de proteinas de choque térmico; por ultimo se considera que su
funcién es la de contribuir a la homeostasis del epitelio. Ultimamente se
incrementd el interés por éstos linfocitos debido a su posible participacion 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 describi6 recientemente®. Se cree
que este fenotipo es sugerente de actividad natural-killer (NK), aunque alin no se
ha comprobado en humanos, sin embargo, se ha observado que LIE de raton
presentaron una actividad NK espontanea®. En otro intento por caracterizar la
actividad de esta subpoblacién, se estudid la produccién de citocinas como
respuesta a un mitdbgeno, y se descubrié que tienden a producir citocinas tipo Th1,
principalmente IFN-y y TNF-o**. Existen varias hipotesis acerca de la actividad de
estos LIE, por un lado se postula que puede ser un subtipo inmunoregulador que
esta involucrado en fa tolerancia oral. Por otro lado se sugiere que es un subtipo
efector de NK, y finalmente se propone que son precursores inmaduros tanto de

LIE como de células NK%.

Recientemente aumenté el interés en los LIE debido a las alteraciones reportadas

en sus subpoblaciones durante la EC.

Las alteraciones mas importantes son:

¢ Aumento en el porcentaje total de los LIE (con relacién 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 ingestion o no de gluten, del
porcentaje de LIE TcRy8S.

e Disminucion constante, independiente de la ingestion o no de gluten, del
porcentaje de LIE CD3/CD7".

A pesar de que las alteraciones de los LIE 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 inmunohistoquimica. Actualmente se ha disminuido este
problema con la introduccién de una técnica con una excelente sensibilidad y
especificidad en la identificacion de subpoblaciones linfocitarias, como es la

citometria de flujo (CF), cuyo Unico requisito es la individualizacion de las células.

18




2. JUSTIFICACION

La EC es una patologia de dificil diagnéstico, por lo que existe [a necesidad de
buscar alternativas que permitan establecer un diagnéstico certero ante la
especificidad y sensibilidad variable ofrecida por los marcadores serolégicos y la

histologia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Evaluar y comparar el infiltrado de LIE CD3-/CD7+ y TcR&y+ en biopsias de la
mucosa duodenal de pacientes adultos con probable EC y controles, mediante
citometria de flujo.

3.2 Objetivos particulares

Estandarizar la metodologia de desagregacion de tejido de las biopsias

duodenales.

Determinar las proporciones de los fenotipos CD3-/CD7+ y TcR&y de los LIE en

biopsias de sujetos control y pacientes por CF.
Determinar si las diferencias en las proporciones de los LIE CD3-/CD7+ y TcRéy,

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

serologia y diagndstico histologico.
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4. METODOLOGIA
4.1 Poblacién:

El grupo de estudio incluy6é 20 pacientes que ingresaron al Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y de la Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) por diarrea
cronica y que se les diagnostico SAID. El diagnéstico de este sindrome se realizé
mediante historia clinica, pruebas bioquimicas (citologia hematica, cinética de
hierro, pruebas de funcién hepatica, pruebas de absorcién intestinal, radiologia

(trénsito intestinal) e histologia (biopsia de mucosa de intestino delgado).
4.2 Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion:

- Edad: mayores de 18 anos.

- Presencia de diarrea cronica (duracidon mayor a 4 semanas).
- VIH negativo.

- Consentimiento por escrito.

Criterios de exclusion:

- Sujetos con insuficiencia renal.

- Sujetos con neoplasias malignas.

- Sujetos con tratamiento inmunosupresor.

- Sujetos con trastornos de la coagulacién en quienes este contraindicado la
realizacién de el procedimiento endoscopico con toma de biopsia.

- Cualguier otra condicién médica preexistente que pudiera interferir con la
participaciéon del paciente como: condicién psiquiatrica, traumatismo del
sistema nervioso central o epilepsia que requiera medicacion, y disfuncion

cardiovascular grave.

