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RESUMEN

Existe un grupo de enteropatia conocidas como AVSN que pueden simular enfermedad celiaca. Objetivo: El objetivo de
este estudio es describir los hallazgos histolégicos y de inmunohistoquimica en pacientes con enfermedad celiaca y AVSN.
Material y métodos: 15 biopsias de pacientes con enfermedad celfaca y 19 biopsias con AVSN fueron reexaminados. Se
estudié caracteristicas histoldgicas tales como atrofia severa, hiperplasia de criptas, nimero de células plasméticas, nimero
de eosindfilos y presencia de neutréfilos. Asimismo, a través de inmunohistoquimica se estudi6 la presencia de linfocitos
CD4, CD8, CD3, CD56. Resultados: Se encontr6 diferencia significativa en la mayor presencia de hiperplasia de criptas
(p=0,0348) y mayor niimero de células plasméticas (p=0,0348) en las biopsias de enfermedad celiaca que en las catalogadas
como AVSN. El nimero de linfocitos CD8, CD4, CD56 y su distribucién fue similar en ambos grupos. El porcentaje de
linfocitos intraepiteliales CD3 positivos (p=0,0144) fue mayor en pacientes con AVSN. Conclusidn: Los hallazgos histol6gicos
e inmunohistoquimicos muestran mas similitudes que diferencias. La diferencia hallada en nuestro estudio sugiere mayor
respuesta inmune humoral en pacientes con enfermedad celiaca que en AVSN.

Palabras clave: Enfermedad celiaca; Antigenos CD8; Antigenos CD4; Antigenos CD56; Hiperplasia (fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

There is a group of enteropathies recently known as seronegative villous atrophy (SNVA), which can simulate celiac disease.
Objective: The aim of this study was to describe histological and immunohistochemical differences between a group of
Celiac disease and SNVA patients. Material and methods: Microscopy reexamination and Immunohistochemistry study were
performed for a group of 15 celiac patients and 19 SNVA patients. Histological features as severe atrophy, crypt hyperplasia,
plasma cells number, eosinophils number, neutrophils presence were studied; CD4, CD8, CD3, and CD56 markers were
studied through immunohistochemistry. Results: There was a significant difference between the frequency of observation of
crypt hyperplasia (p=0.0348) and plasma cells (p=0.0348) in celiac disease patients than SNVA patients. In celiac disease
was bigger. The number and distribution of CD 8, CD4 and CD56 lymphocytes was similar in both groups. The percentage of
CD3 positive intraepithelial lymphocytes (p=0.0144) was higher in SNVA. Conclusion: Histological and immunohistochemical
evaluation shows more similarities than differences. The differences found in this study suggest more humoral immune response
in celiac disease than in SNVA.

Key words: Celiac disease; Antigens, CD8; Antigens, CD4,; Antigens, CD56; Hyperplasia (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

intraepiteliales y 2) la atrofia de las vellosidades de la
mucosa del duodeno.
El diagnéstico de enfermedad celiaca esta basado

en una asociacion de hallazgos clinicos serolégicos e
histolégicos 2.

La histopatologia de la enfermedad celfaca se
caracteriza por: 1) aumento en la cantidad de linfocitos

Los linfocitos intraepiteliales son predominantemente
linfocitos citotéxicos CD8+, con capacidad de
inducir a la apoptosis de las células epiteliales 5 y
posteriormente a la atrofia de las vellosidades. En la
lamina propia se describe por otro lado un incremento
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de linfocitos colaboradores CD4+ y una disminucién
de linfocitos CD56+ ©7.

El diagnéstico de enfermedad celiaca se confirma
con la presencia de anticuerpos antiendomisio
tipo IgA y anticuerpos antitransglutaminasa . El
estudio serolégico es importante porque existen otras
enteropatias que son histolégicamente muy similares a
enfermedad celfaca.

