UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

ESCOLA TECNICA SUPERIOR D’ENGINYERIA
AGRONOMICA | DEL MEDI NATURAL

Depdsitos subepiteliales de Anticuerpos
anti-TG2 como marcador inmunologico de
la Enfermedad Celiaca

ALUMNA: BLANCA BENAVENT RICART
TUTOR: RAFAEL SIRERA PEREZ
TUTORA EXTERNA: CARMEN RIBES KONINCKX
COTUTORA EXTERNA: MARIA ROCA LLORENS
Curso Académico: 2016-2017

VALENCIA, JULIO DE 2017



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

RESUMEN

Depdsitos subepiteliales de Anticuerpos anti-TG2 como marcador
inmunoldgico de la Enfermedad Celiaca.

La enfermedad celiaca (EC) es una alteracion sistémica de caracter autoinmune
desencadenada por el consumo de gluten y prolaminas relacionadas, en individuos con
predisposiciéon genética caracterizada por una combinacién variable de manifestaciones
clinicas gluten-dependientes, anticuerpos especificos de EC, haplotipo HLA DQ2 y DQS8 y
enteropatia. Se caracteriza por cambios histoldgicos a nivel de la mucosa del intestino delgado
como atrofia vellositaria o hiperplasia de las criptas y provoca la secreciéon de autoanticuerpos
dirigidos contra la transglutaminasa tisular de tipo 2 (TG2).

Actualmente el diagnéstico de EC se establece en base a 4 condiciones: la clinica o
sintomatologia del paciente, cambios y alteraciones a nivel de la mucosa intestinal, serologia y
HLA. Ante valores altos de autoanticuerpos, el diagndstico en nifios y adolescentes se puede
realizar sin necesidad de biopsia intestinal (Bl), apoyado en unos criterios estrictos que
incluyen la positividad de anticuerpos anti-transglutaminasa tisular de tipo 2 (anti-TG2) y
anticuerpos anti-endomisio (EMA) en el estudio seroldgico, segun los nuevos criterios de la
ESPHGAN 2012.

Las manifestaciones de la EC pueden variar desde formas clinicas a formas histolégicas y
seroldgicas, que en ocasiones pueden dificultar el diagndstico: formas asintomaticas, una
mucosa duodenal con apariencia normal y/o marcadores seroldgicos negativos. Asi pues, en
casos en los que haya dificultad para la evaluaciéon del diagndstico, son necesarios otros
marcadores como la presencia de depdsitos subepiteliales de anticuerpos
antitransglutaminasa 2 de clase IgA (depdsitos anti-TG2 IgA).

La deteccion de estos depdsitos intestinales anti-TG2 parece ser una herramienta
diagndstica muy especifica y sensible en pacientes celiacos. Asi se ha descrito que individuos
que presentan depdsitos intestinales pero sin ninguna alteracidon histoldgica a nivel del
intestino, terminan desarrollando la enfermedad. Sin embargo, se necesitan nuevos estudios
qgue confirmen el papel como marcador predictivo en el posterior desarrollo de la EC. Para la
determinacién de los depdsitos anti-TG2 se realizara un estudio de inmunofluorescencia con
muestras de Bl de pacientes previamente congeladas, incubandolas secuencialmente con
anticuerpo monoclonal de ratén anti TG2, anticuerpo secundario anti inmunoglobulina de
raton conjugado con rodamina (TRICT), y posteriormente con anticuerpo policlonal de conejo
anti IgA humana conjugado con FITC. Los autoanticuerpos forman depdsitos debajo de la
membrana basal epitelial y alrededor de la mucosa de los vasos sanguineos y de las criptas y
seran detectados mediante microscopia de fluorescencia o confocal por colocalizacién de
anticuerpos de clase IgA (fluorescencia verde) con la TG2 (fluorescencia roja).

Los autoanticuerpos pueden ser detectados en el suero de pacientes celiacos que lleven
una dieta normal con gluten y la dindmica de su desaparicion tras iniciar una dieta exenta de
gluten (DExG) varia segun individuos, negativizandose tras 6 a 18 meses de dieta.
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El objetivo del trabajo es evaluar el valor diagndstico de la determinacién de los depdsitos
subepiteliales de la anti-transglutaminasa tisular de tipo 2 (anti-TG2) en poblacién pediatrica
como marcador de la EC. Para ello, se incluiran pacientes de edad comprendida entre 0 y 16
afos a los que se haya realizado Biopsia Intestinal y estudio de depdsitos, con caracter
retrospectivo. Se analizardn los resultados de los depdsitos en relacion con diferentes
variables: diagndstico final, serologia (anti-TG2 IgA), predisposicién genética HLA compatible y
con el grado de lesion histoldgica.

PALABRAS CLAVE: Enfermedad Celiaca, depdsitos subepiteliales de anticuerpos
trasnglutaminasa-tipo 2, gluten, biopsia intestinal, HLA.

ABSTRACT

Subepithelial deposits of anti-TG2 antibodies as an immunological
marker of Celiac Disease.

Celiac disease (CD) is a systemic autoimmune disorder triggered by the consumption of
gluten and related prolamins in individuals with genetic predisposition characterized by a
variable combination of gluten-dependent clinical manifestations, EC specific antibodies, HLA
DQ2 and DQS8 haplotypes, and Enteropathy. It is characterized by histological changes at the
mucosal level of the small intestine such as villous atrophy and/or cryptic hyperplasia and
causes secretion of autoantibodies directed against type 2 transglutaminase (TG2).

The diagnosis of CD is made based on 4 conditions: clinical symptoms, changes and
alterations at the level of the intestinal mucosa, serology and HLA. The new diagnostic criteria
of ESPHGAN 2012 allow skipping intestinal biopsy in children and adolescents if a number of
conditions are met.

CD manifestations may vary from clinical to histological and serological forms, which can
occasionally hinder the diagnosis: asymptomatic forms, an apparently normal duodenal
mucosa and/or negative serological markers. Thus, in cases where there is difficulty in
evaluating the diagnosis, there is a need for new markers such as the presence of subepithelial
deposits of anti-transgenic antibodies 2 of the IgA class (anti-TG2 IgA deposits).

The detection of these anti-TG2 intestinal deposits seems to be a very specific and
sensitive diagnostic tool in celiac patients, although they can also be detected in other gluten-
related pathologies. Thus, it has been described that individuals who present intestinal
deposits but without any histological alteration at the level of the intestine, end up developing
the disease. However, further studies are needed to confirm the role of TTG dep as a
predictive marker in the further development of CD. For the determination of anti-TG2
deposits, an immunofluorescence study will be performed with IB samples from previously
frozen patients, incubating them sequentially with anti-TG2 mouse monoclonal antibody,
secondary anti-mouse immunoglobulin conjugated with rhodamine (TRICT), and subsequently
with Rabbit polyclonal anti-human IgA antibody conjugated to FITC. Autoantibodies form
deposits under the epithelial basement membrane and around the mucosa of blood vessels
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and crypts and will be detected by fluorescence or confocal microscopy by colocalization of IgA
class antibodies (green fluorescence) with TG2 (red fluorescence).

Autoantibodies can also be detected in the serum of celiac patients who are on a normal
gluten diet and can be present for a longer period even if they start a gluten-free diet (GFD).
The relationship between the persistence of autoantibodies and the duration of GFD has been
studied in organ culture to assess the gluten-dynamic toxicity of their disappearance after
initiating a GFD varies by individuals, negativizing between 6 and 18 months after starting the
diet.

