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Resumen

La Enfermedad Celiaca (EC) afecta la funcion del intestino delgado en pacientes
predispuestos genéticamente y se desencadena por el consumo de gluten, una
proteina presente en el trigo y otros cereales. Hasta el momento la unica terapia
disponible para la EC es la dieta libre de gluten (DLG), sin embargo no es la unica

entidad clinica que responde a este tratamiento.

Recientemente se ha identificado a otro grupo de pacientes que mejoran
considerablemente con la exclusion del gluten de su dieta, comparten el cuadro
clinico de los celiacos y sélo un marcador serologico positivo, los anticuerpos anti-
gliadina (anti-AGA). A esta patologia se le denomina Sensibilidad al Gluten no
Celiaca (SGNC), a diferencia de la EC el intestino de los sensibles al gluten no
presenta lesiones a nivel de mucosa y carece del elemento autoinmune. El
diagnostico de la SGNC es complicado debido a las caracteristicas clinicas
compartidas con la EC asi como la carencia de marcadores especificos de
laboratorio, esto ha impedido un calculo apropiado de su prevalencia asi como la

caracterizacion de su fisiopatologia.

El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar las respuestas linfocitarias que se
generan en el proceso inflamatorio de individuos con EC y SGNC. EIl estudio
incluyé 32 pacientes: 15 con EC, 9 con SGNC y 8 controles. De los cuales se
obtuvieron muestras de sangre periférica y tejido duodenal para la identificacién
por citometria de flujo de poblaciones de linfocitos T cooperadores: Th1, Th17 y
Treg utilizando marcadores de superficie, factores de transcripcidon y producciéon
de citocinas; asi como la deteccion de citocinas implicadas en la diferenciacion y
mantenimiento de los linajes Th1, Th17 y Treg en cortes de tejido duodenal por

inmunohistoquimica.

Por citometria de flujo detectamos una mayor expresion del factor de transcripcion
ROR-yt y produccion de IL-17A, ambos marcadores de linfocitos Th17, en sangre
periférica y tejido duodenal de pacientes con EC. Mientras que ningun marcador
tuvo una expresion significativa para el grupo SGNC. En la deteccion por IHQ en

tejido duodenal encontramos una produccion significativa de citocinas
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proinflamatorias en el grupo de EC: IL-18, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-15, IL-17A, IL-
21, IL-22, IL-23, IFN-y y TNF-a. También hubo una produccion significativa de la
citocinas anti-inflamatoria IL-10 asi como de la citocina fibrogénica TGF-B1. En el
grupo de SGNC también hubo una expresidén significativa de citocinas
proinflamatorias: IL-1pB, IL-2, IL-12, IL-15, IL-21, IL-22, IL-23 y TNF-a; respecto del
grupo control, pero siempre por debajo de la produccion detectada en los
pacientes celiacos. Cabe resaltar que la produccion de IL-10 y TFG-p1 fue
superior en los SGNC respecto del grupo control y mostré una tendencia de mayor

produccion comparado con el grupo de EC.

Se concluye que en el proceso inflamatorio de la EC los linfocitos Th17 participan
de manera activa en la patogénesis. En la SGNC fue imposible identificar un
fenotipo linfocitario dominante, sin embargo se produjeron citocinas
proinflamatorias relacionadas al desarrollo de mecanismos de inmunidad
adaptativa. Destaca el aumento en la produccién de TFG-p1, citocina relacionadas
con la regulacién de respuestas inflamatorias lo que podria brindarle un efecto

inmunosupresor reduciendo el nivel de inflamacion en esta patologia.



Abstract

Celiac disease (CD) affects the function of the small intestine in genetically
predisposed patients and is triggered by the ingestion gluten, a protein found in
wheat and other cereals. So far the only available therapy for CD is the gluten-free
diet (GFD), however is not the single entity that responds to this treatment.
Recently it has been identified another group of patients who improved
considerably with the exclusion of gluten from their diet, they share some clinical
features with celiac patients and only a positive serological marker, anti-gliadin
(anti-AGA) antibodies. This pathology has been classified Non-Celiac Gluten
Sensitivity (NCGS), unlike intestine of CD patients NCGS doesn’t cause injuries in
the intestinal mucosa and it lacks of autoinmune features. The diagnosis of SGNC
it's complicated because of its resemblance with EC and the lack of specific
laboratory markers, this has prevented a proper calculation of the prevalence and
characterization of its pathogenesis.

The aim of our study was to evaluate the lymphocyte responses generated in the
inflammatory process of individuals with CD and NCGS. The study included 32
patients: 15 with CD, 9 with SGNC and 8 controls. We collected peripheral blood
samples and duodenal tissue for identification of T helper cell populations: Th1,
Th17 and Treg; using surface markers, transcription factors and cytokine
production; and for the detection of cytokines involved in differentiation and
maintenance of Th1, Th17 and Treg lineages in duodenal tissue sections by
immunohistochemistry.

By flow cytometry we detect increased expression of the transcription factor ROR-
vt and IL-17A, both markers of Th17 cells in peripheral blood and duodenal tissue
from patients with CD. While for SGNC we were unable to detect the expression of
a significant marker. IHC detection in duodenal tissue found in a significant
production of proinflammatory cytokines in the EC group: IL-1pB, IL-2, IL-6, IL-8, IL-
12, IL-15, IL-17A, IL-21, IL-22, IL-23, IFN-y and TNF-a. There was also a
significant production of anti-inflammatory cytokines IL-10 and the fibrogenic

cytokine TGF-B1. In SGNC group there was also a significant expression of
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proinflammatory cytokines: IL-1pB, IL-2, IL-12, IL-15, IL-21, IL-22, IL-23 and TNF-q;
with respect to the control group, but always below the production detected in
celiac patients. It should be noted that the production of IL-10 and TGF-1 in
SGNC was higher in respect of the control group and showed a trend of higher
production compared to the EC group.

We concluded that Th17 cells are actively involved in the pathogenesis of the CD.
In SGNC was impossible to identify a dominant lymphocyte phenotype, however
pro-inflammatory cytokines related to the development of adaptive immunity
mechanisms occurred. It's remarkable the increased production of TGF-p1,
cytokine involved in the regulation of inflammatory responses which could provide

an immunosuppressive effect reducing the level of inflammation in this disease.



1. Introduccién

La enfermedad celiaca (EC) y la sensibilidad al gluten no celiaca (SGNC) son
desordenes relacionados con el consumo de gluten, una proteina presente en el
trigo y algunos cereales (Gasbarrini y Mangiola, 2014). Estos padecimientos
generan sintomas intestinales y extraintestinales, sin embargo sélo en la EC se ha
descrito un papel preponderante de respuestas efectoras de linfocitos T en su
fisiopatologia, a diferencia de la SGNC de la que se desconocen los mecanismos
que la ocasionan (Caio, et al., 2014).
Enfermedad celiaca

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia crénica que afecta al intestino
delgado en personas que poseen el haplotipo HLA-DQ2 o DQ8 (Fig. 1). Existen
otros factores de riesgo muy relacionados con genes que codifican para elementos
de la respuesta inmune. (Gujral, et al., 2012). La EC se caracteriza por una
respuesta inmunoldgica intensa, atrofia de vellosidades intestinales, la presencia
de anticuerpos anti-gliadina (AGA), anticuerpos anti-endomisio (EMA) vy
anticuerpos anti-transglutaminasa (tTG) en sujetos predispuestos genéticamente
(Bai, et al., 2012). La sintomatologia de la EC se manifiesta principalmente por
sindrome de absorcion intestinal deficiente (SAID), distencion ydolor abdominal,
salpullido, eczema, dolor de cabeza y articulaciones, anemia, fatiga, depresion y
en los casos avanzados desnutricidn secundaria a la deficiente absorcion de

nutrientes (Vargas Pérez, et al., 2004).

Fig. 1. Micrografia de barrido e histologia que muestran la citoarquitectitura normal
del epitelio absorbente del intestino delgado (a) y la atrofia vellosa subtotal

asociada con hiperplasia de las criptas (b) (Gasbarrini y Mangiola, 2014).
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1.1.2 Prevalencia

En el pasado la prevalencia de la EC fue subestimada, actualmente es reconocida
como uno de los desdrdenes gastrointestinales mas importantes a nivel mundial.
Con el desarrollo de técnicas de deteccién mas sensibles y especificas se calcula
que la prevalencia a nivel mundial es del 0.5%-1% (Kenrick y Day, 2014) (Fig. 2).
En México un estudio en un grupo de donadores de sangre voluntarios sanos,
reportd una prevalencia de anticuerpos anti-tTG IgA del 2.6% (27 de 1009)
(Remes-Troche, et al., 2006). Sin embargo en un analisis posterior utilizando
anticuerpos anti-EMA como prueba confirmatoria, la prevalencia fue de 1:164
casos (0.7%) (Remes-Troche, et al., 2012).
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para México (0.7%), es similar a lo reportado para otras poblaciones. (Modificado
de Gujral, et al., 2012).

1.1.3. Factores de riesgo

El desarrollo de la EC es multifactorial, comprende factores genéticos, inmunes y
ambientales. El principal factor de riesgo se encuentra en los genes que codifican
para moléculas presentadoras de antigeno de clase || HLA-DQ2 y HLA-DQ8; otros
genes codificados en el locus de HLA como MICA, MICB y TNF también impactan

en la susceptibilidad a esta patologia, genes fuera del locus del HLA, como lo son



TNFRS, SOCS1, CTL4, CD28, ICOS; estan altamente relacionados con la
respuesta inmune en procesos como: actividad de receptores a quimiocinas, union
de citocinas, activacion y diferenciacion de linfocitos T (Abadie, et al., 2011).

El factor ambiental es el consumo de gluten, un antigeno alimentario presente en
el trigo y otros cereales como la cebada y el centeno. El gluten es la fraccion
protéica del trigo y esta compuesta de gliadinas y gluteninas de las cuales la
gliadina presenta secuencias de aminoacidos ricas en prolinas y glutaminas que le
permiten al gluten presentar una resistencia a la degradacion por los acidos
gastricos, pancreaticos asi como por las enzimas digestivas del borde en cepillo
(Kupfer y Jabri, 2012).

1.1.4. Fisiopatologia

La fisiopatologia se inicia cuando el péptido del gluten (19 mer) estimula el sistema
inmune a liberar IL-15 por células epiteliales y células dendriticas (CD). IL-15
afecta las uniones estrechas de las células epiteliales incrementando la
permeabilidad misma que actua sobre linfocitos intraepiteliales (LIE) que liberan
IFN-y y en linfocitos citotdxicos. Por otro lado, el péptido 33 mer atraviesa la capa
de la mucosa intestinal hacia la parte basal y se acumulan en la lamina propia
donde son presentados por las CD a los linfocitos T (Fig. 3). Se sabe que la union
de péptidos de gliadina al receptor CXCR3 expresado en las células del epitelio
intestinal, induce la liberacion de concentraciones altas de zonulina produciendo
incremento en la permeabilidad intestinal por alteracion de uniones estrechas.
Adicionalmente, los péptidos pueden atravesar las células epiteliales mediante la
unién con la IgA secretoria a través del receptor de transferrina CD71 (Gugral, et
al., 2012).