Dado que los linfocitos intraepiteliales son parte
del sistema inmune intestinal es esperable que estos
linfocitos se incrementen por una variedad de antigenos
reconocidos como extranos. Como resultado existen
diferentes enteropatias muy parecidas histolégicamente
a enfermedad celiaca ®?. Enteropatias como Sprue
tropical, alergia  alimentaria,  sobrecrecimiento
bacteriano intestinal, Sprue colagenoso, giardiasis
0 enteropatia autoinmune son conocidos por ser
simuladores histolégicos de enfermedad celfaca.
Recientemente este grupo de enteropatias han sido
denominados como atrofia villositaria seronegativa
(AVSN) @9,

Algunas de las patologfas incluidas en el grupo AVSN
presentan algunos elementos histolégicos que permiten
identificar la etiologfa. Por ejemplo, la duodenitis
péptica, muestra metaplasia gastrica foveolar, o el
Sprue colagenoso, que muestra una membrana basal
engrosada. Sin embargo, en otras enteropatias como
Sprue tropical, Sobrecrecimiento bacteriano intestinal
0 enteropatia autoinmune, la diferenciacion con
enfermedad celiaca es casi imposible basado solo en
las caracteristicas histolégicas.

En un estudio previo encontramos que 60% con
histologia compatible con enfermedad celiaca eran
serolégicamente negativas para Antitransglutaminasa
y antiendomisio %. El estudio serolégico para
enfermedad celiaca no es muy accesible en nuestro
medio y realizarlo a todos los pacientes con atrofia de
vellosidades y linfocitosis intraepitelial no es posible
en la practica diaria. Por lo tanto, estos casos de AVSN
representan un desafio diagndstico tanto para patélogos
y gastroenterélogos.

El objetivo de este estudio es investigar si la
biopsia duodenal puede mostrar algunas diferencias
histoldgicas e inmunohistoquimicas entre un grupo de
pacientes con enfermedad celiaca y otro con AVSN.

MATERIAL Y METODOS

Disefio: Estudio transversal

comparativo.

retrospectivo,

Poblacién de estudio: Se seleccionaron pacientes
con diagnéstico de “incremento en los linfocitos
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intraepiteliales y atrofia de vellosidades en mucosa
duodenal”. Los Pacientes provenian de dos centros
hospitalarios y fueron recolectados a lo largo de 5
anos (2009-2013). Las biopsias fueron 4 en promedio
por cada paciente tomadas de la segunda porcion
duodenal.

Se recolectaron datos clinicos como edad, sexo,
presencia de diarrea, dolor abdominal, valores de
hemoglobina.

Criterios de inclusién: Los casos de enfermedad
celiaca se diagnosticaron usando los siguientes criterios:

1. Incremento de linfocitos intraepiteliales, se
definié como 30 o mas linfocitos por cada 100 células
epiteliales; o 12 o mas linfocitos en la punta de la
vellosidad en secciones de 4 micras de espesor "2, El
nimero de LE se cont6 en 3 dreas al azar. Se consider6
el promedio de las 3 zonas examinadas.

2. Atrofia de vellosidades, definida como una
relacién vellosidad/cripta menor de 3/1 en un corte
adecuadamente orientado (4 o més criptas en paralelo).
La atrofia se catalogd como leve (relacién menor de
3/1 pero mayor de 1/1), moderada (relacién 1/1) o
severa cuando la cripta era mas larga que la vellosidad
(relacién 0/1). El diagnéstico de atrofia se realizé en
una muestra debidamente orientada, definida como
5 vellosidades en una fila, en un corte transversal no
tangencial "¥.

3. Positividad de anticuerpos antiendomisio
y/o de antitransglutaminasa tisular. El anticuerpo
antitransglutaminasa IgA humano fue determinado
usando una prueba de ELISA indirecta mediante el
paquete comercial InmulLisa (IMMCO Diagnosis).
El valor de corte utilizado fue de 20 U/ml. Los
anticuerpos antiendomisio se determinaron utilizando
es6fago de mono como sustrato y una prueba de
inmunofluorescencia indirecta (Scimex corporation). El
valor de corte en este caso fue de 1:5 de dilucién.

Los casos de AVSN se definieron como aumento de
LIE, atrofia vellositaria y serologfa negativa para ambos
anticuerpos. En esta categoria se incluyeron casos de
Sprue tropical, fue definido como atrofia seronegativa
con buena respuesta con el uso de antibiéticos.

SOBIA, fue definido como atrofia con Test de
Hidrégenos espirado positivo.