21




Cualquier otra condicién que en opinién del investigador no haga adecuado el
registro del paciente en el estudio o pueda interferir con la participacién del

paciente.

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

ni SAID, a los cuales se les practicé endoscopia del tubo digestivo superior por

cualquier otra causa que no fuera mal absorcién intestinal.

4.3 Pruebas rutinarias

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

Evaluacién clinica

Citologia hematica, cinética de hierro, carga de beta carotenos, determinacién
de acido félico y pruebas de funcién hepatica.

Coprocultivo y estudio parasitoscopico

Prueba de absorcién con d-xilosa

Prueba de hidrégeno espirado con lactulosa

Placa simple de abdomen y transito intestinal con bario

Determinacién de anticuerpos IgA anti-transglutaminasa tisular. Esta deteccion
se realizé mediante la técnica de ELISA.

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 histolégicos y dos para el estudio linfocitario por citometria de
flujo.

Analisis histolégico. Los cortes histolégicos fueron analizados por dos
patélogos de forma independiente y de manera ciega.

Analisis de subpoblaciones linfocitarias por CF.
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La seleccion de los sujetos, asi como la realizacion de las pruebas de a) a j), se
llevé a cabo en el INCMNSZ. El analisis de las subpoblaciones linfocitarias por CF

se realiz6 en la Facultad de Medicina de la UNAM, también de forma ciega.

Metodologia general

Diagrama 1. Esquema general del proyecto
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4.4 Histopatologia y subpoblaciones linfocitarias

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

histopatolégico y dos para CF.
4.5 Desagregacion de tejido intestinal,

Cada una de las dos biopsias destinadas para CF se colocaron en 1 mL de
Solucion Salina Balanceada de Hanks (HBSS) suplementada con 5% de suero
fetal bovino(SFB)., Se transportaron de inmediato al laboratorio y se cambi6 la
solucion a 1 mL de solucién fresca HBSS adicionada con 1mM de EDTA, 1mM de
DTT 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 suspensién se
centrifugaron a 800xg durante 5 minutos. Se descarté el sobrenadante, se agreg6
1 mL de amortiguador de fosfatos (PBS), a cada una, y se resuspendieron con
pipeta. Se centrifugaron por segunda ocasién a 800xg por 5 minutos. Se retir6 el
sobrenadante y se resuspendieron los precipitados celulares en 200 pl. de PBS.

Las células de ambas biopsias se unen y se leen en una sola determinacién.
4.6 Citometria de flujo:

Las células desagregadas fueron marcadas con los siguientes anticuerpos: anti-
CD3 (conjugado a isotiocianato de fluoresceina (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-TcRyS (conjugado a FITC clona 11F2).
(Beckton Dickinson). Las muestras fueron leidas en un citémetro de flujo FACS
Epics Altra (Beckman Coulter). Los datos fueron analizados con el programa Expo

2.0 software (Coulter, Ca, USA)

24




Metodologia citometria de flujo

Diagrama 2. Metodologia del analisis de las subpoblaciones linfocitarias por CF,
realizado en la Facultad de Medicina de la UNAM
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4.7 Estadistica

La comparacion entre grupos se llevé a cabo mediante la prueba de Kruskal-
Wallis?®, bajo un nivel de significancia de 0.05. Para la realizacion de las gréficas

de cuarteles en porcentaje, se utilizé el programa estadistico Statistica ‘98 edition

(Stat Soft Inc. USA).
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5. RESULTADOS

De los treinta sujetos estudiados, diez pertenecieron al grupo control y a los veinte
sujetos restantes se les diagnostico SAID mediante las pruebas antes

mencionadas. Las caracteristicas de la poblacion se presentan en la tabla 5.

Tabla 5 Caracteristicas de la poblacién de estudio.