The aim of the present study is to evaluate the diagnostic value of the determination of
subepithelial deposits of type 2 anti-transglutaminase (anti-TG2) in the pediatric population as
a marker of CD. This will include patients aged 0-16 years who have had an Intestinal Biopsy
and a retrospective study of deposits. We will analyze the results of the deposits in relation to
different variables: final diagnosis, serology (anti-TG2 IgA), genetic predisposition HLA
compatible and the degree of histological lesion.

KEY WORDS: Celiac disease, subepithelial deposits of transglutaminase-type 2
antibodies, gluten, intestinal biopsy, HLA.
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1. Introduccion

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia crénica inmuno-mediada provocada por la
ingesta del gluten y otras proteinas afines, que afecta a individuos genéticamente susceptibles.
Entre las manifestaciones clinicas destacan la aparicion de anticuerpos especificos de EC: los
anticuerpos anti-transglutaminasa tisular (TG2), asi como los anticuerpos anti-endomisio
(EMA) y anticuerpos anti-péptidos deaminados de gliadina (DGP) y la enteropatia que da lugar
a una atrofia vellositaria, infiltracidn linfocitica en el epitelio e hiperplasia de las criptas. En la
actualidad el concepto EC se ha visto ampliado y la interaccién entre el sistema inmunolégico y
el gluten puede producir lesiones a nivel de la piel (dermatitis herpetiforme), mucosa oral
(estomatitis aftosa de repeticidn), articulaciones (algunas artritis) o higado. Esta intolerancia se
presenta de forma permanente, durante toda la vida, en individuos con predisposicidon
genética que expresan moléculas HLA de clase Il DQ2/DQ8. A pesar de que existen estudios
retrospectivos que apuntaban que la presencia de factores ambientales tales como la ausencia
de lactancia materna, la incorporacion temprana de los cereales que contienen gluten o la
ingesta de una gran cantidad de los mismos, estudios actuales (Vriezinga et al, 2014; Elena
Lionetti et al, 2014) indican que la introduccién tardia del gluten después de los doce meses
solo retrasa su inicio y la lactancia materna a cualquier edad no proporciona proteccién contra
su aparicion. Ademas tampoco esta claro que dependa de otros factores como el consumo
excesivo de antibidticos, la ferroterapia durante la gestaciéon o las vacunaciones, por la
modulacién que producen sobre la inmunidad. El dltimo estudio publicado en ratones llevado
a cabo por Romain Bouziat et al. describe la posibilidad de que la infeccidn por reovirus de la
cepa T1L de desencadenar respuestas inflamatorias a los antigenos del gluten y el consiguiente
desarrollo de la enfermedad celiaca.

El tratamiento consiste en una DExG durante toda la vida que conduce a la desaparicién de
las lesiones enteropaticas, la normalizacidon de la serologia y la regeneracién de la mucosa
intestinal en la gran mayoria de los pacientes. Se recomienda tanto en pacientes sintomaticos
como asintomaticos y con ello se consigue la mejoria de los sintomas a partir de las dos
semanas aproximadamente y la recuperacion total alrededor de los 2 afios de inicio del mismo.
De lo contrario puede derivar en complicaciones como fracturas &seas, infertilidad u
osteopenia o enfermedades neoplasicas del tracto digestivo. Asimismo se estan estudiando
otras terapias alternativas como las estrategias farmacoldgicas que incluyen enzimas para
inactivar los péptidos inmunogénicos del gluten, moduladores de la permeabilidad, desarrollo
de vacunas que induzcan tolerancia al gluten, agentes que capturen el gluten en el lumen
intestinal o inhibidores de TG2.

El gluten es una proteina presente en el trigo, la cebada y el centeno formada por las
glicoproteinas gliadina y glutenina ricas en los aminoacidos prolina y glutamina responsables
de ocasionar la reaccién autoinmune e inducir pequefias alteraciones en la mucosa intestinal.
La gliadina contiene porciones peptidicas tdxicas que no son asimilables y que no se eliminan,
dando lugar a la infiltracion de la mucosa intestinal y a una caracteristica respuesta
autoinmune donde aumenta el nivel de anticuerpos intraepiteliales, Utiles para el diagndstico a
través de técnicas que se explicaran mas adelante. De forma singular, estos péptidos infiltran
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la lamina propia generalmente en la mucosa de la parte superior del intestino delgado que
sufre un aumento de la permeabilidad y se acumulan en el lumen intestinal porque son
resistentes a la degradacidn gastrica y pancreatica por las proteasas de la membrana del borde
en cepillo del intestino humano. La hipdtesis que hay vigente es que la reaccién inflamatoria se
desencadena en respuesta al acido glutamico cargado negativamente, producido a partir de la
transformacion del péptido glutamina por la transglutaminasa tisular de tipo 2. Incluye una
respuesta innata mediada por linfocitos intraepiteliales de la mucosa y una respuesta
adaptativa mediada por linfocitos de la submucosa. Lo mas curioso es la presencia en suero de
(anticuerpos antigliadina) AGA, DGP y anti-TG2, pero también de linfocitos T gliadina-
especificos que son los auténticos responsables de la respuesta inmune patoldgica a los
péptidos de gluten. Estos proporcionan a los linfocitos B la cooperacién necesaria para
producir tanto DGP como anti-TG2.

Desde el punto de vista patogénico, la mayoria de modelos descritos de la EC consideran la
enfermedad de base multifactorial, en la que se combinan tanto factores genéticos como
ambientales, de modo que se requiere que ambos estén presentes para padecerla. Se ha visto
gue la EC se desarrolla necesariamente en personas que posean los alelos que codifican para
las moléculas HLA-DQ2 o HLA-DQ8. Sin embargo, existen muchos sujetos con dichos alelos
qgue no han desarrollado la enfermedad, por eso su presencia es necesaria pero no suficiente.
La patogenia, ha experimentado un incremento de la prevalencia en los ultimos treinta afios y
se considera una de las enfermedades genéticas mas frecuentes entre la poblacidén caucdsica
que afecta a nifios y adultos. Esta presente en el 1% de la poblacién europea considerandose
inicialmente propia de esta zona por ser habitual una dieta rica en alimentos que contienen
gluten. Por otro lado, debido a cambios globales en la dieta, actualmente es observada
también en otros paises de Asia, Sudamérica, Oriente Medio y Africa.

Las personas que se ven afectadas por la EC constituyen cada vez un porcentaje mayor de
la poblacidn, esto es debido a que previamente, los datos se basaban solamente en los casos
sintomadticos y diagnosticados, no teniendo en cuenta aquellos casos en los que no se
presentaba sintomatologia clinica y dando lugar a un enorme sesgo de las cifras reales. La
explicacion de esta situacion fue interpretada por Richard Logan en 1991, quien describid la

Ill

teoria del “iceberg celiaco”. El iceberg completo simbolizaria la auténtica incidencia de la EC,
mientras que la parte visible y la zona situada debajo del agua representarian los casos
diagnosticados y no diagnosticados, respectivamente. Por ello se estudiaron grandes grupos de
poblacién, para detectar a los sujetos asintomaticos pero celiacos que aportaria datos mas
significativos de la prevalencia de la enfermedad y con una menor variabilidad (estudio de
despistaje). El aumento en el nimero de casos diagnosticados de EC ha sido observado en
paralelo con la epidemiologia de otras enfermedades de base inmunolégica como la diabetes
mellitus tipo I, la hepatitis autoinmune o la tiroiditis. Esto junto con los cambios ambientales y
del estilo de vida y la mejoria en los planes de deteccion ha hecho que los datos actualmente
sean mucho mas representativos. Asimismo, hay que tener en consideracion que al tratarse de
una enfermedad de base genética bien establecida, la distribucidon geografica de los alelos de

riesgo es un factor importante para el estudio, aunque debido a la heterogeneidad de los

datos no se ha encontrado una correlacidn significativa entre la prevalencia de la EC y la

2
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frecuencia de los genes que predisponen a esta enfermedad, pues en algunos paises la

frecuencia de los alelos de riesgo no coincide con la ethia dominante para EC. En estos

polémicos casos, una posible explicacién a la heterogeneidad es la diversa metodologia
empleada por distintos laboratorios y los rangos de edad considerados.

