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Malaltia Celiaca i Citometria de Flux

1. Introduccio

La malaltia celiaca (MC) és una intolerancia permanent al gluten
ocasionada per fenomens autoimmunes que provoca una inflamacié cronica
de la mucosa duodenal a individus amb predisposicié genética (el 90% dels
pacients presenta I'heterodimer HLA-DQ2 i el 10% restant sols presentar el
HLA-DQS8).

Aquesta intolerancia desencadena una atrofia de les vellositats que
recobreixen el duodé impedint l'absorcid dels nutrients de manera
apropiada.

S’estima que la malaltia afecta al 1% de la poblacid, pero se sap que és una
patologia considerablement subdiagnosticada per ser amb frequéncia
asimptomatica o que en ocasions els simptomes es presenten de forma
discontinua i amb un espectre clinic molt variable. Pot aparéixer a qualsevol
etapa de la vida i, tot i que se sol diagnosticar a la infancia, als paisos
desenvolupats cada vegada es diagnostica més en adults.

Els criteris actuals de la ESPGHAN (Husby et al. 2012) recomanen el
diagnostic de la malaltia celiaca basat en la simptomatologia, la serologia
positiva i la histologia de biopsia intestinal, perd cap d’aquestes proves
confirma el diagnostic per si sola.

Amb la finalitat de complementar i incrementar I'especificitat dels estudis
citats, diverses publicacions recolzen també I'is de la citometria de flux pel
diagnostic diferencial amb altres enteropaties que cursen també amb atrofia
vellositaria; en aquells casos on la biopsia és dubtosa o falsament negativa
per I'afectacié discontinua de la mucosa i especialment, en els casos de
refractarietat, ja que les repercussions cliniques que pot comportar aguesta
forma agressiva son potencialment de transformacié neoplasica (Eiras et al.
1998; Olivencia et al. 2008; Roy, 2010; Melero et al. 2011; Leon 2011).

L’estudi per citometria es basa en la identificaci6 immunofenotipica i la
guantificacié dels limfocits intraepitelials (LIES) de la mucosa duodenal.

Al limfograma intraepitelial caracteristic de la MC trobem un augment de la
poblacio de LIEs totals CD45+, un increment de LIEs TcRyd+ (>8.5%) i una
disminucié de la densitat de LIEs NK like (CD3-CD45+ <10%) amb la
persisténcia de l'increment de CD3+ TcRyd+ a la superficie del LIE i la
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normalitzacié, generalment, dels altres dos parametres després de la
retirada del gluten de la dieta.

A la forma més agressiva i de pitjor pronostic (sense resposta a la dieta
estricte sense gluten), la malaltia celiaca refractaria tipus 1l (MCR tipus Il),
apareix una poblacié de LIEs aberrant que no expressen receptors de
superficie de la cél-lula T (CD3-, CD8- i TcR-) i que només conserven
'expressiéo de CD103+ com a marcador intraepitelial i 'expressiéo de CD3+
al citoplasma (citCD3+). A més aquesta poblacio presenta un reordenament
oligo o monoclonal del TcR (detectat molecularment per PCR).

Aquest fenotip atipic afecta a <5% de la poblacié celiaca i predisposa a
aguests malalts a desenvolupar entre altres processos neoplasics, el
limfoma T intestinal amb un 50% de supervivéncia als 5 anys del diagnostic.

2. Limfocits intraepitelials: Descripci6 i subpoblacions

El budell prim és un organ limfoide primari amb estructures limfoides
organitzades (ex. les Plagues de Peyer). El teixit limfoide associat al tub
digestiu té un alt contingut en limfocits T convencionals, pero a la lamina
propia i a I'epiteli intestinal es troben també els limfocits intraepitelials (LIES)
gue sbén cel-lules T que no es seleccionen en el timus, que es troben
adherides a la superficie basolateral dels enterocits i que formen una
poblacié separada dins del sistema limfoide de la mucosa.

Per les seves caracteristiques fenotipiques i la seva distribuci6 tissular es
pensa que aquesta poblacié és responsable de la defensa local del teixit
enfront a infeccions i tumors, i de la regulacio de la resposta ocasionada per
altres cél-lules.

Els LIEs estan formats majoritariament (>50%) per limfocits T que difereixen
en el seu origen, funcié i immunofenotip dels limfocits T convencionals, pero
també hi ha una subpoblaci6 de LIEs (<40%) amb fenotip similar a les
cel-lules NK (LIEs NK like).