. . Sexo
Grupo Numero de sujetos| Edad (rango) H (%) M (%)

Control 10 49.5 (28-76) 3 (30) 7 (70)
Enfermedad
Celiaca 12 55.5 (35-75) 3(25) 9 (75)
Sobrepoblacién
Bacteriana 8 50 (21-91) 3(37.5) | 5(62.5)
Total 30 51.7 (21-91) 9 (30) 21 (70)

5.1 Histologia:

5.1.1 Control

Todos los integrantes del grupo control presentéron un proceso inflamatorio de
leve a severo, un sujeto presentd atrofia intestinal y otro presentd lesiones
sugerentes de EC que se ubicé en el grupo Il de la clasificacion de Marsh (Tabla
6).

5.1.2 Pacientes

La mayoria de los pacientes con SAID (presunta EC) presentaron un proceso
inflamatorio crénico leve (Tabla 7). En algunos se observé atrofia de vellosidades
leve y sblo cuatro de los veinte sujetos presentaron lesiones sugerentes de EC, los
cuales se ubicaron en el grupo Il y lll de la clasificacion de Marsh. Uno de los
sujetos se le diagnosticé atrofia compatible con EC pero no se ubicd en ningiin

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

Sujeto Resultado Histolégico

2 |Duodenitis crénica leve

4 |E. Celiaca Marsh I

7 |Duodenitis cronica leve con atrofia irregular superficial
8

9

Duodenitis cronica

Duodenitis leve

15 |Enteritis leve

16  |Enteritis crénica leve, aguda y edematosa
17 |Enteritis crénica con atrofia

22 |Enteritis cronica inespecifica

28 |Duodenitis crénica leve

Tabla 7 Resultados de histologia para el grupo de pacientes. Sélo los
pacientes 3, 4, 12,18 y 29 presentan lesiones compaiibles con EC.
Pacientes Resultado Histolégico

1 Duodenitis crénica leve y atrofia

3 E. Celiaca Marsh Il

5 E. Celiaca Marsh Il

6 Duodenitis cronica leve

10 Duodenitis cronica leve

11 Duodenitis crénica sin atrofia

12 E. Celiaca Marsh lll

13 Enteritis aguda edematosa leve

14 Enteritis linfocitica con atrofia de vellosidades

18 E. Celiaca Marsh llI
19 Duodenitis, atrofia y LIE

20 Duodenitis cronica leve con atrofia leve de vellosidades
21 Duodenitis cronica leve con atrofia, abundantes LIE

23 Atrofia leve

24 Duodenitis cronica

25 Duodenitis cronica leve

26 Duodenitis y atrofia leve

27 Duodenitis crénica leve

29 Atrofia compatible con EC
30 Duodenitis crénica moderada con atrofia de vellosidades




5.2 Serologia:

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

determinacion de anticuerpos IgA anti tTG (Tabla 8).

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

. Determinacion de
Sujeto anticuerpos IgA anti-tTG
2 Negativo
4 Negativo
7 Negativo
8 Negativo
9 Negativo
15 Negativo
16 Negativo
17 Negativo
22 Negativo
28 Negativo

5.2.2 Pacientes

De los veinte pacientes, s6lo 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 histologia presentaron lesiones sugerentes de EC
(pacientes 1, 3, 12 y 18), tres fueron positivos, y a uno de éstos (el 18) no se le
realizé la determinacién 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 serologia para
el grupo de pacientes NR= no se

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

Los especialistas en gastroenterologia del INCMNSZ tomaron los resultados de
histologia, serologia y aquellas pruebas que se realizaron para el diagnéstico 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 clinicas, que también presentan SAID (SPB y ET) pueden
confundirse con EC. Para conocer si existia una mezcla de enfermedades o no, se

reanalizaron los resuitados antes mencionados y se decidié realizar dos pruebas
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mas para comprobar el diagnéstico de SPB: aspirado duodenal y cuenta de

unidades formadoras de colonias.

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

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

Tabla 10 Division del grupo de pacientes en dos entidades
SPB= sobrepoblacion bacteriana; EC= enfermedad celiaca.