Durante mds de 20 afios se han mantenido los criterios y definicidn de EC previos que
seguian manteniendo la realizacién de una primera biopsia como indispensable para el
diagndstico de la EC. Esto ha cambiado y los ultimos estudios han demostrado, especialmente
en la poblacién pedidtrica, una correlacidn positiva entre niveles elevados de TTG y gravedad
de la lesion intestinal. Valores altos de TTG se encuentran relacionados generalmente con
atrofias vellositarias de grado MARSH Ill. La reconsideracién de los criterios de la Sociedad
Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricidon pediatrica (ESPGHAN) (Husby S, et al.
2012) (Figura 1) sirvid para aclarar una serie de cuestiones, hasta ese momento inciertas,
como el papel que jugaban los antigenos del complejo de histocompatibilidad (HLA) o la
finalidad de la Bl en cuanto al valor diagndstico. Se vio que un bajo porcentaje de los
individuos HLA DQ2 o DQ8 desarrollaban la enfermedad, con lo que el empleo de esta pauta
para la evaluacién no era suficiente. Cuando todavia no estaba tan estudiada la enfermedad,
su diagnéstico se basaba meramente en la sintomatologia del paciente y por tanto se pensaba
que afectaba a un bajo porcentaje de nifios europeos, sin embargo esto no era del todo cierto
y hoy en dia ha cambiado esta idea, sabiendo que afecta a un alto porcentaje de personas
tanto a nifios como a adultos, explicando que se trata de una enfermedad con predisposicidn
genética y bastante comun. Los nuevos hallazgos han sugerido una diferenciacién clave entre
dos grupos de pacientes: sintomaticos y asintomaticos de riesgo, por los que se estableceran
diferentes medidas diagndsticas.
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Figura 1. Aproximacion diagndstica en pacientes con sospecha de EC. Adaptada de: Ribes et al.,
2017.

Actualmente hay 4 herramientas diagndsticas: sintomatologia clinica de los pacientes,
marcadores genéticos, marcadores serolégicos y realizacidon de biopsia duodenal:

+ Clinica: La posibilidad de EC debe contemplarse en nifios con sintomas clasicos de
malabsorcion intestinal y afectacién nutricional, pero también ante una amplia variedad de
sintomas no exclusivamente digestivos como la pérdida de peso, diarrea crdnica, nduseas y
vémitos, fatiga crénica, anemia o retraso puberal entre otros (ver tabla 1).
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Tabla 1. Sintomatologia en pacientes con diagnéstico de EC.

Sintomas tipicos:

- Diarrea crénica

~ Distension abdominal
~ Desnutricion

- Anorexia

Sintomas atipicos:
- Digestivos:
Dispepsia
Dolor abdominal recidivante
Vémitos recidivantes
Pirosis y regurgitacion
Diarrea crénica de caracteristicas funcionales
Sindrome del intestino irritable con predominio de diarrea
- Extradigestivos:
Anemia ferropénica
Osteopenia u osteoporosis
Dermatitis herpetiforme, hiperqueratosis folicular, erupciones cutdneas
Aftas bucales recidivantes
Hipertransaminasemia
Insuficiencia pancreatica exocrina
Astenia, irritabilidad, ansiedad, depresién
Miopatia proximal, parestesias, tetania
Cefaleas, epilepsia, ataxia, neuropatia periférica
Alteraciones en el esmalte dental
Infertilidad, abortos recurrentes, amenorrea
Hipoesplenismo

Adaptada de Vivas et al., 2011.

Fruto de recientes investigaciones se ha determinado que las lesiones de la mucosa
intestinal no son consecuencia indispensable para que el individuo padezca la enfermedad.
Pacientes asintomaticos, pero potenciales, se caracterizan por poseer serologia notoriamente
positiva pero sin manifestacion de lesiones fisioldgicas. Estos normalmente son individuos que
padecen otras enfermedades autoinmunes o que tienen familiares de primer grado con EC y
que pertenecen por tanto a los grupos de riesgo en los que igualmente debe sospecharse la
EC. Las lesiones de la mucosa intestinal se clasifican segun el grado de MARSH, que puede
tomar los valores de 0 a lll, siendo caracteristico de EC los Marsh lI-lll y considerdndose los
pacientes con lesiones de tipo 0-l y con serologia positiva como potenciales y por tanto en los
gue se necesita una herramienta que ayude a confirmar la enfermedad.

- Marcadores genéticos (HLA): Existe una baja probabilidad de desarrollar la EC en
individuos NO DQ2 y DQ8. Por otra parte, solo el 3% de los individuos con haplotipo positivo
desarrolla la enfermedad y por tanto los marcadores genéticos tienen poca especificidad como
herramienta diagnéstica, por lo que su estudio es especialmente atil para descartarla. Entre
individuos portadores del HLA de riesgo, la presencia de dos copias de estos alelos aumenta la
probabilidad a padecer la EC, hecho que puede ser explicado por la existencia de la
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codominancia entre ambos, que aumenta la cantidad de moléculas dispuestas en la membrana
celular de individuos homocigotos.

- Marcadores seroldgicos: La primera herramienta seroldgica util para el diagndstico
fueron los AGA, sin embargo son detectados también en individuos sanos y en individuos que
presentan otras formas de enteropatia no celiaca. El descubrimiento de los EMA y los anti-TG2
reemplazoé el diagndstico por AGA al tratarse de material con una sensibilidad similar pero
especificidad superior. Posteriormente, el hallazgo de los linfocitos T DQ2/DQS8 relanzé el
interés por los anticuerpos AGA, pero esta vez como anticuerpos DGP mucho mds especificos
de EC. De esta forma, seran los anticuerpos IgA anti-Tg2 y IgG anti-DGP los utilizados
actualmente en la practica mayoria de los casos para el diagnéstico de la enfermedad. Aun asi,
existe un reducido nimero de pacientes en los que se debe llevar a cabo un diagndstico
personalizado utilizando otros mecanismos como la citometria de flujo o la presencia de
anticuerpos IgG anti-TG2 o IgA anti-DGP.

Los test seroldgicos de AAE tienen una especificidad de entre 98-100% siendo modelo de
referencia de los Ac-EC-especificos y jugando un papel importante en la valoracién de la
enfermedad. En ausencia de anticuerpos de EC, el diagndstico en nifios es improbable.

- Biopsias intestinales: Inicialmente se establecié la regla de las 3 biopsias que tenia como
objetivo diferenciar la EC de otras causas de enteropatia (Bl diagndstica, Bi pre-provocacion y
Bl post-provocacién). Sin embargo, a partir de los nuevos criterios de la ESPGHAN 2012 se
permite excluir la biopsia en sujetos sintomaticos con TG2-IgA>10xVR, verificados por EMA y
HLA DQ2 y/o DQS8 positivos, y solo en este supuesto en pacientes pediatricos y adolescentes.
Aun asi, esta metodologia no esta del todo extendida y se sigue realizando Bl en la mayoria de
pacientes pediatricos, pues permite su estudio a nivel histoldgico para evaluar el grado de
lesion.