Es poden distingir els segients subtipus normals de LIEs segons els seus
receptors i correceptors:

e LIEs TcRaf (CD4apf+ o CD8af+) convencionals: Pateixen un
procés de seleccié timica restringida per les molecules HLA
classiques i migren des de la periféria després de I'estimul antigeénic.
Formen part del sistema immunitari adaptatiu. Constitueixen la
subpoblacié majoritaria dels LIEs de fenotip T (80-85%); d’aquests
fins al 85% presenten un fenotip CD3+CD8+TcRaf+ i menys del 10%
son CD3+CD4+TcRaf+.
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e LIEs TcRyd: Capacos de reconeixer molécules propies i altres
antigens d’origen no peptidic. Pertanyen al sistema immunitari innat.
Constitueixen una subpoblaci6 minoritaria dels LIEs de fenotip T
(<8.5%) i s6n CD3+ amb expressié variable de CD8+ (40-80%).

e LIEs TcRaB (dobles negatius o CD8aa+) no convencionals:
Pateixen un procés de seleccio diferent durant la seva ontogenia, no
restringit per molecules HLA classiques. Tenen una gran carrega
auto reactiva i una possible funcié reguladora.

e LIEs NK like: Presenten un fenotip similar a les cel-lules NK (CD3-,
CD7+, CD4-, CD8-, TcR-, CD16+ i CD56+-); marcadors implicats en
la  toxicitat directa no associada al complex major
d’histocompatibilitat. Representen més d'un 10% dels LIEs
CD45+CD3-.

3. ldentificaci6 dels LIEs per citometria de flux

L’estudi dels LIEs es realitza en una mostra de bidpsia duodenal obtinguda
en el curs d’una endoscopia diagnostica.

El processament de la mostra es basa en incubar la biopsia en un medi de
cultiu RPMI enriquit amb FCS (fetal calf serum) a on afegim EDTA i DTT per
provocar el trencament de les unions intracel-lulars i I'alliberament dels LIES
i els enterocits. La suspensio cel-lular resultant d’aquesta desepitelitzacio es
recull per centrifugacié i s’'incuba amb anticossos conjugats amb diferents
fluorocroms pel seu analisi per citometria.

El panel d’anticossos dissenyat pel diagnostic de la malaltia celiaca per
citometria de flux pot ser més o menys extens, perd s’han d’incloure com a
minim els seglents marcadors: CD45, CD103, CD3 i TcRybd.

Els LIEs totals s’identifiquen per la coexpressié de CD45 i CD103 amb baixa
dispersio lateral SSC; la resta de marcadors s'’utilitzaran per caracteritzar
diferents subpoblacions de LIE

¢CDA45: Permet identificar la poblacié limfoide de la resta de cel-lularitat
alliberada pel procés de desepitelitzacio.

¢CD103: Permet seleccionar les cel-lules intraepitelials de la poblacio
CD45+ anteriorment identificada.

¢CD3: Permet identificar les subpoblacions de limfocits CD3+ i limfocits
CD3- (LIEs NK like) en la poblacié de LIEs.

eTcRyd: Permet seleccionar la subpoblacié de limfocits T yd+ en la
poblacié de LIEs CD3+.



Catlab Informa

A CatLab hem dissenyat un protocol de screening de 8 colors amb el
citometre digital FacsCanto Il on afegim altres anticossos com el CD7, el
CD4, el CD8 i el CD3 citoplasmatic per poder identificar correctament els
LIEs convencionals, tenir un control del procés de desepitelitzacio i detectar
possibles expressions 0 manca d’expressions atipiques.

Hi processem i analitzem un total de 10.000 cél-lules i la combinaci6
d’anticossos i fluorocroms és la seguent:

CD3 V450/CD103 FITC/CD4 PE/citCD3 PerCP-Cy5.5/TcRyd PE-Cy7/CD7
APC/CD8 APC-H7

En el cas de detectar un patré fenotipic aberrant, ampliem I'estudi amb
anticossos especifics de diferents subpoblacions com el CD45R0O, CD122,
CD69, CD38, CD161, CD94, CD16, CD56 i TcRap.

Exemple d'imatges obtingudes d’un patré fenotipic celiac:
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4. Conclusio

En definitiva, l'estudi per citometria dels LIEs complementa ['estudi
histologic classic aportant major especificitat. Es particularment util en el
diagnostic diferencial respecte altres enteropaties que cursen amb atrofia
vellositaria, Gtil en els casos on la biopsia es dubtosa o falsament negativa
per I'afectacio a trossos de la mucosa, pot ajudar al pronodstic i seguiment de
la malaltia celiaca i especialment, pot discriminar altres patologies greus
com el limfoma de cel-lules T associat a enteropatia.
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