Los péptidos del gluten presentan un alto contenido en residuos de glutamina que
sufren desaminacion por la enzima transglutaminasa tisular (tTG) (Sollid y Jabri,
2011), lo que les produce un cambio de carga neutra a negativa, haciéndolos
mas afines a la unién con moléculas del HLA-DQ2 y DQ8, expresados en células
presentadoras de antigeno. Las secuencias de gliadina asi como complejos de
péptidos mas la tTG activan a linfocitos T CD4+ gluten especificos en lamina



propia secretando IFN-y, IL-10, IL-21 asi como IL-17-A (Briani, et al., 2008).
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Fig. 3. Fisiopatologia de la EC. Los péptidos del gluten atraviesan la capa epitelial
hacia la zona basal en lamina propria en donde sufren desaminacion por la enzima
transglutaminasa tisular (tTG). Estos péptidos y complejos péptido-tTG son
reconocidos por moléculas del HLA DQ2/DQ8 en APC y presentados a linfocitos T
CD4+ virgenes. Los linfocitos activados producen grandes cantidades de citocinas
proinflamatorias, incrementando la citotoxicidad de LIE y células NK asi como la
produccion de Ab anti-AGA y anti-tTG generando dafios a las vellosidades
intestinales (Modificado de Briani, et al., 2008).

Esta reportado que los linfocitos se diferencian hacia el linaje Th1 y son
responsables de la produccion de anticuerpos dirigidos contra péptidos derivados
del gluten, contra la tTg y complejos tTg-gliadina; lo que cataloga a la EC como
una patologia autoinmune pues se reconoce a la tTg, un componente propio del
organismo, como un elemento extrafo. La presencia de autoanticuerpos IgA
dirigidos contra una proteina propia, es un elemento principal del diagnostico de la
EC (Comerford, et al., 2014).



1.1.5. Funcion inmune

Debido a que la EC es un desorden autoinmune cronico, el sistema inmunolégico
posee un papel preponderante. La respuesta inmune innata se caracteriza por la
secrecion de citocinas IL-1B e IL-15, ambas con efectos proinflamatorios. En la
fase inicial de la patologia los péptidos de gliadina producen inflamacion en el
intestino, por la secrecion de la citocina proinflamatoria IL-15 y una constante
sefalizacion por su receptor IL-15R-a situado en las células del epitelio, esto inicia
una respuesta de estrés e inmunidad innata. Entre los principales efectos de esta
sefalizacion se tiene la pérdida de la tolerancia oral a los antigenos derivados de
la dieta y de la microbiota comensal, debido a la supresién de Treg y de la citocina
tolerogénica TGF-B. La IL-15 también promueve funciones efectoras en linfocitos T
como la secrecion de IFN-y y mecanismos de citotoxicidad por perforina y
granzima, ademas de la induccidon de apoptosis por parte de células NK a travées
de receptores de muerte celular como NKG2D y CD94, que reconocen a sus
receptores, HLA-E y MICA, en enterocitos. La sefnalizacion por IL-15 también
genera alteraciones estructurales y proliferativas al interactuar con el factor de
crecimiento epitelial (EGF), pues esta interaccion retrasa la endocitosis e
inactivacion de su receptor (EGFR), lo que promueve la proliferacion celular y
remodelacion del esqueleto de actina (Barone, et al., 2014).

La IL-1B es una citocina con un papel preponderante en la respuesta inmune
innata en la EC. En experimentos realizados con células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) de pacientes celiacos HLA-DQ2" cultivadas con
gliadina, se observo la secrecion de IL-1p por parte de monocitos, en los cuales la
IL-1B actua de forma autdcrina generando secrecion de IL-23 por parte de los
mismos; adicionado a esto la gliadina fue capaz de aumentar los niveles de IL-6,
TNF-o y CCL20; este perfil de citocinas en conjunto con la IL-1B y la IL-23 aportan
un fuerte estimulo a nivel intestinal, generando inflamacién persistente y dafo al

epitelio intestinal en pacientes con EC (Harris, et al., 2008).



1.2. Sensibilidad al gluten no celiaca
La sensibilidad al gluten no celiaca (SGNC) es una nueva condicion clinica
recientemente identificada, también descrita como hipersensibilidad al gluten o
intolerancia al gluten; en la cual se han descartado mecanismos autoinmunes y
alérgicos (Fig. 4). La SGNC es una reaccion adversa al gluten y otros antigenos
derivados del trigo como: inhibidores de la tripsina y de la a-amilasa,

monosacaridos fermentables y polioles. (Tonutti y Bizzaro, 2014).
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Fig. 4. Desordenes relacionados al gluten. Término utilizado para describir todos
los desdrdenes relacionados con la ingesta de alimentos que contienen gluten. La
clasificacion cubre alergias, enfermedades autoinmunes. En el caso de la SGNC
esta clasificada como enfermedad probablemente mediada por el sistema inmune
(Modificado de Czaja-Bulsa, 2014).

El aumento en la prevalencia de la SGNC se debe a diversos factores como la
modificacion en los métodos agricolas y de panificacion que producen nuevas
variedades de trigo con péptidos de gluten mas toxicos (Koning, 2012). Al tratar de
dilucidar la prevalencia de la SGNC se enfrenta un panorama muy diferente al de
la EC, debido a que sdlo se detecta a nivel de sintomas clinicos, hasta el momento
estudios realizados en ltalia, Estados Unidos y Nueva Zelanda; manejan
prevalencias del 0.63%-6% (Lundin, 2014).

La SGNC y la EC no pueden distinguirse clinicamente, dado que los sintomas que
presentan los pacientes con SGNC se observan en pacientes con EC y alergia al

trigo. La SGNC se caracteriza por sintomas gastrointestinales o extraintestinales,
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los sintomas mas frecuentes son: distensidon abdominal, dolor abdominal, diarrea,
fatiga, salpullido, dolor de cabeza, dolor articular, adormecimiento de las

extremidades, depresién y anemia (Czaja-Bulsa, 2014).

Se ha propuesto un conjunto de criterios diagnosticos que se basan
principalmente en la exclusion de la EC y la alergia al trigo. El diagndstico se
sustenta en datos clinicos, biologicos, genéticos e histoldgicos. Existe una
asociacion directa entre la ingesta de gluten con el inicio de los sintomas vy al
aplicar la dieta libre de gluten (DLG) desaparecen los sintomas y cuando se
reintroduce el gluten a la dieta hay una recaida en la sintomatologia. Los pacientes
con SGNC no presentan alteraciones histologicas significativas de la mucosa
duodenal (criterios de Marsh 0 o 1), la negatividad histolégica es un parametro
esencial para su diagnéstico. El estandar de oro para el diagnostico de la SGNC
es el reto doble ciego placebo controlado con gluten, que consiste en un ensayo
cruzado con un pan o panqué, que contengan al menos 5g de gluten, al dia por
dos semanas consecutivas seguidas por una semana de descanso y después dos
semanas con un placebo (la misma comida indistinguible a la vista y al gusto pero
libre de gluten). Durante todas las fases del estudio se evalua la severidad de los
sintomas usando una escala analoga visual de 100mm, donde O representa sin
sintomas (Carroccio, et al., 2012).

A la fecha no existen marcadores serologicos o inmunoldgicos especificos para la
SGNC; en estudios serolégicos se ha detectado una respuesta positiva a los
anticuerpos anti-AGA IgG e IgA en 25% a 56% de los pacientes; mientras que se
ha reportado una serologia negativa para los anticuerpos anti-DGP (anti-gliadina
desaminada) IgG e IgA asi como para anti-tTG y anti-EMA (Tovoli, et al., 2015).

Un andlisis comparativo de la expresion génica, muestra que los pacientes con
SGNC a diferencia de los celiacos, presentan uniones estrechas de la mucosa
intestinal sin alteraciones, con una alta expresion de Claudina-4, un componente
de las uniones estrechas, por encima de los niveles encontrados en EC (Sapone,
etal., 2011).

La disbiosis, cambios en la microbiota intestinal, puede ser otro factor de riesgo al

influir directamente en la respuesta inmune de la mucosa intestinal e incidir en el
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tipo de antigenos presentes en el lumen intestinal; lo que puede generar una
respuesta inflamatoria a los antigenos dietarios como es el caso del gluten
(Sjoberg, et al., 2013).

Los pacientes con SGNC presentan hipersensibilidad a multiples alimentos, lo cual
se ha relacionado con una dieta rica en FODMAPs (oligo- di- y mono-sacaridos
fermentables y polioles) los cuales causan distension del lumen intestinal, debido a
su pequeio peso molecular y su fermentabilidad; generando sintomas
gastrointestinales (Molina-Infante, et al., 2014).

La fisiopatologia de la SGNC se ha asociado con la activacion de mecanismos de
inmunidad innata. En la SGNC se ha encontrado una sobreexpresion del receptor
tipo Toll 2 (TLR2), un marcador de activacion de la inmunidad innata, asi como

una inflamacion de menor grado al de pacientes celiacos (Nijeboer, et al., 2013).

1.3. Tejido linfoide asociado a intestino y tolerancia oral
La homeostasis intestinal esta determinada por la interaccién dinamica entre el
tejido intestinal, componentes de la microbiota en el lumen y el sistema inmune
(Izcue, et al., 2009). La respuesta inmune que se genera contra antigenos
inofensivos es la induccion de tolerancia local y sistémica, también conocida como
tolerancia oral. Cuando existen fallas en las vias de regulacion del sistema inmune
se produce inflamacién intestinal crénica (Pabst y Mowat, 2012).
Las células epiteliales intestinales estan adheridas por uniones estrechas, que
forman una barrera selectiva, controlando la entrada de nutrimentos pero también
el acceso de antigenos derivados de la dieta y de bacterias comensales. Las
células epiteliales contribuyen a la homeostasis intestinal y tienen una funcién
importante en la inmunidad al liberar anticuerpos IgA al lumen, producir péptidos
antimicrobianos y citocinas proinflamatorias (Peterson y Artis, 2014).
La microbiota desempenfa un papel central en la homeostasis intestinal modulando
la respuesta inmune, a través de sus estimulos permite el desarrollo completo del
tejido linfoide intestinal. Adicionalmente, la microbiota induce la produccion de
proteinas de choque térmico y citocinas proinflaimatorias en el intestino; las cuales

influyen en los linfocitos y otros componentes del sistema inmune, generando un
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estado basal de inflamacion de baja intensidad en el intestino (Kamada, et al.,
2013).

El sistema inmune intestinal es la parte mas grande y compleja del sistema
inmune, se enfrenta a una gran cantidad de antigenos derivados de la dieta y de la
microbiota comensal, entre los que debe discriminar a los antigenos inocuos de
los organismos invasivos (Berin y Mayer, 2009).

El intestino esta asociado a diversos organos linfoides, colectivamente
denominados como tejido linfoide asociado a intestino (GALT), el cual puede
dividirse en: sitios inductores y efectores. Los sitios inductores son las placas de
Peyer (PP), los ganglios linfaticos mesentéricos (MLNs) y los foliculos linfoides
aislados (ILFs) distribuidos en la pared del intestino delgado y grueso. Estos
tejidos tienen una estructura organizada y son responsables de la fase de
induccion de la respuesta inmune. Los sitios efectores consisten en linfocitos T de
memoria dispersos a través del epitelio y lamina propia de la mucosa intestinal
(Mowat, 2003) (Fig. 5).
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Fig. 5. Sistema inmunitario asociado a la mucosa intestinal estd compuesto por:

enterocitos encargados de la absorcion, células calciformes encargadas de la

secrecion de moco y células de Paneth que secretan péptidos antimicrobianos.

Por linfocitos intraepiteliales, una poblacion heterogénea que actia como primera
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barrera defensiva. Por células M y las células dendriticas (CD) que se encargan de
la captacion de antigenos. Las CD inducen la diferenciacion de diversas
subpoblaciones de linfocitos T dependiendo del medio de citocinas a nivel de LP
(Montalvillo-Alvarez, 2014).