Tras la fijacion de la muestra, se realizard una tincion con hematoxilina/eosina para su
valoracion por el anatomopatélogo. La Bl se puede realizar mediante endoscopia o cdpsula
Crosby, en el primer caso se toma una sola muestra y en el segundo se tomaran varias. Parte
de la biopsia cuando es realizada por cdpsula o bien una de las 4 muestras de la biopsia en el
caso de la técnica endoscdpica se remitira al laboratorio de andlisis clinico donde se llevara a
cabo la determinacién de depdsitos subepiteliales en la mucosa de anticuerpos especificos
contra EC como ensayo complementario que ayudard en la diagnosis temprana de la
enfermedad.

Clasificacion anatomopatoldgica de la mucosa intestinal segin los grados de MARSH
(figura 2):

GRADO I: Lesidn infiltrativa

1) Arquitectura morfoldgica de las vellosidades y radio de las criptas dentro de los valores
normales.

2) Aumento del nimero de linfocitos intraepiteliales (mas de 25-30 por 100 células
epiteliales).

GRADO II: Lesién hiperplasica
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1) Arquitectura morfoldgica de las vellosidades dentro de los limites normales. (como en
el grado 1)

2) Aumento del ndmero de linfocitos intraepiteliales (mas de 25-30 por 100 células
epiteliales).

3) Hiperplasia de elementos glandulares = Regeneracion de los elementos glandulares
aumentada por la reducida actividad de la muciferosa y el nUmero de mitosis.

GRADO llI: Lesidon destructiva

1) Diferentes grados de atrofia vellositaria asociada con hiperplasia glandular de las
criptas.

2) Relacién altura-superficie de los enterocitos reducida, bordes en forma de cepillo
irregulares y vacuolas citoplasmadticas en algunos casos.

3) Incremento en el nimero de linfocitos intraepiteliales.

Esta categoria se subdivide a la vez en 3 grupos segun el grado de atrofia vellositaria:
Illa: Atrofia vellositaria leve e incremento patoldgico de los linfocitos intraepiteliales.
lllb: Atrofia vellositaria moderada e incremento patolégico de linfocitos intraepiteliales.

lllc: Atrofia vellositaria total e incremento patoldgico de linfocitos intraepiteliales.

-

Atrofia subtotal 3b

FUENTE: North American Society for Pediatric Gastroenterology, Hepathology and Nutrition, Children's
Digestive Health and Nutrition Foundation. Celiac Disease: evaluation and management. CME certified
CD-ROM. 2004.

Figura 2. Clasificacion de Marsh de las lesiones del intestino delgado

En los tres casos la lesion es considerada dinamica y progresiva hacia el grado maximo.
Esta clasificacidon esta reconocida universalmente para el diagndstico de la enfermedad para
simplificar y facilitar la labor de los anatomopatélogos.
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Con respecto a lo explicado anteriormente, la realizacidon de una biopsia duodenal es util
para valorar el grado de atrofia vellositaria y evitar diagndsticos incorrectos en los casos en los
que por los motivos citados anteriormente no puede obviarse. Del mismo modo, en lesiones
de bajo grado deben utilizarse métodos complementarios para el estudio de las biopsias como
la citometria de flujo o la determinacidon de los depdsitos subepiteliales de 1gG-TG2 en la
mucosa.

En estudios adicionales, los depdsitos de Ac-TG2 han sido encontrados no solamente en el
tracto intestinal, sino también a nivel extracelular en los nédulos linfaticos, higado o tejido
muscular. Evidencias clinicas y manifestaciones de la misma fuera del intestino han hecho que
la EC pase a considerarse una enfermedad sistémica, no afectando exclusivamente al intestino
delgado. Se ha demostrado que los depésitos de Ac-TG2 en el intestino delgado pueden ser
detectados antes incluso de llegar a la circulacidn y por ello, su aparicidn es anterior a la lesidn
yeyunal que tiene como consecuencia la obstruccidn subepitelial que lleva a la pérdida de las
células epiteliales superficiales de la mucosa. También se ha expuesto que la deposicidon de
estos anticuerpos es notablemente alta alrededor de los vasos sanguineos, remodelandolos e
influenciando en su funcidn nutritiva y estructural.

En los ultimos afios han tomado importancia otras formas de manifestacion clinica como
puede ser la EC atipica y silente no diagnosticada y por tanto no tratada que explica el
aumento de la morbilidad de la enfermedad reflejado en considerables publicaciones. La
enfermedad no tratada puede derivar en una serie de complicaciones como retraso en la
pubertad, incremento de la frecuencia de aberraciones cromosémicas, osteopenia y
osteoporosis, enfermedades reumatoldgicas, anemias refractarias, alteracidon del desarrollo,
desarrollo de linfoma de células T, hepatopatia, etc. que pueden manifestarse tanto en
adolescentes como en adultos y con distinto nivel de impacto en la calidad de vida del
paciente. En casos en los que mediante los criterios habituales el diagndstico de EC ofrece
dudas, como la evaluacién de casos complejos y de formas latentes o potenciales, se
investigard si la determinacién de depdsitos anti-TG2 IgA en mucosa es una herramienta eficaz
en la practica clinica.

2. Objetivos

La hipdtesis de trabajo se basa en que los depdsitos subepiteliales de anticuerpos anti-TG2
IgA son un marcador altamente especifico para el diagndstico de la Enfermedad Celiaca, pero
pueden existir falsos positivos en pacientes con patologias autoinmunes como DM1.

OBJETIVOS CONCRETOS DE LA INVESTIGACION PROPUESTA:
Objetivo principal:

e El objetivo principal del estudio es valorar la utilidad de la deteccién de depdsitos
intestinales anti-TG2 IgA como herramienta complementaria en el diagnéstico de EC.
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Objetivos secundarios:

e Valorar la eficacia de la determinacion de depdsitos anti-TG2 IgA en biopsias
intestinales en una poblacidon pediatrica con patologias digestivas diversas como la IPLV,
alergias alimentarias, esofagitis eosinofilica en las que se puede plantear el diagnéstico dudoso
diferencial con la EC.

¢ Valorar la eficacia de la determinacién de depdsitos anti-TG2 IgA en biopsias intestinales
en una poblacidn pediatrica con una enfermedad autoinmune, como diabetes mellitus tipo I.

3. Material y métodos

3.1. Poblacion de estudio

Se incluyen en el estudio todos los pacientes comprendidos entre 0 y 16 afios de edad
remitidos a la Unidad de Gastroenterologia Pedidtrica del Hospital La Fe a los que se les habia
realizado Biopsia Intestinal y estudio de depdsitos, entre los afios 1998-2017. Ademas se
realizaron depdsitos en una seleccién aleatoria de pacientes con serologia positiva, histologia
Marsh tipo Il y diagnostico final de EC, de los que se disponia tanto de Bl congelada como del
consentimiento informado. Se analizardan dichos resultados en relacidn con diferentes
variables: diagndstico final, serologia (anti-TG2 IgA), predisposicidon genética HLA compatible,
grado de lesion histoldgica y clinica sintomatica.

Criterios de inclusion /exclusidn:

1. Nifios con diagndstico de EC confirmado: diagnosticados por criterios clinicos
actualmente aceptados (ESPGHAN 1990 o ESPGHAN 2012): serologia anti-TG2 IgA/EMA
positiva, HLA compatible y con histologia grado de MARSH lll o 0-I (sin atrofia vellositaria).

-Criterios de inclusion:

e Nifos con edades comprendidas entre 0 y 16 afios con diagndstico de EC.
e Nifos con ingesta de gluten en el momento de la realizacion de la biopsia.

-Criterios de exclusion:

e Nifos con DExG en el momento del Diagndstico.
e Nifos en los que el diagndstico de EC no sea firme o se desestime en el periodo de
seguimiento.

