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CLI: células linfoides innatas
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EC: enfermedad celiaca
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RE: reticulo endoplasmatico

SNP: polimorfismo de nucleétido simple

TCR: receptor de linfocito T

TG2: transglutaminasa 2

TNF: factor de necrosis tumoral

UPR: unfolded protein response

UR: unidades relativas

UTR: region no traducida



Resumen:

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia crénica de base inmune que se desarrolla en
individuos genéticamente susceptibles ante la ingesta de un grupo de proteinas derivadas del
gluten. Su prevalencia esta estimada en un 1-3%. En EC se observa dafio a nivel de la mucosa del
intestino delgado, caracterizado por atrofia de vellosidades, hiperplasia de criptas y un marcado
infiltrado linfocitario, tanto a nivel de la /amina propria como en el compartimento intraepitelial. Estos
cambios conducen a la pérdida de la funcionalidad del intestino delgado y a un sindrome de
malabsorcion asociado a diversos signos clinicos.

La EC es un desorden multigénico, cuyo factor de susceptibilidad genética mas importante esta
ubicado en el locus del HLA. Practicamente el 100% de los pacientes, presenta los alelos del HLA
codificantes para las moléculas DQ2 o DQ8. Por fuera de este locus, existen varias regiones que
han sido asociadas a EC y que albergan genes con funciones inmunes.

El infiltrado de linfocitos T CD4* (Th1) especificos de péptidos de gluten y restringidos al HLA-
DQ2/DQ8, presentes en la /amina propria de la mucosa duodenal, juega un rol relevante al
activarse y producir IFNy, aportando un microambiente altamente proinflamatorio. También es
critico el accionar de los linfocitos intraepiteliales, que se ven aumentados en el curso de la
patologia, y cuya citotoxicidad sobre enterocitos colaboraria en la instauraciéon de la atrofia de la
mucosa.

Varios son los aspectos de la inmunopatogenia que aun no fueron descriptos. En este trabajo de
Tesis abordaremos el estudio de genes candidatos, los mecanismos de migracion y de muerte
celular en la mucosa de intestino delgado.

Implementando una estrategia de eleccion de genes candidato posicionales, hemos evidenciado
tres genes diferencialmente expresados en el tejido blanco de esta patologia: RUNX3, THEMIS'y
PTPRK, definiéndolos de esta manera como candidatos funcionales. Hemos demostrado ademas,
la participacion del eje quimiotactico CXCR3/CXCL10 en el reclutamiento activo de células
mediadoras de dafo hacia la mucosa intestinal de pacientes con EC activa, tanto en eventos
disparadores de la enfermedad como en el sostenimiento del proceso inflamatorio cronico. Estos
resultados sientan precedentes para la evaluacion de la determinacion sérica de CXCL10 como
biomarcador en EC y la inhibicién de esta quimoquina como una posible estrategia terapéutica.
Finalmente, hemos abordado el andlisis de la expresion de moléculas asociadas a estrés de
reticulo y a vias de muerte celular, pudiendo evidenciar un epitelio intestinal con un marcado estrés
de reticulo. Nuestras observaciones sugieren que distintas vias de muerte, y no solo la apoptética
extrinseca como habia sido extensamente propuesto, podrian participar activamente en los

mecanismos de dafio en la mucosa intestinal en EC activa.
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Introduccion General y Objetivos

Conceptos generales sobre Enfermedad Celiaca

La enfermedad celiaca (EC) es una enteropatia crénica de base inmune que se desarrolla en
individuos genéticamente susceptibles ante la ingesta de un grupo de proteinas derivadas del trigo,
avena, cebada y centeno, denominadas en su conjunto prolaminas (Ludvigsson et al., 2013). Dada
la predominancia de trigo en nuestros habitos alimenticios, es comun en este contexto referirse a
este grupo de proteinas toxicas como gluten. El gluten es el producto del amasado de la harina de

trigo y esta compuesto por gliadinas y gluteninas.

En EC se produce dafio en la mucosa del intestino delgado, donde se observa en forma
caracteristica atrofia de vellosidades, hiperplasia de criptas y un marcado infiltrado linfocitario, tanto
a nivel de la /amina propria (LP) como en el compartimento intraepitelial. Estos cambios conducen a
la pérdida de la funcionalidad del intestino delgado y a un sindrome de malabsorcion asociado a
diversos signos clinicos. EC puede manifestarse a cualquier edad y se estima que esta presente
entre el 0,5 y el 3% de la poblacion general, siendo mas comun en mujeres que en hombres (en
una relacién 2:1). La prevalencia de EC en el mundo es variable (Figura 1), y se estima que esta
variacidon es consecuencia de factores étnicos (composicion genética), culturales (habitos
alimenticios) y ambientales (infecciones) (Abadie et al., 2011). En particular, en Argentina la
prevalencia dentro de la poblacion pediatrica fue estimada en un 1,26% (Mora et al., 2012) y en la
poblaciéon adulta en un 0,6% (Gomez et al., 2001), valores que, por las caracteristicas de ambos

estudios, son estimativos.
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Figura 1. Prevalencia de la Enfermedad Celiaca. Se muestra la distribucion geogréfica de frecuencias
conocidas para EC. Tomado de Abadie et al., 2011.
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EC es una enfermedad de base inmune con un importante componente genético. El mayor impacto
radica en genes que codifican para moléculas del complejo HLA (Human Leukocyte Antigen), en
particular los alelos codificantes para las moléculas HLA-DQ2 o DQS8. Practicamente el 100% de la
poblacion celiaca expresa uno de estos alelos, lo que representa la asociacidon mas fuerte

encontrada para una patologia de base inmune (Trynka et al., 2010; Howell, 2014).

Existe una fuerte asociacién entre EC y Diabetes Tipo I, en parte debida a la presencia de alelos de
susceptibilidad compartidos, como los del HLA-DQ8 (Eyre et al., 2010). La prevalencia de EC
entonces se ve aumentada hasta un 5 a un 15% en pacientes con diabetes tipo I, y también en
pacientes que padecen otras enfermedades autoinmunes, como tiroiditis, lupus eritematoso, o
sindrome de Sjogren. Otros grupos de riesgo incluyen pacientes con sindrome de Turner o con

trisomia 21 (Husby y Murray, 2014).

La presentacion clinica de EC es muy variada. La sintomatologia mas frecuente incluye sintomas
gastrointestinales asociados con la malabsorcion como diarrea crénica, distension abdominal y
pérdida de peso; pero también incluye manifestaciones extraintestinales secundarias a la
malabsorcion como anemia (por deficiencia de hierro) u osteosporosis (por deficiencia en la
absorcién de calcio). En la Tabla 1 se listan los sintomas mas frecuentemente observados en nifios
y en adultos. En algunos casos puede presentarse una manifestacion cutanea llamada dermatitis
herpetiforme, caracterizada por depodsitos de IgA en la piel, papulas y vesiculas pruriginosas. Esta
manifestacion puede presentarse aislada de sintomas intestinales y remite con la adherencia a una
dieta libre de gluten. De todas maneras, en EC es remarcable la gran proporcion de pacientes
asintomaticos o pacientes que cursan con signos subclinicos (como cansancio o irritabilidad)

(Ludvigsson et al., 2013; Husby y Murray, 2014).
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Tabla 1. Signos y sintomas mas frecuentes en EC.

Signos y sintomas de EC
Nihos Adultos
Anemia

Diarrea

Pérdida de peso

Baja estatura

Anorexia Abortos a repeticion
Distensién abdominal Osteosporosis
Dolor abdominal Ataxia
Vémitos Depresion
Flatulencias

Retraso del crecimiento

Fatiga crénica

Constipacién

Referencias: Ludvigsson et al., 2014; Tonutti y Bizzaro, 2014.

Factores genéticos asociados a EC

La EC es un desorden complejo donde los factores genéticos cumplen un rol critico. Se trata de un
desorden multigénico y, como se menciond, su factor de susceptibilidad genética mas importante
esta ubicado en el locus del HLA. Dentro de este complejo de genes, ciertas variantes de DQAT7y
DQB1 estan fuertemente asociadas a la EC, y se estima que un 95% de los pacientes presentan
los alelos DQA1*05:01 y DQB1*02:01. Estos codifican para la cadena a y [, respectivamente, de la
molécula HLA-DQ2, especificamente la variante DQ2.5. Esta variante codificada en c¢is dentro del
haplotipo DR3-DQ2 es la mas comun en pacientes celiacos aunque también puede presentarse en
trans codificada por dos haplotipos: DR5-DQ7 (contiene el alelo DQA1*05:05) y DR7-DQ2 (contiene
el alelo DQB1*02:02). Las configuraciones cis o frans para esta molécula no tienen diferencias
funcionales en cuanto a nivel de expresiéon ni capacidad de presentacion. El restante 5% de los
pacientes celiacos portan los alelos DQA1*03:01 y DQB1*03:02 codificantes de la molécula HLA-
DQ8, dentro del haplotipo DR4-DQ8, o los alelos DQA1*02:01 y DQB1*02:02 codificantes de la
molécula HLA-DQ2.2 dentro del haplotipo DR7-DQ2. Es importante resaltar que la susceptibilidad a
la enfermedad depende del efecto dosis del heterodimero DQ2.5, siendo aquellos individuos

homocigotas para el haplotipo DR3-DQ2 o los heterocigotas DR5-DQ7/DR7-DQ2 los que expresan
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los mayores niveles del heterodimero y por ende portan el mayor riesgo genético para EC (Figura

2) (Sollid y Thorsby, 1993; Sollid, 2002; Abadie et al., 2011).

r N
_ Heterodimero Predisposicion para
Haplotipo HLA-DQ2 Enfermedad Celiaca
HLA-DQ2
DR3-DQ2 — 0201 H oso:t.—.— Muy alta
DQB1* DQA1* DRB1*
ons-oa7 —[RS0Hs05|-JNR] - Muy alta

DR7-DQ2 — 0202

DQ2.5
DQB1* DQA1* DRBT*

R7-DQ2 — 0202 &
DR7-DQ 020 Baja
DQB1* DQAT* DRB1*
DQ22

HLA-DQ8
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DR4-DQ8 — 0302 — 03
DQB1* DQAT* DRBT1* /_\

\ J

=

Figura 2. Alelos de susceptibilidad del HLA y Enfermedad Celiaca. La mayoria de los pacientes
celiacos expresan el heterodimero HLA-DQZ2.5, ya sea codificado en cis dentro del haplotipo DR3-DQ2 o en
trans por los heterocigotas DR5-DQ7/DR7-DQ2. El resto de los pacientes expresan otra variante de la
molécula DQ2, el heterodimero DQ2.2, el cual confiere menor riesgo de padecer la enfermedad, o el
heterodimero DQS8 codificado dentro del haplotipo DR4-DQ8. Tomado de Abadie et al., 2011.

Dado que en la poblaciéon general la frecuencia de estos alelos de riesgo para EC ronda el 30% y
que soélo 1 al 3% desarrolla EC, esta claro que su mera presencia no es factor suficiente para
desencadenar la patologia. Por otro lado, la contribucién de factores genéticos en su conjunto

(heredabilidad) en la EC esta estimada en un 80%, mientras que el HLA contribuye en un 35% al
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riesgo genético para la enfermedad. Esto indica que necesariamente existen otros factores de
susceptibilidad genética involucrados. En los ultimos afos, a través de estudios de asociacion
sobre todo el genoma (GWAS, Genome Wide Association Studies) y diferentes estrategias de
genotipado, se han descripto 39 regiones gendmicas de asociaciéon con EC distintas a la del HLA.
En conjunto, estos trabajos han permitido explicar tan solo un 54% de la heredabilidad de EC

(Dubois et al., 2010; Trynka et al., 2011; Kumar et al., 2012).

Muchos de los genes localizados dentro de estas regiones cumplen funciones inmunes y a su vez,
varios ensayos realizados sobre sangre periférica han evidenciado relaciones concretas entre
genotipo y nivel de expresion de ARNm. Estas sefales de asociacion y el consecuente analisis de
los genes cercanos a ellas, han permitido especificar rutas de sefalizacidbn que podrian estar
alteradas en EC. Por ejemplo, cobra relevancia el desarrollo de linfocitos T en el timo, dado que
genes como T7THEMIS, implicado en etapas de educacion timica, y como RUNX3 y ETS7,
importantes en la diferenciacion de linfocitos CD8*, son aledafios a distintas sefnales de asociacion
génica. Numerosos genes codificantes para diferentes citoquinas, quimoquinas y moléculas co-
estimuladoras de la respuesta inmune también resultaron candidatos posicionales de
susceptibilidad a EC (Dubois et al., 2010). A pesar de estos indicios, resta mucho trabajo por hacer
con el fin de identificar las numerosas variables genéticas responsables de las alteraciones

fenotipicas que contribuyen al desarrollo de la patologia.

Diagndstico y tratamiento

Existen distintos algoritmos diagndsticos que incluyen la observacion clinica, estudios de serologia
y la evaluacion histologica de piezas de intestino delgado. Usualmente, lo primero que ocurre es la
sospecha clinica a raiz de la sintomatologia que, si bien es poco especifica y muy variable, juega
un rol importante en la inclusién del paciente en un protocolo diagnostico. También pueden ser
sometidos a métodos de diagndstico aquellos individuos con familiares directos con EC o aquellos

que padecen enfermedades asociadas.

Los ensayos serologicos consisten en la deteccion de anticuerpos de isotipo IgA anti-endomisio
(EMA), anticuerpos anti-transglutaminasa 2 (TG2) (isotipo IgA o 1gG), y de anticuerpos dirigidos
contra péptidos de gliadinas deamidados (PGD) (isotipos IgA o IgG). El descubrimiento de la
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presencia de auto-anticuerpos dirigidos contra la enzima TG2 en pacientes celiacos resalto las
caracteristicas autoinmunes de la enfermedad, a la vez que permiti6 desarrollar ensayos
diagnésticos de rutina consistentes en la deteccidn de estos anticuerpos con una buena
sensibilidad y especificidad diagnostica. La determinacién de anticuerpos anti-TG2 o anti-PGD, se
realiza sobre muestras de suero por ELISA. Por el contrario, la deteccion de anticuerpos EMA
consiste en ensayos de inmunofluorescencia donde el suero del paciente es incubado con cortes
de esdfago de mono y la positividad del ensayo esta dada por la observacion de un patron de

fluorescencia caracteristico (Husby y Murray, 2014; Tonutti y Bizzaro, 2014).

Entre los ensayos serologicos, los mas utilizados son la deteccion de IgA anti-TG2 y EMA; ambos
con una alta especificidad y sensibilidad, especialmente al ser aplicados a una poblacién
preseleccionada (por sospecha clinica y/o por familiares en primer grado con la patologia) (Husby y
Murray, 2014; Ludvigsson et al., 2014). Dado que la deficiencia de IgA ocurre con mayor frecuencia
en pacientes con EC (1,3%) que en la poblacion general (0,13-0,25%), existe cierto riesgo de
arribar a resultados falsos negativos cuando se determinan anticuerpos de este isotipo. Por esto, es
parte del protocolo diagndstico el dosaje de IgA total previo a la eleccion del test seroldgico, y en
caso de confirmarse una deficiencia proceder al dosaje de IgG anti-TG2 y, de ser posible, IgG anti-
PGD. Los métodos de deteccidon de anticuerpos anti-PGD son los mas recientemente desarrollados

y tienen un gran poder diagnostico (Husby y Murray, 2014; Tonutti y Bizzaro, 2014).

El diagnéstico confirmatorio de EC requiere la evaluacion histoldgica de la mucosa duodenal. Con
este fin, se realiza una endoscopia alta y la toma de biopsias duodenales. Durante la endoscopia
se analiza la presencia de diferentes signos sugestivos de EC: disminucién en niumero y altura de
los pliegues duodenales, su aspecto festoneado y patrén “en mosaico” o aspecto nodular de la
mucosa; aunque la mayoria de estos signos solo se aprecian cuando la atrofia es de grado
avanzado (laniro et al., 2013). La toma de biopsias comprende entre 4 o 6 especimenes y se
realiza en bulbo y segunda porcion duodenales. Esto se debe a que en ocasiones ocurre un tipo de
lesion en parche donde no existe un compromiso homogéneo a lo largo del intestino. Para evitar un
error diagnostico es necesario entonces analizar varias piezas de diferente localizacién (Ludvigsson
et al., 2013; Tonutti y Bizzaro, 2014). En este sentido hay discrepancias, y trabajos recientes

realizados tanto en poblacion adulta como pediatrica han demostrado que en pacientes con atrofia



Introduccion General y Objetivos

de la mucosa duodenal, las diferentes secciones anatdmicas siempre presentan, si bien variable,

algun grado de enteropatia (Murray et al., 2008; Ravelli et al., 2010).

La demostracion histolégica de atrofia de vellosidades, hiperplasia de criptas y un aumento en el
infiltrado de linfocitos intraepiteliales (LIEs) son claves para la confirmacion del diagndstico. En la
practica actual, la clasificacién histologica globalmente mas aplicada es la descripta por Marsh
(Marsh, 1992) y modificada por Oberhuber (Oberhuber et al., 1999). Esta clasificacion tiene en
cuenta el numero de LIEs y la apreciacion de criptas y vellosidades, y comprende lesiones
histolégicas de | a IV (Figura 3). En nuestro pais, algunos patdlogos utilizan otra clasificaciéon
basada en la morfometria de la mucosa, donde se establece la relacion numérica entre altura de
vellosidad y profundidad de cripta. En base a ese cociente se establecen los distintos grados de
alteracion histologica en estadios del | al IV (Drut y Rua, 2001). Ambas clasificaciones se describen
en la Tabla 2. En cualquiera de las dos, los grados mas altos de lesién son confirmatorios de EC.
Los grados intermedios como | o Il requieren estudios complementarios y/o un seguimiento del

paciente hasta llegar a un diagnostico definitivo.

Hay que resaltar que la atrofia de vellosidades no es condicion univoca de EC. Ciertas infecciones
bacterianas o por Giardia lamblia suelen generar caracteristicas histopatolégicas con cierto grado

de atrofia, por lo cual es necesario tenerlo en cuenta para el diagndstico diferencial.
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Duodeno Normal Enteropatia Celiaca

Lesidn destructiva

Figura 3. Histologia de la mucosa duodenal. Se muestran cortes de biopsias duodenales con la tincion
hematoxilina y eosina para una mucosa normal y con enteropatia celiaca de grado avanzado, donde se
evidencia la atrofia de vellosidades, engrosamiento de la lamina propria, incremento del infiltrado celular e
hiperplasia de criptas. Ademas, se ilustra la lesion infiltrativa, hiperplasica y destructiva segun Marsh,
esquematizando linfocitos intraepiteliales, criptas y vellosidades. Se observan a modo de ejemplos de
enteropatias intermedias, cortes histolégicos de biopsias con enteropatia de tipo 1, tipo 2 y tipo 3a. (Villanacci
et al., 2011; Husby y Murray, 2014).
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Tabla 2. Criterios de clasificaciéon histopatolégica en mucosa duodenal.

Clasificacion de MARSH Clasificacion de DRUT
Tipo 0 LIEs<40; criptas y vellosidades normal. Grado 0 V/C>2,5
(normal) (normal)
Tipo |
(lesién LIEs>40; criptas y vellosidades normal. Grado | 2<V/C<2,5
infiltrativa)
Tipo Il e . . .
(lesién LIEs>40; hiperplasia de criptas y vellosidades Grado I 1<V/C<2
. . normales.
hiperplasica)
Tioo il a LIEs>40; hiperplasia de criptas y atrofia leve.
'Po | b LIEs>40; hiperplasia de criptas y atrofia
(lesién Grado Il 0,5<V/C<1
destructiva) marcada
c LIEs>40; hiperplasia de criptas y atrofia total.
Tipo IV LIEs<40; criptas normales y atrofia total. Grado IV V/C<2,5

LIEs: linfocitos intraepiteliales cada 100 enterocitos. V/C: relacién vellosidad cripta. Se muestra el criterio de
LIEs normales descripto por Oberhuber. Actualmente se ha propuesto utilizar como punto de corte 25 LIEs
cada 100 enterocitos (Ludvigsson et al., 2014).

Una vez confirmado el diagndstico de EC, el unico tratamiento posible consiste en una estricta
adherencia a una dieta libre de gluten (DLG). Cuando los pacientes excluyen el gluten de la dieta,
en la mayoria de los casos los sintomas remiten por completo. En general, en unos meses en el
caso de pacientes pediatricos, y alrededor de uno o mas anos en adultos, la lesiéon a nivel de la
mucosa intestinal revierte y se normalizan también los parametros serologicos. Si bien en el ano
1969 la recomendacion de la ESPGHAN (European Society for Paediatric Gastroenterology,
Hepatology and Nuftrition) incluia la toma de biopsias duodenales luego de dos afos de tratamiento
y post-desafio con gluten para confirmacion del diagndstico, actualmente ha sido modificada de
manera que, por protocolo, una biopsia que muestra atrofia acompanada del cuadro clinico y
parametros serolégicos acordes, es suficientes para definir el diagnéstico de EC. De todas
maneras, la respuesta a la dieta con remisién de los sintomas y reduccion de los niveles de
anticuerpos es un dato que contribuye a la confirmacion. Es interesante destacar que si bien no hay
una clara correlacion entre el dano histologico y la sintomatologia clinica del paciente, hay estudios
que correlacionan los niveles de anticuerpos IgA anti-TG2 determinados por ELISA cuantitativo con
el grado de enteropatia segun la clasificacion de Marsh (Murray et al., 2008; Ravelli et al., 2010;

Husby y Murray, 2014).

Dentro de los pacientes celiacos, existe un subgrupo muy limitado en el que a pesar de adherirse

estrictamente a la DLG durante al menos seis meses, los sintomas no remiten. En estos pacientes,
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en su mayoria adultos, se debe sospechar de Enfermedad Celiaca Refractaria (ECR). ECR puede
ser de tipo I, donde los LIEs presentan un fenotipo normal (con mayoria de CD3* CD8*) y repertorio
policlonal; o de tipo Il, caracterizada por una expansion clonal de LIEs CD3-. Esta ultima condicion
es con frecuencia la antesala de una transformacion maligna, por lo que es considerado un linfoma

T intraepitelial o de bajo grado (Malamut et al., 2012).

Como se menciond, es importante la presencia de pacientes celiacos asintomaticos. Se trata de
casos que, a pesar de presentar una serologia e histologia de la mucosa duodenal tipicos de EC,
no presentan sintomatologia alguna. Estos individuos son diagnosticados cuando, ya sea por ser
familiares directos de pacientes con EC o por padecer enfermedades asociadas, son sometidos a
un método de screening mediante serologia. Esta forma de EC es referida como asintomatica o
silente. Por ultimo, se define la EC potencial en la cual se encuentran aquellos pacientes
portadores de alelos de susceptibilidad del HLA, serologia positiva para EC y mucosa duodenal

normal (Ludvigsson et al., 2013; Tonutti y Bizzaro, 2014).

Es interesante destacar también la existencia de otras condiciones clinicas asociadas al gluten, que
han sido descriptas en los ultimos afos. Se trata de “sensibilidad al gluten no celiaca” puesta de
manifiesto por una sintomatologia similar a la de la EC, que revierte al eliminar el gluten de la dieta.
La patogenia de la sensibilidad al gluten es aun poco conocida, y diferiria de EC al incluir
exclusivamente mecanismos de la respuesta innata. No se conocen marcadores inmunoldgicos ni

serolégicos caracteristicos de esta entidad (Fasano et al., 2014).

El protocolo diagndstico para EC aqui descripto es el mas aceptado en la practica clinica. Sin
embargo, ocasionalmente aparecen inconsistencias entre los datos de serologia y la evaluacion
histolégica. En estos casos el paciente ingresa en un protocolo de seguimiento y re-evaluacion. En
este contexto y para lograr un diagnéstico mas eficiente, se ha propuesto incluir en el protocolo la
busqueda de los alelos del HLA de susceptibilidad o el uso de biomarcadores. La tipificacion de los
alelos de susceptibilidad del HLA con fines diagndsticos tiene un fuerte impacto como criterio de
exclusion de EC, puesto que el hallazgo del HLA-DQ2 o DQ8 no es determinante de la presencia
de EC. En cambio, la ausencia de los alelos de susceptibilidad es un fuerte predictor negativo de la
presencia de EC. Si bien esta es una informacion complementaria de utilidad, el alto costo de la
determinacion impide su uso en forma extendida. En el concepto de biomarcador se incluyen por

ejemplo los anticuerpos que caracterizan a una patologia, que en el caso de EC ya hemos
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detallado, u otras moléculas que identifican una condicion patolégica o definen un estado de
actividad. En el caso de EC, aun no hay ningun biomarcador usado en la practica clinica.
Actualmente, el mayor conocimiento de los mecanismos de patogenia y el desarrollo de nuevas
plataformas analiticas que pueden detectar moléculas de interés aun en bajas cantidades, permite
considerar la utilizacion de estas herramientas como apoyo en el diagndstico de enfermedades
complejas, especialmente cuando los protocolos actuales no permiten obtener respuestas

definitivas.

Generalidades del sistema inmune en la mucosa intestinal

La mucosa intestinal esta en contacto con numerosos antigenos provenientes de la dieta y a la vez
con los microorganismos de la flora intestinal normal (microbiota). Dado que la mayoria de las
infecciones en el ser humano son provocadas por patégenos que acceden al organismo a través de
mucosas, incluyendo la gastrointestinal, este tejido ha desarrollado un sistema inmune complejo
capaz de generar respuestas efectivas contra organismos patogenos, diferenciandola de aquella
respuesta ante antigenos dietarios inocuos o componentes de la microbiota. Esta respuesta
diferencial esta controlada en parte por el tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal (GALT).
El GALT comprende a linfocitos T y células NK situados en el compartimento intraepitelial y a
aquellos que se encuentran dispersos en la LP de la mucosa intestinal. Estos son los llamados
sitios efectores dado que alli se desencadenan los mecanismos efectores de la respuesta. También
son parte del GALT los sitios inductores, donde se origina la respuesta, y comprenden a las Placas
de Peyer (PP), los Ganglios Linfaticos Mesentéricos (GLM) y los foliculos linfoides aislados (FLA).
A diferencia de los GLM, las PP y los FLA no son encapsulados y carecen de vasos linfaticos
aferentes. Las PP son agregados linfoides macroscopicos constituidos por foliculos de linfocitos B y
areas T, y son particularmente escasos en duodeno (aumentando a lo largo del intestino delgado).
Los FLA son agregados microscopicos y estan principalmente compuestos por linfocitos B. Ambos
tienen, al igual que los GLM, vasos linfaticos eferentes (Mowat y Agace, 2014; Randall y Mebius,

2014).

El epitelio intestinal cumple un rol fundamental al constituir una barrera fisica y bioquimica para los

microorganismos de la flora comensal y patdgenos, y al mantener una comunicacion activa con
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células del sistema inmune, participando asi en la regulacion del curso de la respuesta
homeostatica o inflamatoria. El epitelio es una capa simple de células organizado en criptas y
vellosidades. En las criptas residen las células de Paneth, encargadas de producir y secretar al
lumen proteinas con capacidad antimicrobiana. Esto sumado a la accién de mucinas secretadas
por células caliciformes, constituyen elementos centrales en la barrera epitelial. En la base de las
criptas se localizan células madre pluripontenciales que permiten una renovacién continua del
epitelio intestinal al regenerar todos los tipos de células epiteliales maduras (Peterson y Artis,

2014). En la Figura 4 se esquematiza la estructura de la mucosa del intestino delgado y sus

componentes celulares.
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Figura 4. Mucosa intestinal. El epitelio esta formado por una capa de células simple que se regenera
continuamente a partir de células madre pluripotenciales ubicadas en las criptas. Estas células dan origen a
enterocitos que migran completando su maduracién hacia el apice de la vellosidad donde al poco tiempo
mueren y son reemplazados. Estas células madre epiteliales también dan origen a células de Paneth, que
residen en la base de la cripta y son productoras de compuestos antimicrobianos; células caliciformes
productoras de mucinas, principal componente del mucus que constituye una importante barrera
fisicoquimica para los microorganismos; y células enteroenddcrinas. El epitelio esta organizado en criptas
(invaginaciones) y vellosidades (proyecciones digitiformes) y contiene ademas linfocitos intraepiteliales
(LIEs). La lamina propria esta constituida por tejido conectivo que contiene vasos sanguineos vy linfaticos y
diversos tipos celulares: células del estroma, linfocitos B (LB), linfocitos T (LT), macréfagos, células
dendriticas (CD), entre otras. Modificado de Peterson y Artis, 2014.
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Para que el sistema inmune los reconozca, los antigenos deben ser capturados por células
presentadoras de antigenos. Existen varios mecanismos para que esto suceda. Uno de los mas
caracterizados es el llevado a cabo por células M, células epiteliales especializadas concentradas
en el Epitelio Asociado a Foliculo (EAF) que recubre el lado luminal de FLA y PP. Las células M, a
diferencia de los enterocitos carecen de microvellosidades, y por lo tanto, no pueden anclar una
capa normal de mucus. Ademas poseen una intensa actividad endocitica y escasa actividad
degradativa, propiedades que le permiten transportar desde el lumen intestinal, antigenos de
variado tamafio incluyendo microorganismos. Estos antigenos son capturados por células
dendriticas (CD) del domo de las PP, un lugar con alta densidad de estas células ubicado por
debajo del EAF. Estudios recientes han revelado que las células caliciformes también mediarian el
pasaje transcelular de pequefios antigenos solubles desde el lumen a CD de la LP (Knoop et al.,

2013; Peterson y Artis, 2014).

A lo largo de todo el epitelio, las células epiteliales adyacentes se conectan mediante uniones
estrechas, permitiendo Unicamente el pasaje de pequenos metabolitos. En ocasiones, la expresion
diferencial de claudinas (proteinas de la union) permite la formacién de un poro de mayor tamano
por el cual pueden entrar macromoléculas como proteinas y carbohidratos. Los antigenos que
entran por esta via paracelular son capturados por CD de la LP o drenan directamente en los
ganglios linfaticos (Knoop et al., 2013; Mowat y Agace, 2014). De manera similar pueden llegar
antigenos desde el lumen a través de las células epiteliales, por vias endociticas transcelulares

(Pabst y Mowat, 2012; Schulz y Pabst, 2013).

Finalmente, existen CD y macréfagos especializados del intestino capaces de prolongar dendritas
entre células epiteliales y capturar antigenos luminales. Entre los fagocitos mononucleares de
intestino se distinguen dos poblaciones principales, CD CD103* y macréfagos CX3CR1+*. Algunos
estudios atribuyen exclusivamente este mecanismo a células CX3CR1*, incapaces de activar
células T y con escasa capacidad migratoria, pero capaces de transferir antigenos a CD CD103*.
Otros estudios han revelado que CD CD103* de LP son en efecto, capaces de realizarlo (Knoop et
al., 2013; Schulz y Pabst, 2013). La informacién disponible a la fecha sobre estos procesos fue
obtenida en modelos de raton y no hay descripciones funcionales sobre la actividad de estas
células en humano. En la Figura 5 se esquematizan las principales vias de acceso de antigenos

desde el lumen intestinal.
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Figura 5. Muestreo de antigenos en la mucosa de intestino delgado. Esquema basado en datos
experimentales obtenidos en ratdn. 1) Las células M del epitelio asociado a foliculo son una importante via de
ingreso de antigenos particulados y microorganismos. Estos antigenos son capturados por células
dendriticas (CD) del domo. 2) Células CX3CR1* emiten prolongaciones entre enterocitos en las vellosidades,
manteniendo uniones estrechas, y capturan antigenos luminales. Estas células no tienen capacidad
migratoria pero pueden transferir el antigeno a CD CD103" que si son capaces de migrar y dirigirse a los
ganglios linfaticos mesentéricos (GLM). 3) A través de las células caliciformes pueden ingresar antigenos
solubles y ser capturados por CD CD103". 4) El enterocito es capaz de mediar el ingreso de antigenos por
vias transcelulares. 5) El pasaje paracelular a través de poros en las uniones estrechas constituye otra via de
ingreso. Estos antigenos solubles son capturados por CD residentes de la LP o pueden dirigirse al ganglio
por vasos linfaticos.