Alergias alimentarias y enteropatia autoinmune no
pudieron ser evaluadas en este estudio.

Se excluyeron del presente estudio los casos cuyo
diagndstico  histolégico sugerfa enteritis  péptica,
enteritis colagenosa, linfoma o enfermedad de Crohn.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas en ambos grupos.
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AVSN EC p
Edad (average+SD ) 54,4+12,3 [32-81] 62,7+19,1 [21-85] 0,0734
Género femenino 15 (44,1%) 9 (26,5%) 0,276
Anemia 12/19 (63,2%) 4/11(36,4%) 1
Vitamina B12 disminuida 415 (80%) 0/1 (0%) 0,333
Colitis linfocitica 7111 (63,6%) 112 (50%) 1
Estudio microscopico: Las ldminas de biopsias RESULTADOS

fueron revisadas por 3 patélogos en forma
independiente. Las caracteristicas histolégicas, como
numero de eosindfilos, neutréfilos, células plasmaticas
en la lamina propia; asi como la hiperplasia de criptas,
el recuento de linfocitos intraepiteliales y la atrofia de
vellosidades fueron anotados para ambos grupos.

El recuento de eosindfilos y células plasmaticas se
realiz6 en los campos de 40x antes descritos y se tomé
el promedio como recuento final ™.

Estudio inmunohistoquimico: Cortes de cada
paciente fueron tedidos para CD3 (utilizando
anticuerpos monoclonales de conejo - DAKO), CD56,
CD4 y CD8 (con anticuerpos monoclonales de ratén),
usando para todas las muestras procedimientos de
inmunohistoquimica convencionales. La evaluacién se
hizo a través del porcentaje de células resaltadas por el
marcador.

Analisis estadistico: El andlisis estadistico se realiz6
con la ayuda de Stata 10.0 (StataCorp, TX). El test de
Fisher y el x> se usaron para variables categéricas si
la frecuencia esperada fuera menor de 5. El test de
Wilcoxon rank-sum fue usado para comparar las medias
de los 2 grupos. Se usé un valor de p menor a 0,05 para
determinar diferencia estadisticamente significativa.

Identificamos 19 casos de pacientes con AVSN y 15
pacientes con enfermedad celfaca.

En la mayorfa de los casos con AVSN, no pudimos
reconocer la etiologfa de la atrofia de vellosidades, esos
casos fueron indeterminados.

Un caso asociado a medicacién fue sospechado en
un paciente consumidor habitual de enalapril ™. Otras
etiologfas diagnosticadas en grupo de AVSN fueron
Sprue tropical (21%) y sobrecrecimiento bacteriano
(5,2%).

En la Tabla 1 se compara las caracteristicas
clinicas en ambos grupos. Algunas caracteristicas no
pudieron ser estudiadas en todos los pacientes como
los niveles de vitamina B12 o coexistencia de colitis
linfocitica.

La mayoria de las caracteristicas histolégicas e
inmunohistoquimicas fueron similares a ambos grupos
excepto en hiperplasia de criptas y en el nimero de
células plasmdticas, estas diferencias se detallan en la
Tabla 2. En la Figura 1, podemos apreciar un caso de
enfermedad celfaca y AVSN, los cuales se ven bastantes
similares.

L

Y

Figura 1. Izquierda paciente con enfermedad celiaca; derecha un caso de AVSN: ambos muestran atrofia villositaria

y linfocitosis intraepitelial HE 10X.
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Figura 2. Izquierda tincién para CD4, derecha tincién para CD8 en linfocitos intraepiteliales.

Respecto a los hallazgos inmunohistoquimicos,
en ambos grupos los linfocitos intraepiteliales fueron
predominantemente CD8 positivo (60% en AVSN vy
45% en enfermedad celiaca) mientras los linfocitos
en ldmina propia fueron predominantemente CD4
positivo (46,4% en AVSN y 35,7% en los casos de
enfermedad celiaca), estos hallazgos se ilustran en las
fotos microscépicas de la Figura 2. La expresion CD56
fue muy similar en ambos, todas fueron positivas en
lamina propia y negativos en el epitelio.