El GALT posee caracteristicas distintivas que favorecen la induccién de tolerancia
oral: ontogenia y patrén anatémico unicos, células y 6rganos especializados para
la captura de antigenos, poblaciones distintivas de APC, poblaciones inusuales de
linfocitos B y T, produccién de anticuerpos IgA, moléculas de adhesion y
receptores de quimicionas para controlar la migracion de linfocitos al intestino
(Strugnell y Wijburg, 2010).

En la EC y la SGNC el gluten y péptidos relacionados rompen la tolerancia oral
mediante la induccién de la inmunidad innata, estimulando APC que generan la
infiltracion de otras células de la respuesta inmune, generando inflamacién de la

mucosa intestinal (Catassi, et al., 2013).

1.4. Subpoblaciones de linfocitos Ten la EC y la SGNC

La proporcion de diferentes subpoblaciones linfocitarias T CD4+ es variable a
través del intestino y podria explicarse en base a la misma variacién del
microbioma a lo largo del tejido intestinal. Las bacterias comensales producen
metabolitos que dirigen la diferenciacion y especializacion de linfocitos T en el
intestino (Belkaid y Hand, 2014). Especificamente los fenotipos Treg, Th17 y Th22
se encuentran enriquecidos en el ciego comparado con el ileon terminal y el colon
sigmoideo, mientras que subpoblaciones de Th1 y Th2 son consistentes en todas
las regiones del intestino. (Pesenacker, et al., 2014).

Los linfocitos T CD4+ CD25+ Foxp3+ reguladores (Treg) estan estrechamente
relacionados en el mantenimiento de la homeostasis inmune, por lo que muchos
estudios han relacionado los cambios en el numero y funcién de linfocitos Treg
con la predisposicién o perpetuacion de la inflamacién (Stepniak y Koning, 2006).
Debido a la necesidad de mantener tolerancia a bacterias comensales asi como

antigenos derivados de la dieta, este es un sitio critico para los linfocitos Treg y
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probablemente uno de los tejidos donde existe una gran diferenciacion de novo de
esta subpoblacion linfocitaria (Harrison y Powrie, 2013).

Los linfocitos Treg presentes en el intestino tienen dos origenes, los Treg
naturales (nTreg) provenientes de timo y los Treg inducibles (iTreg) que se
generan a partir de la presentacion de Ag del lumen intestinal por las células
dendriticas (CD) y macréfagos (MO) en los MLN. Los Treg son una subpoblacion
linfocitaria con la funcion de suprimir y controlar las respuestas inflamatorias
patolégicas y fisioléogicas de manera activa, esto lo logran mediante varios
mecanismos, entre ellos la secrecion de citocinas anti-inflamatorias: IL-10, IL-35 y
TGF-B; la citotoxicidad mediada por perforina y granzima A y B y la induccion de
apoptosis por vias como Fas-FasL y la modulacién del microambiente por la
generacion de adenosina por ectonucleotidasas (Guzman-Flores y Portales-Pérez,
2013).

Mediante estos mecanismos las Treg forman parte esencial en el mantenimiento
de la homeostasis intestinal por lo que cambios en el fenotipo y funcién de las
Treg se asocian a la pérdida de la tolerancia oral al gluten. En estado basal el
GALT genera tolerancia a los antigenos dietarios, este medio tolerogénico se
mantiene por la influencia de una alta concentracién de acido retinoico y de TGF-
en el intestino, lo que implica que las células presentadoras de antigeno posean
un fenotipo tolerogénico (CD103+) y que a su vez estimulen células Treg
encargadas de suprimir respuestas proinflamatorias en el intestino (Kupfer y Jabri,
2012).

En pacientes celiacos activos se ha demostrado que la secrecion de IL-15 e |L-21,
son factores de regulacion negativa para los linfocitos Treg (Meresse, et al., 2008).
En experimentos con linfocitos aislados de lamina propia y sangre periférica de
pacientes celiacos activos, se demostré6 una resistencia a la supresion por
linfocitos Treg, mediada por IL-15. Esta deficiencia en la funcién de los linfocitos
Treg generados en pacientes celiacos, puede estar relacionada con la pérdida de
la tolerancia oral al gluten y la asociacién de otras patologias autoinmunes a la

condicién de celiaquia (Hmida, et al., 2012).
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Una vez que se ha perdido la tolerancia oral, por influencia de citocinas
proinflamatorias se induce la activacion de linfocitos T cooperadores (Th) CD4+
gluten especificos en lamina propria, necesarios para el desarrollo de la respuesta
inmune adaptativa. Los linfocitos Th CD4+ son una poblacién celular involucrada
en funciones de mantenimiento, auto-tolerancia y modulacién de la respuesta
inmune, que estan subdivididos en diferentes subtipos dependiendo de los
factores de transcripcion expresados y citocinas secretadas. (Schuppan, et al.,
2009).

Los linfocitos Th1 poseen mecanismos efectores contra agentes exdgenos y se
caracterizan por el factor de transcripcion T-bet y la secrecion de IFN-y. En la
literatura se encuentra reportado que la respuesta inflamatoria generada por la EC
es de tipo Th1, por la deteccion niveles elevados de IFN-y. La liberacion de IFN-y
induce una mayor expresion de moléculas del HLA-DQ en células presentadoras
de antigeno, permitiendo una presentacidn mas eficiente de los péptidos del
gluten, amplificando la respuesta inflamatoria (Koning, 2012.) Sin embargo, un
grupo celular implicado recientemente en la patogénesis de la EC es la respuesta
celular Th17 que se caracteriza por la secrecion de IL-17 (McAllister y Kagnoff,
2012).

La principal fuente de IL-17 en la inmunidad adaptativa es la subpoblaciéon
linfocitaria Th17. La polarizacion de linfocitos T CD4+ al linaje Th17 esta
controlado por la expresiéon del factor de transcripcion receptor huérfano
relacionado al acido retinoico gama t (ROR-yt), adicionalmente ROR-a es otro
factor de transcripcion Th17 linaje especifico que sinergiza con ROR-yt para la
produccion de IL-17A e IL-17F. La polarizacion inicial a este linaje se da por la
unién de la IL-6 a su receptor IL-6R que activa la sefalizacion por STAT3 y la
expresion de IL-21, después la sinergia de IL-21 con IL-6 sostiene la sefalizacion
por STAT3 que permite la expresion de ROR-yt y ROR-a, que a su vez reprimen
la expresion de Foxp3. Otra via para la activacion de ROR-yt es a través de TGF-
B que via SMADs induce la expresion de IL-1R e IL-23R, volviéndolas receptivas
a IL-1B e IL-23. ROR-yt, ROR-a. y STAT3 se unen a los promotores de las

citocinas de Th17 como IL-17A, IL-17F e IL-21; para dirigir su transcripcion. En la
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fase tardia de la diferenciacion de linfocitos Th17, la sefalizacion por IL-23/IL-23R
inducida por TFG-f e IL-6/IL-21 aumenta la sefalizacion por STAT3 y la expresion

de ROR-yt estabilizando el linaje Th17 (Kumar y Subramaniyan, 2014) (Fig. 6).
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Fig. 6. Regulacién de la polarizacién al linaje Th17. La estimulacién por las
citocinas IL-6, IL-21 e IL-23 y bajas concentraciones de TGF-B, permiten la
polarizacion y activacion de los linfocitos Th17. A su vez existe una fuerte
regulacion negativa por las citocinas IL-2, IL4, IL-27 e IFN-y que activan los
factores de transcripcion T-bet, GATA3 y Foxp3 que reprimen a ROR-yt (Kumar y
Subramaniyam, 2015).

La regulacion negativa de este fenotipo linfocitario esta mediada por la expresiéon
de receptores con funciéon supresora como IL-27R e CD25 asi como por efectos

inducidos por citocinas IFN-y, IL-2, IL-27 que activan factores de transcripcion
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como Foxp3, T-bet y GATA3 que antagonizan a ROR-yt (Kumar y Subramaniyan,
2014).

Los linfocitos Th17 se caracterizan por la produccion y liberacion de IL-17A, IL-
17F, IL-1pB, IL-6, IL-8, TNFa, factor estimulatorio de colonia de granulocito y
macréfago (GM-CSF), CCL20, CCL22; capaces de estimular células endoteliales,
epiteliales, fibroblastos, y macréfagos (Gaffen, et al., 2014).

La IL-17 es una citocina proinflamatoria, formada por un polipéptido de 155
residuos de aminoacidos. La familia de IL-17 esta conformada por 6 miembros: IL-
17 A, B, C, D, E y F; con una identidad del 16-50% en su secuencia pero con
diferentes patrones de expresion tisular. Existe una asociacidn entre la
sobreproduccion estas citocinas con enfermedades autoinmunes y se ha
observado una disminucion en la intensidad de estas patologias al bloquear su
produccion o su modo de accion (Shabgah, et al., 2014).

De manera fisiolégica la respuesta Th17 protege al organismo de infecciones
bacterianas y fungicas mediante el reclutamiento y sefalizacion de diversas
células de la respuesta inmune, incluyendo neutrdfilos, tipo celular caracteristico
de esta respuesta. Esta respuesta inmunitaria genera una potente cascada pro
inflamatoria lo que implica que fallas en las vias de regulaciébn generan
desordenes inflamatorios y que se relacionan con enfermedades autoinmunes.
(Singh, et al., 2014).

En experimentos con células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de
pacientes con EC se detecto la expresion de T-bet, pSTAT-1 e IFN-y, factores de
transcripcion y citocinas del fenotipo Th1; asi como pSTAT-3, IL-17, factor de
transcripcion y citocina del fenotipo Th17; asi como IL-10. Encontrando que sélo
se elevan los marcadores de linfocitos Th1 en el estado activo de la enfermedad
celiaca (Frisullo, et al., 2009).

Por todo lo anterior en este trabajo nos propusimos evaluar las respuestas
linfocitarias Th1, Th17 y la presencia de linfocitos Treg, que se generan en el
proceso inflamatorio de individuos celiacos y sensibles al gluten no celiacos, ya
que hasta el momento se mantiene en discusion qué tipo de respuesta caracteriza

a cada una de estas patologias.
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2. Antecedentes

La falla en la induccién de tolerancia hacia el gluten ha sido abordada por diversos
grupos como Garrote et al., los cuales proponen que la activacion de linfocitos T
efectores es un punto crucial en la patogenia de la EC, por lo que analizaron las
citocinas generadas y las vias de sefalizacion STAT (Transductor de senales y
activador de la transcripcién) activadas debido a la interaccion del gluten con la
mucosa intestinal. Detectando grandes cantidades de IFN-y en la mucosa
intestinal y la produccion de IL-15, IL-18 e IL-21. Proponen que la respuesta
inflamatoria puede estar dirigida y sostenida por la accion de IL-18, IL-21 (s6lo en
lamina propria con activaciéon de STAT1 para producir IFN-y) e incluso IL-27, a
través de las vias de STAT1 y STATS, sin encontrar un papel significativo para IL-
12 e IL-23 (Garrote, et al., 2008).

La implicacion de la respuesta Th17 en la EC se inici6 con la deteccion de
citocinas caracteristicas de esta respuesta en tejido o sangre de pacientes con
esta enfermedad. La emergencia del eje IL-23-Th17 dio lugar a un nuevo analisis
del dafo tisular mediado por células que previamente se habia atribuido al eje IL-
12-Th1 y subray6 un papel fundamental de la inmunidad innata en moldear la

respuesta inmune adaptativa.