En condiciones homeostaticas, las CD CD103* cargadas con antigenos que migran al GLM tienen
la capacidad de inducir la generacién de células T reguladoras Foxp3* e imprimirles un patron de
moléculas caracteristicas de homing a intestino. El perfil tolerogénico de estas CD esta dado
principalmente por la produccién de TGFf y acido retinoico. Estos linfocitos T reguladores, arriban
a la LP donde se expanden bajo la accion de IL-10, producida principalmente por macrofagos

CX3CR1*. El sostenimiento de los linfocitos T reguladores estaria mediado también por el
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reconocimiento antigénico en LP. Estas células producen TGFp y participan en la respuesta no
inflamatoria de produccion de IgA contra antigenos presentes en el lumen intestinal (Pabst y
Mowat, 2012). La IgA es producida por linfocitos B del centro germinal de estructuras del GALT,
especialmente las PP, pero también FLA y GLM. Las células B productoras de IgA especifica
emergen de estos sitios inductores hacia la circulacion general y retornan a la LP intestinal donde
pueden diferenciarse a células plasmaticas. La IgA asi producida forma dimeros y es secretada al
lumen por un proceso de mediado por el receptor de inmunoglobulina polimérica (plgR) ubicado en
la cara basolateral del enterocito. Los dimeros de IgA en el lumen intestinal generan un proceso de
exclusion inmune por el cual se evita la adherencia al epitelio de microorganismos y toxinas,

evitando su ingreso al tejido (Gutzeit et al., 2014).

Los medidadores de homing mas relevantes en este sistema son la integrina a4B7 y el receptor de
quimoquinas CCRO. La integrina a4f7 interactua con MADCAM1 (mucosal addressin cell-adhesion
molecule 7) expresada constitutivamente en las vénulas que irrigan la mucosa intestinal, y permite
la extravasacion de las células que la expresan. Por otro lado, CCR9 interacciona con el ligando
CCL25 expresado por diferentes células de la mucosa intestinal. Una vez que ingresan a la mucosa
los linfocitos se distribuyen de manera diferente. Como mencionamos, las células B precursoras de
células plasmaticas permanecen en la LP. Alli también se encuentran linfocitos T CD4*,
mayoritarios respecto a los linfocitos T CD8* en este compartimento. En cambio en el
compartimento intraepitelial, los linfocitos T CD8* constituyen la mayoria de los LIEs. Tanto en la
LP como en el epitelio predominan células con un fenotipo de memoria, es decir, células que ya

han sido activadas en forma antigeno-especifica (Shale et al., 2013).

En el contexto de una situacion inflamatoria como una infeccién o ciertas condiciones patologicas,
la presencia de diferentes citoquinas del entorno impacta sobre las células dendriticas que migran a
los GLM de manera que, al interaccionar con linfocitos T CD4+, inducen su diferenciaciéon hacia un
perfil efector. Los linfocitos T diferenciados pasan a la circulacién periférica y retornan a la LP para
generar una respuesta protectora. La naturaleza de la presentacion antigénica y el microambiente
que la rodea determina en gran parte la identidad o perfil que adquiere el linfocito T CD4*. Existen
distintos perfiles, cada uno asociado a un determinado grupo de citoquinas del entorno y a la
activacion de ciertos factores de transcripcion que dirigen la expresion de determinadas citoquinas

(Tabla 3). Si bien estos perfiles estan bien caracterizados, el concepto de que los mismos pueden
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ser inter-convertibles, o la existencia de perfiles “hibridos” esta siendo cada vez mas avalado

(Brucklacher-Waldert et al., 2014).

La caracterizaciéon convencional de los linfocitos del perfil Th1 indica que son generados en
respuesta a infecciones intracelulares de bacterias y virus. Las citoquinas del entorno que
favorecen su diferenciacion son IL-12 e IFNy. Estas sefales activan la expresion del factor de
transcripcidon T-bet y de IFNy, tipicos de este perfil. En cambio, un entorno enriquecido en IL-6, IL-1
B y TGFp favorece una diferenciacion hacia un perfil Th17, células secretoras de IL-17A e IL-17F.
Estas citoquinas promueven el reclutamiento y desarrollo de neutréfilos. También secretan IL-22,
que juega un rol importante en la funcién de la barrera epitelial. Tanto el perfil Th1 como el Th17
juegan importantes roles en la respuesta inflamatoria, sin embargo también estan presentes en

niveles basales en la mucosa intestinal no inflamada (Maynard y Weaver, 2009).

Tabla 3. Perfiles de linfocitos T CD4" efectores.

Células T CD4" efectoras en intestino

Senales de

Localizacion

Algunas funciones

Perfil diferenciacién FT Marcadores (homeostasis) caracteristicas
Tbet,
STAT1, GLM, PP, FLA, Respuesta ante patdgenos
Th1 IL-12, IFNy STAT4, CXCRS3, IFNy LP intracelulares
Runx3
GATA-3,
Th2 IL-4, IL-2 sTATe, | 'L-33R |||_L-_54’ IL-13, raras 0 Respuesta ante helmintos
STATS
Respuesta alérgica,
Th9 TGFB, IL-4 PU.1 IL-9 no se conoce inflamacion, inmunologia de
tumores
RORt,
STAT3
IL-6, TGF, IL- ’ CD161, IL-17A, GLM, PP, FLA, . .
Th17 16, IL-23, IL-21 Batf, IL17F, GM-CSF LP Respuesta ante infecciones
Runx1,
RORa
Induccién de
IL-6, IL-13, CCR4, CCRG, . : .
Th22 TNFa AhR CCR10, IL-22 no se conoce antlmlcroblanos: reparacion
de dafio
Induccién de produccion de
Tth IL-6, IL-21 Bcl-6, | CXCRS, PD-1, IL- PP IgA por células B del centro
Ascl2 21 !
germinal
. Foxp3, GLM, PP, FLA, .
iTreg TGFB, IL-2 STATS IL-10, TGFB Lp Capacidad supresora

Se describen para cada perfil sus senales de diferenciacion mas caracteristicas, los factores de transcripcion
(FT) mas relevantes inducidos durante su diferenciacion, los marcadores de superficie y citoquinas
tipicamente producidas. También se detalla la localizacién preferencial de los distintos perfiles dentro de la
mucosa intestinal en condiciones homeostaticas y sus funciones clasicas. Tfh: linfocito T helper folicular;
iTreg: linfocito T regulatorio inducible. Tomado de Brucklacher-Waldert et al., 2014.

17



Introduccion General y Objetivos

Finalmente, hay que resaltar el rol de las “células linfoides innatas” (CLI), un grupo de células
heterogéneo de morfologia linfoide que carecen de receptor antigénico especifico. Sus funciones
son relevantes en etapas tempranas de una infeccion, en la reparacién de tejido y en el
mantenimiento de la barrera epitelial, entre otras. Sin embargo, algunas de estas células han sido

ligadas al desarrollo de enfermedades inflamatorias (Spits et al., 2013).

Para su clasificacion estas células se han separado en tres grandes grupos: CLI1, CLI2 y CLI3.
CLI1 incluye a las células Natural Killer (NK), dependientes del factor Tbet y de la citoquina IL-15
para su diferenciacion y funcidon 6ptimas. Al activarse, secretan mediadores proinflamatorios como
INFy y TNFa, y tienen funciones citotoxicas al secretar perforinas y granzimas sobre células blanco.
Otro subgrupo importante son las células NKT, que expresan receptores caracteristicos de células
T y de NK. Las células NKT reconocen estructuras lipidicas o glicolipidicas unidas a moléculas
CD1d (analoga a MHC de clase I). Se han descripto varios subtipos en el tracto gastrointestinal,
tanto en LP como en el compartimento intraepitelial. La poblacion mas estudiada ha sido la de las
NKT invariantes (iNKT), con funciones inmunoreguladoras. En el CLI2 se encuentran células
secretoras de citoquinas que asemejan a las Th2 (IL-4, IL-5, IL-13); y en el CLI3 se incluye un
subgrupo heterogéneo caracterizado por su habilidad de producir IL-17A y/o IL-22, incluyendo a las
células LTi (lymphoid ftissue-inducer) que participan en la formacion de érganos linfoides

secundarios durante la embriogénesis (Montalvillo et al., 2014).

Caracteristicas del gluten y rol de TG2 en la patogenia de EC

Las prolaminas son proteinas ricas en residuos hidrofébicos de glutamina y prolina. En el caso del
trigo, comprenden gluteninas y gliadinas, y son las que contienen un mayor numero de fragmentos
inmunogénicos identificados. En prolaminas derivadas de cebada (hordeinas), centeno (secalinas)
y avena (aveninas) también se han identificado péptidos inmunogénicos, aunque en estas ultimas

la situacion es discutida (Molberg et al., 2005).

Dada su secuencia de aminoacidos, las prolaminas presentan una elevada resistencia a la accién
de enzimas digestivas, lo que permite que lleguen al lumen intestinal en forma de péptidos
relativamente largos (10 a 50 residuos). Estos fragmentos pueden acceder intactos a la LP por

mecanismos de pasaje protegidos que emplean la formacion de complejos inmunes con IgA
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especifica y la traslocacion mediante CD71. Una vez en la LP, estos péptidos son excelentes

sustratos para la TG2 (Matysiak-Budnik et al., 2008; Abadie et al., 2011).

La enzima TG2 es de localizacién intra y extracelular, y ejerce su accion sobre ciertos residuos de
glutamina (especialmente situados a un aminoacido de distancia de uno de prolina) provocando
puentes glutamil-lisina de alta resistencia o “cross /ink’ sobre sus sustratos. En ausencia de un
aceptor de transferencia adecuado, se produce la hidrdlisis y conversion de residuos glutamina en

glutamato. En particular este ultimo evento es clave en la patogenia de EC (Klock et al., 2012).

Luego de una estimulacion /n vifro con péptidos de gluten sobre biopsias duodenales de pacientes
con EC pero no de controles, pueden aislarse linfocitos T CD4* especificos de péptidos de gluten.
Este reconocimiento esta tipicamente restringido al contexto del HLA-DQ2/DQS8, lo que explica la
importante asociacion observada entre EC y los alelos de susceptibilidad. Dado que los huecos de
presentacion de estas moléculas tienen preferencia por residuos con cargas negativas, la mayoria
de estos linfocitos T especificos de gluten tienen preferencia por péptidos que han sido
deamidados por TG2, y por ende han adquirido carga negativa y mayor afinidad por estas

moléculas del HLA (Figura 6) (Qiao et al., 2012).

En condiciones fisioldgicas, la TG2 se encuentra mayormente en su forma inactiva. La modulacién
de su actividad es compleja y depende en gran medida de las concentraciones de calcio, GTP/GDP
y del entorno redox. En la matriz extracelular, TG2 puede activarse por la acciéon de IFNy de
manera indirecta a través de la induccién en monocitos de la liberacion del cofactor tioredoxina.
Como IFNy es producido por linfocitos T CD4* especificos del gluten al ser activados, este aspecto
constituiria un circuito de amplificacién en la respuesta al gluten. Por otro lado, la TG2 intracelular
puede activarse bajo ciertas sefales de estrés (Bayardo et al., 2012; Klock et al., 2012). Un evento
disparador como una infeccion viral podria activar la enzima o bien, en un marco de inflamacion
con dafo tisular, liberar la TG2 intracelular. La respuesta especifica de linfocitos T CD4* contra
péptidos del gluten podria generarse entonces en una primer instancia contra las formas nativas y

mas tardiamente contra las formas deamidadas (Abadie et al., 2011).
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Activacion de linfocitos T especificos de
péptidos de gluten
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Figura 6. Activacion de linfocitos T CD4" especificos de gluten. La enzima TG2 actGa sobre
residuos de glutamina en péptidos derivados del gluten y los transforma en glutamato. Estos péptidos, ahora
con carga negativa, interactian con residuos de lisina cargados positivamente en bolsillos de la molécula
HLA-DQZ2.5 (posicion P6), resultando en una union de alta afinidad. Estas moléculas del HLA cargadas con
péptidos en la superficie de células presentadoras de antigeno (CPA) permiten la activacion de linfocitos T
CD4" especificos. Esto ocurre en los GLM y es seguido de una seleccién y expansion clonal de linfocitos con
TCR de alta afinidad. La molécula HLA-DQ8 se comporta de manera analoga a la aqui descripta. Tomado de
Meresse et al., 2012.

La existencia de anticuerpos dirigidos contra TG2 es caracteristica en pacientes con EC. Sin
embargo, su rol en la patogenia no ha sido completamente esclarecido. Los mismos son
producidos a nivel de la mucosa del intestino delgado en pacientes celiacos no tratados, y se

localizan preferencialmente en la membrana subepitelial. Distintos trabajos in vifro han mostrado
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que los anticuerpos anti-TG2 influirian tanto en la proliferacién como diferenciaciéon de enterocitos,
y en el mantenimiento de la barrera epitelial. Sin embargo existen en la bibliografia descripciones

contradictorias en referencia al rol patogénico de estos anticuerpos (Qiao et al., 2012).

La presencia en LP de linfocitos T CD4+* especificos de péptidos derivados de gluten y restringidos
a los alelos de susceptibilidad, expone la relevancia de la respuesta adaptativa en la patogenia de
EC. Sin embargo, diversos estudios muestran ademas efectos directos de los péptidos derivados
del gluten sobre células de la inmunidad innata y el epitelio. Es decir que en las prolaminas se
encuentran péptidos inmunogénicos, que son presentados en el contexto de las moléculas HLA-
DQ2 o DQ8, y otros péptidos, denominados toxicos, que no se unen a moléculas del HLA y tienen
propiedades proinflamatorias asociadas a mecanismos de la inmunidad innata. Estos ultimos son
especialmente interesantes por su posible rol en eventos tempranos de la patologia (Ciccocioppo et
al., 2005). El péptido p31-43, derivado de a-gliadinas, ha sido el mas estudiado dentro de este
grupo. Entre sus efectos constan la induccion de apoptosis en enterocitos mediante la induccién de
moléculas del HLA no clasicas como MICA vy la potenciacion de la actividad citotoxica de LIEs, en
parte a través de la induccion de IL-15 (Maiuri et al., 2003; Hie et al., 2004). Por otro lado, se ha
descripto que p31-43 induce la proliferacion de enterocitos, un efecto mediado por la prolongacion
en la senalizacion via EGFR (epithelial growth factor recepfor) y el incremento en la
transpresentacion de IL-15, aspectos que podrian explicar al menos parcialmente la hiperplasia de

criptas observada en EC (Barone et al., 2007, 2011; Nanayakkara et al., 2013a).

Aunque resta caracterizar y esclarecer esta diversidad de efectos innatos de péptidos derivados del
gluten, la existencia de estos mecanismos tiene implicancias directas en el dafio en la mucosa
intestinal, amplifican la respuesta especifica de los linfocitos T CD4+* Th1 contribuyendo a la
cronicidad de la lesioén, y serian el factor responsable en el desencadenamiento de la sensibilidad

al gluten no celiaca.

Modelo de inmunopatogenia en Enfermedad Celiaca

Los estudios originales de caracterizacion de la reactividad y restriccion de los linfocitos T de LP en
EC activa realizados a comienzos de la década de los 90" permitieron establecer las bases para el

conocimiento de los mecanismos de su patogenia. EC es tal vez una de las patologias de base
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inmune conocidas con mas detalle, aun asi existen fases de relevancia que no han sido estudiadas

o esclarecidas.

En LP de pacientes con EC, existe un importante infiltrado de linfocitos T CD4* del perfil Th1
productores de IFNy. Una de las preguntas claves en EC es cdmo puede generarse esta respuesta
especifica ante la ingesta de gluten en determinados individuos. Ciertas hipétesis sostienen que
podria existir una alteracion en la generacion de células T regulatorias, las principales encargadas
de instaurar tolerancia ante antigenos dietarios. Dado que la mucosa de pacientes celiacos es un
entorno con elevada IL-15 e IFNa, en este contexto, las células dendriticas diferencian a células
proinflamatorias en vez de regulatorias. Otra consecuencia del incremento de IL-15 repercute
directamente sobre los linfocitos T anulando los efectos regulatorios de TGFf3 sobre ellos. El rol de
los linfocitos T CD4* especificos de gluten en la patogenia de EC esta ligado en parte a su
capacidad de generar un ambiente adecuado para la actividad de LIEs citotoxicos, principalmente a
través de la secrecion de IFNy e IL-21. Por ejemplo, IFNy induce moléculas MHC de clase | no
clasicas en enterocitos; e IL-21 puede actuar de manera sinérgica con IL-15 en la activacién de
LIEs citotéxicos. Por otro lado, también son estos linfocitos T CD4* activados los que permiten la
diferenciacion de linfocitos B especificos de gluten o de TG2 a células plasmaticas productoras de
anticuerpos. Como se ha mencionado, el rol de los anticuerpos en la patogenia es discutido, pero
contribuyen al circuito inflamatorio en esta patologia al favorecer el pasaje de complejos de
anticuerpos y péptidos de gluten hacia la LP (Jabri y Sollid, 2009; Abadie et al., 2011; Qiao et al.,
2012).

Dado que en la enteropatia celiaca las criptas se hallan en un estado hiper-proliferativo es de
suponer que el blanco de los procesos destructivos esta en las células epiteliales luminales. Esto
esta soportado también por la elevada presencia de LIEs desde los comienzos de la enteropatia.
Los LIEs citotoxicos expresan el receptor de activacion NKG2D que les permite ejercer su accion
mas alla de su especificidad del TCR. Este receptor les aporta de una potente sefial co-
estimulatoria particularmente en presencia de IL-15. El nivel de expresion de este receptor en LIEs
citotoxicos en individuos con EC esta incrementado respecto a controles. Ademas de sobre-
expresar NKG2D, estos linfocitos pierden la expresion de receptores inhibitorios como CD94-

NKG2A y adquieren también otro receptor estimulatorio, CD94-NKG2C. A la vez, ocurre induccién
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en la expresion de ligandos de estos receptores en la célula epitelial (MIC-A/B y HLA-E), lo que las

hace blanco de los linfocitos citotdxicos (Jabri y Sollid, 2009).

Finalmente, es evidente que para que se pueda desencadenar toda la respuesta T CD4* y ocurra
un incremento de moléculas como MICA/B y HLA-E en epitelio de manera que los mecanismos
citotoxicos operen y culminen en el dafo tisular, deben existir disparadores que inicien respuestas
del sistema inmune innato. Una posibilidad es el accionar del propio gluten al inducir la expresion
de IL-15 y de IFN de tipo | en la mucosa, asi como también de moléculas MICA/B en el epitelio.
Como mencionamos, existen evidencias experimentales acerca de distintos efectos innatos de
péptidos derivados del gluten, pero los mismos son variados y no hay consenso sobre algunos
mecanismos propuestos. A su vez, el hecho de que se despierten estos efectos requeriria de un
contexto genético adecuado, dado que si se generara en todos los individuos la frecuencia de la
enfermedad seria mas cercana a la de la portacion de los alelos HLA-DQ2/DQ8. Si bien el efecto
directo del gluten podria jugar un rol importante, seguramente no seria suficiente para que se
desencadene la respuesta adaptativa tipica de EC. Por ende, factores disparadores adicionales
como infecciones virales o bacterianas podrian ser necesarios (Sollid y Jabri, 2013). En la Figura 7
se esquematizan los procesos postulados para explicar el dafio en la mucosa intestinal de

pacientes con EC.

Como consecuencia de los trabajos de investigacion de las ultimas décadas, y a pesar de la
inexistencia de un modelo animal representativo de esta patologia, han sido invaluables los
avances en el conocimiento de los mecanismos de patogenia en la EC. Sin embargo, varias fases
no son aun comprendidas, fundamentalmente las etapas iniciales donde se disparan los
mecanismos proinflamatorios y la migracion selectiva de células. También faltan esclarecer los
estimulos que sostienen la cronicidad, la posible deficiencia en vias de regulacién, los mecanismos
de dafo y remodelacion de la mucosa, y el aporte de la susceptibilidad genética por fuera del locus

del HLA.

Parte de estas preguntas seran abordadas en este trabajo de Tesis. En particular, estudiaremos
algunos genes candidatos, los mecanismos de migracion y de muerte celular en la mucosa de
intestino delgado. La informacién obtenida no sélo sera de interés en el conocimiento béasico de la
patologia, sino que ademas podria tener aplicacion directa en el diagnéstico y seguimiento de los

pacientes, asi como en el desarrollo de nuevas estrategias de intervencion terapéutica.

23



Introduccion General y Objetivos

Lumen intestinal

bacterias

virus jﬁ' %CD 2 e
n(1p

peptldos de gluten

Aanf) Nl l' 1000000 0a0an (), LIE
!\} ' | "‘ l' |' UL M ‘| / \I Ul l :’J )ll“ Uy ? ) citotoxico ./ e
T T Muerte del
CD94- enterocito
Estrés del ¢ )
|_| enterocito - TGR ) ROFIA
I - | (| F8nkez2D = | LLOSITARIA
S I N S— S N - h "A‘yﬂdé pafa\""i"",
Lamina propria funcidn citotoxica
“ILas
tid \ =
T%Z gggr:ugasdos ~ ._“_-g * K
..% ’. “ (
gluten ‘l' <. Tre e Z Q\n\)f‘
# N
VYo —e) @
o DQ8 v ¥ o Supervivencia X 4

. -

— Diferenciacén a Cél
_— plasmaticas M
o con Ayuda de T CD4
. CD madura
CD inmadura
Respuesta de linfocitos T
CD4' especificos de gluten
A —
Cel B especifica de TG2
(\\
Célula -
GLM TCD4 Cél B especifica de gluten

Figura 7. Modelo de inmunopatogenia en EC. Los péptidos derivados del gluten y/o el accionar de
virus y bacterias activan vias proinflamatorias en el epitelio, e inducen la expresion de IL-15, MICA y HLA-E.
En forma directa o indirecta los péptidos derivados del gluten activan células dendriticas, las que luego
migran al ganglio linfatico mesentérico (GLM) y presentan péptidos de gluten a linfocitos T CD4" especificos
restringidos a HLA-DQ2 o DQ8. La TG2 genera péptidos deamidados de mayor afinidad por estas moléculas
del HLA. Los linfocitos T CD4" activados son fuertes secretores de IFNy y proveen sefiales de cooperacién a
linfocitos B especificos de TG2 o de péptidos de gluten y favorecen su diferenciacion a células plasmaticas
productoras de anticuerpos. La presencia de IFNy favorece el microambiente proinflamatorio y sensibiliza a
los enterocitos ante la accion de LIEs citotoxicos. Ademas los T CD4" activados potencian directamente la
actividad citotoxica de LIEs, probablemente a través de la secrecion de IL-21 y su accién sinérgica con IL-15
(no mostrado). La IL-15 incrementada inhibiria la acciéon de células T reguladoras (Treg) favoreciendo la
activacion de las células Th1. Modificado de Sollid y Jabri, 2013.
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Objetivo General

Estudiar factores involucrados en los mecanismos de dafno en la Enfermedad Celiaca abordando

tres ejes principales:

o Seleccidn y evaluacion de genes candidatos de susceptibilidad genética a EC, utilizando
estrategias posicionales;

o Estudios de mediadores del reclutamiento de poblaciones celulares asociadas al dafo en la
enteropatia celiaca;

e Analisis de marcadores involucrados en vias de muerte celular en la mucosa intestinal.
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Capitulo 1

Busqueda de marcadores genomicos relevantes en la
patogenia de la Enfermedad Celiaca

Los resultados presentados en este capitulo fueron obtenidos en un proyecto ejecutado en colaboracién con
el Dr. JR Bilbao (Barakaldo, Espafia) y parte de ellos fueron publicados en el articulo: “THEMIS and PTPRK
in celiac intestinal mucosa: coexpression in disease and after in vitro gliadin challenge”. Bondar C, Plaza-
lzurieta L, Fernandez-Jimenez N, Irastorza I, Withoff S, CEGEC, Wijmenga C, Chirdo F and Bilbao JR.
European Journal of Human Genetics. (2014) 22, 358-362.

Introduccion

La asociacion de ciertos alelos del HLA con la enfermedad celiaca es conocida desde comienzos
de la década del 70 (Keuning et al., 1976). En la actualidad se sabe que practicamente toda la
poblacion de pacientes con EC expresa las moléculas del HLA referidas en forma genérica como
DQ2 o DQ8. No obstante, los alelos que las codifican estan presentes en aproximadamente un
30% de la poblacion general, indicando que portarlos no es condicion suficiente para desarrollar
EC. De hecho, se estima que los alelos de susceptibilidad so6lo explican un 35% del riesgo
genético. Por lo tanto, es evidente que otros genes deben contribuir a la patogenia de EC (Dubois

et al., 2010; Wijmenga y Gutierrez-Achury, 2014).

Existen diferentes tipos de estudios disenados con el fin de identificar variables genéticas
implicadas en la susceptibilidad a enfermedades. Dentro de ellos, los estudios de ligamiento
comprenden el analisis genético dentro de grupos familiares con varios individuos afectados por la
enfermedad de interés. Su objetivo es dilucidar si los afectados comparten informacion genética
con mayor frecuencia que la esperada por azar en ciertas regiones del genoma, indicando asi
posibles variantes causantes de la enfermedad. Esta estrategia, si bien es poderosa en casos de
enfermedades monogénicas, tiene poco éxito en enfermedades complejas como la EC, donde son
muchas las variables individuales y cada una contribuye de manera modesta a la susceptibilidad.
Es asi que para el afio 2000 solo habia sido evidenciado por medio de estos métodos la asociacion
de un locus (CD28CTLA4-ICOS), mas alla del locus del HLA. Con el descubrimiento de
polimorfismos de nucleétido simple (SNPs, single nucleotide polymorphisms) y el avance de la

tecnologia que permitio el desarrollo de grandes plataformas de genotipado, se han podido llevar a
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cabo estudios amplios de asociacién denominados GWAS (Genome Wide Association Studies)

(Wijmenga y Gutierrez-Achury, 2014).

Los SNPs consisten en variaciones de un nucleétido en posiciones definidas del genoma.
Usualmente, estas variaciones sélo se limitan a dos variables alélicas. Se estima que existen 10
millones de SNPs en el genoma humano, con una frecuencia mayor o igual al 1% en la poblacién
global. Estas variaciones de un nucleétido pueden ocurrir en segmentos codificantes del genoma y
alterar o no el producto codificado (cambio de codén por uno de otro aminoacido, de stop, o del
mismo aminoacido). Sin embargo, la mayoria de las variantes de SNPs ocurren en regiones
genéticas no codificantes como intrones, zonas de splicing o promotores, donde podrian producir
alteraciones en la expresion de genes; o en regiones intergénicas, donde su presencia podria ser
fenotipicamente desapercibida. Sin embargo, el avance de los estudios de epigenética introduce
ahora una nueva perspectiva donde cambios que se consideraban no relacionados con un
determinado gen, en realidad pueden afectar su actividad transcripcional. De esta manera, cambios
puntuales a nivel del ADN pueden tener ain una mas compleja relacion con la actividad de un gen

en particular.

El estudio de la estructura y naturaleza del genoma permitié establecer que la recombinacién
genética entre cromosomas paternos y maternos ocurre con diferente frecuencia a lo largo de las
distintas regiones, siendo posible definir bloques gendmicos donde practicamente la tasa de
recombinacion homologa es nula y son entonces heredados de manera inalterada de generacion
en generacion. Este fendmeno se conoce como desequilibrio de ligamiento y los bloques
gendmicos como haplotipos conservados. Estos haplotipos consisten entonces en combinaciones
alélicas definidas para los SNPs que pudieran contener. Todos estos conocimientos tienen un
importante valor practico ya que genotipando unos pocos SNPs elegidos cautelosamente, es
posible inferir el genotipo del resto de los SNPs asociados en esa region. El proyecto HapMap
llevado a cabo a nivel mundial tiene como objetivo la descripcion de estos haplotipos conservados y
los SNPs marcadores o fag SNPs, de manera de proveer informacion para minimizar los loci a
genotipar sin perder informacién relevante en estudios de asociacion con enfermedades

(International HapMap Consortium, 2003).

En este marco, los GWAS consisten en genotipar miles a millones de SNPs en un conjunto grande

de muestras de ADN e identificar aquellas variantes con frecuencias diferenciales entre casos y
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controles. Los genotipos de variables no genotipadas directamente en el estudio se infieren a
través de la comparacion de los SNPs seleccionados con los mapas haplotipicos de referencia,
como son los del HapMap. Aquellos SNPs que alcanzan un nivel de significancia en los GWAS
usualmente estan ubicados dentro de bloques de desequilibrio de ligamiento que contienen varios
genes. Estos genes pueden ser entonces considerados como candidatos a estar involucrados en la
enfermedad en estudio. Esta estrategia tiene como ventaja que arroja una vision imparcial si se
tiene en cuenta que no se parte de informacién del rol biolégico de los genes en cuestion previa al
ensayo. Por el contrario, puede resultar dificil definir la o las variantes causantes de la patologia
partiendo de la mera senal de asociacion inicial. Una estrategia que ayuda a identificar genes
candidato implica el estudio de asociacion entre genotipo y el nivel de expresién de genes aledanos
al SNP asociado. Teniendo en cuenta que la expresion de un gen puede estar influenciado por mas
de un SNP vy viceversa, la interpretacién de estos resultados es compleja. En conclusién, si bien la
identificacion de un gen con expresion diferencial asociada a una variante alélica de cierto SNP
ayuda a sefalarlo para futuros estudios en relacion a su rol con la enfermedad, no constituye
prueba inequivoca de ese SNP como agente causal de la patologia (Trynka et al., 2010; Kumar et

al., 2012; Nica y Dermitzakis, 2013).