2. Grupo Control (No EC) con otras patologias como el reflujo gastroesofagico, alergia a las

proteinas de leche de vaca no IgE mediada o Diabetes Mellitus tipo .

-Criterios de inclusion:
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e Nifos con edades comprendidas entre 0 y 16 afios con otra patologia o en los que se
haya descartado el diagnéstico de EC.

e Nifos a los que se les ha realizado Bl y en las que se ha realizado depdsitos anti-TG2
IgA.

-Criterios de exclusion:
e Nifios que no tengan un diagndstico concreto.

3. Nifios con diagndstico de EC confirmado con mas de 2 afios de DExG: diagnosticados por
criterios clinicos actualmente aceptados (ESPGHAN 1990 o ESPGHAN 2012).

-Criterios de inclusion:

e Nifios con edades comprendidas entre 0 y 16 afios con diagndstico de EC.
e Nifos con DExG el momento de la realizacién de la biopsia (pre-provocacién).

-Criterios de exclusion:

e Nifos en los que el diagndstico de EC no sea firme o se desestime en el periodo de
seguimiento.

3.2. Metodologia

A partir de una base de datos anonimizada iniciada en febrero de 1998 hasta la actualidad
(2017), se analizaran datos referentes a la serologia (anticuerpo anti-endomisio, anticuerpo
antitransglutaminasa y anticuerpo antigliadina), histologia de biopsia intestinal, resultados de
depdsitos de antiTG2 en muestras de biopsia intestinal y diagndstico clinico de pacientes
pediatricos que cumplan los criterios de inclusion del proyecto. Las muestras fueron recogidas
tras haber obtenido el consentimiento informado de uno de los padres o tutores legales.

3.2.1. Muestras duodenales obtenidas por capsula/endoscopia.

3.2.1.1. Congelacion de muestras duodenales
Material:

‘Muestra de mucosa intestinal de paciente obtenida por método endoscdpico o por
capsula.

-Caja de poliexpan o recipiente capaz de contener Nitrégeno Liquido.
-Nitrégeno liquido.
-0.C.T. (gel para inmersién de muestras para congelacién).

-Suero fisiolégico.
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-Congelador con una temperatura que alcanza los -409C (Arcon Candy).
-Guantes.
-Ficha del paciente (de 5 cm? aproximadamente).

-Bolsa de plastico (aproximadamente de 6x8 cm.) con cierre y etiqueta para nombrar la
muestra.

-Papel de aluminio, parafilm.

-Tijeras, pinzas, bisturi o aguja.

-Vidrio de reloj.

‘Molde de plastico.

-Criostato de precision ‘Leica CM 1950, 50Hz’ para manipulacién de material congelado.
Método:

En el momento de la obtencién de la muestra, ésta se coloca sobre un vidrio de reloj y se
humedece con suero fisioldgico. A continuacién, se cumplimenta una ficha con los datos
del paciente.

Del mismo modo, se escriben los datos del paciente en la etiqueta de la bolsa de plastico
donde se guardara la muestra y se recorta una porciéon de papel de aluminio y otra de
parafilm de 5 cm?cada uno.

Se rellena de Nitrogeno liquido la caja de poliexpan para proceder a la correcta
congelacion de la muestra.

Se dispone una gota de O.C.T en el molde de plastico (Figura 3), sucesivamente se coloca la
Bl con la orientacidn y extension adecuada (Figura 4) y se dispone sobre la misma otra gota
de O.C.T para cubrirla.

Cuando el O.C.T se endurece (se vuelve blanco) se saca (ver figura 5) y se vuelve a sumergir
todo en Nitrégeno liquido. Luego se saca y se deja calentar unos segundos entre las manos
hasta que se consiga despegar la muestra del molde de plastico.

A continuacidn se envuelve con el papel de aluminio y después con el parafilm.

Se introduce en la bolsa de plastico junto con la ficha con los datos del paciente.

Se conserva la bolsa en el congelador a -409C.
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Figura 4. Bl orientada en
horizontal embebida en
OCT.

Figura 3. Introduccion de OCT en
molde de pldstico para congelar la
muestra de BI.

Figura 5. Muestra recién
congelada con Nl en
fase gas.

3.2.1.2. Realizacion de cortes en criostato

Se cortaron las muestras de mucosa intestinal a 5um de grosor en criostato (Figuras 6 y 7)
a una temperatura de -229C y se colocaron las muestras sobre cada una de las 10 secciones en
las que se divide el portaobjetos (Figura 8; Anexo 1). Los cortes pueden ser almacenados
durante 3 meses a -202C antes de realizar la tincién, mantenidas en envase de plastico al vacio,
para evitar que se deterioren las mismas. En nuestro caso, se tifieron las secciones de muestra
cortadas en un periodo no superior a 1 semana.

Figura 6. Criostato Leica CM Figura 7. Fijacion de la muestra en el cabezal
1950, 50 Hz. portamuestras.
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3.2.2. Protocolo de inmunofluorescencia doble para IgA in situ y TTG.
Materiales:

Anticuerpo monoclonal de ratéon Anti-Transglutaminasa tisular (clon CUB7402) (mouse
mab IgG1/kappa) (labvision, Neomarkers, Fremont, USA, CA).

Anticuerpo policlonal de conejo Anti-IgA humana conjugado con Fluoresceina
Isotiocianato (FITC), (clon F0204) (Dako A/S, Glostrup, Denmark).

Anticuerpo de conejo Anti-Ig de raton conjugado con el isotiocianato de tetrarodamina
(TRITC), (clon R0270) (Dako A/S, Glostrup, Denmark. ElI TRITC es un derivado de la
Rodamina, compuesto organico heterociclico fluorescente, modificado con un grupo
funcional isotiocianato, reactivo frente a los grupos amino de las proteinas. La molécula
tiene un espectro caracteristico de excitacién a 532 nm y de emisién a 578 nm.

El fragmento F(ab’); de anticuerpo I1gG anti-ratén aislado de cabra marcado con un
nuevo derivado de la Rodamina, ALEXA FLUOR(R) 594 (INVITROGEN Cdd: A11020) se
sustituyd por el anterior debido a su mayor fotoestabilidad o fluorencencia con
caracteristicas espectrales distintas. Este se empezd a usar a partir de 2014 hasta la
actualidad y se observd que los resultados en cuanto a la especificidad de deteccién de los
depdsitos anti-TG2 mejoraba, asi como su sensibilidad. Ademas, se utilizé una dilucion mas
concentrada (1:50). Debido a la variabilidad de los protocolos de tincién segun sobre qué
tejido se aplique, la dilucién apropiada del anticuerpo se determinara empiricamente. Los
fragmentos de anticuerpos conjugados con fluoresceina son muchas veces preferibles al
anticuerpo entero conjugado en técnicas de deteccion secundaria, pues la ausencia de la
region constante (Fc) de los anticuerpos previene interacciones con membranas
portadoras de receptores Fc, evitando la reactividad cruzada (ocurre cuando un anticuerpo
secundario es capaz de reconocer distintos anticuerpos primarios dando lugar a falsos
positivos). Para ello, los fragmentos F(ab’), se preparan a partir de anticuerpos adsorbidos
contra IgG humanas y suero y después se marcan con la molécula adecuada. El grado de
marcaje para cada conjugado es generalmente de 2 a 6 fluoréforos en este caso por
fragmento, mientras que para marcar un anticuerpo entero se requieren de 2 a 8
moléculas.