Existen personas con haplotipos HLA-DQ2" o DQ8" que al contacto con el gluten
no desarrollan EC, el grupo de Harris et al., detectaron una mayor produccion de
IL-1B e IL-23 en pacientes celiacos respecto de controles sanos. Este grupo se
planted si la sefializacidén por estas citocinas era clave para el desarrollo de la EC
y si ademas esta respuesta diferencial podria explicar también las manifestaciones
clinicas. Debido a que la IL-23 asi como la IL-13 son citocinas relacionadas con la
respuesta celular Th17, también se planteé que el dafo tisular en esta patologia
podria estar mediada por el fenotipo linfocitario Th17. Este grupo demostré que la
IL-1B por si misma induce la produccion de la IL-23 inducida por gliadina en CMSP
de pacientes con EC y que el bloqueo del receptor de IL-1(IL-1R) por un
antagonista suprime dicha senalizacion e induce la reduccion en la secrecion de
IL-1B, TNF-o e IL-6 (Harris, et al., 2008).
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El grupo de Monteleone et al., detectaron la produccion de altos niveles de IL-21
en la EC activa, una citocina relacionada con la regulacion de la respuesta Th17,
por lo que decidieron investigar el papel de la respuesta Th17 en esta patologia.
Este grupo caracterizo las células productoras de IL-17A en la mucosa intestinal y
analizaron el control de su secrecion por la IL-21. Ellos encontraron que gran
cantidad de la IL-17A es secretada por linfocitos CD4+ y CD4+CD8+ que también
secretan IFN-y, pero que carecen del marcador CD161 y que la produccion de IL-

17A esta regulada por la IL-21 (Monteleone, et al., 2010).

El grupo de Sapone et al., realizaron la deteccidon de los niveles de IL-17A en
muestras de intestino delgado en pacientes con EC y SGNC encontrando sélo una

expresion significativamente alta en los pacientes celiacos (Sapone, et al., 2010).

Brottveit et al., analizaron la produccion de citocinas en la mucosa intestinal de
pacientes con EC y SGNC tras un reto con gluten de 3 dias. Encontrando que una
expresion significativamente alta de IL-8, TNF-a e IFN-y para los pacientes
celiacos y s6lo una expresion significativamente alta de IFN-y para los sensibles al

gluten, con una marcada infiltracion de LIE (Brottveit, et al., 2013).

Sapone et al., estudiaron la expresion de genes asociados a la funcion de barrera
intestinal asi como del sistema inmune en celiacos y sensibles al gluten con el fin
de encontrar similitudes y diferencias entre ambas patologias. En la SGNC
encontraron una disminucién en la permeabilidad intestinal debido a un aumento el
expresion de claudina 4 (CLDN4), una proteina integral de membrana. También se
encontré un aumento en la expresion del receptor tipo Toll 2 (TLR2) en los
pacientes sensibles al gluten y no en los celiacos. También una reduccion en la
expresion del factor de transcripcién Foxp3 en la SGNC respecto del control y del
grupo de EC. El estudio concluye puntualizando que la EC y la SGNC son dos
entidades clinicas distintas, en donde la inmunidad innata esta asociada a la
SGNC (Sapone, et al., 2011).
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3. Justificacion

La EC es una patologia desencadenada por el consumo de gluten en pacientes
con predisposicidon genética. Adicionalmente se ha identificado un grupo de
pacientes sensibles al gluten con sintomatologia similar sin compartir marcadores

serologicos ni genéticos con la EC.

La respuesta inmune de la EC no esta completamente caracterizada mientras que
la de SGNC se desconoce. En esta investigacion se busca caracterizar la

participacion de linfocitos Th1, Th17 y Treg en ambas patologias.
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4. Hipotesis

La respuesta inflamatoria de pacientes con enfermedad celiaca sera de tipo Th17
mientras que en los individuos sensibles al gluten no celiacos estara polarizada

hacia una respuesta celular de tipo Th1.
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Evaluar el fenotipo linfocitario de la respuesta inmune celular y sus citocinas

caracteristicas en pacientes celiacos y sensibles al gluten no celiacos.
5.2. Objetivos particulares

1. ldentificar las poblaciones celulares Th17, Th1 y Treg en los linfocitos
aislados de individuos celiacos y sensibles al gluten no celiacos utilizando
marcadores de superficie, factores de transcripcion y produccién de
citocinas.

2. Detectar citocinas implicadas en la diferenciacion y mantenimiento de los
linajes Th1, Th17 y Treg en cortes de tejido duodenal de individuos celiacos

y sensibles al gluten no celiacos.
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6. Metodologia

El estudio realizado fue prospectivo, simple y ciego; todos los participantes
firmaron la carta de conocimiento informado y el protocolo de investigacion se
aprob6 por el comité de ética del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutriciéon Salvador Zubiran (INCMNSZ).

6.1. Poblacién

La fase de seleccién de los pacientes y sujetos control, asi como la realizacion de

las pruebas clinicas y de gabinete, se realizaron en el INCMNSZ.

El estudio incluy6 a 35 pacientes: 16 pacientes con EC, 9 pacientes con SGNC y
10 pacientes control.

El grupo de estudio (EC y SGNC) incluyéd 25 pacientes que ingresaron al
INCMNSZ por diarrea cronica con diagnéstico de sindrome de absorcién intestinal
deficiente (SAID).

El grupo control se conformé por 10 sujetos que no presentaron diarrea, a los
cuales se les practicé endoscopia del tubo digestivo superior por otra causa que
no fuera SAID.

Criterios de inclusion para el grupo de EC

1
2

) Diagndstico reciente de EC.
)
3) Sin dieta libre de gluten.
)

)

Mayores de 18 afos.

N

Que requirieran una endoscopia superior con fines diagndésticos.

9]

Dar resultado positivo para dos de los tres siguientes anticuerpos: Anti-

gliadina deaminada (GD-IgG), Anti-transglutaminasa tisular IgA (fTg-IgA) y

Anti-endomisio (EMA-IgA).

6) Presentar alteraciones histolégicas en el duodeno compatibles con la
clasificacion de Marsh Il o IV.

7) Genotipo HLA-DQ2 o HLA-DQS8.
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Criterios de inclusion para el grupo de SGNC

1) Diagnostico reciente de SGNC.

2) Mayores de 18 afios.

3) Sin dieta libre de gluten.

4) Que requirieran una endoscopia superior con fines diagnésticos.

5) Sintomas similares a los pacientes con EC.

6) Dar resultado positivo para el anticuerpo: Anti-gliadina nativa (AGA-IgG).

7) Dar resultado negativo para anticuerpos Anti-transglutaminasa tisular IgA

(tTg-IgA) y Anti-endomisio (EMA-IgA).
8) Negativo a pruebas de alergia al trigo (IgE en sangre).
9) Histologia duodenal normal, compatible con la clasificacion de Marsh 0 y 1
(sin alteraciones histologicas).
Criterios de exclusién

Presentar cualquiera de las siguientes condiciones:

—

Neoplasias malignas.

)
2) Inmunocompromiso
3) Bulboduodenitis erosiva.
4) Infeccion en las dos semanas previas a la toma de la muestra.
5) Embarazo
6) Ingesta reciente de antimicrobianos, probioticos, inmunosupresores, anti

inflamatorios no esteroides y/o corticoesteroides.

7) Trastornos de coagulacién que limiten la toma de tejido para biopsias de
intestino.

8) Enteropatias secundarias: sobrepoblacion bacteriana, esprue tropical,
medicamentosa o infecciosa.

9) Insuficiencia renal.

6.2. Obtencion de linfocitos a partir de biopsias duodenales

Mediante endoscopia superior practicada en los pacientes y sujetos control se
tomaron tres biopsias del bulbo duodenal y cuatro biopsias de la segunda porcion

del duodeno, se colocaron en un tubo de microcentrifuga de 2ml (Eppendorf) con
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1ml de Solucion salina buffer de Hank (HBSS) libre de Ca™ y Mg*™, 5% suero
fetal bovino (SFB, GIBCO). Los tubos con las biopsias se transportaron con geles

refrigerantes al laboratorio para su analisis.

El tejido de las biopsias se traslad6 a una solucién con buffer de fosfatos (PBS)
(NaCl 8g, KCI 0.2g, Na;HPO,4 1.44g, KH,PO4 0.249g) acido etildiaminotetraacético
(EDTA) 2mM en un tubo de microcentrifuga (Eppendorf) de 1ml. Se centrifugaron
los tubos con HBSS a 800g 5 min 25°C para recuperar células presentes en la
solucion. El botén obtenido se resuspendié y se agregd al tubo con PBS EDTA
2mM, el cual se incubd a 37°C por 30min con agitacion.

Al finalizar la incubacién las biopsias se pasaron a una caja Petri de plastico estéril
con 500ul de PBS estéril para lavar la primera solucion de incubacién, y se
disgregaron mecanicamente con una hoja de bisturi y pinzas estériles.

Las biopsias disgregadas se pasaron a un tubo de 500ul con PBS Colagenasa IV
(Sigma) a una concentracion de 60U/ml. De manera adicional se centrifugo el tubo
de la primera incubacién a 800g 5 min 25°C, para recuperar las células que se
liberaron en el sobrenadante y se agregaron al tubo con la Colagenasa V. El tubo
con las biopsias se incubd por 1h a 34°C con agitacion.

Posterior a la incubacion la suspensiéon celular se pasé por un separador celular
de 40um (Cell Strainer BD Falcon) en tubo conico para centrifuga (Falcon) de
50ml. El tubo con la Colagenasa IV se lavé con 2ml de PBS, y este volumen
también se pasé por el separador celular, para recuperar el mayor numero de
células posibles. El tubo cénico con la suspension celular se centrifugd a 800g por
10min a 25°C.

Se decantd el sobrenadante del tubo cénico y el botén celular se resuspendié en
1ml de PBS, se agregd 1ul de Brefeldina A (BD GolgiPlug) y se dejé incubando
por 1h a 37°C con 5% de CO..

Tras la incubacién se evaludé el numero y viabilidad celular en una camara de
Neubauer con una mezcla de 10ul de la suspension celular y 90ul de azul de
Tripan 0.4% (Gibco), se realiz6 el conteo de 4 cuadrantes y se determind la

viabilidad por exclusion con Azul de Tripan (viabilidad >90%).
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6.3. Aislamiento de CMSP de pacientes

Se recolectdé la muestra sangre periférica de los pacientes y sujetos control por
venopuncion utilizando el sistema de recoleccion de sangre BD Vacutainer tubos
con EDTA (BD) para evitar la coagulacion de la muestra. Se diluyo el volumen de
sangre con un volumen igual de PBS estéril y se mezcld por inversiéon en un tubo
conico de 15ml (Falcon). A continuacié se le afiadié al tubo cénico un volumen de
Ficoll equivalente al volumen de la sangre diluida con PBS. El PBS vy el Ficoll se
utilizaron a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a 425g con aceleracion
y freno 0 a 18°C durante 30 min.

Con una un pipeta de transferencia (Thermo SCIENTIFIC) estéril se obtuvo el
anillo de células mononucleares evitando romper el gradiente de densidad
formado. El cual se transfirio a un tubo cénico de 15ml (Falcon) para realizar un
lavado con PBS estéril usando 3 veces el volumen de las células aisladas, en el
cual se resuspendieron las células suavemente y se centrifugaron a 425g con
aceleracion 6 y freno 6 durante 10 minutos a 18°C.

El tubo se decant6 y las células se resuspendieron en 1ml de PBS y se agregd 1yl
de Brefeldina A (BD GolgiPlug), las células se incubaron a 37°C, CO; 5% durante
1h.