Paciente |Diagndstico| Paciente Diagnéstico
6 SPB 1 EC
10 SPB 3 EC
1 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

‘Después de dividir a los pacientes, s6lo doce de los inicialmente 30 sujetos,
presentd EC y el resto de los pacientes presentaba SPB, enfermedad en la cual
también se desarrolla el SAID. Teniendo este conocimiento, los resultados de la
evaluacién de subpoblaciones linfocitarias mediante citometria de flujo, se

analizaron dividiendo el grupo de pacientes en dos entidades.
5.3 Andlisis de subpoblaciones linfocitarias por citometria de flujo
Las células derivadas de las biopsias intestinales se corrieron en el citbmetro de

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

dependiendo de la cantidad de células que habia en cada una, ya que algunas
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biopsias estaban mas deterioradas que otras. La poblacién de LIE se identifico
como aquellas células que presentaron el marcador celular CD103 (Figura 8).
Para determinar cantidades niamero de LIE totales, se hizo una relacién entre el
total de las células contadas por el citbmetro y aquellas que presentaban el
marcador CD103. De esa poblacién se parti6 para el analisis de las

subpoblaciones de LIE TcRy8 y CD3/CD7".

o1 o1

ToRgamma-deita ToRgamma-detts
3/CD7+ [CDI+/COT+
ICD3/CD7+ [CD3+/CD7+
E 0.2% 0.0% F 7.1% 88.5%
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Figura 8 Histogramas obtenidos a partir de CF
mostrando las diferencias entre las células sin marcar
y aquellas marcadas con los fluorocromos
correspondientes. A = CD103 negativo (FITC), B =
CD103 positivo (FITC), C = TcRyd sin teiir, D =
TcRyd (FITC), E = CD37/CD7" sin tefir, F = CD3"
/ICD7" (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 LIE totales de 25.5 + 17.3%. El valor para los LIE TcRyS fue de 14.6 ¢
8.2% y para la subpoblacion CD3/CD7" fue de 5.2 + 5.4%. Para los pacientes a
los cuales, segun el criterio del INCMNSZ, se les diagnostico EC, se obtuvo un
valor de LIE totales de 26.2 £ 13.2%, para los LIE TcRy3 de 15.8 £ 13.0%, y para
la subpoblacion CD3/CD7" de 5.7 + 5.3%.

Tabla 11 Resultados de citometria de flujo para los

pacientes con sobrepoblacion bacteriana.

Paciente| Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
LIE totales | LIE TcRys | LIE 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 25
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

Tabla 12 Resultados de citometria de flujo para los
pacientes con enfermedad celiaca.

Paciente Porcentaje | Porcentaje Porcentaje
LIE totales | LIE TcRyS | LIE CD3/CD7*

1 8.7 37.3 59
3 17.9 6.5 8.7
5 28.2 5.6 4.2
12 56.9 54 2.2
13 20.7 7.8 4.5
14 41.4 16.8 5.8
18 30.3 54 20.1
19 18.4 40.4 1.7
21 24.7 ND 29
25 10.3 17.5 2

26 29.9 2.5 0.9
29 26.5 28.2 9.2
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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 observs el
incremento significativo (p<0.05) del porcentaje de la subpoblacion de LIE TcRyd
de los grupos de EC y SPB con respecto al grupo control (grafica 1). Mientras que
no hay diferencia significativa entre el grupo de EC y el de SPB. En los LIE totales
y en la subpoblacion CD3-/CD7+ no se encontraron diferencias significativas de

ninguno de los grupos con respecto al control (p<0.05) (graficas 2 y 3).