Microscopio de fluorescencia, basado en una serie de filtros dpticos. Filtro de excitacion

que selecciona las longitudes de onda 495 y 552 nm a la fluoresceina (FITC) y rodamina
(TRITC) respectivamente dentro de la muestra; divisor de rayos dicroico que refleja la luz
en la banda de excitacion y la transmite en la banda de emisién; y filtro de emision que
permite pasar solo las longitudes de onda de interés emitidas por el fluoréforo especifico
en cada caso (519 y 578 para FITC y TRITC respectivamente). Se utiliza para aplicaciones de
la investigacidén por su alto grado de sensibilidad, especificidad y resolucién que permite
realizar estudios de colocalizacion (Figura 9).

Microscopio Confocal Espectral Leica TCS-SP5, equipado con sistema AOBS y laseres de Ar
(458, 476, 488, 496,514) HeNe 543, HeNe 594, HeNe 633. Este equipo, es de gran utilidad
y se empled en el estudio de los depdsitos de TG2 en mucosa intestinal, por aportar

determinadas ventajas frente a la microscopia de fluorescencia convencional. Se realizaron
estudios de colocalizacion de TTG e IgA utilizando como marcadores TRICT/Alexa y FITC. Se

13
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capturaron y visualizaron imdgenes de colocalizacién que permitian la determinacion de la
existencia o no de depdsitos de TG2-IgA con una mayor seguridad, particularmente en
muestras con escasos depdsitos. Se obtuvieron imagenes con mayor resolucién tanto
lateral como axial y una notable mejora del contraste, gracias al barrido puntual y a la
supresion de la luz dispersa. Por ello, el microscopio confocal se utiliz6 en muestras con
baja intensidad de tincién o duda en la valoracidn de la determinacidn de depdsitos anti-
TG2 (Figura 10).

Método: Técnica de inmunofluorescencia doble.

Una vez las muestras estaban congeladas y cortadas, se prepararon las diluciones con los
diferentes anticuerpos. Para ello se nombraron 3 tubos eppendorf con cada uno de los
anticuerpos conjugados y se dispensaron 2 mL de PBS. Posteriormente se afiadieron 10ul
de Ab-CUB7402 (dilucidn 1:200), 17ul de Ab-TRITC) (dilucién 1:120), 50ul de Ab-FITC
(dilucidn 1:40) en sus tubos correspondientes y se agitaron.

Se realizd una técnica de lavado por inmersidn de los portas en PBS, dos veces durante 5
minutos.

Se elimind el exceso de PBS y se secaron los portas con papel absorbente. A continuacion,
se cubrieron las 10 secciones del porta con 20ul de la dilucién 1:200 de Ab monoclonal de
ratdn anti-TG2 (CUB7402). Se incubd en camara hiumeda oscura durante 15 minutos.

Se realizo lavado igual que en paso 2.

Se elimind el exceso de PBS y se secaron los portas con papel absorbente. Se cubrieron las
10 secciones del porta con 20ul de la dilucién 1:120 de Ac de conejo anti-Ig de ratén (Ab-
TRICT) o dilucién 1:50 en el caso del reactivo ALEXA. Se incubd en cdmara himeda oscura
durante 15 minutos.

Se realizo lavado igual que en paso 2.

Se elimind el exceso de PBS y se secaron los portas con papel absorbente. Se cubrieron las
3 secciones del porta con 20ul de la diluciéon 1:40 de Ab-FITC Ab de conejo anti IgA. Se
incubd en camara humeda oscura durante 15 minutos.

Se realizo lavado igual que en paso 2.

Se elimind el exceso de PBS y se secaron los portas con papel absorbente. Con la pipeta
Pasteur, se dispuso una gota de medio de montaje sobre cada una de las secciones del
portaobjetos y se cubrieron las secciones con un cubreobjetos. Se procede a su lectura
inmediata, sin embargo, los portas se podian mantener en una camara fria (+5/+79C)
durante una semana o congelarse a -20/-702C durante un afio o afio y medio.

Se observod los cortes bajo filtro azul para FITC, excitado con una luz a una longitud de
onda de 495 nm y que emite una luz de color verde cuya longitud de onda es de 519 nm
para la observacidn de los depésitos de IgA; y bajo filtro verde para TRITC, que es excitado
a una luz de longitud de onda de 552 nm y que emite una luz de color rojo cuya longitud
de onda es de 578 nm para TG2, con el microscopio de fluorescencia y/o con el
microscopio confocal.
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3.2.3. Lectura e interpretacion de resultados de la muestra:

Aunque se trata de una técnica sencilla, la lectura e interpretacion se realiza a ciegas por
dos técnicos expertos. Se valord la presencia de los depdsitos anti-TG2 IgA considerando el
patrén y la intensidad de fluorescencia. Se realizd una clasificacién semicuantitativa de menor
a mayor intensidad: negativo (-), positivo débil (+), positivo medio (++) y positivo fuerte (+++).

Se toman imagenes con el microscopio de fluorescencia y se analizan bajo un software de
andlisis de imagen “Motic Images Plus 2.0”. y/o con el microscopio confocal que permite

obtener una imagen inmediata (Figuras 13 y 14; Anexo 1).

Al observar la misma seccién bajo el filtro correspondiente a la rodamina se podra
distinguir la TTG (rojo). En el caso de pacientes de EC el patron de tinciéon de la TTG es
coincidente al patron de los depdsitos extracelulares de IgA (verde) en determinadas
localizaciones. Por tanto si observamos simultdneamente ambas tinciones percibiremos que
los dos fluorocromos se solapan dando como resultado un color amarillo-naranjado. (Figura
11; Anexo 1).

3.2.4. Analisis estadistico

Con el objetivo de resumir la base de datos, se ha realizado un descriptivo mediante la
mediana (ler, 3er cuartil) en el caso de las variables cuantitativas y mediante la frecuencia
absoluta y relativa en el caso de las variables categéricas. La asociacidn entre las variables TTG
en suero, Grado de Marsh de la Bl y la escala de Intensidad de los depdsitos anti-TG2 se ha
llevado a cabo mediante modelos de regresién ordinal. Los analisis se han realizado con el
software estadistico R (version 3.4.0). Se ha considerado estadisticamente significativo un p-
valor inferior a 0,05.

4. Resultados

4.1. Proceso de elecciéon de BI para el estudio
Se realiz6 un diagrama en el que se puede observar paso a paso el procedimiento
empleado para incluir y descartar las muestras de Bl del estudio retrospectivo que se ha

realizado (Figura 12). Se basé en Bl cuyos depdsitos anti-TG2 ya se habian realizado en afios
anteriores y Bl cuyos depésitos fueron realizados durante la investigacion.
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El estudio se basd en el andlisis de biopsias de intestino delgado realizadas entre 1998 y
2017 en pacientes con sospecha de EC en los que se realizé la determinacién de los depdsitos
anti-TG2. En la tabla 2 se muestra la edad media de la poblacidn y los parametros diagndsticos
evaluados.

Tabla 2. Parametros diagnésticos
evaluados para los diferentes subgrupos
de pacientes.
Variable n=42
Mean (SD)
Median (1st, 3rd Q.)
Edades (meses) 82.93 (51.71)
90 (30, 124.5)
Depositos anti-TG2 IgA
negativo 9 (21.4%)
positivo 33 (78.6%)
Intensidad depdésitos

0 10 (23.8%)
1 10 (23.8%)
2 14 (33.3%)
3 8 (19.1%)
Grado Marsh
0 11 (26.2%)
1 5 (11.9%)
2 8 (19.0%)
3 17 (40.5%)
NV 1 (2.4%)
HLA
C 39 (92.8%)
NC 1 (2.4%)
ND 2 (4.8%)
Dx final
0 10 (23.8%)
1 26 (61.9%)
2 6 (14.3%)

-Los valores 0, 1, 2 y 3 hacen referencia a la intensidad de los depdsitos anti-TG2, siendo
nulo o negativo para el valor 0, positivo de intensidad débil (1), media (2) y alta (3); y a la
gravedad de la lesién de la mucosa intestinal en el caso del Grado de Marsh también en
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sentido creciente; Cy NC explican si el individuo es compatible o no compatible para el HLA; 0O,
1y 2 describen si el individuo es no EC, EC o ECP respectivamente; y NV y ND explican los
pacientes para los cuales no es posible valorar el Grado Marsh y de los cuales no existen datos.