Posterior a la incubacion se realizd el conteo celular, de la suspension celular se
tomaron 10ul y se mezclaron con 90ul de azul de Tripan 0.4% (Gibco), de la
mezcla se colocaronn 10yl en la camara de Neubauer (MADESA), se hizo el
conteo de 4 cuadrantes y se determiné la viabilidad por exclusiéon con Azul de
Tripan (>90%).

6.4. Analisis de las poblaciones linfocitarias por citometria de flujo
Por citometria de flujo se analizaron dos muestras por cada paciente, una de
linfocitos aislados de biopsia duodenal y otra de linfocitos aislados de sangre

periférica (Tabla 1).
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Tabla 1. Anticuerpos utilizados en los experimentos de citometria de flujo.

Célula Marcador | Detector | Reportero | Fabricante | Clona No.

blanco catalogo

Linfocitos | CD4 BL1 FITC BioLegend | OKT4 317408

Th

Treg Foxp3 BL2 PE BioLegend | 206D 320108

Th1 T-bet BL3 PerCP- BD 04-46 561316
Cy5.5 Pharmigen

Th1 IFN-y RL2 APC-Cy7 | BioLegend | 4S.B3 502530

Th17 ROR-yt RLA1 APC R&D 600380 IC6006A

Systems
Th17 IL-17A BL4 PE-Cy7 BioLegend | BL168 512315

Para compensar se utilizé el kit AbC Anti-Mouse Bead (Invitrogen) que consta de
perlas de poliestinero negativas y de captura. El control negativo fueron perlas
negativas, sin capacidad de union de anticuerpos y para los controles de
compensacion de cada uno de los canales (BL1, BL2, BL3, BL4, RL1 y RL2) se
ocuparon una mezcla de perlas negativas con perlas de captura acopladas al
anticuerpo especifico para cada canal.

Para la fenotipificacion de linfocitos intraepiteliales (LIE) y linfocitos de sangre
periférica (LSP) se utilizaron anticuerpos especificos para cada subpoblacion.
Todos los LIE y LSP fueron identificados como CD4+, marcador de linfocitos T
(Th).

subpoblaciones de linfocitos Treg con la expresion del factor de transcripcion

cooperadores Dentro de los linfocitos T CD4+ se buscaron las

Foxp3+; la subpoblacion de linfocitos Th1 con la expresion del factor de
transcripcion T-bet+ y la produccién de IFN-y+ y la subpoblacién de linfocitos Th17

con la expresion del factor de transcripcion ROR-yt+ y la produccion de IL-17A+.

6.4.1. Tincién extracelular de los linfocitos
Se centrifugd la suspension celular 5 min a 720g, con freno 6 y aceleracion 6,
18°C, se retir6 el sobrenadante con micropipeta para concentrar las células en un
volumen de 50ul de buffer de tincién (PBS +SFB 1%)

Se incubaron las células con una concentracion 1:50 del anticuerpo anti-CD4 para
la identificacion de linfocios T cooperadores (Th). Se agité el tubo manualmente
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después de la adicién del anticuerpo, para evitar agregados celulares, y se

incubaron las células durante 30 min a temperatura ambiente protegido de la luz.

Tras la incubacién se lavaron las células con 400pul de buffer de tincion (PBS SFB

1%) y se centrifugaron a 800g, 10 min, con freno 6 y aceleracion 6, 18°C.
6.4.2. Tincion intracelular de los linfocitos

Se resuspendio el boton celular obtenido durante la tincidn extracelular en 150l
de Fix/Perm (BD GolgiPlug) y se incubaron las muestras durante 50 min
protegidas de la luz a temperatura ambiente.
Al finalizar la incubacién se agregaron 300ul de Perm/Wash Buffer (BD GolgiPlug)
directamente a las células fijadas y permeabilizadas y se resuspendieron
suavemente hasta desagregar las células. Se centrifugaron a 800g a 18°C por 10
min y se retird el sobrenadante con micropipeta dejando un volumen final de 50ul
de la suspension celular.
En 50ul de Perm/Wash Buffer se agregaron los anticuerpos para los factores de
transcripcion y citocinas intracelulares: Foxp3, T-bet, IFN-y, ROR~t, IL-17A. Se
incubaron las células a temperatura ambiente por 50 min protegidos de la luz. Se
resuspendieron las células suavemente antes de lavarlas con 300ul de
Perm/Wash Buffer (BD GolgiPlug). Las células se centrifugaron a 800g a 18°C por
5 min. Se aspiro el sobrenadante y se realizé otro lavado con 300ul de Perm/Wash
Buffer (BD GolgiPlug) a 800g a 18°C por 5 min. Se resuspendié el pellet celular en
350yl de buffer de tincidn y se analizaron las células por citometria de flujo.

6.5. Analisis de los linfocitos marcados por citometria de flujo
Para el analisis de las muestras se utilizo el citdmetro de flujo Attune Acoustic
Focusing Cytometer Blue/Red (Life Technologies), con su correspondiente
programa de analisis Attune® Cytometric Software v2.1.
Se adquirié el control de autofluorescencia, CMSP sin tefir, se ajustaron los
voltajes de los parametros de forward scatter (FSC) y side scatter SSC y con la
ventana R1 se delimitd la poblacién de linfocitos.
Tras este paso se ajustd la senal de autofluorescencia en los seis canales del

citometro de flujo.
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A continuacién se adquieron los controles de compensacion para cada uno de los
seis canales que se utilizaron para el analisis de las muestras, en este caso se
indica al citometro mediante la ventana R2 cual es la sefial de fluorescencia de las
células tefiidas con el fluorocromo utilizado.

Tras la compensacion se adquirieron 10,000 eventos de LSP y LIE y se obtuvo el
valor de la intensidad media de fluorescencia (MFIl) para cada uno de los
marcadores extracelulares e intracelulares.

6.6. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica se realizd en cortes de tejido duodenal de 4um,
embebidos en parafina, de los cuales se realizaron tinciones simples y dobles con
anticuerpos dirgidos contra citocinas proinflamatorias, antinflamatorias y
fibrogénicas (Tabla 2).

Tabla 2. Anticuerpos utilizados en la técnica de inmunohistoquimica.

Anticuerpo | Origen Dilucion Marca
IL-1B Ratén 10 pg/ml Abcam
IL-2 Conejo 1/250 Abcam
IL-4 Ratén 10 pg/ml BioLegend
IL-6 Ratén 1 pg/mi Abcam
IL-8 Ratén 10 pg/ml Abcam
IL-10 Ratén 5 pg/ml Abcam

IL-12p40 | Conejo 10 pg/ml Abcam
IL-15 Ratén 3 pg/mi Abcam
IL-17A Conejo 10 pg/ml Abcam
IL-21 Conejo 10 pg/ml Abcam
IL-22 Raton 10 pg/ml Abcam
IFN-y Raton 10 pg/ml Abcam
TGF-B1 Conejo 10 pg/ml Abcam
TNF-a Ratén 10 pg/ml Abcam
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6.6.1. Protocolo para inmunohistoquimica
Se desparafinaron las laminillas con biopsias de tejido duodenal (grosor 4um)
durante 45 min a 54°C en el horno (Riossa). Posteriormente se hidrato el tejido
sumergiendo las laminillas por 3 min con agitacion en: Xileno, Etanol/xileno 1/1,
Etanol 100%, Etanol 50%, agua destilada (en este orden). Se eliminé el exceso de
agua y se hidrato el tejido con PBS. Se incubé el tejido con una solucién de H,O,
(DAKO) durante 5 min, se eliminé el exceso de reactivo con de PBS y se dejo
reposar las laminillas en un bafio de PBS. Posteriormente se elimind el exceso de
PBS y se adiciond el anticuerpo primario o el control negativo se incub6 durante
30 min. El exceso de anticuerpo se elimind con PBS y se dejo reposar las
laminillas en un bafo de PBS durante 5 min. Se realizaron 2 lavados con PBS de
5 min cada uno. Se aplico el reactivo LINK (DAKO) hasta cubrir el tejido se incubd
durante 15 a 30 min. El exceso de anticuerpo se eliminé con PBS y se dejo
reposar las laminillas en un bafio de PBS durante 5 min. Se realizaron 2 lavados
con PBS de 5 min cada uno. Se aplicé el reactivo Streptavidin (DAKO) hasta cubrir
el tejido se incubd durante 15 min. El exceso de anticuerpo se eliminé con PBS y
se dej6 reposar las laminillas en un bafio de PBS durante 5 min. Se realizaron 2
lavados con PBS de 5 min cada uno. Se aplico el reactivo de revelado [1ml de la
solucién de sustrato-cromogeno (DAKO) + 20 wl (1 gota) del cromdégeno DAB
(DAKO)] hasta cubrir el tejido se incubé durante 15 min. Se lavdé con agua
destilada y se realizé la contratincion con hematoxilina de Harris (MERCK) durante
2 a 5 min. Se lavé con agua destilada y se sumergié 10 veces en solucion de
hidroxido de amonio 0.037 mol/L (2.5 ml de NH4OH concentrado + 1 | de agua
destilada). Posteriormente se lavo con agua destilada durante 2 min y las laminilas

se secaron en el horno y se montaron con resina (DAKO) y cubreobjetos.

6.7. Analisis estadistico de los resultados

6.7.1. Datos obtenidos por de citometria de flujo
Para el analisis estadistico de los datos obtenidos a través de citometria de flujo,
se calcularon los porcentajes de la expresion de los marcadores, en cada una de
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las muestras de biopsias duodenales y sangre periférica. Se utilizé el software
GraphPad Prism para Windows (version 6.01 GraphPad software Inc. EEUU) para
las diferentes pruebas estadisticas. Para el analisis de los resultados de citometria
se uso la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, con significancia estadistica de
p< 0.05.

6.7.2. Datos obtenidos por inmunohistoquimica
Por cada citocina detectada (una laminilla por paciente) se realizé un conteo por 3
observadores independientes. Se contabilizaron las células positivas en 2 campos
para lamina propria y 2 campos para epitelio, cada campo compuestos al menos
por 100 células. De cada campo se contabilizaron las células que sean positivas al
marcador.
Como prueba de comparacion multiple se utilizé el test de Holm-Sidak, con

significancia estadistica de p< 0.05.
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7. Resultados

7.1. Subpoblaciones linfocitarias en sangre e intestino.

Por citometria de flujo se analizaron en total las muestras de: 7 pacientes con EC,
7 pacientes con SGNC y 9 pacientes control. Los datos de la poblacién de estudio
son los siguientes: rango de edad 21-73 afios, edad media 47 afos, 78.8%
mujeres y 21.2% de hombres.

Los resultados de la citometria de flujo se expresan como porcentajes y fueron
analizados mediante el test no-paramétrico Kruskal-Wallis. Como descriptivos
estadisticos para cada una de las subpoblaciones de LIE y LSP se utilizaron la

media de todos los porcentajes de las muestras analizadas.

7.1.1. Andlisis de las muestras por citometria de flujo

El marcador CD4+ de linfocitos T cooperadores en sangre mostré una tendencia
de aumento en los grupos de pacientes con SG y EC. La deteccion realizada en
muestras duodenales tuvo un incremento de linfocitos Th en el grupo de pacientes
con EC siendo mayor respecto del grupo control, con una significancia estadistica
de p=0.0025 (Fig.7).
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Fig. 7. Porcentaje de células positivas para el marcador CD4 de linfocitos Th en muestras de
sangre y duodeno. Expresion significativamente mayor en el grupo de pacientes con EC respecto
del grupo control en duodeno (p=0.0025). La media se ilustra con una barra. Analisis en sangre:
Control (n=9), SG (n=7) y EC (n=7). Andlisis en duodeno: Control (n=7), SG (n=7) y EC (n=6).
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La expresion del factor de transcripcion Foxp3 en sangre no mostré diferencias
significativas entre los grupos pero se observa una tendencia de mayor expresion
en el grupo de pacientes con SG. En duodeno el grupo de pacientes con EC
mostré un incremento respecto del grupo control con significancia estadistica de
p=0.039 (Fig. 8).