DISCUSION

El objetivo de este estudio fue encontrar diferencias
histolégicas e inmunohistoquimicas en biopsias
duodenales de pacientes con enfermedad celfaca y
pacientes con AVSN.

Después de la evaluacién histolégica de un grupo
heterogéneo de pacientes con enfermedad celiaca y
AVSN, sélo se pudo encontrar las siguientes diferencias
estadisticamente significativas a) el mayor nimero de
células plasmaticas y mayor presencia de hiperplasia de
criptas en la enfermedad celfaca y b) un mayor nimero
de linfocitos CD3+ en pacientes con AVSN.

La presencia de células plasméticas se correlaciona
con la produccién de inmunoglobulinas, es decir el
componente humoral de la respuesta inmunoldgica. En
enfermedad celiaca, la importancia de la inmunidad
humoral se manifiesta en el diagndstico, con el uso de
anticuerpos tipo antitransglutaminasa y antiendomisio
0.2 En Sprue tropical (enteropatia dentro del grupo
AVSN) las células plasmaticas reemplazan a los
linfocitos en relacién a la duracién de la enfermedad
y conforme se incrementa la atrofia "*. En sindrome

Tabla 2. Analisis estadistico de las diferencias histolégicas e inmunohistoquimicos.

AVSN EC p
Atrofia de vellosidades severa 8/19 (42%) 10 /15 (66,6%) 0,154
Hiperplasia de criptas 7119 (36,8%) 11 115 (73,3%) 0,034
Cels. Plasmaticas/hpf 17,2 27,9 0,0348
eosindfilos /hpf 8,3 9,5 0,9030
neutréfilos/hpf 10 /19 (52%) 7115 (46%) 0,730
Linfocitos intraepiteliales 45,8 51,3 0,1944
% linfocitos CD8 intraepiteliales 60 453 0,0739
% linfocitos CD4 intraepiteliales 5,6 1,3 0,6015
% linfocitos CD3 intraepiteliales 81,6 66 0,0144
% linfocitos CD56 intraepiteliales 0 0 .
% linfocitos CD8 en lamina propia 234 30,3 0,0789
% linfocitos CD4 en lamina propia 46,4 35,7 0,1969
% linfocitos CD3 en lamina propia 67,4 60,7 0,3592
% linfocitos CD56 en l&mina propia 15,8 14,2 0,7406

*hpf: high power field, AVSN seronegative villous atrophy, CD enfermedad celiaca

Rev Gastroenterol Peru. 2016;36(2):123-8
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de sobrecrecimiento bacteriano, el incremento de
células plasmaticas IgA en comparacién con pacientes
normales. . En nuestro estudio, el promedio de células
plasmaticas fue menor en AVSN que en enfermedad
celfaca. Esta diferencia podria representar una mayor
participacion de la respuesta humoral en enfermedad
celiaca que en AVSN.

En mucosa duodenal, la atrofia de las vellosidades
y consecuente hiperplasia de criptas es resultado de
la actividad citotéxica de los linfocitos intraepiteliales
CD8+1". Asimismo, diferentes autores han descrito que
la atrofia de vellosidades es més severa en enfermedad
celfaca en comparacién con otras enteropatias como
Sprue Tropical o sobrecrecimiento bacteriano 7
9, En nuestro estudio, la atrofia de vellosidades
severa e hiperplasia de criptas fueron efectivamente,
mas frecuentes en enfermedad celiaca, pero solo la
hiperplasia de criptas fue estadisticamente significativa.
Estas diferencias podrian estar en relacién a un
mayor o mas prolongado dafo epitelial por linfocitos
citotoxicos en enfermedad celfaca que en AVSN. En la
evaluacion histolégica, estos datos podrian ayudar en
la aproximacion diagnéstica inicial; sin embargo, mas
estudios se requieren para determinar su aplicacion
general.

Algunos autores han resaltado que la presencia de
eosindfilos y neutréfilos son mas caracteristicos en
enteropatias AVSN, como sobrecrecimiento, alergia
alimentaria o Sprue tropical 2%, En el presente
estudio ni los eosindfilos, ni los neutréfilos fueron mas
frecuentes en el grupo AVSN. Ademads, observamos
2 casos de enfermedad celiaca con alto conteo de
eosindfilos en ldmina propia (>=20 en campo de alto
poder); este hecho puede ser considerado una enteritis
eosinofilica secundaria. La asociacién entre enfermedad
celfaca y trastornos eosinofilicos gastrointestinales ha
sido descrita recientemente, en particular con esofagitis
eosinofilica ®".