Se observa que existe una asociacidn positiva entre intensidad de depdsitos y los niveles
de TTG en suero, a mayor intensidad de depdsitos anti-TG2 IgA mayores niveles de TTG en
suero; mientras que cuando se trata de intensidades 0 y 1, la intensidad de depdsitos se vuelve
negativa. La relacidon entre la intensidad de depdsitos anti-TG2 y TTG en suero es significativa
(Tabla 3; Figura 13).

Tabla 3. Valores de asociacion entre intensidad de
depdsitos anti- TG2 y TTG en suero.

OR IC 95% OR P-value
TTG 1.03 [1.017, 1.046] <0.001

Nota: OR: regresion ordinal; IC: intervalo de confianza y P-value: valor que indica si el
estudio es o no significativo.
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Figura 13. Relacion entre la intens.dad de depdsitos anti-TG2 y TTG
en suero

Del mismo modo que en el grafico anterior, una mayor intensidad de los depésitos anti-
TG2 coincide con una lesidn histoldgica mayor y por tanto mayor Grado de Marsh. Ademas, la

18



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

asociacién entre el Grado Marsh y la intensidad de los depdsitos es significativa (Tabla 4;
Figura 14).

Tabla 4. Valores de asociacion entre intensidad de
depositos anti-TG2 y Grado Marsh.

OR IC 95% OR P-valor
Grad
rado 6889 [3.286, 17.453] <0.001
Marsh
1.0 - o W [ntensidad 0-1
\. W Intensidad 2
B Intensidad 3
0.8 —
%* 06 — .
g °
o
o 04 — . .
0.2 .
-
00 { 8———— e
T T T
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Grado Marsh

Figura 14. Relacion entre la intensidad de depdsitos anti-TG2 y Grado
Marsh.

Nuestra poblacidn se clasificd en 2 grupos: Individuos con diagndstico de EC y pacientes no
EC con un diagndstico diferente, atendiendo a los criterios del tipo de lesion histoldgica de la
mucosa intestinal propuesta por Marsh-Oberhubert, los marcadores especificos de EC

positivos, clinica y HLA, segun criterios diagndsticos.
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4.1.1. Bl diagndsticas

- Grupo 1:

El primer grupo consta de 32 pacientes con diagndstico final de EC, que a su vez se divide

en dos subgrupos (Tabla 5).

1.1.

1.2.

Consta de 25 sujetos con lesion histolégica de la mucosa intestinal tipo Marsh II-lll y 1
paciente con grado de Marsh no valorable en la Bl. Del total, 4 tenian menos de 2 afios.
Todos los nifios tenian niveles de anti-TG2 mayores que el valor de corte (>7 U/mL),
incluyendo los niflos menores de 2 afios. De los 4 nifios <2 afios, 2 presentaban niveles
seroldgicos de anti-TG2 por debajo del limite de cuantificacidén superior (128 U/mL).

En este grupo fueron encontrados evidentes depdsitos anti-TG2: en las secciones
duodenales tratadas con la técnica de inmunofluorescencia doble aparecen depdsitos
especificos para TG2 distinguidos como finas bandas de un color amarillo-naranja con una
clara localizacién por debajo de la membrana basal de las microvellosidades, alrededor de
las criptas y de los vasos sanguineos (Figura 15).

Estd formado por 6 pacientes con lesion histoldgica de tipo Marsh 0-l, todos ellos con
serologia positiva (EC potencial).

Todos presentaron depdsitos subepiteliales anti-TG2, 4 presentaron una tincion
medio-fuerte, mientras que en los otros 2 se observaba una distribucién irregular
caracterizada por zonas con tincidon débil y zonas con elevada tinciéon junto con otras
zonas que resultaban completamente negativas, de ellos 1 era menor de dos aios.

- Grupo 2

El segundo grupo comprendia 10 pacientes control (no EC), que presentaban una mucosa

intestinal de arquitectura normal (Marsh 0-1), 9 de ellos con marcadores seroldgicos

negativos y 1 con marcadores serologicos positivos. Estos pacientes recibieron diferentes

diagndsticos como: alergia a las proteinas de la leche de vaca no IgE mediada (APLV), giardiasis
o artritis idiopatica juvenil (Tabla 5).

En 9 de los 10 pacientes no se presentaron depositos TG2, sin embargo, en el paciente

con serologia positiva y diagndstico final de artritis idiopatica juvenil, se presentaron

depdsitos TG2 en las localizaciones especificas. En la mucosa intestinal de la mayoria de

pacientes no celiacos se pudo observar tincién verde tan solo en el interior de las células

plasmaticas y epiteliales, mientras que la TG2 (rojo) se localizaba por debajo de la membrana

epitelial y alrededor de los vasos sanguineos y no existia colocalizacién en las zonas especificas
(Figura 16).

20



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

Tabla 5. Presentacion de los criterios diagndsticos de los pacientes con 19 Bl.

ATG2 | HISTOLOGIA
/EMA BI CLINICA HLA Dep-TG2 Dx
17 Marsh lll
G1 10 No sintomas
_ 32+ 9 Marsh Il 32 DQ2/DQ8+ 32+ EC
(n=32) 22 S. digestivos
6 Marsh 0-|
G2 9- 2 No digestivos | 9 DQ2/DQ8+ 9-
10 Marsh 0-I No EC
(n=11) | 1+ 8S. digestivos | 1DQ2/DQ8 - 1+

4.1.2. Bl de pacientes en remision.

Por otro lado, se han tenido en cuenta 4 Bl de pacientes con diagndstico de EC en
remisidon, que llevaban mas de 2 afios de DExG. Como se observa, todos los individuos
recuperan la normalidad seroldgica y los niveles de autoanticuerpos desaparecen. En la misma
linea, en 3 de ellos no se detectan depdsitos anti-TG2, mientras que en uno si son detectados

(Tabla 6).

Tabla 6. Caracteristicas seroldgicas e histolégicas de pacientes con Bl pre-provocacion.

Ne Bl Marcadores Serolégicos

Histologia MARSH

Dep-TG2

4 EC ATG2 y EMA-

4 Marsh 0

1+ 3-
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5. Discusion

En el presente estudio se aplicd a las muestras de biopsia de intestino delgado obtenidas
de pacientes pedidtricos el método de inmunofluorescencia doble publicado en el afio 2004
por Korponay-szabo et al., en el que se muestra que el antigeno diana (TG2) in vivo de la EC se
halla en forma de unidn in situ de autoanticuerpos especificos.

Nuestros resultados confirman los datos encontrados en estudios publicados, donde
depdsitos anti-TG2 IgA son detectables en pacientes con EC al diagndstico, mostrando que los
depdsitos tuvieron una sensibilidad del 100% en la EC no tratada, exceptuando Unicamente a
ninos menores de 2 afos donde la sensibilidad fue del 73%. En nuestro estudio, se detectaron
depdsitos anti-TG2 IgA en el 100% pacientes EC al diagnéstico, incluidos los 5 nifios menores
de 2 afos.