Foxp3 sangre Foxp3 duodeno
201 6 =
- p=0.039
A A
15- —A—
4-
— -
[ J 7 3
s 104 B
I. 21 A
5 -
A A A
o ala ° Al
. e HgH
ole | IR PY ] ———
0 v T T 0= T

o %O Q,O (@} 60 Q/O
Fig.8. Porcentaje de células positivas para el factor de transcripcion Foxp3 en muestras de sangre
y duodeno. Expresion significativamente mayor en el grupo de pacientes con EC respecto del
grupo control en duodeno (p=0.039). La media se ilustra con una barra. Analisis en sangre: Control
(n=9), SG (n=7) y EC (n=7). Analisis en duodeno: Control (n=7), SG (n=7) y EC (n=6).

La expresién del factor de transcripciéon de T-bet en sangre no tuvo diferencias
significativas entre los grupos, s6lo se muestra una tendencia de mayor expresion
en el grupo de pacientes con SG. En tejido duodenal el grupo de pacientes con EC
tuvo una expresién significativamente mayor respecto del grupo control con una
p=0.0358 (Fig. 9).
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Fig. 9. Porcentaje de células positivas para el factor de transcripcién T-bet en muestras de sangre

y duodeno. Expresion significativamente mayor en el grupo de pacientes con EC respecto del
grupo control en duodeno (p=0.0358). La media se ilustra con una barra. Andlisis en sangre:
Control (n=9), SG (n=7) y EC (n=7). Andlisis en duodeno: Control (n=7), SG (n=7) y EC (n=6).
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La expresion del factor de transcripcion ROR-y en sangre no tuvo diferencias
significativas entre los grupos de estudio. La determinacion en duodeno muestra
una tendencia clara de mayor expresién el grupo de pacientes con EC y SG, sin

tener significancia estadistica (Fig. 10).
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Fig. 10. Porcentaje de células positivas para el factor de transcripcion ROR-yt en muestras de
sangre y duodeno. La media se ilustra con una barra. Analisis en sangre: Control (n=9), SG (n=7) y
EC (n=7). Analisis en duodeno: Control (n=7), SG (n=7) y EC (n=6).

La produccion de IFN-y en linfocitos de sangre y duodeno no mostraron diferencias

significativas entre los grupos de estudio (Fig. 11).
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Fig. 11. Porcentaje de células positivas para la citocina IFN-y en muestras de sangre y duodeno. La
media se ilustra con una barra. Analisis en sangre: Control (n=9), SG (n=7) y EC (n=7). Analisis en
duodeno: Control (n=7), SG (n=7) y EC (n=6).
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La produccién de IL-17A en sangre y duodeno no mostraron diferencias
significativas entre los grupos de estudio. En duodeno se puede observar una
tendencia de aumento en los grupos de pacientes con EC y SG respecto del grupo
control (Fig. 12).
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Fig. 12. Porcentaje de células positivas para la citocina IL-17A en muestras de sangre y duodeno.
La media se ilustra con una barra. Analisis en sangre: Control (n=9), SG (n=7) y EC (n=7). Analisis
en duodeno: Control (n=7), SG (n=7) y EC (n=6).

7.2. Deteccidn de citocinas en tejido duodenal por IHQ

El analisis por IHQ incluydé 32 pacientes: 15 pacientes con EC, 9 pacientes con
SGNC y 8 pacientes control. Los resultados de IHQ se expresan como porcentajes
de células inmunorreactivas detectadas en epitelio y lamina propria del tejido
duodenal en los grupos control y de pacientes con EC y SGNC. Los datos se

analizaron mediante el test Holm-Sidak.

7.2.1. Citocinas proinflamatorias en la respuesta inmune de la

ECy la SGNC
La deteccién de IL-1B en epitelio fue tuvo un mayor porcentaje de células
marcadas positivamente para en el grupo de pacientes con EC (15%, p<0.01) vy
en el de pacientes con SGNC (7.5%, p=0.08) respecto del grupo control (3.5%).
En lamina propria el grupo de pacientes con EC (10%) y de pacientes con SGNC
(4%) tuvieron un porcentaje significativamente mayor (p<0.01) de células

marcadas positivamente con respecto al grupo control, Tabla 3.
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Tabla 3. Valores de deteccién de IL-1pB en tejido duodenal.

IL-1P Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 1 2 2.5 4.75 10 ns
SGNC 9 2 4 7.5 18.3 25 0.008
EC 15 2 7.5 15 20 25 <0.001
IL-1P Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 1 2 2 3.75 8 ns
SGNC 9 1 2.75 4 6 10 <0.001
EC 15 2 7.5 10 13 23 <0.001

La deteccién de IL-2 mostrd un porcentaje significativamente mayor (p<0.001) de

células marcadas positivamente en epitelio para el grupo de pacientes con SGNC

(9.5%) y con EC (26%); en lamina propia también fue significativamente mayor

(p<0.001) en el grupo de pacientes con SGNC (6%) y con EC (15%) respecto al

grupo control, Tabla 4.

Tabla 4. Valores de deteccién de IL-2 en tejido duodenal.

IL-2 Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana Percentil 75 Maximo | p<0.05
Control 8 0 2 5 6.75 10 ns
SGNC 9 0 5 9.5 14.5 18 <0.001
EC 15 11 20 26 33 43 <0.001
IL-2 Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana Percentil 75 Maximo | p<0.05
Control 8 0 1 3 5.75 10 ns
SGNC 9 1 4 6 8.25 16 <0.001
EC 15 3 7.75 15 21.3 34 <0.001

La deteccion de IL-6 en duodeno so6lo mostréo un porcentaje significativamente

mayor en el grupo de pacientes con EC (11%) en lamina propria respecto del
grupo control (p=0.004) y de pacientes con SGNC (p=0.006), Tabla 5.
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Tabla 5. Valores de deteccién de IL-6 en tejido duodenal.

IL-6 Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 4 4.25 6.5 9.75 11 ns
SGNC 9 2 3 5.5 11.8 18 ns
EC 15 1 3 8 19 26 ns
IL-6 Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 1 4 5 8 12 ns
SGNC 9 1 3 4.5 8.25 16 ns
EC 15 2 4 11 18 25 0.004/0.006

La deteccion de IL-8 sdlo tuvo un porcentaje significativamente mayor (15.3%) en
lamina propia para el grupo de pacientes con EC respecto del grupo control

(p=0.046) y de los pacientes con SGNC (p=0.007), Tabla 6.

Tabla 6. Valores de deteccién de IL-8 en tejido duodenal.

IL-8 Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 2 3 4 7.5 21 ns
SGNC 9 1 2 3 5 10 ns
EC 15 1 1.75 4.5 12 25 ns
IL-8 Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 0 1 2 5.75 19 ns
SGNC 9 1 1 1 3.75 10 ns
EC 15 1 2 8 15.3 35 0.046/0.007

La deteccion de IL-12 tuvo un porcentaje significativamente mayor en el grupo de
pacientes con EC (p<0.001) tanto en epitelio (30.5%) como en lamina propria
(25.3%) comparado con el grupo control y SGNC. EI grupo de pacientes con

SGNC mostré un porcentaje mayor (18.3) respecto al grupo control (p<0.001) sélo

en epitelio, Tabla 7.
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Tabla 7. Valores de deteccién de IL-12p40 en tejido duodenal.

IL-12p40 Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 1 2.5 5.5 7 14 ns
SGNC 9 3 10.3 14.5 18.3 31 <0.001
EC 15 10 15 23.5 30.5 37 <0.001/0.008
IL-12p40 Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 2 4.25 6 8 10 ns
SGNC 9 2 5.75 9 14.5 20 ns
EC 15 1 8 13 25.3 33 <0.001/0.011

La deteccién de IL-15 en epitelio fue significativamente mayor para los grupos de
pacientes con EC (36.5%) y con SGNC (25%) respecto del grupo control
(p<0.001), aunque el grupo de pacientes con EC tuvo un mayor porcentaje
comparado con el grupo de pacientes con SGNC (p<0.001). En lamina propria el
sélo el grupo de pacientes con EC tuvo un mayor porcentaje (16%) respecto al

grupo control (p=0.003) y del grupo de pacientes con SGNC (p=0.001), Tabla 8.

Tabla 8. Valores de deteccion de IL-15 en tejido.

IL-15 Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 5 6 7.5 9.75 14 ns
SGNC 9 18 22 25 30 38 <0.001

EC 15 19 26 36.5 48.3 61 <0.001/<0.001
IL-15 Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 3 10 10 12 15 ns
SGNC 9 3 6.75 10 12 16 ns

EC 15 4 10 16 25 57 0.003/0.001

La deteccion de IL-17A tuvo un porcentaje de células marcadas positivamente
significativamente mayor (p<0.001 y p=0.022) sdlo en el grupo de pacientes con
EC tanto en epitelio (14%) como en lamina propria (10.5%) respecto al grupo

control y de grupo de pacientes con SGNC, Tabla 9.
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Tabla 9. Valores de deteccién de IL-17A en tejido duodenal

IL-17A Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 2 4 4.5 8.25 19 ns
SGNC 9 2 7.75 11.5 13 21 ns

EC 15 3 11.8 14 18.3 45 <0.001/0.022
IL-17A Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 1 2 3 5 12 ns
SGNC 9 0 35 5 7.25 19 ns

EC 15 2 7.5 10.5 15.3 27 <0.001/<0.001

La deteccién de IL-21 fue significativamente mayor (p<0.001) en los dos grupos de
pacientes con EC (25%) y con SGNC (18%) respecto al grupo control en epitelio,
adicionalmente el grupo de pacientes con EC tuvo un mayor porcentaje de células
positivas respecto del grupo de pacientes con SGNC (p<0.001). En lamina propria
soélo el grupo de pacientes con EC (23.5%) tuvo una produccion significativamente

mayor (p<0.001) respecto del grupo control y de pacientes con SGNC, Tabla 10.

Tabla 10. Valores de deteccion de IL-21 en tejido duodenal.

IL-21 Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 3 6 8 12 15 ns
SGNC 9 10 15 18 21 26 <0.001
EC 15 10 19.8 25 30 45 <0.001/<0.001
IL-21 Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 3 8 10.5 12.8 19 ns
SGNC 9 5 7 9.5 17 26 ns
EC 15 8 12.8 23.5 29 36 <0.001/<0.001

En epitelio se detectd un porcentaje significativamente mayor de IL-22 para el
grupo de pacientes con EC (23%) respecto del grupo control (p<0.01) y de
pacientes con SGNC (p=0.020); por su parte el grupo de pacientes con SGNC
tuvo un porcentaje significativamente mayor (15.5%) respecto del grupo control

(p=0.027). En lamina propria solo el grupo de pacientes con EC tuvo un porcentaje
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significativamente mayor (11%) respecto del grupo control (<0.001) y del grupo de
pacientes con SGNC (p=0.011), Tabla 11.

Tabla 11. Valores de deteccion de IL-22 en tejido duodenal.