Al momento se han realizado dos GWAS para EC. El primero, en el aino 2007, demostré 13
regiones gendmicas asociadas a EC, en adiciéon al ya conocido locus del HLA. Muchos de los
genes albergados en estas regiones resultaron ser relacionados a la funcién inmune (van Heel et
al., 2007). Este hecho fue resaltado en el segundo y ultimo GWAS, publicado tres afios después, el
cual confirmé las asociaciones previamente descriptas y sumd 13 regiones mas, totalizando asi
unas 26 regiones genomicas distintas al HLA asociadas a EC (Dubois et al., 2010). El andlisis de
los distintos candidatos posicionales reveld que las vias de desarrollo de linfocitos T, y ciertas rutas
de la respuesta inmune innata estarian causalmente involucradas en la EC. Aproximadamente la
mitad de las variantes con asociacion a EC en este estudio probaron correlacién con cambios en la
expresion de genes asociados en sangre periférica. Es interesante resaltar que muchas de las
regiones de asociacion con EC resultaron estar asociadas también con otras enfermedades
autoinmunes como artritis reumatoidea o diabetes tipo I, mientras que solo 9 regiones resultaron
ser especificas para la EC, incluyendo aquellas del cromosoma 1 conteniendo a RUNX3 y del

cromosoma 6 conteniendo a THEMIS , dos genes de nuestro interés (Dubois et al., 2010).
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En adicién a los dos GWAS realizados en EC, en el afio 2011 se desarroll6 otro estudio de
genotipado masivo, el cual consistio en una plataforma de arrays denominada Immunochip
especialmente disefiada para detectar con mayor resolucién regiones asociadas. Para lograrlo, se
realizé un genotipado denso en regiones especificamente seleccionadas a partir de los GWAS,
incluyendo ademas de variantes comunes (frecuencia de alelo menor, MAF>5%), variantes de baja
frecuencia y variantes raras (0,5%<MAF<5% y MAF<0,5%, respectivamente). Este estudio puso de
manifiesto 13 regiones gendmicas nuevas asociadas a EC (Trynka et al., 2011), totalizando junto al
locus del HLA, 40 regiones asociadas a la enfermedad celiaca. En la Figura 8 se resumen los tres

estudios mencionados.
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Figura 8. Estudios de asociacion genética en EC. Se resumen detalles del protocolo de cada GWAS
(Dubois et al., 2010; van Heel et al., 2007) y del Immunochip (Trynka et al., 2011); el nimero de regiones
gendmicas con asociacién significativa a EC descubiertas en cada uno, y algunos de los genes alojados en
ellas. IL2, IL21, IL18R1 (IL-18 receptor 1), IL18RAP (IL-18 receptor accessory protein), TAGAP (T-cell
activation RhoGTPase activating protein), MMEL1 (membrane metallo-endopeptidase-like 1), RUNX3 (runt-
related transcription factor 3), THEMIS (thymocyte-expressed molecule involved in selection), PTPRK (protein
tyrosine phosphatase, receptor type, K), TLR7 (toll-like receptor 7), TLR8 (toll-like receptor 8), ICOSLG
(inducible T-cell co-stimulator ligand), ELMO1 (engulfment and cell motility 1), IRF4 (interferon regulatory
factor 4), TNFSF18 (tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 18), FASLG (Fas ligand).
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En este capitulo, nos enfocaremos en dos de las regiones asociadas con EC sefnaladas por el
segundo GWAS. La region del cromosoma 1 (cr1: 25,11-25,18 Mb HapMap LD Block) donde esta
alojado RUNXS3, y la del cromosoma 6 (cr6: 127,99-128,38 Mb HapMap LD Block) donde se
encuentran dos genes, THEMISy PTPRK.

La seial pico en el GWAS 2010 para la regién del cromosoma 1 fue dada por el SNP rs10903122
(a 12 kb 5'de RUNXJ3) y para la region del cromosoma 6 por el SNP rs802734 (11 kb 3" de PTPRK
y a 39 kb 5" de THEMIS). Un afio mas tarde, el Immunochip demostré asociacion con EC en esas
mismas regiones pero las senales fueron otras: el SNP rs72657048 en la region del cromosoma 1
(localizado dentro de un intron de RUNX3) y en la regidon del cromosoma 6 reveld un pico principal
de asociacion que abarca 2 kb (cr6: 128.332-128.335 kb) marcado por rs55743914 (en el 3'-UTR
de P7PRK) y una sefal mas amplia secundaria (cr6: 128.307-128.339 kb) marcado por rs72975916
(ubicada en una region intrénica de PTPRK), inclinando la balanza a favor de PTPRK (Trynka et al.,

2011).

Los tres genes centraron nuestro interés por ser candidatos posicionales de susceptibilidad y a su
vez por cumplir funciones inmunoldgicas. RUNX3 codifica para un factor de transcripcion que
participa en diversos procesos bioldgicos tales como hematopoyesis, timopoyesis, maduraciéon de
células dendriticas y supresion de tumores gastricos (Grueter et al., 2005; Peng et al., 2006; Kohu
et al., 2009). Es importante destacar que este factor de transcripcion esta involucrado ademas en la

regulaciéon de la expresion de IFNy (Cruz-Guilloty et al., 2009).

Por otro lado, la expresion de THEMI/S se encuentra limitada a tejidos linfoides y codifica para una
molécula altamente implicada en el desarrollo de linfocitos T, hallandose en mayores niveles de
expresion en timocitos que expresan pre-TCR (Lesourne et al., 2009). Aunque su expresion no es
tan marcada en linfocitos T diferenciados (Fu et al., 2009), se ha sugerido que THEMIS cumple

también una funcion importante en la sefalizacién del receptor T (Brockmeyer et al., 2011).

Entre las funciones de PTPRK se destacan aquellas relacionadas con el mantenimiento de la unién
intercelular (Sap et al., 1994; Schnekenburger et al., 2005; Anders et al., 2006) y con la modulacion
de la actividad del EGFR que resulta en una inhibiciéon de la proliferacion celular (Xu et al., 2006,

2010). Ademas, es interesante resaltar que 7THEMIS 'y PTPRK han sido reportados en su conjunto
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como esenciales para el normal desarrollo de linfocitos T CD4* en roedores (lwata et al., 2010), lo

que sugiere que ambos genes pueden participar en procesos biolégicos en forma conjunta.
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Objetivos Especificos

En primer lugar, dada la importancia de replicar los resultados de asociacién, nuestro objetivo fue
determinar la asociacién alélica para las regiones que contienen a RUNX3y a THEMIS/PTPRK;, en
una poblacion determinada (poblacién Espafiola). En una instancia posterior, a raiz de los
resultados del Immunochip, nos propusimos el analisis independiente de los marcadores
estudiados en dicha plataforma, avocandonos a la misma poblaciéon y limitandonos a las dos
regiones de interés, con el fin de disminuir efectos dilutorios y poder evaluar las sefhales de

asociacion con EC dentro de una poblacion particular.

De forma paralela, nos propusimos realizar estudios funcionales sobre los tres genes con
asociacion general a EC seleccionados: RUNX3, THEMISy PTPRK. Para esto, se propuso evaluar
los niveles de expresidn de ambos genes en biopsias duodenales de pacientes celiacos al
diagnéstico, los mismos pacientes luego de al menos dos anos en DLG, y de controles no celiacos.
También, con el fin de dilucidar posibles efectos moduladores sobre la expresion de alguno de
estos genes candidato, trabajar con biopsias duodenales de pacientes en DLG o células de una

linea celular de enterocitos incubadas en presencia o ausencia de gliadina.

Finalmente, nos propusimos determinar si las variantes asociadas a EC tienen alguna influencia en
la expresion del gen aledano. Para esto seran considerados los genotipos de los SNPs mas
importantes del GWAS y del Immunochip (rs10903122 y rs72657048 en la region del cromosoma 1
y rs802734, rs55743914 y rs72975916 en la regidn del cromosoma 6, respectivamente), asi como

también aquellos que resulten mas fuertemente asociados en la poblacién local espanola.
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Materiales y Métodos

Pacientes y muestras

Los pacientes celiacos incluidos en este trabajo fueron diagnosticados bajo los criterios de la
Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion en la Unidad de
Gastroenterologia Pediatrica del Hospital de Cruces, Barakaldo, Pais Vasco, Espana. Para los
analisis de expresion génica, se obtuvieron por paciente dos piezas de biopsias de la porcion distal
del duodeno: una biopsia al momento del diagnéstico, y la otra durante estudios de rutina luego de
dos afos de adherencia a la dieta libre de gluten (con serologia e histologia normalizadas y
remision de sintomas). Fueron incluidos en este estudio un total de 36 pacientes celiacos (22 nifas
y 14 ninos; edad al diagnéstico 2,48+/-1,19 afos). Ademas fueron incluidas biopsias

correspondientes a 12 individuos no celiacos como controles.

Para los estudios de estimulacion /n vifro, se obtuvieron dos biopsias duodenales de 8 pacientes
celiacos en dieta (luego de dos anos de tratamiento, como se indicé anteriormente). Las biopsias
fueron incubadas inmediatamente en RPMI solo o con 250 ug/ml de gliadina digerida con pepsina y

tripsina. Las condiciones de incubacion fueron 37°C y 5% de CO: durante 4 horas.
Todas las muestras de tejido fueron conservadas en nitrogeno liquido hasta la extracciéon de ARN.

A partir de sangre periférica de los mismos pacientes donadores de biopsias se realizé una
extraccion de ADN utilizando NucleoSpin Blood Kit (Machery Nagel). El mismo fue utilizado para los

ensayos de genotipado.

El estudio fue aprobado por el Consejo de Etica del Hospital de Cruces. Todas las muestras fueron

recolectadas bajo consentimiento informado de los padres de los pacientes.

Digestion de gliadinas y BSA

Se disolvieron 500 mg de gliadinas (Sigma-Aldrich, cat G3375) en 5 ml 0,2 M de HCl y se incubaron
con 5 mg de pepsina (Sigma-Aldrich, cat P6887) en agitacion continua a 37°C durante dos horas.
Luego se ajusto el pH en 7,4 con NaOH y la mezcla se incubd con 5 mg de tripsina (Sigma-Aldrich,

cat T9201) durante 4 horas a 37°C. Finalmente, el digesto se calenté en bano de agua hirviendo
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por 30 minutos con el fin de inactivar las enzimas y se centrifugé a 2000 g por 10 minutos. El
sobrenadante se esterilizd por filtracion. La proteina fue cuantificada por el método de acido
bicinconinico (BCA). Esta preparacion constituye la fraccion denominada PT-gliadina. La digestion

de BSA se realiz6 de manera analoga.

Analisis de expresion génica

Las biopsias congeladas se disgregaron en 300 pl de buffer de lisis y fueron homogeneizadas en
columnas QIAshredder (Qiagen). El ARN total se aislo utilizando un kit comercial (RNeasy Micro
Kit, Qiagen) con ADNasa |. EI ARN aislado fue conservado a -80°C hasta su utilizacion. Su

cuantificacion y control de calidad se realizdé por métodos espectrofotométricos convencionales.

La expresion de RUNX3, THEMIS y de PTPRK fue cuantificada mediante transcripcion reversa y
PCR en tiempo real en un solo paso de reaccion a partir de 8 ng de ARN total. Para esto se utilizd
una mezcla enzimatica comercial (QuantiTect Probe RT-PCR Kit, Qiagen) y sondas comerciales
especificas para cada gen (Applied Biosystems). Las medidas se realizaron por triplicado en un
equipo ABI7900HT. La determinacion del gen housekeeping RPLPO fue realizada en simultaneo
como control endégeno de la cantidad presente de ARN en cada fosa. La expresion relativa en

cada muestra se calcul6 por el método “delta CT” (Ginzinger, 2002).

Seleccion de SNP, ensayos de genotipado y analisis de asociacion

En el estudio de asociacién, se determinaron los genotipos de 532 controles y 517 celiacos para
rs1093122 y de 524 controles y 538 celiacos para rs802734, SNPs correspondientes a las senales
de asociacion publicadas por el GWAS en los bloques de desequilibrio de ligamiento que alojan los
genes RUNX3y THEMIS/PTPRK , respectivamente. Se trabajé con ADN extraido a partir de
sangre periférica de pacientes pediatricos celiacos y controles no celiacos del Hospital de Cruces.

Se utilizaron sondas comerciales, como se describe a continuacion.

Con el fin de identificar sehales especificas dentro de la poblacién espafola, los resultados del
Immunochip correspondientes al set de muestras aportadas por el CEGEC (Consorcio Espanol
para la Genética de la Enfermedad Celiaca) fueron analizados en forma independiente utilizando el

software PLINK v.1.07 (http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink) (Purcell et al., 2007). Se
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contemplaron unicamente las variables analizadas dentro de la region de interés del cromosoma 1
(25.080 - 25.180 Kb) y del cromosoma 6 (128.000 - 128.400 Kb). Este set de muestras comprende
545 celiacos y 308 controles. Para confirmar la existencia de desequilibrio de ligamiento entre
variables de interés en la poblacion de estudio, se empled el software HaploView (Barrett et al.,

2005).

En referencia al analisis de la influencia del genotipo sobre el nivel de expresion génica, los SNPs
de mayor asociacion publicados por GWAS y por Immunochip a nivel general, y aquellos
resultantes del analisis individual correspondiente a las muestras aportadas por CEGEC, fueron
genotipados en muestras de pacientes y controles. Para esto fueron utilizadas sondas comerciales
de discriminacion alélica TagMan para los siguientes SNPs: rs10903122, rs802734, rs72975916,
rs10484718 y rs9491896. Para el SNP rs55743914 el ensayo fue disefado utilizando el software
Primer Express (forward primer: 5-ACCCACAGATATCTCTCGTTAGAAGTAA-3’, reverse primer:
5-GGCTCGTAAAGTCAGAACATAGCTT-3', sondas: 5-FAM-TCTGCATACAGTTTCACCTA-MGB-
3" y 5-VIC-CATACAGCTTCACCTAGA-MGB-3"). Lo mismo ocurrio para rs2236852 (forward
primer: 5- CCACCCAGAGCCCAACTG-3", reverse primer. 5- CAGGTATCAAGTCTCCATTG
AAGGA-3’, sondas: 5-FAM-CCCCTGGAGACGTA-MGB-3" y 5-VIC-CCCCTGGAGACATA-MGB-
3).

Las reacciones fueron realizadas en un equipo 7900HT (Applied Biosystems). Para determinar los
posibles efectos de estas variantes alélicas sobre sitios de unién a factores de transcripcion o a
microRNAs, o sobre sitios de splicing alternativo se utilizaron las herramientas bioinformaticas
PupaSuite (http://pupasuite.bioinfo.cipf.es) (Conde et al., 2006) y Haploreg (http://www.
broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg.php) (Ward y Kellis, 2012).

Cultivo Celular

La linea celular humana de enterocitos T84 fue cultivada en medio de cultivo DMEM suplementado
con suero y antibidticos en placas de 24 fosas hasta confluencia. Las fosas fueron entonces
incubadas en presencia de PT- Gliadina 250 pg/ml, PT-BSA 250 ug/ml o s6lo medio. Se realizaron
estimulos a 6 y 24 horas, luego de lo cual, las células fueron colectadas para la extraccion de ARN,

como se describié anteriormente.

36



Capitulo 1

Analisis estadisticos y de correlacion

Los analisis de asociacion génica para los SNPs rs802734 y rs1093122 genotipados sobre las
muestras del Hospital de Cruces se analizaron mediante un test de chi cuadrado utilizando el
software GraphPad Prism v.5.0. Los valores de Odds Ratio (OR) e intervalos de confianza (IC)

fueron calculados con el mismo programa de analisis.

Los niveles de expresion génica de pacientes celiacos al diagndstico y luego de dos afios de DLG
fueron comparados con un test T pareado. La comparacion entre los niveles de expresion en
celiacos al diagndstico o en dieta y controles se realizé con un test T no pareado. El mismo test se
utilizé para comparar niveles de expresion entre grupos de pacientes segun su genotipo en los

diferentes SNPs.

Por otro lado, la existencia de correlacidon entre los niveles de expresion de cada gen en biopsias y
de los valores de cambio relativo, se analizé usando el test de correlacion de Pearson. Los niveles
de induccion de expresion génica en células o en biopsias se refirieron al basal y se analizaron
mediante un test T para muestra Unica. Todos estos analisis se realizaron con el software
GraphPad Prism v.5.0. Los valores de p menores a 0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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Resultados

Estudio de asociacion alélica evaluando SNPs descriptos en el GWAS

En un set de muestras de ADN pertenecientes a un grupo de mas de 500 controles y mas de 500
celiacos, fueron determinados los genotipos para dos SNPs asociados a EC sefalados por el
GWAS 2010. Para la region de interés dentro del cromosoma 1 (cr1: 25,11-25,18 Mb) se evalu6 al
SNP rs1093122 y para la region de interés comprendida en el cromosoma 6 (cr6: 127,99-128,38
Mb) a rs802734. Estos bloques alojan respectivamente a los genes candidato RUNX3y a THEMIS
y PTPRK.

Para cada SNP, el genotipado se realizé6 mediante PCR obteniéndose el numero de individuos
homocigotas para cada uno de los dos alelos en cuestion y el numero de heterocigotas. Realizando
un test de chi cuadrado sobre estos datos, observamos que ninguna de las dos variantes presenté

asociacion genotipica con EC en la poblaciéon estudiada (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucion de genotipos para las variantes rs1093122 y rs802734.

DISTRIBUCION DE GENOTIPOS

RUNX3 THEMIS/PTPRK
rs1093122 controles celiacos rs802734 controles celiacos
AA 128 112 AA 257 240
AG 268 257 AG 216 238
GG 136 148 GG 51 60
TOTAL 532 517 TOTAL 524 538

Se muestran los resultados obtenidos sobre muestras de 532 controles y 517 celiacos para rs1093122, y de
524 controles y 538 celiacos para rs802734. Analisis de asociacién genotipica (test chi-cuadrado) no
significativa; p=0,452 (rs1093122) y p=0,334 (rs802734).

Para estudiar la asociacion alélica se compard, en cada SNP, la presencia de cada alelo en
celiacos y en controles. Se contempldé dos veces el numero de homocigotas y uno el de

heterocigotas para calcular la presencia total de cada alelo en cada grupo. Estos datos se
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analizaron en una tabla de doble entrada mediante un test chi cuadrado. Llamativamente, los
resultados no replicaron los observados en el GWAS. Es decir, las variantes estudiadas dentro de
la poblacién espanola evaluada, no presentaron asociacion alélica significativa con EC. En la Tabla
5 pueden observarse los resultados obtenidos. Se entiende por frecuencia alélica a la proporcion
en que cierto alelo es observado respecto al conjunto de alelos que pueden ocupar ese locus (en
estos casos, solo dos alelos posibles: A o G) por lo que, para cada SNP, las frecuencias de cada
alelo suman 1. Se detallan para cada SNP el alelo menor (el de menor frecuencia), la frecuencia
del alelo menor (MAF) en casos y en controles, y también los parametros resultantes del test
estadistico. Como se observa, los valores de p muestran que no hay significancia estadistica en
ninguno de los dos casos. Los valores de Odds Ratfio (OR) en estos estudios nos indican la razén
entre la probabilidad de que haya enfermedad portando el alelo menor respecto de la probabilidad
de que ocurra sin portarlo. Con lo cual, evaluando los valores de OR obtenidos, podemos suponer
una tendencia del alelo menor para rs1093122 (A) a ser protector (OR<1) y una tendencia del alelo
menor para rs802734 (G) a ser el alelo de riesgo (OR>1). Sin embargo, como se menciono, estas
tendencias no son significativas, puesto aun mas de manifiesto por el solapamiento del intervalo de
confianza del OR con el valor de efecto nulo (OR=1). Estas tendencias son congruentes con lo
observado en el GWAS a nivel de la poblacion global (rs10903122 OR=0,89 IC: 0,85-0,92;
rs802734 OR=1,17 IC: 1,12-1,22) (Dubois et al., 2010).

Tabla 5. Estudio de asociacion alélica.

Gen SNP AM | MAF Casos | MAF Controles p OR IC
RUNX3 rs1093122 A 0,47 0,49 0,211 0,896 | 0,755-1,064
THEMIS/PTPRK | rs802734 G 0,33 0,30 0,148 | 1,145 | 0,953-1,374

Se detallan los valores de p (test chi-cuadrado), odds ratio (OR) calculado en referencia al alelo menor, y del

intervalo de confianza (Cl). AM: alelo menor; MAF: frecuencia de alelo menor.

Estudios de expresion de ARNm de RUNX3, THEMIS y PTPRK en duodeno

Los analisis de expresion génica por PCR cuantitativa revelaron para RUNX3 un nivel
significativamente mayor en mucosa intestinal de pacientes con EC activa respecto a los mismos

pacientes luego de dos afios en DLG, y respecto a controles (Figura 9a).
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Por otro lado, los analisis de expresion para los genes ubicados en nuestra regidn de interés del
cromosoma 6, mostraron una mayor expresion de 7HEMIS en pacientes celiacos al diagnéstico
comparado con los mismos pacientes luego de dos afnos de DLG y también respecto a individuos
controles (Figura 9b). Por el contrario, lo niveles de ARNm de PT7TPRK resultaron significativamente
inferiores en pacientes con EC activa respecto a individuos tratados. La comparacion de la
expresion de PTPRK entre celiacos al diagnéstico y controles no mostrd significancia estadistica

pero este ultimo grupo presentd una tendencia comparable a la observada en el grupo tratado

(Figura 9c).
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Figura 9. Expresion de RUNX3, THEMIS y PTPRK en mucosa duodenal. La expresion relativa de
RUNX3 (A), THEMIS (B) y PTPRK (C) fue determinada por PCR cuantitativa en pacientes celiacos al
momento del diagndstico (n=36), en los mismos pacientes luego de dos afios de tratamiento y en controles
no celiacos (n=12). Niveles referidos a B-actina; unidades relativas (UR). Comparacion entre pacientes al
diagnéstico y tratados: test T pareado; comparaciéon con controles: test T no pareado. *p<0,05; **p<0,005;
***p<0,001.

Seleccion de SNPs y evaluacion de la influencia del genotipo en los niveles
de expresion
Una vez conocidos los resultados del analisis realizado en el Immunochip, decidimos evaluar de

manera independiente los resultados de las muestras pertenecientes a la poblacion espanola

incluidas en dicha plataforma (especificamente aquellas aportadas por el CEGEC).

El analisis se realizé entonces mediante el software PLINK contemplando unicamente los genotipos
de los 545 celiacos y 308 controles espafioles sobre aquellas variables incluidas en la plataforma
que estuvieran comprendidas en las regiones de nuestro interés del cromosoma 1 (25.080 - 25.180

Kb) o del cromosoma 6 (128.000 - 128.400 Kb).
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Dentro de la region del cromosoma 1, el estudio sefalé que los SNPs destacados en el ultimo
GWAS (rs10903122) y en el Immunochip (rs72657048) no presentaron asociacion con EC en esta
poblacion. Sin embargo, fue posible observar una sefal de asociacion nominal clara dada por la
variable rs2236852 (variable intrénica sobre RUNX3) y en menor medida por el SNP rs12408466
(Figura 10 y Tabla 6).
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Figura 10. Resultados del analisis de asociacion para los SNPs testeados en el Inmunochip
sobre las muestras CEGEC, dentro de la region genémica que aloja a RUNX3 (cr1: 25.080-
25.180 Kb) (Hg18). Se muestra la distribucién de SNPs seglin su posicion y los valores del negativo del
logaritmo de los valores de p nominales en cada caso (-log p). Se resaltan aquellos SNPs que mostraron
mayor asociacion con EC en el GWAS y en el Immunochip (resultados globales), rs10903122 y rs72657048,;
respectivamente, y la variante con menor p nominal en este analisis, rs2236852. Cercana a esta se observo
otra variante, rs12408466, también con un bajo valor de p nominal.
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Tabla 6. Analisis de asociacion en cr1: 25.080-25.180 Kb.

SNP Posicién AM MAF Casos | MAF Controles p
rs12408466 25116262 A C 0,3977 0,4741 0,001622
rs2236852 25116354 G A 0,4322 0,5147 0,0006774
rs72657048 25162321 C G 0,4867 0,4906 0,8696
rs10903122 25176163 A G 0,4785 0,4773 0,9602

Se detallan para cada SNP su posicion (Hg18), su alelo menor (AM), frecuencia del alelo menor (MAF) en
casos Yy controles y los valores de p nominal obtenidos a partir del analisis de las muestras aportadas por
CEGEC al Immunochip. Las variables rs12408466 y rs2236852 sefialan la asociacion nominal de la region
con EC en esta poblacion y se encuentran en desequilibrio de ligamiento (r2=0,86). Las variables rs72657048
y rs10903122 son aquellas que sefialaron la asociacion en el Immunochip y el GWAS 2010 respectivamente
y también se encuentran entre si en desequilibrio de ligamiento.

Ante estos resultados, distintos SNPs fueron seleccionados para determinar si las posibles
variantes genotipicas influyen en la expresion de RUNXS3 a nivel del intestino delgado. Para realizar
este estudio fue necesario genotipar muestras de ADN (obtenida a partir de sangre periférica)
pertenecientes a pacientes cuyas biopsias habian sido sujetas previamente a analisis de expresion
génica. Como ayuda en la seleccion, evaluamos los bloques de desequilibrio de ligamiento en esta
poblacion mediante el software HaploView. Esto nos permite, en lineas generales, discriminar si
ciertas variantes son heredadas en forma conjunta y evitar asi genotipar ambas. Observamos que
los dos SNPs de menor p nominal en nuestra poblacion (rs12408466 y rs2236852) se encuentran
en desequilibrio de ligamiento (r2=0,86), por lo que solo fue genotipado rs2236852. Ademas fue de
nuestro interés incluir las variantes sefialadas por el GWAS y por el Immunochip, de las cuales, por

estar en desequilibrio de ligamiento (r?2=0,92), s6lo fue genotipada rs10903122.

Una vez obtenidos los genotipos de los pacientes para rs10903122 y rs2236852, los datos fueron
cruzados con los de expresion. Los distintos genotipos hallados no mostraron tener influencias

sobre el nivel de expresion de ARNm de RUNX3(Figura 11).
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Figura 11. Niveles de expresion de ARNm de RUNX3 segun los genotipos de los SNPs
analizados. Se muestran en rojo los pacientes celiacos al diagndstico y en naranja pacientes celiacos en
DLG (n=36). Test T no pareado; no se observaron diferencias estadisticamente significativas.

Analogamente a lo realizado en el cromosoma 1, procedimos a analizar nuestra regidon de interés
en el cromosoma 6. El estudio de asociacion sobre las variables genotipadas en el Immunochip,
reveld en nuestra poblacion de estudio que los SNPs senalados por el ultimo GWAS (rs802734) y
por el mismo Immunochip (rs55743914 y rs72975916) no presentan asociacion con EC. En cambio,
se evidenciaron otros SNPs que demuestran la asociacion nominal en la region (Figura 12 y Tabla

7).
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Figura 12. Resultados del analisis de asociacion para los SNPs testeados en el Immunochip
sobre las muestras CEGEC, dentro de la regién genémica que aloja a THEMIS y PTPRK (cr6:
128.000-128.400 Kb) (Hg18). Se muestra la distribucion de SNPs segun su posicion y los valores del
negativo del logaritmo de los valores de p nominales en cada caso (-log p). Se resaltan aquellos SNPs que
mostraron mayor asociacién con EC en el GWAS y en el Immunochip (resultados globales), rs802734, y
rs72975916 y rs55743914 respectivamente; y las variantes con menor p nominal en este analisis,
rs10484718, rs9402010 y rs9491896.

Tabla 7. Analisis de asociacion en cr6: 128.000-128.400 Kb.

SNP Posicion AM MAF Casos | MAF Controles p
rs10484718 128222744 A T 0,07377 0,1206 0,0009616
rs802734 128320491 G A 0,3176 0,2874 0,177
rs55743914 128335255 A G 0,2756 0,2513 0,2577
rs572975916 | 128335748 A G 0,09119 0,1096 0,2043
rs9491896 128342642 A G 0,09016 0,131 0,006734
rs9402010 128346506 C A 0,08504 0,1297 0,002665

Se detallan para cada SNP su posicion (Hg18), su alelo menor (AM), frecuencia del alelo menor (MAF) en
casos y controles y los valores de p nominal obtenidos a partir del andlisis de las muestras aportadas por
CEGEC al Immunochip. La variable rs10484718 en THEMIS y las variables rs9491896 y rs9402010 en
PTPRK seialan la asociacion nominal de la regién con EC en esta poblacion. Las variables rs55743914 junto
con rs572975916, y la variable rs802734, son aquellas que sefialaron la asociacién en el Immunochip y el
GWAS 2010, respectivamente.
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Para estudiar una posible influencia del genotipo sobre el nivel de expresién de THEMIS y de
PTPRK; seleccionamos algunos de estos SNPs. Entre ellos, los dos SNPs de menor valor de p
nominal dentro de cada gen de interés: rs10484718 en THEM/S y rs9491896 en PTPRK (ambas
variables intronicas). En el caso de PT7TPRK, el SNP seleccionado se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con rs9402010 (r2=0,96), de menor p nominal. Esto permiti6 genotipar rs9491896 en
lugar de rs9402010 sin perder informacién, dado que para este ultimo no fue posible disefiar un
ensayo. En este analisis fueron genotipados también los SNPs mas importantes del GWAS y del
Immunochip en la region (rs802734, rs55743914, rs72975916, rs10484718 y rs9491896). Como se
explicéd anteriormente, se genotiparon muestras de ADN obtenidas a partir de sangre periférica de
pacientes cuyas biopsias duodenales habian sido evaluadas en los ensayos de expresion. Al
comparar genotipos con niveles de expresion de ARNm observamos que ninguno de los SNPs
analizados mostro afectar la expresion de P7TPRK. Para el caso de THEMIS, solamente el alelo de
riesgo rs802734*G (identificado en el GWAS) se asocié con una mayor expresion del gen en

pacientes homocigotas en dieta libre de gluten (Figura 13).

Finalmente, es interesante destacar que mediante el uso de herramientas bioinformaticas
(PupaSuite, ENCODE DATA), se investigd si algunos de las variantes alélicas de los SNPs
estudiados en ambas regiones de interés generaban modificaciones que pudieran alterar de
manera relativamente directa la expresion de un gen (sitios de union de factores de transcripcion o

microRNA, splicing alternativo, etc.), pero los resultados fueron negativos.
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Figura 13. Niveles de expresion de ARNm de PTPRK y THEMIS segun los genotipos de los
SNPs analizados. Se muestran en rojo los pacientes celiacos al diagndstico y en naranja pacientes
celiacos en DLG (n=36). Test T no pareado; *p<0,05 **p<0,01.
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Analisis de co-expresion de THEMIS y PTPRK en duodeno

Dada la asociacion genética descripta para THEMIS y PTPRK nos interesé evaluar si estos dos
genes podrian estar funcionalmente vinculados, con respecto a la modulacion de su expresion. Es
asi que, evaluando el patron de expresion a nivel de ARNm de THEM/IS y PTPRK, observamos
llamativamente una correlacion significativa entre la expresion de ambos genes en el grupo de
pacientes con EC, tanto al momento del diagnostico como luego de dos afos en DLG. Lo
interesante de este resultado es que dicha correlacion no se observo en el grupo control (Figura
14). Ademas, el mismo analisis comparando valores de cambio relativo en los niveles de expresion
inducidos por la enfermedad activa (niveles en EC activa/niveles en EC tratada), revelé que la

tendencia de cambio en ambos genes es la misma (Figura 15).
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Figura 14. Correlacion en la expresion de THEMIS y PTPRK en mucosa duodenal de
pacientes celiacos. Correlacion entre la expresion de ARNm de PTPRK 'y THEMIS ARNm en pacientes
celiacos al diagnéstico, pacientes en DLG (n=36) y en controles (n=12). Se muestran los valores del
coeficiente de Pearson r y de p para la regresion lineal.
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Figura 15. Correlacion entre los valores de cambio relativo en la expresion de THEMIS y de
PTPRK (EC activa/EC en DLG). Se muestran los valores del coeficiente de Pearson r y de p para la
regresion lineal.