En estudios previos, se han detectado depésitos TG2 IgA en la mucosa intestinal, asi como
de forma extracelular en otros érganos, indicativo de que el autoantigeno es ampliamente
accesible a los autoanticuerpos producidos de forma sistémica. Evidencias clinicas sefialan que
la EC debe considerarse como una enfermedad sistémica y no como una patologia que afecta
solamente al tracto intestinal. También se conoce que los depdsitos subepiteliales de anti-TG2
precede la formacion de lesiones yeyunales inducidas por el gluten; este hecho puede
observarse en los 6 pacientes EC potenciales, con serologia positiva y sin lesién histolégica en
los que se detecta la presencia de depdsitos.

La acumulacién de estos depdsitos subepiteliales estd estrechamente relacionada con la
mucosa que envuelve a los vasos sanguineos, donde la deposicion de inmunoglobulinas influye
en la arquitectura y funcidon nutritiva de los mismos. En consecuencia, la estructura de los
vasos se ve afectada, y por ende la angiogénesis, afectando a la regeneracién de la mucosa.
Nuestros resultados se encuentran en la linea de lo anterior, ya que encontramos una
asociaciéon positiva entre la intensidad de los depdsitos TG2, la lesion histolégica y la TTG en
suero; una mayor intensidad de los depdsitos anti-TG2 coincide con una lesién histoldgica
mayor y por tanto mayor Grado de Marsh.

En general, la desaparicion de titulos de anticuerpos se consigue tras 6-18 meses de la
exclusién del gluten de la dieta. De los 4 pacientes con diagndstico de EC en remision que
llevaban mas de 2 afos de DExG, todos los individuos recuperaron la normalidad seroldgica. En
3 de ellos no se presentan depdsitos anti-TG2, mientras que en uno permanecen. Es conocido
que los autoanticuerpos se depositan en la mucosa del intestino delgado antes incluso de que
puedan ser detectados en la circulacidn y tardan mas tiempo en desaparecer de la mucosa.

Se ha investigado la mucosa intestinal de niflos con autoanticuerpos asociados a EC pero
con mucosa normal (Marsh 0-1). Son pacientes cuya presencia es cada vez mas reconocida,
representan el 14% de las Bl realizadas que progresan hacia lesiones mas severas. En este
subgrupo de pacientes la positividad de los depdsitos intestinales es menos clara, con lesién
parcheada. Esta diferencia en la distribucidon puede deberse a un bajo titulo de anticuerpos
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anti-TG2; de hecho, los niveles de anticuerpos anti-TG2 IgA en pacientes potenciales son
menores que en aquellos con una clara atrofia vellositaria. Y ademas, existe una diferencia
estadistica significativa (p-valor<0,01) entre la intensidad de marcaje de depdsitos anti-TG2 IgA
observados en pacientes celiacos en fase activa de la enfermedad y los observados en
pacientes EC potenciales segin un estudio llevado a cabo por Maglio, M., Tosco, A., et al. Por
ello, estos individuos representan un reto para el diagndstico. Todos ellos tienen alelos HLA
compatibles con EC y muchos de ellos pertenecen a grupos de riesgo con familiares de primer
grado afectados, pacientes con diabetes mellitus tipo | (DM1) y sin presencia de sintomas. En
este contexto seria importante la identificacion de marcadores predictivos de la evolucion
hacia el dafio de la mucosa intestinal.

Entre los individuos no EC, existe uno con depdsitos positivos que sufre esclerodermia, una
enfermedad crdnica autoinmune caracterizada por afectacidon cutanea. De este modo puede
darse un trastorno del aparato digestivo en forma de disfagia, reflujo gastroesofagico por
endurecimiento del eséfago y malabsorcion de nutrientes que puede derivar en pérdida de
peso y episodios repetidos de infecciones bacterianas intestinales. Ademas en su desarrollo
hay una alteracion inmunoldgica por la que se desarrollan autoanticuerpos contra péptidos del
propio organismo, algunos de ellos contra la TG2, dando lugar a falsos positivos en relacion
con el diagndstico de EC.

Puesto que los cambios histoldgicos en los érganos afectados no son especificos de EC, el
estudio de los depdsitos anti-TG2 por inmunofluorescencia directa es considerada una técnica
atil en el diagndstico diferencial de la celiaquia hasta que no se sepa ciertamente el
mecanismo que la origina. Por tanto y de acuerdo con previos estudios, aunque los resultados
obtenidos apoyan la idea de que los depdsitos subepiteliales de IgA son especificos de EC y se
conozca que la inmunidad humoral esté involucrada en la patogenia de la EC, se necesitan
mas estudios que confirmen estos hechos en un mayor nimero de pacientes.
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7. Conclusiones

e La deteccion de depdsitos intestinales anti-TG2 IgA puede ser una herramienta eficaz
y prometedora para el diagndstico de EC, principalmente en los casos con un grado
bajo de enteropatia o sin sintomatologia evidente; asi como en el diagnéstico de EC
potencial. Sin embargo, aunque es una técnica sencilla, su lectura e interpretacion
requiere una infraestructura y nivel de pericia solo al alcance de laboratorios
especializados.

e La deteccion de los depdsitos anti-TG2 IgA podria ayudar a establecer un diagnéstico
diferencial entre EC y otras patologias digestivas diversas como la IPLV, alergias
alimentarias, esofagitis eosinofilica, asi como a evitar las dificultades en Ia
interpretacién histolégica de muestras procedentes de biopsias intestinales.

e En determinadas enfermedades autoinmunes como la esclerodermia pueden

presentarse también depdsitos anti-TG2, lo que debe tenerse en cuenta a la hora de
interpretar los resultados en estos pacientes.
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8. ANEXO 1

Figura 9. Microscopio de Figura 10. Microscopio confocal Espectral Leica TCS-SP5.
fluorescencia Motic BA400.

Figura 8. portaobjetos “SuperFrostPlus”de
10 pocillos en cada cual se colocardn cortes
seriados de BI.
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@,
( J
A = TG2-> transglutaminasa tisular
D = Anticuerpo monoclonal de ratén anti-TG2, Ac CUB7402

= Anticuerpo de conejo anti Ig de ratén, Ac ALEXA

= Anticuerpo de conejo anti-IgA, Ac FITC

= Fluorescencia verde

= Fluorescencia roja

= IgA extracelular colocalizard con TG2; es decir, cuando se
da la superposicion de ambas fluorescencias por presencia de
\ depdsitos de TTG.

Figura 11. Esquema de la doble tincion.
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Figura 15. Cortes de mucosa intestinal de pacientes con EC no tratada y atrofia de la mucosa tipo
Marsh Ill (1), Marsh 1l (2), Mars0-1 (3). Se observa presencia de depésitos TG2 (amarillo-anaranjado)
en las localizaciones especificas: por debajo de la membrana basal, y alrededor de las criptas y vasos
sanguineos (1, 2 y 3). (A) Corte bajo luz de longitud de onda de 495nm para la deteccion de IgA anti-
TG2. (B) Corte bajo luz de longitud de onda de 552 nm para la deteccion de la TG2. (C). Colocalizacion
entre la imagen bajo filtro azul y la imagen bajo filtro verde.

Figura 16. Cortes de mucosa intestinal de pacientes no celiacos e histologia Marsh 0-1.
Ausencia de depdsitos TG2-IgA. (A) Corte bajo luz de longitud de onda de 495nm para la
deteccion de IgA anti-TG2. (B) Corte bajo luz de longitud de onda de 552 nm para la deteccion
de la TG2. (C). Colocalizacién entre la imagen bajo filtro azul y la imagen bajo filtro verde.
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