IL-22 Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 3 4.25 6.5 8 10 ns
SGNC 9 1 7.5 15.5 24.3 30 0.027
EC 15 5 11 23 30.3 63 <0.001/0.02
IL-22 Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 1 2 3.5 7.75 14 ns
SGNC 9 1 2 4.5 15.3 27 ns
EC 15 5 10 11 23.5 47 <0.001/0.011

El grupo de pacientes con EC tuvo un porcentaje significativamente mayor de
células positivas (20%) para la IL-23 en epitelio respecto del grupo control
(p=0.001) y del grupo de pacientes con SGNC (p<0.002). En lamina propria los
pacientes con EC tuvieron el mayor porcentaje de células positivas (18%) al
compararlo con el grupo control y con el grupo de pacientes con SGNC (p=0.004 y
p<0.001). Por su parte el grupo de pacientes con SGNC tuvo un mayor porcentaje
de células marcadas positivamente respecto del grupo control (p<0.001) en

epitelio (9%) y lamina propria (8%), Tabla 12.

Tabla 12. Valores de deteccién de IL-23 en tejido duodenal de pacientes con EC y
SGNC.

IL-23 Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 2 3 4 5.75 7 ns
SGNC 9 5 6 9 10 14 0.002
EC 15 14 17.5 20 21.3 34 <0.001/<0.001
IL-23 Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 1 2 3 5.75 6 ns
SGNC 9 4 6.75 8 12.5 16 0.004
EC 15 12 16 18 28 36 <0.001/<0.001
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En la deteccion de IFN-y se encontré que soélo el grupo de EC tuvo un porcentaje
significativamente mayor de células positivas respecto del grupo control y el grupo
de pacientes con SGNC (p<0.001) en epitelio (8.5%) y lamina propria (7%), Tabla
13.

Tabla 13. Valores de deteccion de IFN-y en tejido duodenal

IFN-y Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo | p<0.05
Control 8 0 0 1 2 10 ns
SGNC 9 1 2 3 5 7 ns
EC 15 1 3.75 8.5 19.75 32 <0.001
IFN-y Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo | p<0.05
Control 8 0 0 1.5 3.75 8 ns
SGNC 9 0 1 2 3 7 ns
EC 15 1 4 7 13 25 <0.001

La deteccién de TNF-a en epitelio fue significativamente mayor en el grupo de
pacientes con EC (18%) comparado con el grupo control (p<0.001) y SGNC
(p=0.009). En lamina propria el porcentaje de células positivas solo fue
significativamente mayor (p=0.002) para el grupo de pacientes con EC (13.5%). La
deteccion de TNF-a en el grupo de pacientes con SGNC sélo fue
significativamente mayor (p=0.046) a nivel de epitelio (12%) respecto del grupo

control, Tabla 14.

Tabla 14. Valores de deteccion de TNF-a en tejido duodenal

TNF-a Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 0 4.75 7 10 18 ns
SGNC 9 4 9 12 19.8 24 0.046

EC 15 7 14 18 24.3 49 <0.001/0.009
TNF-a Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 0 2 4 6.75 16 ns
SGNC 9 1 5 8 16 22 ns

EC 15 3 6 13.5 19.3 26 0.002
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7.2.2. Citocinas anti-inflamatorias en la respuestainmune de EC
y la SGNC

Los resultados obtenidos en la deteccién de IL-4 no fueron significativos en los

grupos de estudio, Tabla 15.

Tabla 15. Valores de deteccion de IL-4 en tejido duodenal

IL-4 Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo | p<0.05
Control 8 4 5 6 7.75 10 ns
SGNC 9 0 5 6.5 13.25 29 ns
EC 15 2 3 7 19.25 31 ns
IL-4 Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo | p<0.05
Control 8 4 5 7.5 10 14 ns
SGNC 9 1 3.75 7.5 10 12 ns
EC 15 0 3 5 20.25 42 ns

En la deteccidon de células positivas para IL-10 se observa un porcentaje

significativamente menor en el grupo de pacientes con SGNC (5%) respecto del

grupo control (p=0.024) y del grupo de pacientes con EC (p=0.03) en lamina

propria, Tabla 16.

Tabla 16. Valores de deteccion de IL-10 en tejido duodenal

IL-10 Epitelio
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 10 13.3 16.5 19.8 23 ns
SGNC 9 3 6.5 9.5 19.3 48 ns
EC 15 12 18 40.5 71 ns
IL-10 Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo p<0.05
Control 8 4 10.5 19.5 22.8 26 ns
SGNC 9 1 2 5 16.3 23 0.024/0.03
EC 15 2 9.75 16 24.3 43 Ns
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7.2.3. Citocinas fibrogénicas en la respuesta inmune de la EC y
la SGNC

de pacientes con EC y SGNC. Los resultados en la deteccidén a nivel de epitelio
nos muestra que el grupo de pacientes con SGNC y con EC tienen una mayor
produccion de TGF-B1 en comparacion con el grupo control (p<0.001) en epitelio.
En lamina propria hubo una produccion significativamente mayor de los pacientes
con EC (p=0.009) y los pacientes con SGNC (p=0.001) respecto del grupo control,
Tabla17.

Tabla 17. Valores de deteccion de TGF-f1 en tejido duodenal.

TGF-B Epitelio

Grupo n | Minimo | Percentil25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo | p<0.05

Control 8 0 2.25 6 10 17 Ns

SGNC 9 11 15.5 18 30 38 <0.001
EC 15 2 9 17.5 24.25 39 <0.001

Lamina propria
Grupo n | Minimo | Percentil 25 | Mediana | Percentil 75 | Maximo | p<0.05

Control 8 0 0.25 3.5 7.5 15 Ns
SGNC 9 5 8 10.5 15.75 22 0.009
EC 15 1 5.75 11.5 19.25 29 0.001
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8. Discusion

La Enfermedad Celiaca es una patologia crénica autoinmune que afecta intestino
delgado de individuos genéticamente predispuestos y se desencadena por la
ingesta de gluten (Ludvigsson, et al., 2013). A la fecha el unico tratamiento
disponible es la dieta libre de gluten (DLG), sin embargo recientemente se ha
detectado otro grupo de pacientes que responden a este tratamiento mejorando
su estado de salud pero que no cumplen con los criterios diagndsticos para
Enfermedad Celiaca, a este grupo se le clasifica como pacientes con Sensibilidad
al Gluten no Celiaca (Kabbani, et al., 2014).

Entre ambas patologias existe una diferencia importante en la prevalencia, para
EC es de 0.5%- 1% mientras que para la SGNC se manejan valores del 0.63%-6%
(Navarro y Araya, 2015).

En este estudio se buscé identificar parametros inmunolégicos que nos ayuden a
diferenciar entre la EC y la SGNC asi como comprender su fisiopatologia. Este
trabajo evidencia respuestas inmunoldgicas diferenciales al gluten en estas dos
condiciones clinicas.

Este objetivo se abordd mediante la identificacion de fenotipos de linfocitos Th en
las patologias de la EC y la SGNC. Ya que en la EC se tiene reportado como
principal fenotipo de la inflamacion a los linfocitos Th1, nosotros quisimos
investigar el papel de los linfocitos Th17, debido a que se han relacionado con
mecanismos de autoinmunidad y que el proceso inflamatorio se desarrolla en el
intestino. La patogénesis de la SGNC es poco conocida debido a su reciente
descubrimiento y a que comparte muchas caracteristicas clinicas con la EC.
Hasta el momento se sabe de una participacion importante de la inmunidad innata,
pero al evaluar marcadores de inmunidad adaptativa tratamos de conocer mas
caracteristicas de esta nueva entidad clinica.

Uno de los principales cambios histolodgicos reportados por diferentes autores en
la EC es la infiltracion de LIE (Villar Rodriguez, 2005), lo que concuerda con lo
observado por nuestro grupo mediante la identificacion de linfocitos T CD4+. A
través del analisis por citometria de flujo se determiné el fenotipo de linfocitos T

cooperadores en muestras de sangre y tejido duodenal en donde se observd un
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mayor infiltrado de linfocitos T CD4+ en las muestras de tejido duodenal de
pacientes con EC (p=0.0025) respecto del grupo control (Sapone, 2012).

En el estudio de Garrote et al., evaluaron las vias de activacion de IFN-y
dependiente del consumo de gluten en biopsias duodenales, mediante el analisis
de las vias STAT que se activan en la respuesta inmune adaptativa de la EC. Ellos
detectaron citocinas y proteinas STAT involucradas en los eventos tempranos de
la EC. Sdlo encontraron un incremento en IL-21 e IL-27p28, en nuestros
resultados también encontramos un incremento de IL-21 en los grupos de
pacientes con EC y pacientes con SGNC. Mientras que Garrote et al., no
encontraron un papel significativo para IL-12, IL-23p19 e IL-6. A pesar de
encontrar una expresion diferencial de STAT3 en EC activa, no le dan ningun peso
ni a la sefalizacién por IL-23, ambas relacionadas con el perfil de linfocitos Th17.
También encontraron una expresion diferencial de STAT5 relacionada con la
diferenciacion de linfocitos Treg pero no una produccion de citocinas anti
inflamatorias en pacientes celiacos.

Hablan de una falla en el control de la inflamacion como uno de los factores
involucrados en la pérdida de tolerancia al gluten pero no encuentran expresion
diferencial de marcadores anti inflamatorios en sus arreglos de baja densidad.
Este trabajo difiere al nuestro en la metodologia utilizada para detectar la red de
citocinas implicadas y a pesar de que este grupo analiza cientos de genes
mediante arreglos de baja densidad y qPCR, sélo encuentra una activacion
importante de genes relacionados con la respuesta Th1, a diferencia de nuestros
resultados en donde la respuesta Th17 también se observa activada, esto puede
deberse a la que la deteccion de las citocinas se hizo a nivel de proteinas
mediante IHQ. El grupo no discute sobre las caracteristicas poblacionales de su
grupo de estudio, solo que al igual que nosotros son adultos (Garrote JA, et al.,
2008).

Antes del descubrimiento del linaje Th17 en la EC se sélo se reportaban
modificaciones en poblaciones de linfocitos Th1 y en sus citocinas caracteristicas.
El grupo de Harris, et al., fue uno de los primeros trabajos en reportar un aumento

en la produccién de IL-1B, IL-23 y TNF-a, citocinas relacionadas con la respuesta
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Th17, en pacientes celiacos HLA-DQ2+ en comparacion con pacientes HLA-DQ2+
sanos. En nuestros resultados tanto IL-13 como IL-23 se encontraron elevadas en
el grupo de EC por encima del grupo de SGNC y del control, pero también los
pacientes con SGNC presentaron una mayor produccion de ambas citocinas a
nivel de intestino. Adicionalmente, este grupo analizé la produccion de otras
citocinas en CMSP, en el caso de IL-12p70 no encontraron una produccién
significativa, mientras que en nuestra deteccion de IL-12p40 encontramos a nivel
de intestino una mayor produccién en el grupo de EC, seguida por el grupo de
SGNC. Respecto de las citocinas relacionadas con la respuesta Th17 el TNF-a
tuvo una mayor produccién en los pacientes celiacos, o que concuerda con
nuestra deteccion en intestino, cabe mencionar que la produccion en epitelio
intestinal los pacientes con SGNC también produjeron mas TNF-o. de manera
significativa. Las diferencias respecto a este trabajo pueden relacionarse a que
ocuparon CMSP de pacientes HLA-DQ2+ sanos en cultivo con gliadina y el
analisis de citocinas y quimiocinas se realizo mediante ELISA. Estas
caracteristicas difieren mucho de nuestro trabajo ya que las muestras que
analizamos provienen de pacientes HLA-DQ8+ primordialmente y al tener una
patologia activa, muchas genes de vias proinflamatorias estan activos, algo que

no se encuentra en pacientes sanos (Harris, et al., 2008).