Ante estos resultados y con el objetivo de evaluar posibles incidencias de la ingesta de gluten
sobre la expresidon de alguno de estos dos genes candidatos, se realizaron estudios de induccion /n
vitro incubando dos biopsias duodenales pertenecientes a pacientes con EC en DLG durante 4
horas: una en presencia de medio solo, y otra en presencia de gliadinas digeridas con pepsina y
tripsina (PT-Gliadina). Si bien ninguno de los dos genes mostré cambios significativos en su
expresion ante la presencia de gliadinas, la tendencia de cambio en ambos genes mostrd

nuevamente una correlacion significativa (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de PT-gliadina sobre la expresion de THEMIS y PTPRK. Se incubaron biopsias
duodenales de pacientes celiacos en DLG (n=8) en presencia de PT-Gliadina durante 4 horas. Los niveles de
expresion de ARNm de cada gen se determinaron por PCR cuantitativa y se expresan como la relacién de
expresion en presencia de gliadinas sobre la expresién basal sin estimulo (A). Test T para muestra unica,
diferencias estadisticamente no significativas. Se muestra también la correlacién entre la tendencia de
cambios en ambos genes en esta misma situacién (B). Se muestran los valores del coeficiente de Pearson r
y de p para la regresion lineal.
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Analisis de la expresion de THEMIS, PTPRK y RUNX3 en la linea celular T84

Dado los resultados obtenidos en piezas de biopsias de intestino delgado, decidimos investigar el
efecto de péptidos derivados de gliadinas en la expresion génica de THEMIS, PTPRK'y RUNX3
utilizando una linea celular modelo de enterocito humano. Para esto se realizaron incubaciones
durante 6 y 24 horas de células T84 en presencia de PT-Gliadina, PT-BSA como proteina control, o
de medio solo. La expresion de ARNm de 7THEMIS resulté indetectable en esta linea en todas las
condiciones. Los niveles de P7TPRK 'y de RUNX3 no mostraron cambios ante la presencia del

digesto de gliadinas (Figura 17).
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Figura 17. Efecto de PT-gliadina en la expresion de PTPRK y RUNX3 en células T84. Niveles de
expresion de PTPRK ARNm y RUNX3 ARNm determinados por PCR en tiempo real en células de linea T84
incubadas con PT-Gliadina o PT-BSA como control. Se muestran los niveles relativos a la expresién basal
(sin estimulo). No se observaron diferencias significativas.
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Discusion

La busqueda de genes asociados a una patologia tiene relevancia en la comprensién de los
mecanismos de la patogenia, y a la vez, puede ser de utilidad como herramienta diagndstica. Las
patologias multifactoriales y multigénicas generan un gran desafio en este campo, ya que la
identificacion de genes de relevancia es muchas veces dificil dado que sus contribuciones
individuales pueden ser minimas, e incluso pueden variar sustancialmente al estudiar diferentes
poblaciones. Por lo tanto, el analisis de asociacion genética constituye una herramienta muy util en
la busqueda de regiones de susceptibilidad a enfermedades complejas, pero requiere del replicado
en diferentes poblaciones para confirmar la informacidn obtenida. Si bien el resultado de asociacion
es importante en si mismo, es necesario destacar la importancia de realizar a la par estudios
funcionales, especialmente sobre el tejido afectado en la patologia en estudio. De esta manera, es

posible evaluar si la variante polimérfica tiene algun efecto sobre la expresion génica.

En este trabajo nos enfocamos en dos regiones genomicas particulares, ambas con sefales de
asociacion con EC a nivel de la poblacion general: una regién en el cromosoma 1 (25,08-25,18 Mb)
que aloja a RUNXS3y otra en el cromosoma 6 (127,99-128,38 Mb) que aloja a THEMIS 'y PTPRK.
Sobre estas regiones hemos realizado analisis genéticos y funcionales en muestras de poblacion

celiaca y control.

Dentro de la region del cromosoma 1, el analisis de asociacion para rs10903122 realizado en este
trabajo sobre la poblacidon espafiola, no replicé la asociacién puesta de manifiesto por el GWAS
(Dubois et al., 2010). El analisis de los datos del Immunochip pertenecientes a la poblacion CEGEC
tampoco logro replicar dicha senal, ni la del mismo Immunochip (rs72657048). A pesar de esto, el
SNPs rs2236852 mostrd6 una asociacion nominal para esta regién con EC en la poblacién
estudiada, aunque sin influenciar directamente el fenotipo. A raiz de la senal de asociacion,
estudiamos la expresién de ARNm de RUNXS3 en biopsias duodenales y observamos una expresion
incrementada al momento del diagndstico de EC en pacientes respecto a controles. Dichos niveles
normalizaron en los pacientes luego de dos anos de DLG. Estas observaciones resultan
interesantes dado que este factor de transcripcion esta directamente implicado en la diferenciacion
de linfocitos T CD4* hacia un perfil Th1, particularmente en la induccion de la expresion de IFNy,

citoquina critica en EC (Djuretic et al.,, 2007; Yagi et al., 2011). Ademas, RUNX3 juega un rol
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importante en la diferenciacion y funcion de linfocitos T CD8* citotdxicos. Puntualmente se ha
sugerido su participacion en la produccion de perforinas y granzima B, y en la expresion sostenida
de IFNy (Cruz-Guilloty et al., 2009). Dado que en la mucosa duodenal con EC activa abundan los
linfocitos T CD4* Th1 asi como también los linfocitos T citotdxicos, este incremento en la expresion
de RUNX3 a nivel de ARNm observado en duodeno de pacientes con EC activa podria ser reflejo
de estas poblaciones celulares sobre-representadas. A su vez, se ha propuesto que RUNXS3
cumpliria un rol critico downstream TGF( en la generacion de cambio de clase a IgA en linfocitos
B, hecho que es de relevancia en la mucosa intestinal (Watanabe et al., 2010). Por otro lado,
RUNXS3 ha sido caracterizado como un gen supresor de tumores, especialmente en la mucosa
gastrica, pero también en otros tipos de tumor como los del tracto colorrectal (Yano et al., 2006;
Tong et al., 2009; Lee et al., 2010). Sin embargo, distintas lineas celulares de cancer colorrectal
presentan patrones diferentes de expresion de RUNX3 que varian desde no detectable hasta una
alta expresiéon (Lee et al., 2010). Existe una importante controversia en cuanto a la expresién de
RUNXS3 en células epiteliales del intestino, y ha sido puesta en duda su expresion en este tipo de
células /in vivo (Brenner et al., 2004; Levanon et al., 2011). Nuestros ensayos /n vitro sobre la linea
celular de enterocito T84, si bien demuestran la expresién de este factor de transcripcion en la
linea, no evidenciaron cambios en la expresidon del ARNm de RUNX3 ante la presencia de
gliadinas. Es evidente que resta investigar el rol de este factor de transcripcion en células

epiteliales intestinales, en particular sobre intestino delgado.

Asimismo, la relacion de RUNX3 con diferentes entidades autoinmunes ha sido senalada
ampliamente aunque el rol especifico de este factor de transcripcion en las mismas no esta del todo
descripto (Alarcén-Riquelme, 2004). En particular en intestino, RUNX3 ha sido estudiado en el
marco de enfermedades inflamatorias intestinales (IBD). Ratones knock out para RUNX3 generan
espontaneamente un cuadro de colitis que asemeja el observado en IBD, el cual estaria mediado
principalmente por leucocitos y no por células epiteliales (Brenner et al., 2004). Ademas se ha
descripto asociacion genética para RUNX3 con IBD (Weersma et al., 2008), por lo que claramente
constituye un gen candidato de susceptibilidad para esta patologia. De manera analoga a lo
observado en este capitulo, el nivel de ARNm de RUNX3 se vio aumentado en secciones
inflamadas del colon de pacientes con IBD respecto a las zonas no inflamadas. Es interesante
destacar que la expresion de RUNX3 se observo en células de la mucosa no epiteliales, tanto en

ileon como colon (Weersma et al., 2008).
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Analogamente, hemos enfocado el estudio de la region de interés en el cromosoma 6. Los estudios
de asociacion para rs802734 realizados en este trabajo sobre la poblacién espafiola no
reprodujeron la asociacion puesta de manifiesto en el GWAS. El analisis de los datos del
Immunochip pertenecientes a la poblacion CEGEC tampoco logré replicar la sefal del GWAS ni la
del mismo Immunochip (rs55743914 y rs72975916). A pesar de esto, varios SNPs en estas
regiones mostraron asociacion nominal en esta poblacion (rs10484718, rs9491896 y rs9402010),
aunque no mostraron influir de manera directa sobre la expresion de los genes estudiados, a
excepcion de aquellos pacientes homocigotas para el alelo rs802734*G, quienes presentaron una
mayor expresion de ARNm de THEMIS cuando se los evalu6 en DLG. De todas maneras, esta
influencia debe interpretarse con cuidado, dada la baja frecuencia del genotipo homocigota GG
entre los pacientes estudiados. Ademas, hay dos hechos que contradicen el posible efecto de
rs802734. Por un lado, este mismo SNP fue testeado en el Immunochip general, a posteriori del
GWAS, y no confirmé la asociacion con EC; y por otro, la base de datos ENCODE no revela

ninguna implicacién funcional de las variantes de este SNP ni las asociadas con él.

Esta regién gendmica ha demostrado estar asociada a EC en otras etnias, como la poblacion India,
lo que resalta el aporte de estos genes a la susceptibilidad a esta enfermedad (Senapati et al.,
2014). Sin embargo, no esta claro si existe una relacion causal entre los genotipos asociados y la
enfermedad. Estudios de la relacion del genotipo de rs802734 y otras variables de la region sobre
la expresion de genes aledanos en timo tampoco mostréd influencias directas (Amundsen et al.,

2014).

En la region del cromosoma 6 estudiada, también hemos observado expresiones génicas
diferenciales. La expresion de ARNm de THEMIS en duodeno se encontré incrementada en
aquellos pacientes celiacos al diagndstico comparando con pacientes en DLG y con controles no
celiacos. THEMIS se expresa en diferentes estadios de las células T CD4* y participa en la
sefalizacién post-activacion del TCR (Fu et al., 2009; Lesourne et al., 2009; Brockmeyer et al.,
2011). Por lo tanto, su incremento en la mucosa duodenal con EC activa podria explicarse por el

gran infiltrado de estas células y su activacion.

Por otro lado, encontramos una expresion de ARNm de PTPRK disminuida en EC activa. PTPRK
cumple un rol importante en el mantenimiento de las uniones intercelulares al generar interacciones

homologas entre células adyacentes, y al mantener desfosforilada a [B-catenina y sostener
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consecuentemente su presencia en el complejo de uniones adherentes (Schnekenburger et al.,
2005; Anders et al., 2006). Es posible inferir entonces que su expresion disminuida en EC activa
esté relacionada con el incremento en la permeabilidad de la barrera intestinal observada durante
la patologia (Heyman et al., 2012). Diferentes senales de asociacion genética con EC en regiones
que albergan genes involucrados en las uniones estrechas indican que la alteracion en la
permeabilidad intestinal podria ser causante de la EC, aunque no hay evidencias funcionales de
este hecho. En cambio, este aspecto podria ser consecuencia del estado inflamatorio cronico. En
este sentido jugaria un papel IFNy, capaz de desestabilizar las uniones estrechas mediante la
internalizacion de sus proteinas (Heyman et al., 2012); o la zonulina, un regulador negativo de la

estabilidad de estas uniones que se encuentra aumentado en EC (Fasano et al., 2000).

Por otro lado PTPRK participa en la via de activacion del EGFR, involucrada en diversos vy
numerosos procesos tales como proliferacion y diferenciacion celular. PTPRK desfosforila a EGFR
inhibiendo asi la proliferacion celular (Xu et al., 2005, 2010). La baja expresion de PTPRK en EC
activa coincide con un estado de activacién del EGRF observado en enterocitos de pacientes con
esta patologia, un aspecto relevante que podria participar en el fenémeno de hiperproliferacion de
criptas observado (Nanayakkara et al., 2013b). Estas vias son también de interés en el contexto de
los efectos directos que tienen algunos péptidos derivados del gluten al prolongar la activacion del
EGFR (Barone et al., 2007, 2011). Es necesario profundizar los estudios acerca de la expresion y

localizacién celular de PTPRK en la mucosa duodenal con el fin de describir su rol en la patologia.

Continuando los analisis sobre la region del cromosoma 6, observamos por un lado una marcada
correlacion positiva entre la expresion a nivel de ARNm de THEMIS y de PTPRK en pacientes
celiacos (tanto al momento del diagndstico como luego de dos afios de tratamiento) pero no en
controles; y sustentando aun mas este hecho, los valores relativos de cambio de expresion de
THEMIS y PTPRK entre la EC activa y luego del tratamiento, mostraron una marcada correlacion.
Sumado a esto, los cambios relativos de expresion post-estimulacion con PT-gliadina ex vivo sobre
tejido proveniente de pacientes en DLG incubados también mostraron correlacion. Esto sugiere la
existencia de mecanismos regulatorios compartidos en la expresion de PTPRK'y THEMIS que
ocurren y/o se alteran especificamente en la EC. A pesar de estas observaciones, no fue posible

detectar una influencia clara de las gliadinas sobre la expresion de estos genes en biopsias de
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pacientes en DLG ni en la linea celular enterocitica T84 (en este ultimo caso solo se observo

expresion de PTPRK pero no de THEMIS).

Es importante destacar que la expresion de los tres genes estudiados en este capitulo en mucosa
de pacientes en DLG no difiere de aquella observada en controles, con lo cual la exclusion dietaria
del gluten es suficiente para que la actividad transcripcional retorne a la normalidad. Esta situacion
da a entender que los cambios en la expresion responderian al estado inflamatorio crénico que
caracteriza a la enfermedad mas que a una alteracién genética que provoque alteraciones per se y

por ende predisposicion a EC.

La identificacion de los efectos funcionales de las sefiales de asociacion en enfermedades
complejas sigue siendo una tarea desafiante que dista de ser resuelta. En este trabajo, si bien no
fueron identificadas variantes gendmicas con efectos visibles sobre la expresiéon de los genes de
interés, se sugiere firmemente la existencia de relaciones complejas de regulacion que residirian en
el genoma no codificante funcional, tal cual lo demuestra la co-expresion de THEMIS'y PTPRK en
tejido duodenal de pacientes celiacos y post-estimulacion /n vifro. Se necesitan estudios mas
profundos acerca de estos dos ultimos genes para clarificar los mecanismos de co-regulacion en el
duodeno de pacientes con EC y de esta manera caracterizar los mecanismos moleculares por los

cuales las variantes genéticas asociadas son una influencia en el riesgo de padecer EC.

Conclusiones

* Observamos una asociaciéon nominal con EC en las dos regiones gendmicas estudiadas,
sefalada por SNPs diferentes a los de la poblacion global.

La estrategia de seleccion de genes candidato a través de caracteristicas posicionales
resultd util dado que permitié describir tres genes (RUNX3, THEMIS y PTPRK) expresados
diferencialmente en duodeno de pacientes con EC activa.

La expresion de los tres genes retorna a valores comparables con los de tejido sano cuando
el paciente se adhiere a una DLG.

El desafio de biopsias duodenales de pacientes en DGL con PT-gliadina no induce cambios

en la expresion del ARNm de PTPRK ni THEMIS a tiempos cortos.
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Las variantes de SNPs aqui estudiadas no mostraron influenciar la expresién de sus genes
aledafos de manera directa.

* Podrian existir mecanismos regulatorios en comun entre los genes PTPRK'y THEMIS
activos en la mucosa duodenal del paciente celiaco.

En el esquema de la Figura 18 se resume la estrategia aqui empleada, los resultados y sus

posibles implicancias funcionales.

Cr1:25,11-25,18 Mb Cr6:127,99-128,38 Mb

Seflales de asociacién genética con EC

' Expresion diferencial en mucosa duodenal con EC activa:
* GENES CANDIDATOS FUNCIONALES

T‘ m Co—.::?iélgcfén T‘

Procesos en los que podrian tener implicancias:

0 Produccion de IFNy (T CD4") 0 Activacion T 0 Aumento de la
0 Actividad citotoxica (LIEs CD8") CD4' permeabilidad inte_zgtinal
0 Cambio de clase a IgA 0 Hiperproliferacion de
criptas

Figura 18. RUNX3, THEMIS y PTPRK: genes candidatos posicionales y funcionales en EC.
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Capitulo 2

Estudio de la expresion y modulacion del eje
CXCR3/CXCL10 en Enfermedad Celiaca

Parte de los resultados presentados en este capitulo fueron publicados en el articulo: “Role of
CXCR3/CXCL10 axis in immune cell recruitment into the small intestine in celiac disease”. Bondar C, Araya
R, Guzman L, Cueto Rua E, Chopita N and Chirdo F PLoS ONE (2014) 9(2): e89068.

Introduccion

En la mucosa de intestino delgado de pacientes con EC activa se observa infiltrado linfocitario en
LP y en el epitelio. Estos son signos caracteristicos y parte de los hallazgos utilizados en el
diagnostico histolégico de EC. En LP se observan mayoritariamente células plasmaticas y linfocitos
T, mientras que en el epitelio, la poblacion de LIEs esta constituida por linfocitos T TCR af* (en su

mayoria CD8"), linfocitos T TCR y&* y células NK (Abadie et al., 2012).

Como consecuencia de la activacion de linfocitos T y B, algunas de estas poblaciones son
expandidas localmente. Sin embargo, un aumento tan marcado en el numero de células puede
resultar de la proliferacion local y también de mecanismos de reclutamiento celular selectivo. Los
mecanismos de migracion que incrementan el numero de células y localizan las distintas
poblaciones en regiones definidas, no han sido estudiados en condiciones de enteropatia de

intestino delgado.

En condiciones homeostaticas, la migracion celular es realizada esencialmente en tres etapas: la
adhesion de la célula a la pared vascular, el pasaje de la misma a través del endotelio
(extravasacion) y, una vez en el tejido, la migracién hacia un sitio definido. En el primer paso es
critica la interaccion de moléculas como selectinas y Bi-integrinas, expresadas en la membrana
celular, con sus ligandos sobre el endotelio. La migracion en el tejido es gobernada por un
complejo sistema de ligandos, conocidos como quimoquinas, y sus receptores. Existen unas 40
quimoquinas en el ser humano que, desde el punto de vista estructural, se clasifican de acuerdo a
la posicion relativa de dos residuos de cisteina conservados. Los dos principales grupos son: CC
(con los dos residuos situados de manera adyacente) y CXC (ambos residuos separados por un
aminoacido). Existen también dos grupos menores: XC (carecen del primer residuo de cisteina) y

CX3C (ambos residuos estan separados por tres aminoacidos). Los receptores de quimoquinas
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reciben el nombre de acuerdo al tipo de ligando que unen (CCR, CXCR, etc.) y se han descripto un
total de 18 (Ebert et al., 2005). Este sistema, con su gran numero de quimoquinas y receptores, es
complejo y bastante promiscuo, con mas de un ligando para un mismo receptor y viceversa (Tabla

8).

Los receptores de quimoquinas pertenecen a la familia de receptores de siete dominios
transmembrana acoplados a proteina G, y son muchas las vias intracelulares que se disparan
luego de la unién a su ligando. De manera genérica, los segundos mensajeros dowstream a la
activacion de estos receptores abarcan principalmente a PLCB (phospholipase Cp),
Serina/Treonina quinasas y PI3Ky (phosphatidylinosifol 3-kinase-y). Aunque han sido reportado
varios efectos luego de la unidén quimoquina-receptor, el mas importante es el de quimotaxis, por el
cual la célula que expresa el receptor sufre modificaciones en su citoesqueleto y en la afinidad de
sus moléculas de adhesidon, y migra hacia regiones de mayor concentracion de ligando. Las
quimoquinas son secretadas, con lo cual, para no diseminarse y generar el gradiente necesario
para ejercer su efecto quimiotactico, se unen a glicosaminoglicanos (GAGs) cargados
negativamente de la matriz extracelular o superficie celular. Estos GAGs son expresados de
manera diferencial dependiendo del tejido, y tienen distintas afinidades por las diferentes
quimoquinas, fendbmeno que ayuda a direccionar la migracion celular de manera selectiva. En la
mayoria de los casos, la respuesta celular disparada por quimoquinas es de rapido montaje y corta
permanencia, dado que existen mecanismos de desensibilizacion mediante los cuales los
receptores son internalizados. En la desensibilizacion homaéloga un receptor es fosforilado por una
quinasa acoplada luego de la unién a su ligando e internalizado; en la desensibilizacién heterdloga
ocurre la internalizacion por fosforilacion del receptor aun sin union a ligando, mediada por una
quinasa activada por otra via. Estos mecanismos permiten una redistribucién continua del receptor
y una deteccién polarizada de quimoquinas, lo que hace mas efectivo el proceso de migracion

especifica (Olson y Ley, 2002; Ebert et al., 2005).
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Tabla 8. Quimoquinas y receptores.

CCR1
CCR2
CCR3
CCR4
CCR5
CCR6
CCR7
CCR8
CCR9
CCR10
CXCR1
CXCR2
CXCR3
CXCR4
CXCRS5
CXCR6
XCR1
CX;CR1

CCL1

>

CCL2

>

CCL3

CCL4

CCL5

> (> >
> > > >

CCL7

> (> > > >
> > >

CCL8

CCL11 A

CCL13

CCL14

CCL15

> (> > >
>

CCL16

CCL17 A

CCL18 A

CCL19 A

CCL20 A

CCL21 A

CCL22 A

CCL23 | A

CCL24 A

CCL25 A

CCL26 A

CCL27 A

CCL28 A

CXCL1

CXCL2

> > >

CXCL3

CXCL4 A

CXCL5 A

CXCL6 A

CXCL7

> > >

CXCL8 A

CXCL9

CXCL10

> > >

CXCL11

CXCL12 A

CXCL13 A

CXCL14

CXCL16 A

CXCL17

XCLA1

A
XCL2 A

CX3CL1 A

Se muestran las interacciones clasicas entre las diferentes quimoquinas (eje vertical) y receptores (eje
horizontal). El simbolo A indica interaccion entre las moléculas. No se conocen receptores para CXCL14 ni
para CXCL17. Adaptado de Steen et al., 2014.
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Las quimoquinas pueden clasificarse ademas en cuanto a su funcion en homeostaticas, las cuales
son constitutivamente producidas, y en inflamatorias, las cuales son producidas por células
activadas en un entorno inflamatorio. Esta separacién sin embargo no es estricta dado que no
todas pueden incluirse inequivocamente en una de las dos categorias. En algunos casos,
quimoquinas y receptores son restringidos a un solo tipo de proceso, mientras que en otros, el
mismo par puede ser usado por diferentes células con distintas consecuencias. Ademas, en ciertos
casos existen efectos sinérgicos o redundantes entre aquellos ligandos que comparten un mismo
receptor, mientras que también se puede observar que distintos ligandos disparen vias diferentes
en el mismo receptor (Steen et al., 2014). Es decir que se trata de un sistema verdaderamente
complejo, donde existen pocos casos de relaciones univocas y en el cual la mayoria muestra
redundancia o solapamiento. En la Tabla 9.1 se muestra para cada receptor las células que lo

expresan y en la Tabla 9.2 algunos ejemplos de quimoquinas y donde son producidas.

Tabla 9.1. Receptores de quimoquinas.

Receptor Tipo celular
CXCR1 mastocitos, monocitos, macrofagos y PMN
CXCR2 mastocitos, monocitos, macréfagos y PMN
CXCR3 Linfocitos T (Th1), Linfocitos B y Células NK
CXCR4 Linfocitos T y precursorr(?]séCLril)r};ogcl:(i)tss B, PMN, monocitos y
CXCR5 Linfocitos B, Linfocitos T de memoria
CXCR6 Linfocitos T de memoria
CCR1 Linfocitos T de memoria
CCR2 monocitos, CD, Células NK, basofilos y PMN
CCR3 eosinofilos, basofilos, mastocitos y Linfocitos T (Th2)
CCR4 Linfocitos T (Th2)
CCR5 Linfocitos T (Th1), monocitos, macréfagos y CD
CCR6 Linfocitos T de memoria, CD
CCR7 Linfocitos T, Linfocitos B, CD
CCR8 Linfocitos T (Th2)
CCR9 Linfocitos T a4B7", macréfagos, CD, timocitos
CCR10 Linfocitos T CLA"
CX;CR1 PMN, monocitos, macréfagos, Células NK, Linfocitos T
XCR1 Linfocitos T

CD: células dendriticas; PMN: células polimorfonucleares. CLA: cutaneous lymphocyte antigen. Adaptado de
Olson y Ley, 2002.
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Tabla 9.2. Ejemplos de tejidos donde son expresadas algunas quimoquinas.

Quimoquina Tejidos de expresion
CXCL8 Sitios de inflamacion neutrofilica
CXCL9/CXCL10/CXCL11 Inflamacion Th1; SNC, intestino
CXCL12 Timo, MO, o’rgano_s linfaticos
secundarios
CXCL13 Foliculos linfoides
CCL2 Inflamacién Th1; SNC, higado, pulmén
CCL3/CCL4 Inflamacién Th1; SNC, pulmoén
CCLS5 inflamacion Th1, Th2; pulmén, SNC
CCL19 Foliculos linfoides (zona T)
CCL20 vellosidad intestinal, piel
CCL21 organos linfoides, HEV
CCL25 intestino delgado, timo

SNC: sistema nervioso central; HEV: vénulas del endotelio alto; MO: médula ésea. Adaptado de Olson y Ley,
2002.

En el caso particular de la migracion celular en mucosa de intestino delgado, las CD presentes en
LP capturan y procesan antigenos provenientes del tejido o del lumen intestinal y migran a los GLM
donde activan y diferencian linfocitos T CD4* virgenes. Durante la activacion y diferenciacion T, las
CD inducen la expresion de la integrina a4p7 y del receptor de quimoquina CCR9. Luego de la
diferenciacion, estos linfocitos T CD4* circulan por el torrente circulatorio y arriban a sitios
particulares de los vasos de la LP, donde se produce el pasaje trans-endotelial guiado por la
molécula de adhesion MadCAM1 (expresada en la pared del endotelio) y la integrina a4f37. Una vez
en el tejido, el ligando que media el reclutamiento de células CCR9* es la quimoquina CCL25,
expresada constitutivamente en la mucosa de intestino delgado. Estos pares de ligando y receptor
estan involucrados en la migracion selectiva de linfocitos hacia la mucosa intestinal en condiciones

homeostaticas (Johansson-Lindbom y Agace, 2007; Gorfu et al., 2009).

En cambio, durante procesos inflamatorios, el reclutamiento celular esta preferencialmente guiado
por otras vias. Una de ellas es la del eje quimiotactico de CXCR3, una de las mas importantes en el
reclutamiento celular hacia sitios de inflamacién (Groom y Luster, 2011a). Por ejemplo, la
participacion del eje CXCR3 ha sido demostrada en casos de inflamacién crénica como artritis
reumatoidea (Lee et al., 2009; Laragione et al., 2011) y enfermedad inflamatoria intestinal
(Schroepf et al., 2010; Hosomi et al., 2011; Ostvik et al., 2013). CXCR3 se expresa principalmente

en linfocitos T y B, células NK, eosindfilos y monocitos (Lacotte et al., 2009). En particular, las
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células CD4+* del perfil Th1 expresan preferencialmente este receptor, y de hecho en muchos casos
ha sido utilizado como indicador del perfil Th1 (Loetscher et al., 1996; Sallusto et al., 1998; Groom y
Luster, 2011a). Este aspecto es particularmente relevante dado que en el caso de EC, la activacion

de linfocitos T esta direccionada hacia un perfil Th1.

La activacion de CXCR3 induce la proliferacidon y migracion celular. Este receptor interactua con
tres ligandos, CXCL9, CXCL10 y CXCL11, quimoquinas cuyas funciones biolégicas no son
completamente redundantes. Estas son inducidas por IFNy pero su patrén de expresion difiere
entre tejidos y aun no ha sido descripto por completo (Groom y Luster, 2011b). De los tres ligandos,
CXCL10 muestra una mayor asociacién con autoinmunidad (Nicoletti et al., 2002; Antonelli et al.,
2008; Laragione et al., 2011). CXCL10 es producido por linfocitos T CD4*, células NK y NKT,
monocitos, CD, fibroblastos, células endoteliales y células epiteliales (Lee et al., 2009; Liu et al.,
2011). Ademas de IFNy, hay otros estimulos capaces de inducir CXCL10 y por lo tanto amplificar la
cascada inflamatoria, tales como TNFa y los IFN de tipo | (Groom y Luster, 2011b). Cabe aclarar
que ha sido descripto un cuarto ligando de CXCR3, CXCL4, cuya principal fuente son las plaquetas
activadas y cumpliria funciones relacionadas a la modulaciéon de la angiogénesis. Dado que la
sefal que imparte no es suficiente como para generar acciones migratorias en las células blanco en

el tejido de interés, no fue incluido en este estudio (Vandercappellen et al., 2011).

El reclutamiento selectivo de células con funciones efectoras en el dafio tisular ha sido
caracterizado en varias patologias inflamatorias y autoinmunes. La interferencia de la llegada de
células efectoras a los sitios de dafo es considerada una estrategia de intervencion terapéutica
(Proudfoot, 2002; Villablanca et al., 2011). Por lo tanto, dado que los linfocitos CD4* Th1 dominan
la fase cronica de la EC, el avance en el conocimiento del rol del eje CXCR3 y sus ligandos en esta
patologia aportara conocimiento sobre los mecanismos basicos de dafo pero ademas podria

constituir una nueva propuesta de estrategia terapéutica.
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Objetivos especificos

La marcada infiltraciéon de linfocitos en LP de mucosa duodenal y el incremento en los LIEs son
aspectos tipicos en EC. A pesar de esto, los mecanismos que subyacen este reclutamiento

especifico no han sido estudiados.

Considerando la informacién descripta previamente, y dado que los linfocitos T CD4+* del perfil Th1
expresan preferencialmente el receptor CXCR3 y estan claramente involucradas en los
mecanismos de dafio que convergen en la enteropatia severa, el objetivo fue estudiar el rol del eje

CXCRB3/CXCL10 en el reclutamiento linfocitario en EC activa. Con este fin nos propusimos:

o Analizar la expresion de CXCR3 y sus ligandos CXCL9, CXCL10 y CXCL11 a nivel de
ARNmM en mucosa duodenal.

o Caracterizar la expresion de CXCR3 y de sus ligandos en células de la LP y del
compartimento intraepitelial de la mucosa duodenal.

o Estudiar la modulacion de CXCR3 y sus ligandos mediante estimulos de la inmunidad
innata.

e Evaluar el uso de CXCL10 sérico como biomarcador en EC.
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Materiales y métodos

Pacientes y muestras

Las biopsias duodenales de pacientes adultos y pediatricos fueron obtenidas durante el
procedimiento diagnéstico de rutina de EC realizados en los servicios de gastroenterologia del
Hospital Interzonal General de Agudos, General San Marin (HIGA San Martin) y del Hospital Sor

Maria Ludovica, ambos de la ciudad de La Plata.

Para los estudios de expresidon génica se obtuvieron en total muestras de 26 pacientes celiacos al
diagnéstico (6 adultos y 20 nifios), 6 pacientes celiacos en DLG (3 adultos y 3 nifios) y 25 biopsias
correspondientes a individuos no celiacos (9 adultos y 16 nifios) (Tabla 10). El diagndstico de EC
se realizé considerando criterios de histologia, analisis serologicos y signos clinicos. Aquellos
pacientes en dieta presentaron al momento de la toma de muestra una histologia normal a nivel de
la mucosa duodenal y serologia negativa para marcadores de EC de rutina. Los individuos del
grupo control fueron sometidos al estudio endoscépico por otros motivos (principalmente dispepsia
o diarrea). Todos ellos presentaron al momento de la toma de muestra serologia negativa para
marcadores de EC e histologia duodenal normal. Las muestras destinadas a analisis de expresion
génica se conservaron en RNAlater (Ambion, cat AM7020) y fueron almacenadas a -80°C hasta su
procesamiento. En cada caso se obtuvo una biopsia adicional que fue fijada en formol e incluida en

parafina para analisis de inmunofluorescencia.

Tabla 10. Distribucién de pacientes segun edad y género.