Grafica 1 Mediana, 25 y 75 percentil e intervalos de los LIE
TcRyd en los diferentes grupos. * p< 0.05

Grafica 2 Mediana, 25 y 75 percentil e intervalos de los LIE
totales en los diferentes grupos.
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Grafica 3 Mediana, 25 y 75 percentil e intervalos de los LIE
CD3/CD7" en los diferentes grupos.
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6. DISCUSION

Investigaciones recientes sefalan la necesidad de utilizar diferentes herramientas
para definir al diagnostico de EC como son: historia clinica, pruebas serolégicas,
histologia y dieta libre de gluten. A pesar de esto la EC se confunde con otras
enfermedades que también presentan el SAID y se plantea la necesidad de
nuevas alternativas diagnésticas. Por lo que en este trabajo se decidié estudiar el
comportamiento de dos subpoblaciones de LIE mediante CF, con el propésito de

contribuir a un diagnéstico mas certero.
6.1 Histologia

La histologia del grupo control mostr6 en todos los sujetos un proceso inflamatorio,
con caracteristicas similares a las de la EC y estos individuos no tenian resultados
sugerentes de padecer SAID (tabla 5). Incluso uno de los sujetos control (el
numero 4) presentd una lesion que se clasificé dentro del criterio de Marsh, sin
embargo al observar en conjunto todas las pruebas bioguimicas, funcionales y de
serologia que le fueron aplicadas, se tomo la decisién de conservarlo en este
grupo. Con lo anterior y por antecedentes previos se muestra, que a pesar de
contar con una buena clasificacion y descripcion de las lesiones de la mucosa

intestinal en EC, el diagnéstico no es definitivo.

Posterior a los hallazgos en el grupo control, este debe considerarse como un
grupo de personas con ausencia de SAID, pero con alteracién histologica. Esto
debe ser tomado en cuenta en la observacion de los parametros obtenidos para el

resto de las pruebas aplicadas.
En el grupo de pacientes (tabla 6), conformado por 20 sujetos, todos presentaron

inflamacién de leve a crénica, algunos con infiltrado linfocitario y otros mas con

atrofia de vellosidades. Tomando en cuenta solo las observaciones histolégicas
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resultaba muy dificil obtener un diagnéstico definitivo de la EC. Por lo que el
diagnostico de esta enfermedad se bas6 también en el resultado de serologia y de
las pruebas bioquimicas y funcionales. De los 20 sujetos que conformaban el
grupo de pacientes, sélo 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. Ademas en el caso de EC asintomatica y latente en las
cuales la mucosa duodenal suele ser normal, la histologia no es de ayuda en el

diagnostico.

En estudios anteriores se ha demostrado que el proceso inflamatorio crénico
presente en enfermos con EC produce un dafio histolégico similar al encontrado
en SPB, giardiasis, esprue tropical y enteropatia por VIH'. Por lo que el

diagnostico diferencial de EC solo por histologia, no es concluyente.
6.2 Serologia

La determinacién de anticuerpos anti-tTG se realizé en 29 de los 30 sujetos
incluidos en el estudio. En los grupos control y de SPB no existieron individuos
que dieran positivo 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 determinacién de anticuerpos
anti-gliadina, esta siendo substituida, por la recientemente establecida,

determinacion de anticuerpos anti-tTG'.

La alta especificidad de esta prueba se debe a que la produccion de anticuerpos
anti-tTG se lleva a cabo sélo 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 antigeno y presentada a los
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linfocitos T CD4", los cuales estimulaban a los linfocitos B para la produccion de
anticuerpos IgA. El acoplamiento de los péptidos de gliadina sucede en las
moléculas del MHC clase 1l DQ2 y DQ8, es decir, en personas con predisposicion

a desarrollar EC.