En ambos grupos, el linfocito intraepitelial
predominante fue el linfocito T citotéxico CD3+;
CD8+. El rol del linfocito citotéxico CD8 en la
patogénesis de enfermedad celiaca consiste en inducir
apoptosis en las células epiteliales y eventualmente
conducir a la atrofia de vellosidades 7. En el grupo
AVSN, existen pocas investigaciones al respecto.
Goldsteiny col. demostraron un incremento de linfocitos
intraepiteliales CD4 y CD8 en un pequefo grupo de 7
pacientes con AVSN ??. No hemos encontrado ningln
trabajo sobre la participacion de linfocitos CD8+ en
sindrome de sobrecrecimiento bacteriano o Sprue
tropical.En  nuestro trabajo encontramos marcada
presencia de estos linfocitos CD8 intraepiteliales en
nuestro 19 casos de AVSN. En ese contexto, es posible
suponer que la participacién de linfocitos CD8+ en

Arévalo Suarez F, et al

AVSN pueda ser similar al de enfermedad celiaca y
deberia ser estudiado en el futuro.

El linfocito mas frecuentemente hallado en ldmina
propia fue el linfocito T CD4+ en ambos grupos. Es
conocido que, en enfermedad celiaca, estos linfocitos
son CD4 THT1 vy tienen la capacidad de liberar IFN
gamma, el cual contribuye también al desarrollo de
atrofia y la activacién de la inmunidad humoral. En
alergia alimentaria, estos linfocitos son CD4 tipo TH2
@229 No hemos encontrado ninglin estudio sobre la
participacion de estos linfocitos en Sprue tropical o
sobrecrecimiento bacteriano. Seria interesante tipificar
los linfocitos T CD4+, en el grupo AVSN.

Los linfocitos CD3 se encontraron mas
frecuentemente en AVSN que en enfermedad
celfaca. Linfocitos intraepiteliales CD3 negativos de
naturaleza incierta han sido descritos en enfermedad
celfaca. En enfermedad celfaca refractaria, se reporta
un incremento de éstos linfocitos CD3 negativos que
en ese contexto son llamados aberrantes. Es posible
que la presencia de éstos linfocitos CD3 negativos en
enfermedad celiaca explique la mayor presencia de
linfocitos CD3+ en AVSN. Mas estudios deben hacerse
para establecer laimportancia clinica de ésta diferencia.

La expresiéon de CD56 es una caracteristica de los
linfocitos llamados natural Killer, los cuales participan
principalmente en la inmunidad natural contra virus
y células tumorales. En enfermedad celiaca, han sido
reportados disminuidos *¥.  Aparentemente estos
linfocitos disminuirfan en presencia de interferén
gamma, el cual se sabe estd aumentado en enfermedad
celiaca ®. Sprue tropical se cree puede ser el resultado
de una infeccién viral, es ese sentido, podria esperarse
un incremento de linfocitos CD56. No pudimos
encontrar ninguna diferencia en ambos grupos respecto
a los linfocitos CD56. Mds aln, la presencia de los
linfocitos CD56 fue leve y sélo en la lamina propia en
ambos grupos.

Ninguno de nuestros casos tuvo estudio HLADQ2/
DQ8. Por lo tanto, no podemos excluir totalmente la
posibilidad de estar frente a casos de enfermedad celiaca
serolégicamente negativos. Sin embargo, ninguno
de nuestros casos AVSN presento sintomatologia en
relacién al consumo de gluten. Lamentablemente no
pudo realizarse una biopsia control en estos pacientes.

En conclusién, nuestros resultados muestran mas
similitudes que diferencias entre enfermedad celiaca
y AVSN. Los resultados sugieren una mayor o mas
prolongada respuesta humoral y citotéxica en pacientes
con enfermedad celiaca que en los AVSN. Son
necesarios mas estudios para precisar la importancia
estos hallazgos en pacientes AVSN.
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