Grupo Poblacién | Fem. (n) Masc. (n) | Edad media | Rango
Control Adulta 6 3 41 30-61
Control Pediatrica 9 7 6 9-14
_ECal Adulta 6 0 35 20-47
diagnéstico
a2 Pediétrica 8 12 6 314
iagnéstico
DLG Adulta 2 1 49 26-66
DLG Pediatrica 3 0 6 3-10

La edad esta expresada en afos. Fem: femenino; Masc: masculino.
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Para los estudios de cultivo /n vifro, fueron obtenidas dos piezas de biopsia por paciente, las cuales

fueron transportadas en medio RPMI en frio de manera inmediata para su procesamiento.

Para los estudios por citometria de flujo se obtuvieron 3 piezas de biopsia duodenal por cada
individuo. Se transportaron de igual manera hasta el laboratorio para su inmediato procesamiento.

Se incluyeron 3 pacientes celiacos y 3 individuos controles pediatricos.

En algunos casos, al momento del estudio diagnéstico se realiz6 una extraccién de sangre y
consiguiente separacion del suero para el estudio por ELISA cuantitativo de los niveles de CXCL10
circulante. Se incluyeron en este ensayo un total de 26 pacientes celiacos al diagnéstico (15
adultos y 11 nifos), 9 celiacos en DLG (6 adultos y 3 nifios) y 21 pacientes de poblacién control (14

adultos y 7 nifos).

Consideraciones éticas

Todos los pacientes incluidos en el estudio, o sus padres o tutores cuando correspondia, dieron su
consentimiento informado por escrito. El estudio se realizé en el marco de un proyecto aprobado
por el comité de ética del Hospital Interzonal General de Agudos, General San Marin (HIGA San

Martin) y por el comité de ética del Hospital Sor Maria Ludovica, La Plata.

Estudios de expresion génica por PCR cuantitativa

Se realiz6é una extraccion de ARN total a partir de una biopsia duodenal entera por individuo. Se
utilizé un kit comercial (RNA Spin Mini kit, GE Healthcare cat 25-0500-72). La calidad y cantidad del
ARN total fue determinada mediante métodos espectrofotométricos convencionales. La
retrotranscripcion para obtener ADNCc se realizé a partir de 1ug del ARN total. Se utilizaron random
primersy la polimerasa MML-V (Molecular Probes, Invitrogen). La PCR cuantitativa se realizé en un
equipo IQ-Cycler (Bio-Rad) utilizando la mezcla SYBR Green (Invitrogen, cat 11761-100). Como
gen housekeeping se determind B-actina. La expresion relativa del gen se calculd mediante el
método “delta ct” (Ginzinger, 2002). En la Tabla 11 se detallan las secuencias de los pares de
primers empleados en este capitulo. Los protocolos de corrida corresponden a: 1) 95°C 10 minutos,
50 ciclos de 60°C durante 15 segundos y 72°C durante 45 segundos, y 95°C por 15 segundos; 2)
95°C 10 minutos, 50 ciclos de 62°C durante un minuto, y 95°C por 15 segundos.
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GEN Forward Primer Reverse Primer Programa

B-actina ATGGGTCAGAAGTCCTATGTG CTTCATGAGGTAGTCAGTCAGGTC 102
CXCL9 CCAAGGGACTATCCACCTACAATC | GGTTTAGACATGTTTGAACTCCATTC 1
CXCL10 | CTGACTCTAAGTGGCATTCAAGGA CAATGATCTCAACACGTGGACAA 1
CXCL11 GGGTACATTATGGAGGCTTTCTCA GAGGACGCTGTCTTTGCATAGG 1
CXCR3 AGCTTTGACCGCTACCTGAA TGTGGGAAGTTGTATTGGCA 1
IFNy GCAGAGCCAAATTGTCTCCT ATGCTCTTCGACCTCGAAAC 2
TNFa CTCAGCCTCTTCTCCTTCCT TTCGAGAAGATGATCTGACTGC 2
IFNB TGGGAGGCTTGAATACTGCCTCAA | TCTCATAGATGGTCAATGCGGCGT 2
IL-15 TGTCTTCATTTTGGGCTGTTTCA TCCTCCAGTTCCTCACATTCTTTG 1
IL-15Ra | GCCAGCGCCACCCTCCACAGTAA | GCCAGCGGGGGAGTTTGCCTTGAC 1

Inmunofluorescencia y microscopia confocal

Para estos ensayos se utilizaron biopsias duodenales incluidas en parafina. Se incluyeron
pacientes celiacos (al diagnéstico y en DLG) y controles de ambas poblaciones, pediatricos y
adultos. Se realizaron cortes de 5 ym de espesor en un micrétomo Leica. Las secciones fueron
rehidratadas y posteriormente sometidas a calor sumergidas en una soluciéon de recuperacion
antigénica comercial (Antigen Retrieval Citra Plus Solution, Biogenex, cat HK080-9K). Todas las
secciones fueron bloqueadas con suero de cabra al 2% en PBS. Para la marcacion de CXCR3 se
realizé una incubaciéon con 15 pg/ml de un anticuerpo murino anti-CXCR3 humano (R&D Systems,
cat MAB160) durante 1 hora y luego con una diluciéon 1:200 del fragmento F(ab"). de un anticuerpo
hecho en cabra anti-lgG de raton conjugado a Alexa-488 (Invitrogen, cat A11020), durante 30
minutos. Para la marcacion simple de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 las muestras se incubaron con
una dilucién 1:50 de anticuerpos policlonales hechos en conejo y dirigidos contra cada uno de las
quimoquinas humanas, segun corresponda (anti-CXCL9: abcam, cat ab9720; anti-CXCL10: Santa
Cruz, cat sc-28877; anti-CXCL11: abcam, cat ab9955), durante una hora y luego con una dilucion
1:200 de un anticuerpo hecho en cabra anti-IgG de conejo conjugado a Alexa-488 (Invitrogen, cat
A11008), durante 30 minutos. Entre cada incubacion, se realizaron lavados con PBS suplementado

con 0,1% de Tween-20.

Para las marcaciones dobles, las muestras se incubaron primero con el anticuerpo anti-CXCL9,

anti-CXCL10 o anti-CXCL11, y luego con una dilucion 1:200 de un anticuerpo hecho en cabra
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contra IgG de conejo conjugado a Alexa-647 (Invitrogen, cat A21246). Luego se incubaron durante
toda la noche con anticuerpos hechos en ratén anti-CD3 (DBS, cat Mob112-05), anti-CD138
(DAKO, cat M7228) o anti-HAM56 (Genetex, cat GTX72010) humanos en una dilucién 1:10, 1:25 o
1:50, respectivamente. Luego se realizd una incubacién con el anticuerpo secundario (una dilucién

1:200 del fragmento F(ab ") del anticuerpo anti-lgG de ratén conjugado a Alexa-488).

En todos los casos los nucleos fueron tefiidos con ioduro de propidio a la concentracion de 1 pg/ml
durante 15 minutos (Sigma, cat P4170). Los preparados fueron montados utilizando un medio de
montaje especial para fluorescencia (DakoCytomation, cat S3023) y visualizados en un microscopio

confocal TCS SP5 de Leica. Las imagenes fueron obtenidas con el software Leica LAS AF.

Recuento de células CXCR3* por inmunofluorescencia

Se trabajo con biopsias duodenales pertenecientes a 6 pacientes celiacos al diagnostico, 6
pacientes en DLG y 9 controles no celiacos, todos de la poblacién adulta. Se realiz6é la marcacion
de CXCRS tal cual se describid anteriormente. Los nucleos fueron tenidos con DAPI (Sigma, cat
D8417) a la concentracion de 1ug/ml por 3 minutos. Los preparados se visualizaron utilizando un
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ti (fuente de luz: X-Cites Series 120 Q). Las imagenes
se obtuvieron con una camara Nikon (Nikon Digital Sight DS Ri1) y con el software Nis-Elements. El
recuento de células positivas se realizé utilizando el software Image J, calibrado de manera tal de
poder medir el area de zonas de LP seleccionadas. Las areas de LP se seleccionaron a lo largo de
toda la seccidn histologica y sobre las mismas se realizo el recuento. Se expreso el resultado como
numero de células CXCR3* por mm2 de LP. El recuento se realiz6 como minimo sobre 150.000 ym?

de LP por preparado. No se tuvo en cuenta el compartimento intraepitelial ni las criptas.

Determinacion de CXCL10 sérico

La concentracion sérica de CXCL10 se determin6 por medio de un ELISA comercial (ELISA kit
Human IP-10 (CXCL10) cat KAC2361, Invitrogen, Camarillo, USA). Las muestras de sangre fueron
obtenidas de individuos adultos y pediatricos durante el procedimiento diagnostico. El suero se
conservo a -80°C hasta su procesamiento. Cada muestra fue diluida 1:2 o 1:10 antes de ser

testeadas.
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Estimulacion in vitro de biopsias duodenales

Se obtuvieron dos biopsias duodenales por paciente celiaco o individuo control, y se procesaron de
inmediato. Se utilizd como medio de incubacion medio RPMI suplementado con 62,4 pg/ml de
penicilina, 100 yg/ml de estreptomicina, 0,5 g/l de gentamicina (todas de laboratorios Bagd) y 10%
de suero fetal de ternero (Gibco). Las muestras se incubaron a 37°C y 5% CO; en este medio solo
o suplementado con estimulo segun el ensayo: IL-15 recombinante humana (BD Pharmingen), poly
I:C (polyinosinic-polycytidylic acid sodium salf, Sigma Aldrich, cat P1530), péptido p31-43 (péptido
derivado de gliadina; LGQQQPFPPQQPY) o péptido 8mer (péptido derivado de gliadina,
FPLQPQQP). En la Tabla 12 se detallan los estimulos, la concentracion empleada, tiempo de
incubacién y la cantidad de pacientes incluidos en cada protocolo. Luego de la incubacion, las
muestras fueron lavadas con HBSS con 0,5 g/l gentamicina y se procedié a la extraccién de ARN y

determinacion de expresidon génica (principalmente de CXCL10) tal cual se explicd anteriormente.

Tabla 12. Protocolos de cultivo in vitro de biopsias duodenales.

Estimulo Concentracion | Tiempo | Controles | Celiacos
Péptido p31-43 100 pg/ml 3 hs 13 14
Péptido p31-43 100 pg/ml 24 hs 5 10

Péptido 8mer 100 pg/ml 3 hs 8 5
IL-15 50 ng/ml 3 hs 18 19
IL-15 50 ng/ml 24 hs 5 8

Poly I:C 100 pg/ml 3 hs 14 4

Digestion de tejido y analisis por citometria de flujo

Se obtuvieron tres biopsias duodenales por paciente las cuales fueron transportadas en medio
RPMI en frio hasta el laboratorio y procesadas de inmediato. La suspension celular correspondiente
a enterocitos y LIEs se obtuvo por incubacion de las piezas en EDTA 1 mM en PBS durante 30
minutos en continua rotacion a 37°C. La suspension de células aisladas de LP se obtuvo realizando
una digestién del remanente de las piezas con ADNasa | (Roche) y colagenasa (Sigma) por 30
minutos a 37°C en rotacion. Esta suspension celular fue pasada a través de un filtro de un tamano
de poro de 40 um y lavada con PBS. Las células fueron bloqueadas con suero humano y marcadas
con anticuerpos conjugados por 15 minutos. Luego de la incubacion, las células fueron lavadas y
resuspendidas en PBS para ser analizadas en un citdmetro FACSCalibur (BD Biosciences). Los

datos se analizaron con el software FlowJo 7.6.2. Se utilizaron los siguientes anticuerpos hechos
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en ratén (todos de BD Pharmingen): anti-CD183 humano (clon 1C6/CXCR3) conjugado a APC,
anti-CD3 humano conjugado a FITC (clon UCHT1), anti-CD103 humano conjugado a PE (clon Ver-
ACTS8), anti-CD4 humano conjugado a PE (clon RPA-T4), anti-CD138 humano conjugado a PE
(clon MI15) y controles de isotipo IgG1 k conjugados a APC, PE o FITC (clon MOP-21).

Cultivo celular

La linea celular humana Caco-2 (célula epitelial de colon) fue propagada en medio de cultivo
DMEM (Sigma) suplementado con 15% de suero fetal bovino (Gibco), 1% buffer HEPES 1M
(Gibco), 1% penicilina/estreptomicina (Sigma) y 1% aminoacidos no esenciales (Gibco). Previo a
estimular, las células fueron crecidas hasta confluencia sobre placas de 24 fosas, y luego
cosechadas mecanicamente. Las lineas celulares humanas Daudi (linfoblastos B) y Jurkat
(linfocitos T) fueron propagadas en medio RPMI 1640 (Gibco), suplementado con 15% de suero
fetal bovino y 1% penicilina/estreptomicina. La linea celular humana THP-1 (monocitos) fue
cultivada en medio DMEM-GlutaMAX (Gibco) suplementado con 15% de suero fetal bovino y 1%
penicilina/estreptomicina. Para su estimulacion todas estas lineas fueron sembradas a razon de
200.000 células por fosa en placas de 96 pocillos. Las condiciones de cultivo fueron a 37°C en

atmosfera con 5% de CO.. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

Para estudios de expresion génica, las células Caco-2 y las células Daudi fueron incubadas durante
3 horas en medio solo o en presencia de los siguientes estimulos: IL-15 (50ng/ml), poly I:C (100
pg/ml) o IFNy (50 ng/ml; Becton Dickinson, cat. 554617). En otro esquema de estimulacion, las
cuatro lineas celulares fueron cultivadas durante 6 horas en medio solo o en presencia de los
siguientes estimulos: p31-43 (100 pg /ml), un péptido control no relacionado (PNR,
LDPLIRGLLARPACALQV) (100 pg /ml), poly I:C (100 pg/ml) o IFNy (50 ng/ml). Finalizada la
estimulacion, en todos los casos se realizé un lavado con PBS, y se centrifugaron las células y se
resuspendieron en buffer de lisis para continuar el protocolo de extraccion de ARN, obtencién de
ADNc y PCR cuantitativa ya descripto. La secuencia del péptido PNR corresponde al fragmento
535-551 de la tiroperoxidasa humana y ha sido utilizado previamente como control en ensayos

donde se evalua la actividad del p31-43 (Maiuri et al., 2003).
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Analisis por citometria de flujo de lineas celulares

Las células Caco-2, crecidas en las condiciones previamente descriptas, fueron sometidas a los
siguientes estimulos durante 24 horas: p31-43 (100 pg /ml), poly I:C (100 pg/ml), IFNy (50 ng/ml) o
medio solo. Tres horas antes de finalizar el tiempo, se agregé brefeldina en las fosas (10 pg/ml,
Invitrogen) para inhibir la secrecién de la quimoquina al medio. Las células fueron cosechadas
mecanicamente, lavadas con PBS y bloqueadas con suero humano durante 15 minutos. Se utilizé
el kit de permeabilizacion “Cytofix/Cytoperm” (BD Biosciences) segun instrucciones del fabricante.
Las células fueron luego incubadas secuencialmente con el anticuerpo anti-CXCL10 y el anticuerpo
anti-conejo conjugado a Alexa-488 empleados en los protocolos de inmunofluorescencia. Como

control se empled un anticuerpo policlonal anti-ovoalbumina hecho en conejo.

Las células Jurkat, crecidas en las condiciones previamente descriptas, se incubaron por triplicado
con los siguientes estimulos durante 24 horas: p31-43 (100 ug /ml), poly I:C (100 pg/ml), IL-15 (50
ng/ml) o medio solo. Luego las células fueron lavadas con PBS, bloqueadas con suero humano
durante 15 minutos e incubadas con el anticuerpo anti-CD183 humano (clon 1C6/CXCR3)
conjugado a APC durante 30 minutos. Se utilizd el control de isotipo de IgG1 k conjugado a APC

(clon MOP-21).

Todas las células fueron lavadas y resuspendidas en PBS para su evaluacion en el citémetro

FACSCalibur tal cual fue descripto anteriormente.

Inmunofluorescencia y recuento celular en Caco-2 estimuladas

Las células Caco-2 fueron cultivadas y estimuladas por triplicado en las condiciones descriptas
para citometria de flujo. En este ensayo se agregé ademas el estimulo control con PNR (100
pg/ml). Las células fueron fijadas con una solucion de paraformaldehido 4% y sacarosa 4% en PBS
durante 15 minutos, sometidas a dos lavados con NH4+Cl 50 mM y permeabilizadas con triton 0,1%
en PBS durante 10 minutos. Luego de un bloqueo con suero de cabra al 2%, se realiz6 la
marcacion con incubaciones secuenciales con el anticuerpo anti-CXCL10 y el anti-conejo
conjugado a Alexa 488 ya descriptos. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI (Sigma, cat D8417) a la
concentracion de 1ug/ml por 3 minutos. Entre cada paso del protocolo se realizaron lavados con

PBS-Tween 0,1%.
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Los preparados se visualizaron utilizando el microscopio de fluorescencia invertido Nikon Eclipse Ti
como ya fue descripto. Las imagenes se obtuvieron utilizando el objetivo 20x y se realizd el
recuento sobre 3 campos en cada replicado. Se realizo el recuento de nucleos totales empleando
la herramienta de analizador de particulas del software Image J. Las células positivas se contaron
en forma manual y se expresaron los resultados como porcentaje de células CXCL10 positivas

respecto al total de nucleos.

Analisis estadisticos

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.0. Valores de
p<0,05 fueron considerados significativos. Las comparaciones de niveles de expresion o células
positivas entre los grupos estudiados (pacientes celiacos, pacientes en DLG y controles) se
realizaron utilizando un test T no pareado. Para los estudios de correlaciéon se emple6 el test de
correlacion de Pearson. Los niveles de expresion en los ensayos /in vifro en biopsias de un mismo
paciente en distintas condiciones se analizaron con un test T pareado. En los ensayos de cultivo
celular o recuento por inmunofluorescencia de células Caco-2, los distintos tratamientos fueron
comparados con la situacion basal mediante un test T no pareado. En el caso de comparar niveles

de induccion, se utilizé un test T para Unica muestra comparando con una media teérica igual a 1.
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Resultados

Analisis de los niveles de CXCL10 en sangre periférica

La quimoquina CXCL10 ha sido encontrada en niveles aumentados en suero de pacientes que
cursan distintas enfermedades inflamatorias o procesos autoinmunes tales como diabetes tipo | o
esclerosis sistémica (Antonelli et al., 2008; Rabquer et al., 2011). Dada la naturaleza crénica de la
enteropatia en EC y considerando que esta fundamentalmente asociada a un perfil Th1, nos
propusimos evaluar, por ELISA cuantitativo, los niveles de CXCL10 en suero de pacientes celiacos
al diagndstico, pacientes en DLG y controles de poblaciéon pediatrica y adulta (Figura 19a). Dado
que la distribucion de los resultados no presentd diferencias estadisticamente significativas entre
los dos grupos etarios, el analisis posterior fue realizado sobre el conjunto de los resultados de
ambas poblaciones (Figura 19b). Se observa que los niveles de CXCL10 en suero fueron
significativamente mayores en el grupo con EC activa respecto a controles. Los niveles de CXCL10
en el grupo en DLG resultaron levemente aumentados respecto al grupo control pero fueron
menores a los observados en el grupo no ftratado, aunque las diferencias no fueron

estadisticamente significativas.
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Figura 19. Determinacion de los niveles séricos de CXCL10. A) Analisis por ELISA de CXCL10
circulante en poblacion pediatrica (Ped) y adulta (Ad) en forma separada, de pacientes con EC al diagndstico,
pacientes en DLG y controles no celiacos. Test T no pareado; diferencias estadisticamente no significativas.
B) Niveles séricos de CXCL10 en muestras de individuos de grupo control (n=21), pacientes al diagnéstico de
EC (n=26) y pacientes en DLG (n=9). Test T no pareado; ***p<0,001.
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Estos resultados muestran una relacion entre los niveles de CXCL10 en sangre periférica y la
enteropatia activa, y pensamos que esta observacidén podria vincularse con un incremento en la

produccion de CXCL10 en el sitio activo de inflamacién, es decir, la mucosa duodenal.

Desde el punto de vista aplicado, la determinacién de CXCL10 en sangre periférica puede resultar
un biomarcador util en el diagnéstico de EC, aunque se deben realizar estudios con un numero

mayor de muestras para poder estimar la capacidad predictiva de este ensayo.

Expresion de los ligandos de CXCR3 (CXCL9, CXCL10 y CXCL11) en mucosa
duodenal

Los estudios de expresidon en mucosa duodenal a nivel de ARNm se realizaron mediante PCR
cuantitativa en muestras de biopsias duodenales. Nuevamente, se realizé un estudio comparativo
entre pediatricos y adultos y se constaté que el comportamiento en ambas poblaciones es similar
(Figura 20a). Por esta razon, de aqui en adelante se traté a ambas poblaciones en conjunto (Figura
20b). Se observaron niveles de ARNm de CXCL10 y de CXCL11 significativamente aumentados en
muestras de pacientes celiacos al diagnéstico comparado con controles. Ademas, aquellos
pacientes en DLG presentaron niveles comparables a los observados en controles. Por el contrario,
CXCL9 no presenté diferencias entre los tres grupos estudiados. Estos resultados indican que
existe una activa produccion de CXCL10, y también de CXCL11, en duodeno de pacientes celiacos
mientras consumen gluten, y la misma retorna a niveles basales cuando se excluye el gluten de la

dieta.

Por otro lado, es interesante mencionar que los niveles de ARNm de CXCL10 y CXCL11 mostraron
una marcada correlacion positiva tanto en biopsias de pacientes con EC activa como en controles
no celiacos (Figura 20c). CXCL9 en cambio, se observé siempre en niveles muy bajos de

expresion y no correlacionados con ninguna de las otras dos quimoquinas (no mostrado).

Por lo tanto, estos resultados indican que en pacientes celiacos la ingesta de gluten es un fuerte

inductor de la produccion local de CXCL10 y CXCL11.
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Figura 20. Analisis de expresion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en mucosa duodenal. A)
Determinacién de los niveles de expresion (ARNm) de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 por PCR cuantitativa en
biopsias duodenales de poblacion adulta (Ad) y pediatrica (Ped) de pacientes con EC activa, pacientes en
DLG y controles no celiacos. Niveles referidos a [(-actina, unidades relativas (UR). Test T no pareado
diferencias estadisticamente no significativas. B) Determinacion de los niveles de expresién (ARNm) de
CXCL9, CXCL10 y CXCL11 por PCR cuantitativa en biopsias duodenales de pacientes con EC activa (n=26),
pacientes en DLG (n=6) y controles no celiacos (n=25). Niveles referidos a -actina, unidades relativas (UR).
Test T no pareado *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001. C) Analisis de correlacion entre la expresion de CXCL11 y
CXCL10 en biopsias duodenales en pacientes al diagndstico y en controles. Test de correlacion de Pearson.

Se muestran los valores de r y p.
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Correlacion de la expresion de los ligandos de CXCR3 con IFNy, IFNB y TNFa

en mucosa intestinal
La expresion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 es modulada por diferentes factores solubles, entre

los cuales se destacan IFNy, IFNB y TNFa (Groom y Luster, 2011b). Con el fin de evaluar si existe
una relacién entre estas citoquinas y CXCL9, CXCL10 y CXCL11, se determinaron por PCR
cuantitativa los niveles de ARNm de estos tres inductores en biopsias duodenales de pacientes y
controles, utilizando las mismas muestras donde se estudiaron los niveles de expresion de CXCLS9,
CXCL10 y CXCL11 (Figura 21a). Como era de esperar, los niveles de ARNm de IFNy fueron
significativamente elevados en pacientes al diagnéstico. Por lo contrario, los niveles de TNFa se
observaron disminuidos en este grupo. Los niveles de IFNB mostraron una tendencia a estar
elevados en el grupo con EC activa aunque no se observd una diferencia estadisticamente

significativa.

Los niveles de ARNm de CXCL10 mostraron una correlacion positiva significativa con los de IFNy
tanto en tejido proveniente de pacientes con EC activa como en controles (Figura 21b). Esta
quimoquina no mostré correlacién alguna con los niveles de expresion de IFNB ni de TNFa (no
mostrado). Por el contrario, los niveles de ARNm de CXCL11 mostraron una correlacion positiva
significativa con los de IFNy sélo en el grupo con EC activa y con los de IFN en el grupo control

(Figura 21c).

75



Capitulo 2

A
20 ek * *kk
Y 50 - 20-
(14
51.5 - > 40- X 5
% 5 304 *% g
o 1.0 - (14 — o 10-
: :
[an )
> J
&0 Z 104 £ 5
Z T
0.0 0 0-
e L 0 2 o 0O o ©
& < Qv & 2R N & &
S N N
O P P
B 80, EC activa 20, Controles
o r=0.4233 p=0.0312 r=0.5448 p=0.0049
) ° - ° °
= 604 R e 15 1
=z ™ =
(14 (1.4
< 40 e <10¢ °
o o °
3 3
20 5
>
S| 5

o

0 1 2 3
IFNy ARNm UR

1 2
IFNy ARNm UR

Figura 21. Analisis de correlacidon entre niveles de los ligandos de CXCR3 con IFNy, IFNB y
TNFa (Inicio). A) Los niveles de ARNm de IFNy, IFNB y TNFa fueron determinados por PCR cuantitativa en
biopsias duodenales del grupo de controles (n=25), pacientes con EC activa (n=26) y pacientes en DLG (n=6)
previamente evaluados para los ligandos de CXCR3. Niveles referidos a B-actina, unidades relativas (UR).
Test T no pareado. *p<0,05; **p<0,005; ***p<0,001. B) Andlisis de correlacién entre niveles de ARNm de
CXCL10 e IFNy en EC activa y en el grupo control. Test de correlacién de Pearson. Se muestran los valores

deryp.
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Figura 21. Analisis de correlacion entre niveles de los ligandos de CXCR3 y IFNy, IFNB y
TNFa (Continuacion) C) Andlisis de correlacion entre los niveles de ARNm de CXCL11 e IFNy, y de
CXCL11 con IFNB en pacientes con EC activa y en controles. Test de correlacion de Pearson. Se muestran
los valores dery p.

Patron de expresion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en mucosa duodenal y sus
fuentes celulares
Con el fin de evaluar la expresion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en intestino delgado se realizaron

estudios por microscopia confocal de fluorescencia en cortes de biopsias de duodeno (Figura 22).
Se observd una escasa expresion de CXCL9, limitada a un muy bajo numero de células aisladas en
LP. El patrén fue similar en pacientes con EC activa y en controles. En contraste, se observo una
abundante expresion de CXCL10 en mucosa duodenal con EC activa. Este patron fue muy
diferente al observado en controles o en pacientes en DLG, quienes presentaron a nivel de la LP

so6lo algunas células aisladas positivas para esta quimoquina. En el caso de inmunomarcacién para
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CXCL11, no se obtuvieron imagenes tan contrastantes entre duodeno control y con enteropatia. Si
bien la expresion en celiacos al diagndstico se encuentra aumentada, los niveles basales de
expresion en los individuos controles (o en DLG, no mostrado) son mas elevados comparados con
los observados para CXCL10. Dado que la marca para CXCL10 y para CXCL11 se encuentra
también por fuera de las células en el caso de celiacos, es decir en la matriz extracelular, no fue

posible realizar un analisis cuantitativo mediante recuento de células positivas.

Es interesante resaltar que esta sobreproduccion a nivel de duodeno en pacientes con EC activa es
coherente con la elevada concentracion sérica de CXCL10 encontrada en el suero de pacientes
celiacos al diagnéstico. Por lo tanto, es posible inferir que la mucosa duodenal seria la principal

fuente de CXCL10 circulante en pacientes que aun no han excluido el gluten de su dieta.

CXCL9 CXCL10 CXCL11

0 yim 50

CONTROLES

EC ACTIVA

Figura 22. Expresion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en mucosa duodenal. Imagenes
representativas del analisis por microscopia confocal de fluorescencia sobre biopsias duodenales de
pacientes celiacos al diagnéstico y controles. Se muestran CXCL9, CXCL10 y CXCL11 (marcados en verde)
y los nucleos (marcados en rojo).Objetivo 63x, zoom de escaneo 1x.
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Estos estudios permitieron realizar ademas un analisis detallado de las fuentes celulares de estas
quimoquinas. Por su baja expresion, las fuentes de CXCL9 no fueron identificadas. Las imagenes
de inmunofluorescencia revelaron marca de CXCL10 en enterocitos s6lo en casos de pacientes con
EC activa. Por el contrario, se observaron enterocitos CXCL11* tanto en biopsias de pacientes con
EC como en controles (Figura 23). Estos resultados sugieren que la produccién de CXCL10 parece

ser un fendmeno mas especifico de respuesta frente a la ingesta de gluten en pacientes celiacos.

EC ACTIVA CONTROL

Figura 23. Expresion de CXCL10 y CXCL11 en epitelio duodenal. Andlisis por microscopia de
fluorescencia confocal sobre cortes de biopsias duodenales de pacientes celiacos al diagndstico (i y iii) y
controles (ii y iv). Se observan los nucleos en rojo y CXCL10 o CXCL11 en verde. Las flechas muestran
enterocitos productores de quimoquina. Objetivo 63x, zoom escaneo 1,7x.

Dado que la enteropatia celiaca se caracteriza por un infiltrado masivo de linfocitos T y de células
plasmaticas, evaluamos células CD3* y células CD138* como posibles fuentes de estas
quimoquinas (Figuras 24 y 25). En el analisis de colocalizacién de CD3 y CXCL10 no observamos

linfocitos T productores de CXCL10. Sin embargo, se observaron células CD138+ CXCL10* en
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abundancia en cortes de biopsias duodenales de pacientes con EC activa. Los pacientes en DLG y
los individuos no celiacos presentaron también células plasmaticas CXCL10* aunque en menor
proporcion. De manera analoga, en el caso de CXCL11, las imagenes no evidenciaron células
CD3* CXCL11+* pero si células CD138* CXCL11* en mucosa duodenal tanto de pacientes como de
controles. También se investigd la existencia de células HAM56* para determinar si los macréfagos
son productores de alguna de estas quimoquinas pero los resultados fueron negativos (imagenes

no mostradas).

CONTROLES EC ACTIVA

CD3 CXCL10

0 *pgm 25

[
o

CD138 CXCL10

Figura 24. Producciéon de CXCL10 en la mucosa duodenal. Imagenes representativas del andlisis
por microscopia confocal de fluorescencia sobre cortes histolégicos de biopsias duodenales de pacientes con
EC activa y controles. Se realizé6 una doble marcacion con CD3 o CD138 (verde) y CXCL10 (rojo). Los
nucleos se observan en azul. Objetivo 63x, zoom escaneo 1,7x.

80



Capitulo 2

Estos resultados confirman la sobreproduccion de CXCL10 en celiacos, y sugieren que las células
plasmaticas serian las principales productoras de CXCL10 en LP. También indican que los
enterocitos cumplirian un rol importante como productores de CXCL10 en el compartimento epitelial
durante la enteropatia celiaca. Si bien CXCL11 también es producido en mucosa duodenal y
comparte las fuentes de produccion con CXCL10, su expresion no estaria limitada a la respuesta

frente a la ingesta de gluten.
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Figura 25. Produccién de CXCL11 en la mucosa duodenal. Imagenes representativas del andlisis
por microscopia confocal de fluorescencia sobre cortes histolégicos de biopsias duodenales de pacientes con
EC activa y controles. Se realizé6 una doble marcacion con CD3 o CD138 (verde) y CXCL11 (rojo). Los
nucleos se observan en azul. Objetivo 63x, zoom escaneo 1,7x.
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Las poblaciones linfocitarias que infiltran la LP en EC expresan CXCR3

Dado que el numero de linfocitos T CD4* Th1 esta caracteristicamente aumentado en la mucosa
duodenal de pacientes con EC activa, y a su vez estas células expresan el receptor CXCR3,
nuestra hipétesis planteé que la sobreproduccion de CXCL10 (y también CXCL11) observada en la

mucosa podria estar implicada en el reclutamiento de los linfocitos Th1 durante la enfermedad.