La deteccién de anticuerpos IgA anti tTG se ha propuesto como una prueba
presuntiva ideal para el diagnostico de EC. Esto debido a que es menos costosa
que la determinacién de anticuerpos anti-endomisio y a su ya mencionada alta
especificidad y sensibilidad. Actuaimente existen muchos estuches de diagndstico
comerciales para la realizacion de esta prueba, sin embargo, los valores obtenidos
entre ellos no son comparables, debido a I'a utilizacion de diferentes sustratos®’.
Entonces resulta de interés primordial la estandarizacion de éstos ensayos para su

implantacién como prueba diagnostica.
6.3 Subpoblaciones linfocitarias

La complejidad fenotipica de los LIE es bien conocida, lo que ha sugerido una
funcién diferente para cada subpoblacion'®. El estudio de estas subpoblaciones y
su comportamiento es de gran importancia en la caracterizacion de diversas

enfermedades, entre ellas la EC.

Se sabe desde hace muchos arfios de la relacion estrecha que los LIE tienen con
la EC, por el importante infiltrado linfocitario presente durante las diferentes etapas

de esta enfermedad?,

La determinacion de valores de LIE normales, para establecer un punto de corte,
ha sido estudiada ampliamente, con la finalidad de conocer y establecer, el
verdadero incremento de estas celulas durante la EC. Esto con el objetivo de

encontrar una utilidad diagnostica en ello, incluso algunos estudios sefialan que
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mas que la cuantificacion de LIE, se debe tomar en cuenta su distribucién en las

vellosidades intestinales®.

La gran mayoria de los estudios sobre LIE se realizaron bajo las técnicas de
histoquimica e inmunohistoquimica, sin embargo en este estudio evaluamos los
porcentajes de LIE totales, y de las subpoblaciones CD3/CD7" y TcRy$, por la
técnica de CF, debido a que con ella se logré estudiar un nimero mayor de
células, a diferencia de la histologia en donde sélo se observé una seccion de la
biopsia, asi como, varios marcadores celulares de manera simultanea, y por su

alta especificidad y sensibilidad.

Los valores reportados para la cuenta total de LIE mediante la técnica de
histologia es de 1.8-26 LIE por cada 100 células epiteliales*®, y aproximadamente
un 10% por medio de CF>'. Nosotros observamos en la cuenta total de LIE un
valor medio de 21.9% para el grupo control, valores superiores a lo anteriormente
reportado, sin embargo cabe sefalar que este grupo esta formado por pacientes
con alguna patologia diferente a diarrea crénica y SAID. A pesar de esto, su
mucosa intestinal presenté un proceso inflamatorio crénico, siendo esta alteracion

probablemente la causa de los valores aitos de LIE encontrados.

Tanto en la EC como en la SPB los valores obtenidos para LIE 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
informacién acerca del comportamiento de los LIE en la mucosa intestinal de éstos

enfermos.
Kakar en el 2003%* observo que 3 pacientes con SPB, presentaron un leve

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

se observd un incremento de los LIE en el grupo de SPB similar al presentado por
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los pacientes celiacos. La SPB presenta un cuadro clinico e histolégico similar al

de la EC por lo que es facil confundir el diagnéstico.

La subpoblacién de LIE CD3/CD7* fue descrita recientemente® y su funcion atn
es desconocida, sin embargo, se le ha otorgado importancia debido a que sus
porcentajes se ven disminuidos durante la EC. Existen pocos trabajos que

25, 31

estudien ésta subpoblacion , los cuales fueron encaminados a observar su

posible utilidad diagnéstica.

El porcentaje de la subpoblacion de LIE CD3/CD7", entre el grupo control y los
grupos de EC y SPB, no present6 diferencia significativa, ademas de que fue
similar en los dos grupos. Este resultado difiere con lo reportado en estudios
previoszs, en donde se ha observado una disminucion de esta subpoblacion
durante la EC. Por otro lado, no existen estudios que evalien el comportamiento

de los LIE CD37/CD7", en la SPB por lo que este trabajo es pionero en el area.