El uso de la citometria de flujo en el diagndstico, monitoreo e investigacion de la
EC ha tenido muchos avances en los ultimos afios. La fenotipificacién de los IELs
es de relevancia clinica dado el aumento de IELS CD3+ (a3 y v8) y la reduccion en
IELs CD3-. Los biomarcadores de IEL también son utiles en la valoracion de la
respuesta a la DLG y en el diagndstico de complicaciones severas de la EC. La
valoracion de biomarcadores diagndsticos y prondsticos por citometria de flujo
tiene una amplia versatilidad y aplicabilidad en la investigacion y estudios clinicos
de tejidos sdlidos (Leon, 2011).

De los marcadores analizados por citometria soélo los relacionados con la

respuesta Th17 fueron mas altos para el grupo de EC, lo cual corresponde con el

trabajo de Monteleone et al., en donde se han caracterizado linfocitos productores
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de IL-17 en la mucosa intestinal. Este grupo detecté la produccion de altos niveles
de IL-21 en la EC activa, lo que coincide con nuestra deteccion en tejido duodenal.
También encontraron que gran cantidad de la IL-17A es secretada principalmente
por linfocitos CD4+ y CD4+CD8+ que también secretan IFN-y, pero que carecen
del marcador CD161. Nuestro grupo no llevo a cabo una fenotipicacion tan amplia
de los linfocitos Th17 pero si concuerda con la deteccion de linfocitos Th17 en
intestino asi como la presencia de altos niveles de IL-21 que genera una
sefalizacion positiva y autécrina para reforzar la diferenciacion hacia el linaje
Th17. También en este trabajo se discute la diferenciacion in situ de linfocitos
Th17, donde se menciona que no hay evidencias de la expresion y actividad de
TGF-B1 e IL-23 en la mucosa de pacientes con EC, sin embargo en nuestros
resultados se detectaron mas altas significativamente ambas citocinas para el
grupo de EC. Este grupo realiza la deteccion de citocinas mediante PCR en
tiempo real, ELISA y CF lo que le da mayor peso a sus resultados. En su grupo de
estudio incluyeron EC inactiva, encontrando resultados comparables con su grupo
control. Realizaron cultivos celulares para aislar a partir de estos los linfocitos de
lamina propria utilizados para sus detecciones en CF, cabe mencionar que ellos
realizan una estimulacion de los linfocitos con PMA y lonomicina, algo que
nosotros decidimos no utilizar en nuestras determinaciones por CF (Monteleone,
et al., 2010 y Gaffen, 2008).

El grupo de Sapone et al., encontré so6lo expresion significativamente alta de IL-
17A en los pacientes celiacos respecto de pacientes con SGNC y controles. Esto
concuerda con nuestros resultados obtenidos por CF e IHQ, donde solo
obtenemos una expresion de IL-17A significativamente alta en el grupo de EC. La
deteccion de esta citocina se realizd6 mediante RT-PCR y ademas por IHQ al igual

que nuestro grupo (Sapone, et al., 2010).

Brottveit et al., analizaron la secrecion de citocinas de la mucosa intestinal de 30
pacientes con SGNC HLA-DQ2" y de 15 pacientes con EC, sometidos a un reto
con gluten de 3 dias. Al inicio de la discusidn de sus resultados se plantea que la
respuesta de linfocitos T so6lo es detectable en sangre para la EC pero no para la

SGNC, por lo que todas sus determinaciones se realizaron con muestras de tejido
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duodenal, sin embargo en nuestro trabajo fuimos capaces de detectar marcadores
de linfocitos Th17 en muestras de sangre periférica en pacientes con SGNC. En
los resultados del grupo de SGNC encuentran un incremento de LIE antes y
después de su reto con gluten, lo que concuerda con nuestros resultados por
citometria de flujo al detectar un aumento en poblaciones de linfocitos T en los
grupos de EC y SGNC en muestras de tejido duodenal. En los pacientes con
sensibilidad al gluten encontraron una expresion significativamente alta de IFN-y,
pero en nuestros resultados no detectamos de manera significativa la secrecion de
esta citocina. Para el grupo de EC detectaron elevado el TNF-a, citocina secretada
principalmente por MO e implicada en diversas enfermedades autoinmunes. En el
analisis realizado por nuestro grupo se elevd la secrecion de esta citocina en
ambos grupos de pacientes EC y SGNC respecto del control, siendo los celiacos
los que poseen la mayor secrecion. Se detectd una alta secrecion de IL-8 en
pacientes celiacos, lo que coincide con nuestros resultados y se relaciona con la
activacion de MO y NO. Las diferencias con nuestros resultados pueden deberse
primero al fondo genético de la poblacién de estudio, ya que la poblacién de
nuestro estudio es HLA-DQ8+ y ademas que su deteccion de citocinas fue
mediante qRT-PCR (Brottveit, et al., 2013).

El grupo de Sapone et al., abordan la similitudes y diferencias entre la EC y la
SGNC como la diversidad con el que el sistema inmune reacciona a la gliadina.
Uno de sus objetivos fue obtener conocimiento sobre la respuesta inmune al
gluten en la SGNC comparada con la EC, mediante el anadlisis de las vias de
inmunidad innata y adaptativa activadas en estas patologias. Los pacientes con
SGNC carecen de una asociacion clara entre el haplotipo del MHC, lo que les llevd
a hipotetizar que el sistema inmune adaptativo no esta involucrado de manera
critica en su patogénesis. Para sustentar este argumento se analizaron
marcadores de respuesta inmune innata y adaptativa en mucosa de intestino
delgado. Encontrando un infiltrado de LIE en la SGNC menor que el de la EC pero
mayor que el grupo control. Destaca que todos, excepto 4 pacientes con SGNC
tienen numero de LIE por encima del rango aceptado como normal, sugiriendo un

papel para el sistema inmune adaptativo patolégicamente significativo en estos
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pacientes con SGNC. Para analizar el papel de la inmunidad adaptativa en la
SGNC se analizé la expresion de las citocinas IL-6, IFN-y e IL-21 en biopsias de
intestino delgado, encontrando sélo una expresion significativa para IL-6 en la EC
lo que concuerda con nuestros resultados obtenidos por IHQ donde la expresion
de IL-6 sdlo es mayoritaria para los celiacos. Sin embargo para IFN-y nuestro
grupo si detecté una expresion mayor en la EC. En la IL-21 encontramos una
expresion alta significativa en los grupos de EC y de SGNC por encima del grupo
control, s6lo a nivel del epitelio. Respecto a la expresion de genes asociados a
linfocitos Treg solo en el grupo se SGNC se observd una expresion disminuida de
Foxp3 y de TFGB1. En nuestros resultados pudimos observar solo una tendencia
de mayor expresion de Foxp3 en linfocitos de sangre periférica para el grupo de
SGNC y por parte de los pacientes celiacos en duodeno, mientras que en intestino
no se aprecian diferencias entre los grupos. Respecto a la produccion de TGF-31
ellos no reportan diferencias entre los grupos de estudio, sin embargo nosotros
encontramos un aumento en los pacientes con SGNC aunque el grupo de EC
también lo presento pero en menor proporcion, lo que puede sugerir un mayor
nivel activacién y reclutamiento de linfocitos Treg en la SGNC a nivel sistémico y
de mucosa, asi como un papel del TGF-B1 en la regulaciéon de la respuesta
inmune adaptativa en la SGNC. Este trabajo incluyo un numero alto de pacientes,
26 con SGNC, 42 con EC y 39 controles, lo que puede influir en las diferencias
con nuestros resultados, ademas que la deteccion solo se realizé mediante gPCR
(Sapone, et al., 2011).

Se ha confirmado un papel central de la inmunidad adaptativa en la EC al
demostrarse la expresion sistémica y a nivel de GALT (mucosas) de citocinas
asociadas con las respuestas Th1 y Th17. En contraste en la SGNC no se ha
encontrado la expresion de marcadores de inmunidad adaptativa, de manera
particular IL-17A, IL-6, IL-21, IFN-y; en biopsias intestinales. Debido a la obtencién
de estos resultados se tiene la hipotesis de la SGNC se genera principalmente por
mecanismos de inmunidad innata. La expresion de TLR2, TLR1 y TLR4; es mayor
en pacientes con SGNC que en pacientes con EC. También la expresién del factor
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de transcripcion Foxp3 es menor en el intestino delgado de pacientes con SGNC
en comparacién con EC; lo que se ha interpretado con pérdida de la homeostasis
intestinal lo que favoreceria el desarrollo de condiciones de autoinmunidad en el
intestino; sin embargo estos resultados son controversiales ya que otros estudios
a nivel sistémico e intestinal muestran este marcador elevado en pacientes con
EC. La reduccion en la expresion de Foxp3 también se ha interpretado como una
baja activacion de inmunidad adaptativa en comparacién con los pacientes
celiacos (Volta, et al., 2013).

El papel de la regulacion de la respuesta inmune de mucosa intestinal es
primordial, debido a que una alteracion en su funcion puede generar la pérdida de
la tolerancia oral, en este caso hacia el gluten. Basado en esto Zanzi et al.,
estudiaron la presencia y funcion de los linfocitos Treg y su efecto en la EC. Ellos
se centraron el papel del factor de transcripcion Foxp3, encontrando que existe
una mayor densidad de linfocitos Treg en el intestino de pacientes celiacos, debido
a una diferenciacion in situ inducida por la gliadina, nuestros por citometria de flujo
nos muestran solo una tendencia en el aumento de la expresion de Foxp3 en Ecy
SGNC. También analizaron la funcién de linfocitos Treg en presencia de IL-15,
una citocina con altas concentraciones en esta patologia (Abadie y Jabri 2014),
encontrando una falla en su capacidad reguladora en presencia de esta citocina.
En nuestras detecciones encontramos un aumento en la produccion de IL-15 en
los grupos de EC y SGNC, presentando la mayor produccion de esta citocina los
pacientes celiacos. Por lo que a pesar de existir una alta densidad de linfocitos
Treg su funcion reguladora es debilitada por la presencia de IL-15, generando una
falla en los mecanismos supresores de este linaje linfocitario y contribuyendo a la

expansion de la respuesta inflamatoria (Zanzi, et al., 2011).

Se reportado una alta produccion de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e IL-4
en la EC, sin embargo en nuestros resultados por IHQ encontramos una tendencia
en el caso de IL-4, s6lo se puede observar un aumento en la produccion en el

grupo de EC sin ser estadisticamente significativo. La producciéon de IL-10 por el
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contrario se encontrd reducida significativamente en el grupo de SGNC por debajo
del grupo control y de EC (Lahat, et al., 1999).
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9. Conclusiones

En el proceso inflamatorio de la EC estan presentes los linfocitos Th17 como
pudo evidenciarse por su presencia en sangre y tejido por la expresion de su
factor de transcripcion maestro ROR-yt y la produccién de IL-17A en estas células.

Mientras que en la SGNC no se pudo identificar un fenotipo linfocitario dominante.

En la SGNC se producen citocinas de tipo proinflamatorio que indican el desarrollo
de mecanismos de inmunidad adaptativa relacionados con respuestas diversas:
Th1, Th17 y de tolerancia.

El proceso inflamatorio de la SGNC parece ser menos intenso ya que citocinas
como: IL-6, IL-8, IL-17A e IFN-y; no fueron detectadas en las muestras de sangre y
tejido de este grupo de pacientes y en todas las citocinas pro-inflamatorias

detectadas sus niveles fueron por debajo de los detectados para EC.

Este trabajo contribuye al conocimiento de los padecimientos relacionados con
gluten en México, ya que estas patologias son practicamente desconocidas. A
pesar de que el fondo genético de nuestra poblacidn se caracteriza por la
expresion del haplotipo del HLA-DQ8, varios resultados coinciden con trabajos

realizados primordialmente en poblaciones con haplotipos HLA-DQ2.
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