Para evaluarlo, analizamos la presencia de células CXCR3* en biopsias duodenales de pacientes y
controles por inmunofluorescencia y citometria de flujo (Figuras 26 a 29). Las imagenes obtenidas
mediante microscopia confocal revelaron una importante presencia de células CXCR3* en LP de
pacientes celiacos al diagnéstico (Figura 26a). Realizando un recuento de células CXCR3* en
areas de LP, observamos una mayor cantidad de estas células en el grupo con EC activa respecto

a controles y a pacientes en DLG (Figura 26b).
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Figura 26. Recuento de células CXCR3*. A) Imagenes representativas del analisis por microscopia
confocal de fluorescencia sobre cortes de biopsias duodenales de pacientes celiacos al diagnéstico (i),
individuos control (i) y pacientes en DLG (iii). Se observan células CXCR3" en verde y nucleos en rojo.
Objetivo 63x, zoom escaneo 1x. B) Recuento de células CXCR3" por unidad de area en secciones de LP de
los tres grupos de estudio. Test T no pareado; **p<0,01.
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El hecho de que los pacientes en dieta presenten niumeros similares de células CXCR3* en LP a
los encontrados en controles, sugiere que el efecto del gluten seria responsable de este
reclutamiento activo de células CXCR3* hacia la mucosa duodenal, y que la adherencia a una dieta

estricta sin gluten restablece estos numeros a los observados en tejidos sanos.

Los linfocitos T y las células plasmaticas, son las dos poblaciones mas numerosas que infiltran la
LP en EC activa. Para evaluar si estas células son reclutadas en respuesta a la activacion del eje
CXCR3/CXCL10, se aislaron células a partir de biopsias duodenales y se estudiaron por citometria
de flujo. Se observo que practicamente todas las células CD138* expresan CXCR3 (Figura 27a).
Ademas, si bien se analizaron pocas muestras y la estadistica no mostro diferencias significativas,
la comparacion entre individuos controles y pacientes con EC activa revel6 claramente una mayor
cantidad de estas células en la LP. Dentro de la poblacién de linfocitos CD3*CD4* también
observamos expresion de CXCR3 (Figura 27b). El analisis cuantitativo mostro, como era de
esperar, una mayor proporcion de estas células en la LP de pacientes celiacos (Figura 27c¢), y lo
mismo para la poblacién CD3*CD4+*CXCR3*. A su vez, dentro de la poblacién infiltrante CD3+*CD4+,
se observd una mayor proporcion de células positivas para CXCR3 en el grupo con EC activa.
Finalmente, la poblacion CD3+*CD4-, presumiblemente CD8*, presentd resultados analogos en
cuanto a mayor presencia relativa en EC que en controles, a excepcion de que dentro de esta

subpoblacién la presencia de CXCRS3 no resulté ser predominante en EC (Figura 27d).
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Figura 27. Caracterizacién de las células CXCR3" en LP (/nicio). A) Analisis representativo de
células de LP aisladas de biopsias duodenales obtenidas de un paciente celiaco y analizadas por citometria
de flujo. Se muestran células CD138" que expresan CXCR3 y el estudio cuantitativo comparativo entre
muestras de celiacos al diagnéstico y controles (cantidades porcentuales de células CD138 CXCR3"
respecto al total de células, Test T no pareado, diferencias estadisticamente no significativas).
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Figura 27. Caracterizacién de las células CXCR3* en LP (Continuacién). B) Analisis
representativo de células de LP aisladas de biopsias duodenales obtenidas de un paciente celiaco y
analizadas por citometria de flujo. Se muestran células CD3'CD4" o CD3'CD4" que expresan CXCR3. C)
Andlisis cuantitativo comparando entre controles y celiacos las cantidades porcentuales en el compartimento
de LP de células CD3'CD4" o CD3'CD4'CXCR3" respecto a células totales. También se muestra la
proporcién de células CD3"CD4"CXCR3" en la poblacién CD3'CD4". Test T no pareado; *p<0,05. D) Analisis
cuantitativo comparando entre controles y celiacos las cantidades porcentuales en el compartimento de LP
de células CD3"CD4” o CD3"CD4 CXCR3" respecto a células totales. También se muestra la proporcién de
células CD3"CD4 CXCR3" en la poblacion CD3'CD4". Test T no pareado, **p<0,01.

Todos estos resultados en su conjunto sugieren una activa participacion del eje CXCR3/CXCL10 en

el reclutamiento de las poblaciones linfocitarias mas relevantes en EC hacia la mucosa duodenal.
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Expresion de CXCR3 en la poblacion de linfocitos intraepiteliales

Como se ha mencionado, el aumento de LIEs es un marcador caracteristico en EC activa. Nos
propusimos evaluar si el eje de CXCR3 podria estar involucrado en un reclutamiento selectivo de
estas células. En primer lugar se realizaron estudios por microscopia confocal sobre secciones de
biopsias duodenales. Las imagenes de fluorescencia evidenciaron la presencia de células CXCR3*
en el compartimento intraepitelial. De manera caracteristica estas células fueron mas

frecuentemente encontradas en celiacos no tratados que en controles (Figura 28).

Control

Figura 28. Analisis por microscopia confocal de las células CXCR3" en el compartimento
intraepitelial. Imagenes representativas del analisis de la expresion de CXCR3 por microscopia confocal
sobre cortes histologicos de biopsias duodenales de un paciente celiaco y un control. Las flechas sefialan
células CXCR3" del compartimento intraepitelial (verde). Nicleos marcados en rojo. Objetivo 63x, zoom
escaneo 1,7x.

En segundo lugar realizamos estudios por citometria de flujo, para lo cual incorporamos el
marcador CD103, el cual se expresa en los LIEs (aunque no de manera exclusiva) y es util para su
caracterizacion. Los resultados de estos analisis sobre las células aisladas del compartimento
epitelial de biopsias duodenales confirmé la presencia de LIEs CD3*CD103*CXCR3* (Figura 29a).
El analisis cuantitativo comparando celiacos con controles mostrd, como era de esperar, una mayor
presencia de células CD3*CD103* en este compartimento y mayor presencia de
CD3*CD103*CXCR3*, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Llamativamente, las células CXCR3* dentro de la poblacién CD3*CD103* representan una menor

proporcion en celiacos que en controles (Figura 29b).
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Estos resultados sugieren que la produccién de CXCL10 por parte de los enterocitos seria
responsable del reclutamiento de linfocitos CXCR3* hacia el compartimento intraepitelial. Como
hemos mencionado, aunque CXCL11 también es expresado en la mucosa, CXCL10 nos resulta
mas interesante ya que sus sefnales de induccion parecen depender directamente de la ingesta de

gluten o0 mas genéricamente, de un estado inflamatorio.
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Figura 29. Analisis por citometria de flujo de la expresion de CXCR3 en células aisladas del
compartimento intraepitelial. A) Citometria de flujo representativa correspondiente a la fraccion epitelial
proveniente de la digestion de biopsias duodenales de un paciente celiaco. Se muestran células
CD3'CD103"CXCR3". B) Andlisis cuantitativo comparando entre controles y celiacos las cantidades
porcentuales en el compartimento epitelial de células CD3"CD103" o CD3"CD103"CXCR3". Los porcentajes
son respecto a células totales. También se muestra la proporcion de células CD3'CD103"CXCR3" en la
poblacién CD3"CD103". Test T no pareado, **p<0,01.
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Analisis de la induccion in vitro de los ligandos de CXCR3 en biopsias
duodenales: respuesta a poly I:C, IL-15 o0 p31-43

Las infecciones virales y la citoquina IL-15, han sido sugeridos como disparadores de los
mecanismos de dafio que ocurren a nivel de la mucosa duodenal en etapas tempranas de la EC
(Sollid y Jabri, 2013). En las infecciones virales, la respuesta innata genera una serie de sefnales
que pueden, en parte, ser modeladas por el ligando sintético poly I:C. Por otro lado, el péptido
derivado de a-gliadina, p31-43, ha sido sefalado como disparador de mecanismos innatos en la
mucosa intestinal (Maiuri et al., 2003). En este sentido, nos propusimos evaluar si estos estimulos
pueden modular la expresion de los ligandos de CXCR3. Con este fin, biopsias duodenales de
controles y de pacientes con EC activa se incubaron en presencia o ausencia de poly I:C, IL-15 0

p31-43 .

Efecto de poly I:C

El estimulo con poly I:C indujo un incremento en los niveles de ARNm de CXCL10 y CXCL11 en
muestras de la poblacion control, mientras que los resultados fueron mas heterogéneos en las
muestras de poblacién celiaca (Figura 30). Es conocido que poly I:C induce CXCL10 en diferentes
sistemas experimentales /in vifro. Nuestros resultados indican que la mucosa intestinal de tejido
sano responde rapidamente al estimulo con poly |:C produciendo CXCL10 y CXCL11. En cambio,
la induccion de las quimoquinas no se observa en el caso de muestras con enteropatia,
posiblemente debido a que los mecanismos de induccion se encuentran ya sobre-activados. En el

caso de CXCL9, no se observaron cambios en ninguna de las dos poblaciones.
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Figura 30. Induccién de la expresiéon de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 por poly I:C. Analisis por
PCR cuantitativa de la induccién in vitro de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en piezas biopsias duodenales de
individuos controles (circulos verdes) y de pacientes celiacos al diagndstico (circulos rojo) incubadas con
medio solo (basal) o con poly I:C (100 pg/ml) durante 3 horas. Unidades relativas (UR) de ARNm de cada
quimoquina, niveles referidos a -actina. Test T pareado; *p<0,05 **p<0,01.

Efecto de IL-15

Cuando las biopsias se incubaron en presencia de IL-15, CXCL9 y CXCL11 no presentaron
cambios significativos en su expresion. Sin embargo, se observd una induccion en los niveles de
ARNm de CXCL10 en el grupo control, y no en el celiaco (Figura 31). Al igual que en el caso de la
estimulacion con poly I:C, podriamos inferir que, al ser la mucosa celiaca un tejido sobre-
estimulado por su condicién inflamatoria cronica, los posibles efectos de la adicién ex vivo de estos
estimulos no disparan nuevas inducciones. Sin embargo, este resultado muestra que existiria una
conexion directa entre IL-15 y CXCL10 en duodeno. Evaluando el efecto de IL-15 sobre CXCL10 a

24 horas no observamos diferencias respecto al basal en ninguno de los dos grupos (no mostrado).
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Figura 31. Induccién de la expresion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 por IL-15. Analisis por PCR
cuantitativa de la inducciéon in vitro de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en piezas biopsias duodenales de
individuos controles (circulos verdes) y de pacientes celiacos al diagndstico (circulos rojo) incubadas con
medio solo (basal) o con IL-15 (50 ng/ml) durante 3 horas. Unidades relativas (UR) de ARNm de cada
quimoquina, niveles referidos a $-actina. Test T pareado; *p<0,05.

Ante estos resultados, nos parecid interesante estudiar la relacion funcional entre IL-15 y CXCL10.
Dado que el control de la expresion de IL-15 es muy complejo, ya que esta puede ser almacenada
y transpresentada asociada a su receptor, nos propusimos evaluar la relacion entre la expresion de
CXCL10 y los niveles del receptor de IL-15 (IL-15Ra). Para esto se analizaron por PCR
cuantitativa, los niveles de ARNm de CXCL10 e IL-15Ra en biopsias de pacientes celiacos al
diagnéstico, pacientes en DLG e individuos no celiacos. Los resultados mostraron un mayor nivel
de IL-15Ra en individuos controles (Figura 32a). Es de destacar, que se observo una correlacion
positiva y significativa con CXCL10 en el grupo control, pero no en celiacos (Figura 32b y c). Al
estudiar los niveles de ARNm de IL-15 en las mismas biopsias, encontramos niveles mayores en

controles que en celiacos (Figura 32d). El patrén de correlacion entre IL-15 y CXCL10 no fue

89



Capitulo 2

significativo en ninguno de los dos grupos pero es interesante destacar que presentd tendencias
opuestas (Figura 32e y f). Hay que remarcar que los niveles de ARNm no reflejan la actividad
biolégica de IL-15. De hecho, se han observado altos niveles de este transcripto de manera
constitutiva en tejidos no inflamados (Fehniger y Caligiuri, 2001). Las determinaciones de IL-15 a
nivel de proteina son técnicamente dificiles de realizar y esto, en parte, ha conducido a la enorme

discrepancia de resultados que se encuentran en la bibliografia.
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Figura 32. Relacién entre IL-15, IL15Ra y CXCL10. A) Evaluacién de los niveles de ARNm de IL-15Ra
en biopsias duodenales de controles (n=25), pacientes con EC activa (n=26) y pacientes en DLG (n=6) por
PCR cuantitativa. Niveles referidos a 3-actina, unidades relativas (UR). Test T no pareado, **p<0,01. By C)
Correlacion entre los niveles de ARNm de IL-15Ra y CXCL10 en controles (circulos verdes) y celiacos
(circulos rojos). Test de correlacion de Pearson. D) Evaluacién de los niveles de ARNm de IL-15 en biopsias
duodenales de individuos controles, pacientes con EC activa y pacientes en DLG por PCR cuantitativa (Test
T no pareado, *p<0,05). E y F) Correlacion de los niveles de ARNm de IL-15Ra y CXCL10 en controles
(circulos vedes) y celiacos (circulos rojos). Test de correlacidon de Pearson.
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En algunos tipos celulares, especialmente LIEs, IL-15 es capaz de inducir la expresion de IFNy
(Fehniger y Caligiuri, 2001; Mention et al., 2003). Determinando por PCR cuantitativa los niveles de
IFNy en biopsias duodenales incubadas en presencia de IL-15 durante 3 horas, observamos una
tendencia hacia mayores niveles de expresién tanto en el grupo con EC activa como en controles
(Figura 33a). Las condiciones del ensayo no nos permiten dilucidar si el aumento en la expresion
de CXCL10 producido por IL-15 en biopsias controles es mediado, al menos parcialmente, por un
aumento en la expresion de IFNy. Por otro lado, se estima que IFNy puede inducir la expresion de
IL-15 a nivel transcripcional (Fehniger y Caligiuri, 2001). En biopsias duodenales de tejido normal
observamos una correlaciéon positiva entre los niveles de ARNm IFNy e IL-15, distinto al caso de
muestras con EC activa, donde no se observo ninguna relacion clara (Figura 33b). Esto podria
reflejar una regulacién a nivel transcripcional de IL-15 mas notoria en el tejido sano, mientras que
en la enteropatia claramente predominan mecanismos post-transcripcionales y post-traduccionales

de la citoquina.

Otro aspecto analizado fue la relacion entre los niveles de mensajero de IL-15Ra y de IFNy, los
cuales presentaron correlacion positiva en el grupo con EC y no en controles (Figura 33c).
Probablemente este hecho sea consecuencia de poblaciones celulares como LIEs (quienes
expresan IL-15Ra) incrementadas en EC, capaces de producir IFNy en un entorno con elevada IL-

15 (Di Sabatino et al., 2006).
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Figura 33. Induccion de IFNy por IL-15 y relaciéon del eje IL-15 con IFNy. A) Determinacion de los
niveles de ARNm de IFNy en biopsias duodenales de individuos control (circulos en verde) o de pacientes
celiacos al diagndstico (circulos en rojo) incubadas en presencia de IL-15 (50 ng/ml) o medio solo (basal)
durante tres horas. No se observaron diferencias significativas. Test T pareado. B y C) Se muestran los
niveles de correlacion entre los niveles de ARNm de IL-15 o IL-15Raq, respectivamente, con IFNy en controles
(circulos en verde) y en pacientes celiacos al diagnéstico (circulos en rojo). Test de correlaciéon de Pearson.

Efecto del p31-43

El ultimo de los tres estimulos estudiados fue el péptido derivado de a-gliadina, p31-43. La
incubacién de piezas de biopsias duodenales de controles durante tres horas con este péptido no
indujo cambios en los niveles de ARNm de CXCL10. Similares resultados se observaron para
CXCL9, y CXCL11. En biopsias provenientes de pacientes con EC activa se observo,
llamativamente, una caida significativa en los niveles de ARNm de CXCL10. Algo similar ocurrié
con CXCL11, aunque de forma menos marcada. CXCL9 no presentd diferencias en su expresion

ante el estimulo (Figura 34).
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Figura 34 Induccién de la expresion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 por p31-43. Analisis por PCR
cuantitativa de la inducciéon in vitro de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en piezas biopsias duodenales de
individuos controles (circulos verdes) y de pacientes celiacos al diagndstico (circulos rojo) incubadas con
medio solo (basal) o con p31-43 durante 3 horas (100 pg/ml). Unidades relativas (UR) de ARNm de cada
quimoquina, niveles referidos a B-actina. Test T pareado; *p<0,05.

Esta disminucion en la expresion de CXCL10 resultd ser un efecto especifico de este péptido, dado
gue no se observé cuando las biopsias fueron incubadas en presencia de otro péptido derivado de
gliadinas, el 8-mer, de secuencia diferente (Figura 35a). Por otro lado, cuando la incubacién con
p31-43 se realizd6 a 24 horas, la tendencia permanecié, aunque la diferencia no fue

estadisticamente significativa (Figura 35b).
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Figura 35. Expresion de CXCL10 en duodeno post-estimulacion con péptidos de gliadina.
Determinacion de los niveles de ARNm de CXCL10 en biopsias duodenales de individuos control (circulos
blancos) o de pacientes celiacos sin tratar (circulos negros) incubadas con medio solo (basal) y en presencia
del péptido 8mer (100 pg/ml) (A) durante tres horas; o en presencia del péptido p31-43 (100 pg/ml) (B)
durante 24 horas. Niveles referidos a B-actina. No se observaron diferencias significativas. Test T pareado.

Estudios previos reportan que el p31-43 es capaz de inducir IL-15 (Maiuri et al., 2003; Barone et al.,
2011). En este sentido, procedimos a evaluar la expresion de esta citoquina a nivel de ARNm en
las biopsias estimuladas con el p31-43, tanto a 3 como a 24 horas. Si bien pudimos observar una
tendencia hacia niveles mayores de IL-15 en el grupo control a las 24 horas, los resultados no
mostraron una modulacion de IL-15 significativa por parte del p31-43 (Figura 36). Finalmente,
evaluamos si el p31-43 tenia efecto sobre la expresiéon de IFNy. Con este fin, se evaluaron los
niveles de ARNm de IFNy en biopsias duodenales estimuladas con p31-43 por 3 horas. En la
Figura 37, se observa un efecto inhibitorio en la expresion de IFNy en el grupo celiaco, aunque las

diferencias no fueron significativas. En el grupo control, no se observaron diferencias.

Es interesante destacar que, si bien la diferencia no fue estadisticamente significativa, los niveles
de ARNm de CXCL11 tendieron a ser menores que el basal luego de la incubacion con p31-43

durante 3 horas, lo que sugiere un comportamiento similar al observado para CXCL10.
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Figura 36. Efecto del p31-43 en la expresion de IL-15 en duodeno. Determinacién de los niveles de
IL-15 ARNm en biopsias duodenales de individuos control (circulos blancos) o de pacientes celiacos sin tratar
(circulos negros) incubadas con medio solo (basal) y en presencia del péptido p31-43 durante 3 o 24 horas.
Niveles referidos a B-actina. No se observaron diferencias significativas. Test T pareado.
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Figura 37. Efecto del p31-43 en la expresion de IFNy en duodeno. Determinacion de los niveles de

ARNm de IFNy en biopsias duodenales de individuos control (circulos blancos) o de pacientes celiacos al
diagndstico (circulos negros) incubadas en presencia o ausencia del péptido p31-43 durante tres horas.
Niveles referidos a B-actina. No se observaron diferencias significativas. Test T pareado.

En conjunto, estos resultados sugieren que la induccion de mediadores mediante la incubacion ex
vivo con p31-43 u otros estimulos en piezas con enteropatia severa, puede estar inhibida ya que
algunas vias de sefalizacién estan sobre-activadas. De esta manera, no se observarian cambios

en los niveles de expresion de los mediadores proinflamatorios estudiados.
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Analisis de la expresion de CXCL10 en lineas celulares

Dado que en biopsias duodenales hemos observado distintos efectos sobre la expresion de
CXCL10 generados por IL-15, por poly I:C o por p31-43, procedimos a evaluar la expresion de esta

quimoquina y de los otros ligandos de CXCR3 en lineas celulares sometidas a estos estimulos.

Andlisis de la inducciéon de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en células Caco-2:

Nuestro interés fue evaluar la linea celular Caco-2 ya que es el modelo /n vifro mas usado de
enterocitos humanos. Habiendo observado efectos estimulatorios sobre los niveles de ARNm de
CXCL10 en biopsias de individuos control con IL-15 y con poly I:C, se cultivaron células Caco-2 en
presencia 0 no de esos moduladores, asi como también de IFNy, y se determinaron los niveles de
CXCL10 por PCR cuantitativa (Figura 38a). Los resultados revelaron que la incubacion de células
Caco-2 con IL-15 o poly I:C durante 3h no provoca un cambio de expresion de CXCL10. Por el
contrario, IFNy, un conocido inductor de los ligandos de CXCR3, indujo la expresion de CXCL10 de
forma significativa. Esto implicaria que los efectos observados en biopsia entera no se deberian a

una respuesta directa a nivel del enterocito frente a IL-15 o poly I:C.

Como el p31-43 mostro efectos diferentes en piezas de pacientes celiacos al diagndstico y
controles, nos interesd evaluar si el p31-43 induce la expresion de CXCL10 en células Caco-2.
Para esto, se comparé el efecto del p31-43 con el de un péptido no relacionado (PNR), usado
como control, asi como también con IFNy y poly |:C. Las medidas se realizaron luego de 6 horas de
incubaciéon (Figura 38b). Se observé que tanto IFNy como poly I:C indujeron la expresion de
CXCL10, pero el p31-43 no tuvo efecto. Es de notar que, mientras hubo una rapida respuesta
frente al IFNy, el efecto de poly I:C solo se observo luego de 6 de incubacion. Esto sugiere que la

induccién de CXCL10 por poly I:C requiere la activacion de vias de sefalizacion adicionales.
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Figura 38. Induccion de CXCL10 en células Caco-2 por IL-15, poly I:C o IFNy. A) Determinacién
de los niveles de ARNm de CXCL10 en células Caco-2 incubadas en presencia de IL-15 (50 ng/ml), poly I:C
(100 pg/ml), IFNy (50 ng/ml) o medio de cultivo solo (basal), durante 3 horas. Niveles referidos a -actina,
unidades relativas (UR). Test T ***p<0,001. B) Determinacion de los niveles de ARNm de CXCL10 en células
Caco-2 incubadas en presencia del péptido p31-43 (100 ug/ml), un péptido control no relacionado (PNR, 100
pg/ml), IFNy (50 ng/ml), poly I:C (100 pg/ml) o medio solo (basal), durante 6 horas. Niveles de expresion
relativos al basal. Test T para muestra Unica, diferencias estadisticamente no significativas.

El mismo analisis se realizd sobre la expresidon de los otros dos ligandos de CXCR3, CXCL9 y
CXCL11, en células Caco-2 estimuladas. El analisis por PCR cuantitativa mostré el mismo
comportamiento de CXCL11 que el observado para CXCL10 con respecto a la induccion por IFNy y
a la cinética observada con poly I:C. En cambio, CXCL9 fue inducido solo por IFNy, demostrando

una vez mas las diferencias de esta quimoquina con CXCL10 y CXCL11 (Figura 39).
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Figura 39. Induccion de CXCL9 y CXCL11 en células Caco-2 por IL-15, poly I:C o IFNy.
Determinacién de los niveles de ARNm de CXCL9 (A) y de CXCL11 (C) en células Caco-2 incubadas en
presencia de IL-15 (50 ng/ml), poly I:C (100 ug/ml), IFNy (50 ng/ml) o medio de cultivo solo (basal) durante 3
horas. Niveles referidos a (3-actina, unidades relativas (UR). Test T; **p<0,01, ***p<0,001. Determinacién de
los niveles de ARNm CXCL9 (B) y de CXCL11 (D) en células Caco-2 incubadas en presencia del péptido
p31-43 (100 pg/ml), un péptido control no relacionado (PNR, 100 pg/ml), IFNy (50 ng/ml), poly I:C (100 ug/ml)
0 medio solo durante 6 horas. Niveles de expresion relativos al basal. Test T para muestra unica, *p<0,05.

Para caracterizar el efecto del p31-43, y también de otros inductores como IFNy y poly I:C, sobre la
expresion de CXCL10 a nivel de proteina en esta linea derivada de enterocito humano, se
realizaron cultivos durante 24 horas seguidos de ensayos de citometria de flujo (Figura 40a) y de
inmunofluorescencia indirecta (Figura 40b). El andlisis por citometria de flujo mostré un aumento de
expresion de CXCL10 inducido por el p31-43 de magnitud similar al observado por poly I:C o IFNy.
El recuento de células CXCL10* realizado por inmunofluorescencia confirmé esta induccién a nivel

de proteina por parte del péptido p31-43. En este ensayo también fue incluido el PNR, a modo de
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control negativo. A pesar de no observar aumento de CXCL10 a nivel de ARNm a 6 horas post-
estimulo, el analisis por citometria de flujo e inmunofluorescencia mostré induccion de CXCL10 a
nivel de proteina. Estos estudios /in vifro sobre una linea modelo de enterocito son de relevancia ya

que sugieren que /in vivo el epitelio podria responder a la presencia de p31-43 con produccion de

CXCL10.
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Figura 40. Induccion de CXCL10 en células Caco-2 por p31-43. A) Andlisis por citometria de flujo
de la expresion de CXCL10 en células Caco-2 incubadas en presencia de p31-43 (100 ug/ml), poly I:C (100
pg/mli), IFNy (50 ng/ml) o medio de cultivo solo (basal) durante 24 horas. En la tabla se describen los valores
de intensidad media de fluorescencia. B) Recuento de células Caco-2 CXCL10" por inmunofluorescencia
indirecta previamente incubadas en presencia o ausencia de p31-43, PNR, o poly I:C (todos a la
concentracién de 100 pg/ml) durante 24 horas. Se expresan los resultados como porcentaje de células
positivas. Test T no pareado, se muestran las diferencias respecto al basal: *p<0,05; **<0,01; y respecto a
PNR: #p<0,05.

Analisis de la induccion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en células modelo de monocitos, linfocito B

y linfocitos T:

Para ampliar el estudio de la expresion de los ligandos de CXCR3 a otros tipos celulares de interés

en la mucosa intestinal, se realizaron los estudios de estimulacién /n vitro sobre células Daudi, una
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linea celular de linfocitos B. Esta linea celular fue seleccionada ante la presencia de células
plasmaticas productoras de CXCL10 y de CXCL11 en la mucosa duodenal. Dado que en biopsias
de poblacion control se observd una induccion a las 3 horas por IL-15 para CXCL10 y por poly I:C
para CXCL10 y para CXCL11, se realizaron incubaciones a 3 horas con esos estimulos y con IFNy
(Figura 41a). Sorprendentemente, se observo en las tres quimoquinas un efecto inhibitorio en estas
células ante la presencia de IL-15. Asimismo, también poly I:C provocdé una disminucion

significativa en la expresion de CXCL9 y CXCL10 ARNm. Por su parte, IFNy no indujo cambios.

Para evaluar el efecto del p31-43, se realiz6 el esquema de incubacion a 6 horas utilizando p31-43,
PNR, IFNy y poly I:C (Figura 41b). No se observaron cambios en la expresién de ninguna de las
quimoquinas ante la presencia del péptido, ni tampoco con IFNy. Sin embargo CXCL10

experimentd una induccion significativa en presencia de poly I:C.

Estos resultados implican que si bien existe una baja respuesta de esta linea celular hacia los

estimulos estudiados, la misma es capaz de producir CXCL10 en respuesta a la incubacion con

poly I:C.
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Figura 41. Analisis de la expresion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en células Daudi. A)
Determinacién de los niveles de ARNm de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en células Daudi incubadas en
presencia de IL-15 (50 ng/ml), poly I:C (100 pg/ml) o IFNy (50 ng/ml) durante 3 horas. Se muestra la
expresion relativa al basal. Test T para muestra unica; *p<0,05. B) Determinacion de los niveles de ARNm de
CXCL9, CXCL10 y CXCL11 en células Daudi incubadas en presencia del péptido p31-43, PNR (ambos a 100

pg/ml), IFNy (50 ng/ml) o poly I:C (100 pug/ml) durante 6 horas. Se muestra la expresion relativa al basal. Test
T para muestra Unica, *p<0,05.
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Otras células como los linfocitos T y los macréfagos han sido descriptas como productoras de
ligandos de CXCR3. A pesar de no haber evidenciado en biopsias la presencia de macréfagos o
linfocitos T productores de estas quimoquinas, realizamos estudios de estimulacién durante 6 horas
con p31-43, PNR, poly I:C o IFNy sobre células de la linea monocitica THP-1 y células de la linea T
Jurkat (Figura 42). En las células THP-1, se observé un incremento en los niveles de ARNm de
CXCL10 y de CXCL11 cuando fueron tratadas con IFNy o con poly I:C, aunque hay que remarcar
que la respuesta en CXCL10 fue mas acentuada. El p31-43 no produjo cambios. En esta linea
celular la expresion de CXCL9 fue no detectable a excepcion del tratamiento con IFNy (no

mostrado).

En las células Jurkat, si bien se observaron niveles de ARNm mas elevados de CXCL10 y CXCL11
respecto al basal en el caso de las células estimuladas con p31-43, los mismos no difirieron de
aquellos niveles observados con el péptido control, PNR. En cambio, si hubo induccion de CXCL10
en las fosas tratadas con IFNy y poly I:C, y de CXCL11 en aquellas tratadas con poly I:C. La

expresion de CXCL9 no fue detectable a excepcion del tratamiento con poly I:C (no mostrado).

0 THP-1 250000 Jurkat
- 150 = 1
e 8 19"1 é £ & 150000 .
o hd a8 300
2% 501 — 27
< § = <g 200 ';g
SE = SE 100 =
2¢ 30- = 28 80
= st — = .= 60
e . — S0
“3g 20 — § 40
3 —
g 10+ § g 20
o — o ;
@2 & P 2 &
,br\"(‘b Q\\Q. .3‘“ Q\c’ ,br\@ Qt\q. \g‘\‘r\ Q\o Q’b" Qé \Q\:é\*\ Q'b"" Q‘k «éqét\
L ] t 3 L ] L ]
CXCL10 CXCLM CXCL10 CXCL11

Figura 42. Analisis de expresion de los ligandos de CXCR3 en células modelos de monocitos
y linfocito T. Determinacion de los niveles de ARNm de CXCL10 y CXCL11en células THP-1 y Jurkat
incubadas en presencia del péptido p31-43, PNR (ambos a 100 ug/ml), IFNy (50 ng/ml), poly I:C (100 pg/ml)
0 medio de cultivo solo durante 6 horas. Se muestra la induccién respecto al basal. Test T para muestra
Unica; diferencias estadisticamente no significativas.