La subpoblacién de LIE TcRyd ha sido ampliamente estudiada y se conoce su
notable incremento en los enfermos celiacos®. Los valores reportados de esta
subpoblacion en individuos normales, aun no se han unificado, y pueden variar
dependiendo de la técnica empleada, edad y poblacion estudiada. En el caso de
los trabajos realizados mediante inmunohistoquimica, se reporté una densidad de
2.3 LIE TcRyd por milimetro de epitelio™. Por otro lado en los andlisis realizados
por CF, se ha reportado que aproximadamente el 8% de los LIE expresaron el
TcRyd. Nuestra investigacion aporté un valor medio de 15.3%, para el grupo
control, el cual fue mayor a lo anteriormente mencionado, sin embargo cabe
recordar que aun no se ha establecido una unificacion en los valores normales de

esta subpoblacién.

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

subpoblacion de LIE TcRyd con respecto al grupo control, sin embargo no existe
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diferencia entre ellos. El incremento de los LIE TcRyS en la EC esta bien
documentado y este comportamiento ha sido fuertemente apoyado como una
posible técnica de diagnostico para esta enfermedad®" *. Solo en el trabajo
realizado por Camarero y col's. en el 2000°', se compararon los valores de los LIE
TcRyd en EC contra otras enteropatias. Una diferencia en el porcentaje de esta
subpoblacidn se encontré en biopsias de enfermos celiacos, lo cual les permitio
sugerir este analisis como apoyo al diagnostico de EC. Sin embargo entre las
enteropatias estudiadas no se encontraba la enfermedad de SPB. Hasta el
momento, este estudio ha sido la Unica comparacion del comportamiento de los
LIE TcRyd durante estas dos enfermedades, y se observé que por ésta técnica no

hay diferencias.

Las observaciones realizadas en los sujetos con SPB y EC sugieren dependencia
de esta Ultima sobre la primera, lo cual indicaria que la enfermedad de SPB
pudiese ser en algunos sujetos el disparador temprano de la EC. Por los
resultados aqui presentados, se pudo observar una transicién y superposicién de
las determinaciones realizadas; que aunque clinicamente fueron diferenciales,
metodolégicamente no lo fueron de forma contundente. Sin embargo la CF sugiere
sutilmente, sin llegar a la significancia de esta prueba, la diferenciacién de los

sujetos de estudio.

Los resultados obtenidos, no descartan la importancia en la evaluacion de las
subpoblaciones linfocitarias por CF, como una técnica de apoyo en el diagnéstico
de EC. La investigacion mas a fondo, de otro tipo de moléculas o receptores en los
LIE, que se expresen sblo durante la EC podria ser de gran ayuda. De ahi que el
estudio de los factores determinantes de la patogénesis de la EC sea de suma

importancia.

No obstante que la investigacion sobre EC es amplia, su diagndstico sigue siendo

complicado y se requieren mas estudios al respecto. Es necesario estandarizar
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metodologias ya establecidas para unificar resultados y que estas puedan ser
aplicables en la practica. Los estudios relacionados con técnicas de diagndstico se
deben realizar también en poblacién abierta para conocer los verdaderos valores
normales. De igual manera se requiere de mayor informacion acerca de la
epidemiologia de EC en nuestro pais, ya que todos los datos y cifras en la cual se
apoyan la mayoria de los trabajos se derivan de poblacion europea donde la
incidencia de esta enfermedad es alta. Y como ya fue mencionado en algunas
publicaciones'®, es necesario redefinir al estandar de oro para el diagnéstico de
EC, por uno en el cual se incluya la combinacién de varias pruebas, que en

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

® Los resultados de histologia demostraron un proceso inflamatorio en todos los
pacientes sin importar la patologia que tenian, lo cual indica que el

diagnostico diferencial de EC por esta técnica no fue definitivo.

® La determinacién de anticuerpos IgA anti-tTG fue positiva para todos los
enfermos celiacos, siendo una buena herramienta de diagnéstico, sin
embargo requiere de un mayor nimero de sujetos y de otros estudios para su

estandarizacion.

® Se encontro un incremento significativo de los LIE TcRy$ de los grupos de EC

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

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

SPB no existi6 diferencia estadisticamente significativa.
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