101



Capitulo 2

Analisis de la induccion de CXCR3 en células modelo de linfocitos T

Como hemos mostrado, la migracién de los linfocitos T a la LP estaria determinada por el
reclutamiento mediado por CXCL10 de células CXCR3*. En el caso de EC, estos linfocitos T tienen
el rol mas relevante en la patogenia ya que son responsables de la cronicidad de los mecanismos
de dafno. Por esta razon, nos intereso estudiar si el receptor CXCR3 podria ser inducido /in vifro en
células Jurkat. Con este fin se estimularon células Jurkat durante 24 horas con IL-15, poly I:C o el
p31-43, y se analizd por citometria de flujo la expresion de CXCR3. Se observé que tanto IL-15
como poly I:C inducen un aumento en la expresion del receptor. En forma llamativa, la incubacion

con p31-43 también indujo CXCR3 (Figura 43).
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Figura 43. Analisis de la expresion de CXCR3 en células modelo de linfocitos T. Estudio por
citometria de flujo de la expresion de CXCR3 en células Jurkat incubadas en presencia de poly I:C (100
pg/ml), IL-15 (50 ng/ml), p31-43 (100 ug/ml) o medio solo (basal) durante 24 horas. En las tablas se
describen los valores de intensidad media de fluorescencia.

En conjunto los resultados obtenidos trabajando sobre distintas lineas celulares modelo de
enterocito (Caco-2), linfocito T (Jurkat), linfocitos B (Daudi) y monocitos (THP-1) son relevantes ya
que muestran, en modelos in vitro que los estimulos ensayados (IL-15, poly I:C y p31-43)

vinculados con la patogenia de EC pueden inducir la expresion de los ligandos de CXCR3, en
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especial CXCL10. Por otro lado, la expresion del receptor CXCR3 también puede ser inducida en
linfocitos T por estos tres estimulos.

De esta manera, IL-15, poly |:C (como modelo de infeccion viral) y p31-43, podrian participar en la
patogenia mediante un circuito de amplificacion de los mecanismos de reclutamiento y activacion

local de linfocitos T en la LP y en el compartimento intraepitelial.
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Discusion

Los linfocitos CD4* Th1 especificos de péptidos derivados de gluten y restringidos a HLA-DQ2 o
DQ8 producen IFNy en forma abundante y juegan un papel central en la enteropatia de EC. En la
mucosa de intestino delgado proximal, las poblaciones mayoritarias que se encuentran a nivel de la
LP son los linfocitos CD4* Th1 y las células plasmaticas. Ademas, se observan linfocitos T CD8*,
los cuales ejercerian funciones citotoxicas similares a las de los linfocitos T y® y células NK, y se
encuentran principalmente en el compartimento intraepitelial de la mucosa con EC activa (Abadie et
al., 2012). Sin embargo, los mecanismos por los cuales las células del sistema inmune arriban a la
mucosa duodenal en EC activa no han sido descriptos. Los resultados presentados en este
capitulo muestran claramente la participacién del eje quimiotactico CXCR3/CXCL10 en este

reclutamiento especifico hacia la mucosa duodenal en respuesta a la ingesta de gluten.

CXCR3 y sus ligandos (CXCL9, CXCL10 y CXCL11) estan fuertemente asociados a una respuesta
del perfil Th1. La expresion de CXCR3 en células T activadas es importante en la amplificacion del
reclutamiento a sitios periféricos mediado por IFNy en situaciones de infeccién o autoinmunidad
(Groom y Luster, 2011a). La expresion de CXCL9, CXCL10 y CXCL11 varia segun la condicion
patolégica estudiada, y por eso se cree que estos ligandos no cumplirian funciones bioldgicas
redundantes (Mdiller et al., 2010; Groom y Luster, 2011b). CXCL10 ha sido sefalada como una
molécula clave en el desarrollo de autoinmunidad (Christen et al., 2003; Lee et al., 2013). Por
ejemplo, en ratones transgénicos que sobre-expresan CXCL10 en pancreas se ha observado un
reclutamiento rapido de células T efectoras CD4* y CD8* y una progresion acelerada de diabetes
tipo | (Rhode et al., 2005). En este contexto, nuestro interés se centro principalmente en el ligando
CXCL10, para el que encontramos concentraciones elevadas en sueros de pacientes celiacos al
diagndstico. Este hallazgo es similar a lo descripto en otras condiciones inflamatorias cronicas tales
como diabetes tipo | (Antonelli et al., 2008), esclerosis multiple (Rabquer et al., 2011) y tiroiditis
autoinmune (Cakir et al., 2011). A nivel de la mucosa duodenal de pacientes observamos una
expresion masiva de esta quimoquina, lo que sugiere que el intestino delgado seria la principal
fuente de CXCL10 circulante durante la enfermedad activa. Estudios adicionales sobre una

poblacion mas amplia podrian confirmar si los niveles de CXCL10 circulante pueden ser utilizados
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como un biomarcador de la enfermedad y por lo tanto, considerar su determinacion como una

herramienta en el diagnostico y seguimiento de los pacientes celiacos.

Tanto la expresion de CXCL10 como la de CXCL11 se encontraron incrementadas en duodeno de
pacientes celiacos al diagnéstico. Sin embargo, en los pacientes en DLG los valores fueron
similares a los hallados en poblacién control. Esto indica que en el marco de EC, la induccion de
estas quimoquinas es una respuesta a mecanismos generados por péptidos derivados del gluten.
Dado que los genes CXCL70y CXCL1717 tienen regiones promotoras similares (Groom y Luster,
2011b), estos ligandos podrian ser inducidos por las mismas vias de activacion. Esto podria
explicar la fuerte correlacién observada entre ambos en duodeno (tanto en tejido normal como en
enteropatia). Ademas de IFNy, los IFNs de tipo | y en menor medida TNFa, pueden inducir la
expresion de CXCL10 y CXCL11 (Groom y Luster, 2011b). Para evaluar si la expresion de estas
dos quimoquinas en mucosa duodenal esta gobernada preferencialmente por alguno de estos
inductores en particular, determinamos los niveles de IFNy, IFNB y TNFa en biopsias de pacientes
celiacos y controles. Nuestro estudio mostré una correlacion significativa de CXCL10 y CXCL11
con IFNy en celiacos al diagnodstico, lo que sugiere que esta citoquina es la dominante en la
inflamacién cronica. CXCL9 mostré una expresion basal baja a nivel ARNm y proteina comparable
entre la situacion control y EC. En conjunto, estas observaciones sugieren que CXCL10 y CXCL11
comparten vias regulatorias en comun en este tejido, mientras que CXCL9 presenta una regulacion

diferente.

Es importante mencionar que la afinidad de sus ligandos por CXCR3 es variada (Meiser et al.,
2008; Groom y Luster, 2011b). De hecho, cada ligando interacciona de forma diferencial con los
dominios del receptor. Entre ellos, CXCL11 seria el de mayor afinidad y potencia en cuanto a la
activacion de CXCR3 y también su internalizacion (Van Raemdonck et al., 2014). Ademas, mientras
que CXCL10 se une exclusivamente a CXCR3, CXCL11 se une también a CXCR?7, un receptor que
no transmitiria sefal dado que no esta acoplado a proteina G (Singh et al., 2013). Esto es indicio
de que ambas quimoquinas pueden cumplir funciones diferentes. Futuros estudios podrian ampliar
la informacion para dilucidar estas diferencias funcionales, en particular en la mucosa de intestino

delgado.

La expresion de CXCL10, y también de CXCL11, ha sido reportada en diferentes tipos celulares

dependiendo del tejido en estudio, tales como linfocitos T CD4*, CD, células NKT, macrofagos y
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células epiteliales (Lee et al., 2009; Liu et al., 2011; Xu et al., 2012). El presente estudio permitio
determinar las fuentes celulares responsables de la expresion de los ligandos de CXCR3 en
duodeno. En el caso de CXCL9 la expresién resulté escasa y en muy bajo numero de células, por
lo que no se identificaron sus fuentes. Por el contrario, tanto CXCL10 como CXCL11 presentaron
una expresion abundante en caso de EC activa, encontrandose en distintas células y en la matriz
extracelular. El estudio para los marcadores CD3 y HAMS6 (linfocitos T y macréfagos,
respectivamente) no ha dado evidencias de que estas células sean productoras de CXCL10 ni
CXCL11. En cambio, se logro identificar claramente a las células plasmaticas CD138* como fuente
de CXCL10 y de CXCL11 en LP, tanto de controles como de celiacos. En particular, en la mucosa
con enteropatia las células plasmaticas constituyen la poblacién mayoritaria en la LP y por lo tanto,
consideramos que estas células serian la principal fuente de CXCL10 y de CXCL11 en este
compartimento de la mucosa duodenal. A su vez hemos mostrado que las células CD138*
expresan también CXCRS3, lo que nos permite inferir que este eje quimiotactico cumple un
importante rol en el reclutamiento de estas células hacia la LP, y de esta manera en la amplificacién

del circuito de produccién de las quimoquinas.

El recuento de células CXCR3* en LP mostré un numero incrementado en mucosa con EC activa.
Nuestros resultados demuestran ademas que, en duodeno de pacientes en DLG, el numero de
células CXCR3* regresa a los valores encontrados en tejido sano. Esto sugiere que el mecanismo
de reclutamiento y expansion del numero de células CXCR3* es un evento especifico en respuesta
a la ingesta de gluten. Como mencionamos anteriormente, por citometria de flujo evidenciamos que
estas células CXCR3* de LP incrementadas en EC corresponden principalmente a células CD138,
pero también a linfocitos CD3+*CD4*, las dos poblaciones mas importantes que infiltran la LP de
pacientes. Estudios previos habian reportado un incremento en los niveles de CXCR3 utilizando
PCR cuantitativa (Lammers et al., 2008). Nuestros resultados difieren con estas observaciones,
dado que no hemos observado diferencias entre pacientes con EC y controles en los niveles de
ARNm de CXCR3 (no mostrado). Esto probablemente se deba a diferencias en los primers
utilizados en ambos trabajos. Al momento han sido reportadas tres variantes de CXCR3 ARNm.
Lammers y colaboradores probablemente detectaron la variante mas abundante y a la vez mejor
descripta CXCR3-A (Lasagni et al., 2003; Ehlert et al., 2004), mientras que nuestras
determinaciones abarcaron indistintamente las tres formas, lo que pudo haber generado un efecto

dilutorio en el resultado final de PCR cuantitativa. Estas tres variantes de CXCR3 son detectables
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en linfocitos de sangre periférica (Lasagni et al., 2003; Korniejewska et al., 2011), pero poco se
sabe de su expresion en intestino. La variante CXCR3-B, la cual no impartiria funciones
quimiotacticas, no ha sido detectada en intestino delgado (Lasagni et al., 2003; Van Raemdonck et
al., 2014) y la variante mas corta CXCR3-alt no ha sido estudiada al momento en este tejido. Para
comprender las diferencias funcionales de estas variantes en este tejido es necesario ampliar los
estudios acerca del patron de expresion de las distintas proteinas; y asi comenzar a dilucidar su rol

en intestino delgado en general y en EC en particular.

En el epitelio duodenal normal se observaron enterocitos positivos para CXCL11 pero no para
CXCL10. En cambio en EC activa, los enterocitos producen activamente CXCL10 (ademas de
CXCL11). Estas observaciones son relevantes ya que muestran que ambas quimoquinas tienen
diferencias en su control de expresion. En especial, la expresion CXCL10 en este tipo celular
parece corresponderse mas directamente con la respuesta a la ingesta de gluten en pacientes
celiacos. Estos hallazgos coinciden con descripciones de otros autores que observaron la
produccion de CXCL10 en epitelio de colon, en especial en condiciones patolégicas como
enfermedad inflamatoria intestinal (Dwinell et al., 2001; Shibahara et al., 2001; Ostvik et al., 2013).
En conjunto estas descripciones resaltan la importancia del enterocito como activo productor de
CXCL10 en la inflamacion. En este trabajo también evidenciamos el incremento en células
CD3+*CD103* en el compartimento intraepitelial, en parte a expensas de un incremento neto de
células CD3*CD103*CXCR3* (probablemente en su mayoria LIEs TCR af CD8*) y en parte debido
al aumento de otras poblaciones CD3*CD103+*CXCR3-. En este sentido, hipotetizamos que estas
ultimas pueden tratarse de LIEs TCR y9, los cuales estan incrementados en EC y de los que poco
se sabe en cuanto a su patron migratorio. De hecho, en EC se ha observado aumentada la
subpoblacién V61 (Dunne et al., 2013), los cuales en ciertas condiciones han sido mas fuertemente
ligados a una migracion dependiente de CXCR4 por sobre CXCR3 (Poggi et al., 2007). Dado el
bajo numero de las poblaciones individuales de LIEs, no fue posible caracterizar la expresiéon de
CXCR3 en cada poblacion individual y determinar asi la contribucién de cada una a las poblaciones
CXCRS3 positiva o negativa. En conclusion, el mecanismo de reclutamiento mediado por CXCL10
(producida por los enterocitos) sobre linfocitos T CXCR3* podria explicar, al menos parcialmente, el

incremento de LIEs, uno de los hallazgos histolégicos mas caracteristicos en EC.
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Los mecanismos que ocurren en las fases tempranas de la enfermedad no han sido caracterizados
completamente. Esta etapa ha despertado nuestro interés ya que consideramos que diferentes
elementos de la inmunidad innata podria tener un rol critico en determinar el curso de inicial de la
enteropatia. Las infecciones virales han sido sugeridas como inductoras de una cascada
inflamatoria a nivel de la mucosa duodenal que puede confluir en la enteropatia celiaca en
individuos genéticamente susceptibles (Sollid y Jabri, 2013). Por otro lado, la citoquina IL-15 es una
conocida protagonista en eventos tempranos de dafo, como por ejemplo potenciando la
citotoxicidad de los LIEs (Meresse et al., 2004), bloqueando las vias de sefalizacion de TGFp e
inhibiendo la funcién de los linfocitos T reguladores (Benahmed et al., 2007). Por ultimo, el p31-43
es un péptido derivado de gliadinas para el cual se han descripto diferentes efectos innatos. Por
ejemplo, actuaria como inductor de IL-15 y también de cicloxigenasa (COX-2) en biopsias de

pacientes con EC, y tendria efectos pro-apoptéticos en enterocitos (Maiuri et al., 2003).

Nuestros estudios de estimulacidon de biopsias duodenales mostraron que poly I:C, utilizado como
mimético de ARN de doble cadena y modelo de la respuesta innata en una infeccion viral, es capaz
de inducir la expresién de CXCL10 y también CXCL11 en mucosa duodenal normal. IL-15 indujo
también CXCL10 significativamente en estas muestras. Esto nos indica que tanto poly I:C como IL-
15 activan vias existentes en la mucosa capaces de inducir CXCL10, y CXCL11 en el caso de poly
I:C, en corto tiempo y de manera eficaz. Estos estimulos no provocaron cambios de expresion en la

mucosa con enteropatia severa, donde probablemente todas estas vias estan ya sobre-activadas.

El p31-43 llamativamente no indujo cambios de expresion para ninguno de los ligandos de CXCR3
en la mucosa duodenal control, pero si mostré disminuir significativamente la expresion de CXCL10
en biopsias de pacientes con EC activa, tendencia que también sigui6 CXCL11. Al presente no

tenemos informacién sobre las vias implicadas en estos efectos inhibitorios.

Por ultimo, nuestros estudios empleando células Caco-2 sugieren que el enterocito es capaz de
responder en tiempos cortos a la estimulacion con poly I:C produciendo CXCL10. También los otros
tipos celulares modelados con Daudi (linfocito B), THP-1 (monocito) y Jurkat (linfocito T),
responden induciendo CXCL10 ante este estimulo. Esto y lo observado en piezas de biopsia
duodenal sugiere que una infecciodn viral intestinal podria inducir CXCL10 disparando el circuito de
reclutamiento celular en la mucosa e iniciar asi una respuesta inflamatoria que, en un contexto

genético adecuado, derive en el establecimiento de la patologia. El p31-43 también mostré inducir
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la expresion de CXCL10 en células Caco-2, lo que sugiere que componentes no inmunogénicos del
gluten podrian activar directamente este eje quimiotactico en etapas tempranas de la enfermedad.
En linea con esta observaciéon hay que destacar que también hemos observado induccion del
receptor CXCR3 en la linea Jurkat ante el p31-43 y también ante IL-15 o poly I:C. En este sentido
también debemos considerar que la sefalizacién via CXCR3 produce eventos de activacion celular,
que si bien estdn menos caracterizados que la migracion, podrian ser relevantes en el curso de la
enteropatia. Estos hallazgos en su conjunto permiten inferir que los tres estimulos de la inmunidad
innata utilizados (poly I:C, IL-15 y p31-43) pueden contribuir a la activacion del eje

CXCRB3/CXCL10.

Estos resultados demuestran la expresion de CXCR3 y sus ligandos en mucosa duodenal y
sugieren un rol activo en la patogénesis de EC para el eje CXCR3/CXCL10. Los niveles
aumentados de CXCL10 en suero pueden constituir la base del empleo de un nuevo biomarcador
para la deteccion de EC activa. La induccion de CXCL10 podria ocurrir en dos etapas de la
enfermedad: en estadios tempranos, disparada por estimulos innatos; y en la fase cronica,
sostenida por IFNy. Este eje quimiotactico ya es blanco de estudios clinicos, en particular mediante
el uso de anticuerpos bloqueantes de CXCL10, en patologias como artritis reumatoidea vy
enfermedad inflamatoria intestinal (Van Raemdonck et al., 2014). Las evidencias presentadas en
este capitulo y los resultados alentadores de dichos estudios sientan antecedentes para considerar

su implementacién terapéutica en el marco de la enfermedad celiaca.

Conclusiones

* Los niveles séricos de CXCL10 se encuentran elevados en pacientes con EC activa y
disminuyen luego del tratamiento. CXCL10 podria ser considerado como un biomarcador,
tanto en diagndstico como en el seguimiento de la EC.

* La mucosa duodenal de pacientes con EC sobre-expresa CXCL10, principalmente en
respuesta a la accion de IFNy. CXCL11 presenta un patron similar de expresion, mientras
que CXCL9 no presenta diferencias en la enteropatia respecto a una situacion control.

* La principal fuente celular de CXCL10 en la mucosa duodenal son las células plasmaticas.

En la enteropatia celiaca, el enterocito pasa a cumplir un rol importante como productor de
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esta quimoquina en el compartimento intraepitelial. Enterocitos y células plasmaticas
producen también CXCL11, tanto en individuos control como en pacientes con EC activa.

El numero de células CXCR3* en LP se encuentra incrementado en la mucosa duodenal
con EC activa, principalmente a expensas de células plasmaticas y de linfocitos T CD4* ; y
en parte también de células CD3*CD4-. Este incremento desaparece con la adherencia a la
DLG. Dentro del compartimento intraepitelial, también se observa mayor numero de células
CD3+*CD103*CXCR3* durante la enteropatia.

Poly I:C induce la expresién de CXCL10 (y de CXCL11) en la mucosa duodenal de
individuos control. Las células Caco-2, Jurkat, Daudi y THP-1 responden ante este estimulo
de manera similar, lo cual sugiere que tanto enterocitos como linfocitos T y B, y macréfagos
podrian participar en dicha respuesta.

El p31-43 no mostré efectos claros sobre la mucosa duodenal normal pero si mostré inhibir
la expresion de ARNm de CXCL10 en casos de enteropatia celiaca en tiempos cortos de
incubacién. A mayor tiempo, las células Caco-2 en presencia de este péptido aumentan la
expresion de CXCL10 a nivel de proteina.

IL-15 provoca aumento en la expresion de ARNm de CXCL10 en mucosa duodenal normal,
no asi de las otras dos quimoquinas. Nuestros resultados reflejan ademas una vinculacion
entre IL-15, IFNy y CXCL10 en la mucosa duodenal diferencialmente regulada en EC
respecto a controles.

Ante estas evidencias, proponemos el siguiente modelo para explicar el inicio y
sostenimiento de mecanismos de reclutamiento celular en EC mediado por CXCL10 (Figura

44).
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Figura 44. Mecanismo modelo de reclutamiento celular en EC mediado por el eje CXCR3.
Enfatizamos la importancia de CXCL10 entre los ligandos de CXCR3. CXCL11 se esquematiza solamente en
epitelio, aunque es también producido por células plasmaticas en la LP en homeostasis y en EC activa.
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Estudio de los mecanismos de estrés y de muerte
celular en la mucosa duodenal durante Ila
enteropatia celiaca

Parte de los resultados presentados en este capitulo fueron publicados en el articulo: “Broad MICA/B
expression in the small bowel mucosa: a link between cellular stress and celiac disease”. Allegretti YL,
Bondar C, Guzman L, Cueto Rua E, Chopita N, Fuertes M, Zwirner N and Chirdo F. PLoS ONE (2013)
8(9):e73658.

Introduccion

La enteropatia celiaca esta caracterizada por un dafo estructural a nivel de la mucosa del intestino
delgado principalmente en la region proximal, que implica como caracteristicas mas salientes la
atrofia vellositaria, hiperplasia de criptas, marcado aumento de LIEs y un infiltrado linfocitario en la
LP. Si bien este dafio ha sido atribuido a linfocitos T CD4* especificos activados en LP, y también a
la actividad citotéxica de LIEs sobre enterocitos, los mecanismos moleculares que derivan en la

enteropatia aun no han sido descriptos completamente.

Al momento son pocos los trabajos que han estudiado los mecanismos de dafo existentes en la
mucosa intestinal durante la EC. Es claro que el numero de LIEs (linfocitos T CD8*, linfocitos T 9, y
células NK) esta aumentado en EC activa y serian responsables del aumento de IFNy, granzimas y
perforinas en el compartimiento epitelial, con la consecuente apoptosis de enterocitos. La
persistencia de un microentorno con IL-15 incrementada, podria activar linfocitos T y células NK
intraepiteliales y, a través de la interaccion de receptores de superficie como NKG2D o
CD94/NKG2C con sus ligandos expresados en el enterocito (MIC-A o HLA-E, respectivamente),
ejercer acciones citotoxicas sobre la célula epitelial (Meresse et al.,, 2012). El dafo directo del
enterocito por parte de LIEs podria estar mediado ademas de granzimas y perforinas, por el
sistema Fas/FasL (Ciccocioppo et al., 2000). Esto podria estar generado por un incremento en la
expresion de FasL en linfocitos T, como se observd en pacientes celiacos al diagnoéstico (Di
Sabatino et al., 2001), y también por un aumento en la expresion de Fas en el epitelio (Maiuri et al.,
2001). Ademas se ha descripto que péptidos derivados de gliadinas pueden inducir la expresion de

Fas en enterocitos en biopsias duodenales de pacientes celiacos (Mazzarella et al., 2008). Otros
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trabajos apoyan la existencia de mecanismos autocrinos en los enterocitos que liberarian FasL en

presencia de péptidos de gliadinas (Giovannini et al., 2003).

Si bien siempre se mencionan mecanismos apoptéticos para referirse a la muerte del enterocito, la
mayoria de estos trabajos datan de los afios 2000 a 2005, cuando aun no habian sido descriptas
otras rutas de muerte regulada alternativas, y no han sido profundizados posteriormente. Ademas,
si bien se abocaron al estudio de moléculas iniciadoras de procesos de muerte (como granzimas o
el sistema Fas/FaslL), poco se sabe de las rutas moleculares implicadas en las etapas medias o
finales del dafo o muerte celular, dado que la técnica de TUNEL, utilizada en la mayoria de dichos
trabajos, si bien indica muerte celular no aporta informacién acerca de cual fue el mecanismo que
origind dicho proceso. En este marco, recientemente ha sido publicado un estudio por
inmunohistoquimica de marcadores propios de apoptosis como caspasa-3, los que se encontraron

sobre-expresados en mucosa intestinal en EC activa (Shalimar et al., 2013).

Este campo ha evolucionado muy rapidamente en estos ultimos anos, y su mayor conocimiento
tiene enormes implicancias en la comprension del dafio en la mucosa intestinal en EC activa. Por lo
tanto, y con el fin de ilustrar el complejo entorno de los marcadores aqui estudiados, describiremos
algunos aspectos esenciales de mecanismos de muerte celular y de estrés de reticulo

endoplasmatico.

Mecanismos de Muerte Celular

Las caracteristicas de una célula que muere por apoptosis, implican pérdida del volumen celular,
condensacion y marginacion de la cromatina, y en etapas finales, la formacion y liberacién de
vesiculas de membrana intacta conteniendo restos de organelas llamadas cuerpos apoptéticos. La
fragmentacion del ADN en estos casos es un proceso mediado por endonucleasas especificas que
generan fragmentos de tamanos regulares y multiplos de 200 pares de bases. Estas caracteristicas
morfoldgicas difieren de una muerte por necrosis donde, en respuesta a condiciones de hipoxia,
isquemia, inflamacion, etc., la célula presenta hinchamiento, pérdida de la integridad de la
membrana con la consecuente pérdida de su contenido citoplasmatico y nuclear, y degradacion

aleatoria del ADN por enzimas lisosomales.

La apoptosis puede llevarse a cabo por dos vias principales. La via extrinseca es disparada por

ligandos de la familia de TNF como TNFa, FasL y TRAIL, que interaccionan con sus receptores en
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la membrana de la célula blanco (TNFR1, Fas y TRAILR1/2, respectivamente). Esta interaccion
provoca la trimerizacién del receptor y el reclutamiento de ciertas moléculas: TRAILR1/2 o Fas
reclutan a FADD y procaspasa-8 mientras que TNFR1 incluye ademas a TRADD y TRAF2. El
complejo resultante lleva al clivaje de la procaspasa iniciadora hacia su forma activa caspasa-8. En
algunos casos, como en los linfocitos, la sefial percibida por los receptores es suficiente para que la
caspasa-8 generada por esta via clive las procaspasas efectoras 3 o 7. Luego sus formas activas,
caspasa-3 o 7, actuan sobre sus sustratos, accion que termina en la muerte celular. En otros casos,
la via extrinseca esta comunicada con la via mitocondrial a través del clivaje de la molécula Bid por

parte de caspasa-8 (Long y Ryan, 2012).

La via intrinseca o mitocondrial es sumamente compleja y puede ser disparada por estimulos
intracelulares como dafo del ADN o estrés oxidativo. Estos estimulos inducen un proceso de
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial desatando asi la maquinaria apoptética. El
citocromo c es liberado de la mitocondria y promueve la formacion del apoptosoma, complejo que
lo contiene junto con Apaf-1 y caspasa-9. Caspasa-9, una vez activada en el apoptosoma, cliva a
las caspasas efectoras 3 o 7, comunes a las dos vias. Junto con la liberacién de citocromo c de la
mitocondria pueden liberarse factores como Smac/DIABLO u OMI que atenuan la actividad de IAPs
(proteinas inhibidoras de caspasas) promoviendo asi la actividad de las caspasas. Por otro lado, la
liberacion del factor inductor de apoptosis (AIF) y de Endonucleasa G, juegan un rol muy
importante. AIF es capaz de translocarse al nucleo ante estimulos apoptogénicos y generar
fragmentacion del ADN. De manera similar actua la endonucleasa G. Diversas evidencias
experimentales sostienen que AIF y Endonucleasa G son capaces de liberarse de la mitocondria en
ausencia de actividad de caspasas y ejercer apoptosis de forma independiente de las mismas

(Candé et al., 2004; Circu y Aw, 2010).

Hay que destacar que el proceso que lleva a la permeabilizacion de la membrana mitocondrial es
muy complejo y altamente regulado. Basicamente comprende el balance entre proteinas de la
familia de Bcl-2 con funciones pro y anti-apoptéticas. Esta familia abarca proteinas pro-apoptéticas
como Bak y Bax; y proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 y Bcl-XL que se unen a las anteriores
inhibiéndolas. Un tercer grupo de esta familia incluye a proteinas llamadas “BH3 only” como tBid,

Bad, Bim, Noxa y Puma quienes promueven la permeabilizacion de la membrana mitocondrial.
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Como hemos mencionado, la via extrinseca se comunica en algunos casos con la intrinseca a

través del clivaje de Bid a tBid por parte de caspasa-8 (Long y Ryan, 2012).

Finalmente, la apoptosis puede también ser disparada por granzimas. Algunas granzimas (serina
proteasas presentes en los granulos de linfocitos T citotoxicos y células NK) son capaces de clivar
caspasas en la célula blanco y de esa manera, provocar su muerte por apoptosis. La mejor
caracterizada es la Granzima B (GrzB), la cual puede clivar directamente caspasa-3, 7, 8 o 10, pero
ademas puede interferir a nivel de la mitocondria en la célula blanco. Por el contrario, GrzA
ejerceria su accion a nivel de la mitocondria aumentando la generacion de especies reactivas del
oxigeno (ROS) y el dafno celular que imparte podria ser independiente de caspasas. A su vez, GrzB
y también GrzA pueden clivar directamente sustratos compartidos con caspasa-3, como PARP-1
(Zhu et al., 2009; Ewen et al., 2012). Son muchos los sustratos de las caspasas efectoras, uno de
los mas utilizados técnicamente para poner en evidencia la presencia de procesos apoptoéticos ha
sido PARP1. PARP1 es una enzima nuclear involucrada en procesos de reparacion del ADN, que
al ser clivada por caspasa-3 o por caspasa-7, pierde su funciéon (Chaitanya et al., 2010). En la

Figura 45 se esquematizan de manera resumida las vias apoptéticas aqui discutidas.
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Figura 45. Vias moleculares implicadas en apoptosis. A) Via extrinseca: activada por ligandos de la
superfamilia de TNF como FasL que lleva a la activacién de la caspasa iniciadora caspasa-8, y finalmente la
efectora, Caspasa-3. B) Las granzimas liberadas por linfocitos T citotdxicos o células NK pueden disparar
apoptosis en la célula blanco clivando y activando caspasa-3 directamente o también por la via mitocondrial
clivando BID. C) Via intrinseca: la permeabilizaciéon de la membrana mitocondrial puede estar disparada por
estimulos como ROS, esta regulada por proteinas pro y anti apoptéticas (BAX/BAK, Bcl-2; respectivamente).
Su activacion provoca liberacion del citocromo ¢, formacion del apoptosoma (cit ¢, APAF-1, caspasa-9) y
activacion de caspasa-3. También se liberan proteinas inhibitorias de IAPs (Smac/DIABLO, OMI). Ademas la
liberacién de AIF y Endonucleasa G desde la mitocondria puede generar apoptosis independiente de

caspasas.
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Como hemos mencionado, en los ultimos afos han sido descriptas otras rutas de muerte celular
controlada distintas a la apoptosis. Una de ellas es la necroptosis, la cual reviste de interés dado
que ha sido estudiada en mucosa intestinal. En este proceso se comparten caracteristicas
morfologicas con células muertas por necrosis. La necroptosis implica a las vias desencadenadas
por el complejo RIPK1-RIPK3 (recepfor-interacting protein kinase 1 y 3) (Moriwaki y Chan, 2013;
Giampietri et al., 2014). Tanto necroptosis como apoptosis pueden ser iniciadas por los mismos
estimulos, y parte de las moléculas mediadoras de ambos procesos se ven solapadas. Luego de la
union de TNFa a TNFR1, pueden formarse diferentes complejos. Los mismos pueden derivar en
senales de supervivencia (complejo |), de apoptosis (complejo Ila) o de necroptosis (complejo 1Ib).
La formacién de uno u otro tipo del complejo Il, depende en gran medida de la presencia de
proteinas cFLIPs (la isoforma corta de cFLIP: cellular FLICE-inhibitory profein), quienes impiden la
activacion de procaspasa-8 (Weinlich et al., 2011). En general, en condiciones de inhibicién de
caspasa-8, RIPK1 y RIPK3 se acumulan y predomina el complejo IIb o necrosoma. Es posible que
la actividad de caspasa-8 inactive por clivaje a RIPK1 y a RIPK3 (Kaczmarek et al., 2013). Entre las
dos moléculas, RIPK3 ha sido la mas exclusivamente ligada a procesos necroptoticos. Uno de los
sustratos mas importantes de RIPK3 es MLKL (mixed lineage kinase domain like protein) que al ser
fosforilado desencadena su accidén en organelas celulares, principalmente en la mitocondria, con la
consecuente formacion de ROS y dafo celular que culmina en la muerte de la célula (Giampietri et
al., 2014). Para ilustrar la complejidad del sistema, en la Figura 46 se esquematizan las rutas
necroptoticas. Recientemente ha sido descripta la expresion incrementada de RIPK3 en ileon
terminal, principalmente en células de Paneth, en pacientes con enfermedad de Crohn (Gunther et
al., 2011). Estas observaciones sugieren que la necroptosis podria contribuir al desarrollo de

desérdenes inflamatorios en intestino.

La necroptosis puede dispararse ademas por ligandos de TLR3 o TLR4, y también necesita en
estos casos un entorno de actividad deficiente de caspasa-8 (Glinther et al., 2014). Ademas de su
rol en necroptosis, RIPK1 y RIPK3 estarian implicados en la activacion del inflamasoma NLRP3. El
inflamasoma es un complejo macromolecular compuesto por caspasa-1, ASC1 (adaptadora) y el
sensor NLRP3. La producciéon de la citoquina proinflamatoria IL-1B requiere de la formacion de
novo de su precursor (pro-IL-1B) y el clivaje del mismo hacia su forma activa que ocurre post

activacion del inflamasoma y via caspasa-1 (Moriwaki y Chan, 2013). Puntualmente, la
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participacion de RIPK1-RIPK3 seria imprescindible en la activacion de este inflamasoma ante

infecciones de virus de RNA (Wang et al., 2014).

COMPLEJO lla COMPLEJO Ilb
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Figura 46. Vias moleculares implicadas en necroptosis. A) Cuando TNFR1 es activado se genera el
complejo | asociado al receptor, con RIPK1 ubiquitinado, que desencadena sefiales de supervivencia via
NFkB. B) La desubiquitinacién de RIPK1 convierte la sefal de supervivencia en una de muerte via la
internalizacion del complejo y formacion del complejo II. Cuando predomina caspasa-8 activa, hay inhibicién
de RIPK1 y RIPKS3 por clivaje, se forma el complejo lla y se dispara la apoptosis. C) El necrosoma puede
formarse cuando hay sobre-activacion de RIPK3, o cuando predomina cFLIPs, quien inhibe a caspasa-8
permitiendo la fosforilaciéon de las proteinas RIPK y su activaciéon. Adaptado de Kaczmarek et al., 2013.

Estrés de Reticulo Endoplasmatico

En el reticulo endoplasmatico (RE) se producen las modificaciones post-traduccionales de las

proteinas que tienen como destino la membrana celular o ser secretadas. Una importante fuente de
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estrés enddgeno para la célula es el estrés de RE, que ocurre ante la acumulacion de proteinas no
plegadas o plegadas incorrectamente en el lumen del RE (Hetz, 2012). Esta situacion puede darse
ante numerosos factores como por ejemplo, isquemia, infecciones virales, compuestos toxicos,
cambios de pH, etc. En general, situaciones que aumenten la sintesis proteica en una tasa que
supere la capacidad de las chaperonas del RE, generan estrés de RE. Para adaptarse a esta
situacion la célula eucariota pone en marcha un mecanismo llamado unfolded-protein response
(UPR). Este mecanismo aumenta la transcripcion de chaperonas, la degradacion de proteinas mal
plegadas y disminuye la traduccion proteica en general, con la finalidad de restablecer la correcta
funcién de RE. En algunos casos, la célula no lo logra y deriva en apoptosis. El mecanismo UPR es
también esencial en el desarrollo y supervivencia de células altamente secretoras, como las células

plasmaticas (Todd et al., 2008; Li et al., 2014).

Los ejes principales encargados de determinar el estado de estrés y disparar o no las vias de UPR
implican a tres proteinas transmembrana localizadas en el RE: IRE1, PERK y ATF6. En
condiciones homeostaticas, estas proteinas se hallan secuestradas en complejos inactivos con una
chaperona llamada BIP (también conocida como HSPA5 o GRP78). El modelo mas aceptado en la
actualidad sostiene que en condiciones de estrés, la gran cantidad de proteinas mal plegadas en el
lumen del RE compite y desplaza a BIP de su unién a los sensores conduciendo a su liberacién y

consecuente activacion.

La mas inmediata de las vias ante un estrés moderado seria la activacion de PERK por
oligomerizacion y transfosforilaciéon (Hetz, 2012). PERK también fosforila e inactiva EIF2a
(eukariotic translation-initiation factor 2a) disminuyendo asi la tasa de sintesis proteica. Sin
embargo, existen transcriptos que evaden esta inhibicion como ATF4, que es inducido ante la
activacion de PERK y dispara la activacion transcripcional de elementos efectores de la UPR. Uno
de los mas importantes es CHOP, un factor de transcripcion que promueve la apoptosis, y que si
bien en condiciones homeostaticas esta expresado en muy bajos niveles, cobra relevancia en
situaciones de estrés cronico. CHOP logra principalmente suprimir la expresion de Bcl-2 y
aumentar la de BAX y caspasa-3 favoreciendo la apoptosis. Otro blanco de CHOP es GADD34,
quien ejerce una regulacion negativa del eje desfosforilando EIF2a, restaurando asi la sintesis
proteica e inhibiendo a ATF4. Esto colabora indirectamente con un estado pro-apoptético dado que

contribuye a un estado de estrés oxidativo. Si bien la principal via de activacion de CHOP es PERK,
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los otros dos sensores de estrés también logran inducir su expresion en menor medida (Todd et al.,

2008; Tabas y Ron, 2011; Li et al., 2014).

Al liberarse BIP dimeriza IRE1 y se activa por autofosforilacion. IRE1 tiene ademas de funcion
quinasa, una actividad endonucleasa muy especifica que le permite clivar el ARNm que codifica
para XBP1 escindiéndole un intrén y permitiendo la sintesis de un factor de transcripcion estable,
XBP1s, que transloca al nucleo e induce la transcripcidén de genes involucrados en el proceso
denominado “degradacién asociada al reticulo endoplasmatico” (ERAD). Esta via consiste en el
transporte de proteinas mal plegadas del RE al citosol para su degradacién en el proteosoma,
proceso en el que la chaperona EDEM1 esta implicada. XBP1s también modula la sintesis de
lipidos requerida para la expansion del RE durante el estrés (Todd et al., 2008; Hetz, 2012). En
mamiferos existen dos isoformas de IRE1: IRE1a, que es expresada de manera ubicua, e IRE1
que es expresada especificamente en células del epitelio intestinal, lo cual es indicador del rol
especial que cumple la UPR en la homeostasis de estas células (Kaser et al., 2011; Tabas y Ron,
2011). En condiciones de estrés prolongado, IRE1 puede mediar apoptosis al interactuar con
TRAF2 y JNK (Jun N terminal Kinasa) o inhibiendo la expresiéon de Bcl-2 y activando Bax, o
también activar caspasa-12, (Todd et al., 2008; Schdnthal, 2012). Caspasa-12 es una caspasa

fundamentalmente inflamatoria cuyo rol biolégico es aun poco comprendido.

El tercer brazo de la UPR consiste en la activacion de ATF6. Una situacion de estrés de RE hace
que ATF6 se libere de BIP y sea translocado al Golgi donde es clivado. El fragmento citoplasmatico
ATF6f liberado se dirige al nucleo para modular la expresion de diversos genes, incluyendo
componentes de ERAD como EDEM1, XBP1, CHOP y chaperonas residentes de RE como GRP94
y BIP, estas ultimas son inducidas también por los otros sensores (Todd et al., 2008; Marzec et al.,
2012; Sano y Reed, 2013). En la Figura 47 se esquematizan las rutas descriptas para la respuesta

UPR.
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Figura 47. Estrés de reticulo endoplasmatico y unfolded protein response (UPR). Conexion
con vias apoptéticas. Se esquematizan las vias de la respuesta UPR. Cuando el RE sufre estrés, BIP se
separa de los tres sensores, PERK, IRE1 y ATF6, y se disparan sus vias de sefializacién. Las puntas de
flecha significan induccién positiva, las puntas rectas sefal de inhibicién. Las curvas llenas representan vias
propias de la UPR en niveles de estrés fisioldgicos mientras que las punteadas representas vias que cobran
mayor relevancia en situacion de estrés cronico o patolégico dado que conectan con vias apoptdticas. RIDD:

regulated IRE1-dependant decay.

En conclusion, la respuesta UPR trata de restablecer la homeostasis en el RE pero en situaciones
de estrés cronico puede derivar en la muerte de células que no logran sobreponerse a este estado,

para lo cual existe una compleja regulacion de estas vias con componentes de las vias apoptoéticas.

En enfermedades inflamatorias crénicas como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn se ha
detectado la presencia de estrés de RE en células de la mucosa intestinal. Situaciones cronicas de
este tipo de estrés pueden ser tanto causa como consecuencia de un proceso inflamatorio (Hetz,
2012; Kaser y Blumberg, 2009). En el contexto de la EC, se ha reportado que péptidos derivados
de gliadinas son capaces de inducir estrés de RE en células intestinales epiteliales (Caputo et al.,

2012). Tanto las vias de estrés como de muerte celular han sido poco estudiadas en la mucosa

intestinal con enteropatia celiaca.
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Objetivos Especificos

Los mecanismos de dano que derivan en la enteropatia celiaca no son comprendidos
completamente. En este contexto, nos proponemos evaluar la expresion de moléculas asociadas a
estrés de reticulo y a la UPR con el fin de dilucidar si existe estrés de RE en mucosa duodenal de
pacientes celiacos. Ademas, estudiar el balance de muerte y proliferacion celular en la mucosa
duodenal de pacientes celiacos al diagnostico y controles. Puntualmente, estudiaremos
marcadores de muerte celular por apoptosis (Caspasa 3, PARP1, BAX/BCL2, FAS/FASL) y de

necroptosis (RIPK3) como posibles mecanismos involucrados en la patogenia.
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Materiales y Métodos

Pacientes y muestras

Las biopsias duodenales de pacientes adultos y pediatricos fueron obtenidas durante el
procedimiento diagndstico de rutina, como ya fue explicado en el Capitulo 2. Para los estudios de
expresion génica, se procedié a colectar una biopsia duodenal por paciente en RNAlater (Ambion,
cat AM7020) y se mantuvo a -80°C hasta su procesamiento. Las muestras destinadas a evaluacion
por la técnica de TUNEL o para estudios por inmunofluorescencia fueron fijadas en formol e
incluidas en parafina. Para la deteccion de caspasa-3 clivada las muestras se incluyeron
inmediatamente en medio de montaje para criostato y se congelaron en nitrégeno liquido para ser
conservadas luego a -80°C hasta su utilizacion. Las muestras destinadas a western blot se
transportaron en frio y de manera inmediata al laboratorio y se lisaron en buffer de lisis con

inhibidores de proteasas. Se conservaron a -80°C hasta su procesamiento.

Ensayos de expresion génica por PCR cuantitativa

El procedimiento fue el mismo que el descripto en el Capitulo 2. Se incluyeron en este estudio un
total de 24 biopsias duodenales correspondientes a individuos no celiacos (14 pediatricos y 10
adultos), 24 de pacientes celiacos al diagnéstico (16 pediatricos y 8 adultos) y 4 pacientes en DLG
(1 pediatrico y 3 adultos). En la Tabla 13 se describen las secuencias de los primers utilizados. El
programa utilizado fue el siguiente: 95°C 10 minutos, 50 ciclos de 62°C durante un minuto, y 95°C

por 15 segundos.
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Tabla 13. Secuencia de primers utilizados.

GEN Forward Reverse
BIP GGTACTGCTTGATGTATGTC GTCTTTCACCTTCATAGACC
EDEMA1 TCCTGACACCAATAATGAGAC ACGACATTGCCTAGTAATCC
CHOP GACTTAAGTCTAAGGCACTG GATACACTTCCTTCTTGAACAC
GADD34 CCATCTATGTACCTGGAGAG AAATGGACAGTGACCTTCTC
GRP94 ATCAAACCAATATGGCAGAG CATATCATGGAAGTCGTCTG
FASLG CAGAACTCCGAGAGTCTACC TAGGTGTCTTCCCATTCCAG
FAS AAAGTGTTAATGCCCAAGTG ATTTCCACTTCTAAGCCATGTC
BCL2 CGATCTGGAAATCCTCCTAATTT CTACTTCCTCTGTGATGTTGTATT
BAX CATCTGGAAGAAGATGGGCT CCGAAGGAGGTTTATTACCC
XBP1 U TGCTGAGTCCGCAGCACTCA GCTGGCAGGCTCTGGGGAAG
XBP1S TGCTGAGTCCGCAGCAGGTG GCTGGCAGGCTCTGGGGAAG
B-actina ATGGGTCAGAAGTCCTATGTG CTTCATGAGGTAGTCAGTCAGGTC
Técnica de TUNEL

A partir de las biopsias incluidas en parafina se realizaron cortes de 5 ym de espesor, se
desparafinaron y rehidrataron. Se utilizé el kit Dead End Fluorometric TUNEL system (Promega),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los nucleos fueron teiidos con DAPI (Sigma, cat D8417)
a la concentracion de 1ug/ml por 3 minutos. Los preparados fueron montados utilizando un medio
de montaje para fluorescencia (DakoCytomation, cat S3023) y visualizados en un microscopio de
fluorescencia Nikon Eclipse Ti (fuente de luz: X-Cites Series 120 Q). Las imagenes se obtuvieron
con una camara Nikon (Nikon Digital Sight DS Ri1), usando el software Nis-Elements. El recuento
de células positivas se realizé utilizando el software Image J, calibrado de manera tal de poder
medir el area de zonas de LP seleccionadas. Las areas de LP se seleccionaron a lo largo de toda
la seccidn histolégica y sobre las mismas se realizé el recuento. Se expresé el resultado como

numero de células TUNEL* por mm2 de LP.

El recuento de enterocitos TUNEL* en criptas se realiz6 utilizando el software Imaje J, aplicando un
filtro Watershed y seleccionando las criptas para recuento delimitado de nucleos. Las células

positivas se contaron manualmente.
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Inmunofluorescencia

Para la marcacion de Ki67, BIP y RIPK3 se procedid de manera analoga a la explicada en el
capitulo 2. Se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-Ki67 (NovusBiologicals, cat NB600-1252) diluido
1/50 e incubado toda la noche a 4°C; un anticuerpo policlonal anti-RIPK3 (abcam, cat ab56164)
diluido 1/10 e incubado toda la noche a 4°C, y una dilucién 1/50 de un anticuerpo monoclonal anti-
BIP (CellSignaling, cat 3177) incubado durante una hora. En todos los casos, se utiliz6 como
anticuerpo secundario una dilucién 1/200 de un anticuerpo obtenido en cabra anti-lgG de conejo
conjugado a Alexa-488 (Invitrogen, cat A11008), incubado durante 30 minutos. Para la doble
marcacion de BIP con CD138 se empled el anticuerpo monoclonal hecho en ratéon anti-CD138

(DAKO, cat M7228) a la dilucion 1/25.

Para las imagenes de microscopia confocal los nucleos fueron coloreados con ioduro de propidio a
la concentracion de 1 pg/ml durante 15 minutos (Sigma, cat P4170). Los preparados fueron
montados utilizando un medio de montaje especial para fluorescencia (DakoCytomation, cat S3023)
y visualizados en un microscopio confocal TCS SP5 de Leica. Se obtuvieron las imagenes con el
software Leica LAS AF. Para el recuento de células Ki67 positivas por unidad de area de LP y por
cripta se procedid de manera analoga a la descripta para la técnica de TUNEL. Para esto se

colorearon los nucleos con DAPI y se visualizaron los preparados en un microscopio Nikon.

Para la marcacion de caspasa 3 clivada se utilizaron muestras conservadas en medio de montaje
para criostato Cryoplast (Biopack). Se realizaron cortes de 15 ym en criétomo. Los cortes fueron
fijados en paraformaldheido al 4% en PBS y se les realizé un lavado con PBS-Tween 0,1% de 15
minutos. El bloqueo se realizé con suero equino al 5% en PBS, 1 hora a temperatura ambiente. Se
utilizé un anticuerpo policlonal anti-caspasa-3 clivada conjugado a FITC (Cell Signaling, cat 9669)
en una dilucion 1/10 durante una hora. Se realizaron lavados con PBS-Tween, se marcaron los
nucleos con ioduro de propidio, se montaron los preparados y se visualizaron en un microscopio

confocal tal cual se describié anteriormente.

Aislamiento de células y citometria de flujo

Se procesaron muestras de biopsias duodenales correspondientes a un paciente celiaco y tres
individuos control de la poblacidon pediatrica. Para el aislamiento de células del compartimiento
epitelial se procedié de manera analoga a la descripta en el capitulo 2, asi como también para la

permeabilizacion de las células, marcacion y la correspondiente adquisicion y procesamiento de
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datos. El anticuerpo utilizado para caspasa-3 clivada fue el mismo que fue empleado para la

técnica de inmunofluorescencia.

Analisis por western blot de marcadores de vias de estrés y muerte celular.

Las muestras (biopsias duodenales, dos piezas obtenidas de cada paciente) se conservaron a -
80°C en un tubo seco hasta su procesamiento. Se obtuvo el lisado proteico de las mismas a partir
de la ruptura mecanica en el buffer de lisis: 10mM HEPES pH=7,9; 1mM EDTA, 60 mM KCI, 0,2%
Nonidet P40, 1uM DTT, 1uM PMSF, 0,1 ug/ml aprotinina (Sigma, St Louis, MO, EEUU), 0,1 ug/ml
leupeptina (Sigma St Louis, MO, EEUU), 1uM vanadato de sodio y 5uM NaF. La cuantificacion de
proteinas en los extractos se realiz6 mediante el método de acido bicinconinico (BCA, Pierce

Laboratories, Rockford, IL).

La separacién de proteinas se realiz6é a partir de 30 ug por muestra que fueron sembrados en un
gel de poliacrilamida preparado con una concentracion de 10% (determinacién de PARP1) o de
15% (determinacién de caspasa-8, caspasa-3, caspasa-1, BIP o RIP3). Las electroforesis se
llevaron a cabo en cubas Tetra Cell (BioRad, Hercules, CA, EEUU), con una fuente PowerPac
Basic (BioRad, Hercules, CA, EEUU). Se empled una corriente constante de 20 mA para la fase de
apilamiento y 30 mA para la fase de separacidn. Las electrotransferencias se realizaron en una
cuba MiniProtean Il (BioRad, Hercules, CA, EEUU), con la misma fuente a 300 mA durante una
hora sobre una membrana de nitrocelulosa (Osmonics, Westboro, MA, EEUU). Para corroborar la
efectividad de la transferencia se realizé una tincién de la membrana con una solucion de rojo
Punceau - acido tricloroacético. Se realizé en todos los casos un paso de bloqueo con TBS Tween
0,1% y 5% de leche descremada 1h a 37°C. Las incubaciones con anticuerpos se realizaron en
TBS Tween 0,1% y leche descremada 1%, a excepcion del estudio de caspasa-8 que se

incremento el bloqueo al 5%. Los lavados se realizaron con TBS Tween 0,1%.

Los anticuerpos primarios y las diluciones utilizadas fueron: anticuerpo monoclonal anti-PARP1
humano (CellSignaling, cat 9532) dilucion 1/1000; anticuerpo monoclonal anti-caspasa-3 humana
(CellSignaling, cat 9662) dilucién 1/1000; anticuerpo monoclonal anti-BIP (CellSignaling, cat 3177)
dilucién 1/1000; anticuerpo monoclonal anti-RIP3 (abcam, cat ab56164) dilucién 1/500; anticuerpo

monoclonal anti-caspasa-1 (Santa Cruz, cat sc-56036) dilucién 1/1000; y anticuerpo monoclonal
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anti-caspasa-8 (CellSignaling, cat 9746) dilucion 1/1000. Todos fueron incubados durante toda la
noche a 4°C. Como control de carga se utilizé un anticuerpo monoclonal anti-B-actina en una
dilucion 1/4000 (Abcam, catab8227). El anticuerpo secundario utilizado fue un anti-IgG de raton
(para detectar caspasa-1 o caspasa-8) o de conejo (casos restantes), conjugado a peroxidasa de
rabano (HRP) (dilucion 1/2000; BioRad). Se incubd la membrana con este anticuerpo durante 1

hora a 37°C.

Los revelados se realizaron por quimioluminiscencia. El reactivo fue luminol 0,25 mM (Fluka, St
Louis, MO, EEUU), 0,2 mM acido p-cumarico (Fluka, St Louis, MO, EEUU), 2,9 mM de perdéxido de
hidrogeno, 10 mM Tris pH= 8,8. Se utilizaron placas fotograficas Amersham HyperFiim MP (GE,
Healthcare, Buckinhamshire, Reino Unido), y se revelaron y fijaron manualmente con reactivos

fotograficos Romek (Gamaxa SRL, Avellaneda, Argentina) segun instrucciones del fabricante.

Los analisis de imagenes para cuantificacion relativa de densidad o6ptica se realizaron con la
herramienta de analisis de geles del software ImagedJ. Se cuantifico la densidad éptica en la banda
de interés correspondiente a la proteina en estudio y se normalizé respecto al valor
correspondiente a B-actina. Finalmente se promedié el valor de expresion en el grupo control y

dicho promedio fue utilizado como normalizador para todas las muestras.

Analisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.0. Valores de
p<0,05 fueron considerados significativos. Las comparaciones de niveles de expresion de ARNm o
proteina entre los grupos estudiados (pacientes celiacos, pacientes en DLG cuando correspondio y
controles), se realizaron utilizando un test T no pareado. En los ensayos de recuento por
inmunofluorescencia o TUNEL los distintos grupos también fueron comparados con un test T no

pareado.
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Resultados

Evaluacion de los niveles de expresion de moléculas asociadas a estrés de
RE

Con el objeto de evaluar indicadores de presencia de estrés de RE en mucosa duodenal,
analizamos en primer lugar los niveles de ARNm de XBP1 en su forma larga o “unspliced” (XBP1u),
y en su forma corta o “spliced” (XBP1s). La medida de la proporcién entre ambas formas permite
estimar la actividad del sensor de estrés IRE1, cuya actividad endonucleasa es la responsable de la
generacién del fragmento XBP1s a partir del XBP1u. Los niveles de ARNm de XBP1 en las formas
“‘u” y “s” fueron evaluados en muestras duodenales de pacientes celiacos al diagnéstico, en DLG y
controles, y fue calculada la proporcion de XBP1s respecto al total. Este parametro fue evaluado en
poblacién pediatrica y adulta por separado, pero no se observaron diferencias entre ambas (Figura
48a). El mismo analisis entre poblaciones se realizé para el resto de los marcadores estudiados.
Dado que en ningun caso se registraron diferencias entre la distribucion de los resultados en

muestras de poblacién adulta y pediatrica, por simplicidad los resultados son mostrados en

adelante, en forma conjunta.

La evaluacion de la relacion XBP1s respecto al total (XBP1s y XBP1u) no mostré diferencias
significativas en las poblaciones estudiadas pero se aprecia una leve tendencia de mayores niveles
en pacientes celiacos al diagndéstico comparado con controles o pacientes en DLG (Figura 48b). El
analisis de los niveles de XBP1u y s por separado no mostrd diferencias significativas cuando se

comparan muestras de poblacién control, celiacos al diagnostico y en DLG (Figura 48cy d).
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Figura 48. Determinacion de los niveles de ARNm de XBP1 por PCR cuantitativa en biopsias
duodenales. A) Niveles de ARNm de XBP1s respecto al total (XBP1s+XBP1u) en controles y celiacos al
diagndstico de poblacién adulta y pediatrica. Test T no pareado, diferencias estadisticamente no significativas
(ns). B) Niveles de XBP1s respecto al total en controles (n=24), celiacos al diagndstico (n=24) y pacientes en
DLG (n=4). Test T no pareado, diferencias estadisticamente no significativas. C y D) Niveles de XBP1u y
XBP1s, respectivamente, en controles, celiacos al diagnéstico y pacientes en DLG. Test T no pareado,
diferencias estadisticamente no significativas. Niveles referidos a B-actina, expresados como unidades
relativas (UR).

También fueron evaluados por PCR cuantitativa los niveles de ARNm de otros marcadores de
estrés de reticulo como CHOP, EDEM1, GRP94 y GADD34 (Figura 49). Los niveles de GRP94 no
fueron significativamente diferentes entre muestras duodenales de poblacion control, celiacos al
diagnéstico y pacientes en DLG, sin embargo se observd una tendencia hacia mayores niveles en
EC activa. El caso opuesto se observo para GADD34, donde se observé una tendencia a valores
disminuidos en EC activa. Resultados similares para los niveles de GADD34 fueron descriptos en
ileon de pacientes con enfermedad de Crohn comparados con controles (Bogaert et al., 2011). Sin
embargo, en forma inesperada, se observé que los niveles de EDEM1, chaperona componente del

sistema ERAD, y CHOP, factor de transcripcion proapoptético, fueron significativamente menores
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en muestras de duodeno de pacientes celiacos al diagndstico respecto a controles y a pacientes en
DLG. Estos resultados no permiten una interpretacion directa del fenbmeno ya que la expresion de
EDEM1 y GRP94 dependen de inductores en comun como XBP1. Mientras que claramente los
niveles de ARNm de EDEM1 estan disminuidos, se observa una tendencia a un leve aumento de
GRP94. Por otro lado, los menores niveles de CHOP en EC activa correlacionan con la tendencia a

valores mas bajos en GADD34, gen blanco de este factor de transcripcion.

600-

GADD34 ARNm UR

EDEM1 ARNm UR
GRP94 ARNm UR

Figura 49. Niveles de expresion de moléculas asociadas a estrés de reticulo en mucosa
duodenal. Evaluacion de la expresion a nivel de ARNm de CHOP, EDEM1, GRP94y GADD34 por PCR
cuantitativa en biopsias duodenales de pacientes celiacos al diagnéstico (n=24), controles no celiacos (n=24)
y pacientes en DLG (n=4). Test T no pareado; ***p<0,001; **<0,005.

Finalmente, estudiamos la expresion de BIP en biopsias duodenales. BIP es una chaperona del RE
que, al estar unida a IRE1 y a PERK, reprime su homodimerizacidén y consecuente activacion. Los

niveles de ARNm de BIP, determinados por PCR en tiempo real, no presentaron diferencias
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significativas entre muestras de biopsias duodenales de pacientes celiacos al diagnostico, controles
y celiacos en DLG (Figura 50a). Sin embargo, la evaluacion de la intensidad de bandas en western
blot, en muestras de pacientes celiacos al diagndstico y controles, evidenciaron un mayor

contenido de BIP en biopsias duodenales de pacientes (Figuras 50b y c).
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Figura 50. Analisis de la expresiéon de BIP en mucosa duodenal. A) Estudios de expresion a nivel
de ARNm de BIP por PCR cuantitativa a partir de biopsias duodenales de pacientes celiacos al diagnédstico
(n=24), controles (n=24) y pacientes en DLG (n=4). Niveles referidos a B-actina. Unidades relativas (UR).
Diferencias estadisticamente no significativas. (Test T no pareado). B) Analisis de la expresiéon de BIP (78
KDa) y B actina (40 KDa) por western blot en un caso representativo de un celiaco y un control. C) Analisis
cuantitativo de la expresién de BIP referido a B-actina por densitometria en controles (n=5) y celiacos al
diagnostico (n=5). Diferencias estadisticamente no significativas, test T no pareado.

Dado que observamos que los niveles de BIP se encuentran incrementados a nivel de proteina en
mucosa duodenal en EC activa, decidimos estudiar su patrén de expresion mediante microscopia
confocal de fluorescencia en cortes histologicos de biopsias duodenales. Llamativamente, las
imagenes revelaron la presencia de abundantes células epiteliales BIP* en pacientes celiacos no
tratados, mientras que se observaron con menos frecuencia en controles o pacientes en DLG. Por
otro lado, tanto controles como celiacos presentaron también células BIP* en LP. Con el objetivo de
identificar el linaje de estas células se emple6é el marcador CD138, comunmente usado para
identificar células plasmaticas. Por doble marcacion, observamos que la mayoria de las células
BIP* eran células plasmaticas CD138*. Esta observacion concuerda con la induccion de estrés de
reticulo en las células plasmaticas como consecuencia de la elevada tasa de produccion de

inmunoglobulinas (Todd et al., 2008) (Figura 51ay b).
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EC Activa o Control

EC Activa : i Control

Figura 51. Caracterizacion del patréon de expresion de BIP por microscopia confocal de
fluorescencia. A) Inmunofluorescencia y microscopia confocal para BIP (verde) y nlcleos (rojo) en cortes
histolégicos de biopsias duodenales de un paciente celiaco al diagnéstico, un individuo control y un paciente
en DLG, casos representativos. Se observa la marca en epitelio en EC activa asi como células en LP. En el
caso del control, solo se observan células BIP* en LP. Objetivo 62x, zoom escaneo 1,7x. B) Doble marcacién
y microscopia confocal para BIP (rojo) y CD138 (verde) en biopsias duodenales de un paciente celiaco al
diagndstico, un individuo control y un paciente en DLG, casos representativos. Se observan los nucleos en
azul. Las flechas sefialan células CD138BIP". Objetivo 62x, zoom escaneo 1x.

En conjunto, estos resultados muestran que en pacientes con EC activa se observan mayores
niveles de estrés de RE, en particular en el epitelio, evidenciado por la presencia de células BIP+.
Esto es de relevancia ya que los enterocitos son el principal blanco del dafio en la mucosa
intestinal en EC activa. Sin embargo, el analisis de expresién a nivel ARNm de varios mediadores
de las vias de estrés no permitié establecer una via definida de sefalizacién. En este sentido, el
analisis de una pieza de tejido entera y proveniente de un proceso croénico en ocasiones genera

limitaciones que impiden obtener resultados concluyentes.
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Evaluacion de muerte celular en mucosa duodenal

Se evaluo la presencia de células TUNEL* en cortes histolégicos de biopsias duodenales de
pacientes celiacos al diagnéstico y controles no celiacos. Contrariamente a lo esperado segun los
modelos propuestos de muerte exacerbada de enterocitos, no se observaron células epiteliales
positivas para TUNEL en pacientes celiacos al diagnostico. En cambio, se observaron con alta
frecuencia células TUNEL* en LP en muestras de duodeno con enteropatia severa comparado con
tejido normal (Figura 52). Para obtener un resultado cuantitativo procedimos al recuento de células
TUNEL* por unidad de area de LP. El analisis del niumero de células TUNEL*, cuando se
consideran todas las muestras analizadas independientemente del grupo etario, muestra un
incremento significativo en celiacos al diagnéstico comparado con controles (Figura 53a). Ademas,
evidenciamos que no hay diferencias significativas cuando se realiza el analisis de poblacion
pediatrica y adulta por separado (Figura 53b).

Dado que ocasionalmente se evidenciaron células TUNEL* en las criptas, realizamos un analisis
cuantitativo en este sector. EI nimero de células TUNEL* en criptas expresado como enterocitos
TUNEL* cada 100 enterocitos no revelo diferencias entre los grupos evaluados en forma separada

por edad o en su conjunto (Figura 54).

control EC Activa

Figura 52. Muerte celular en mucosa duodenal. Estudios mediante técnica de TUNEL por
microscopia de fluorescencia en cortes histolédgicos de biopsias duodenales de poblacién control y celiacos al
diagndstico, se muestran casos representativos. Se observa en verde la reaccion positiva y en azul los
nucleos.
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Figura 53. Recuento de células TUNEL" en lamina propria. A) Recuento de células TUNEL"® por
unidad de area de LP en biopsias duodenales de poblacion control (n=11) y pacientes celiacos al diagnéstico
(n=11). Test T no pareado, ***p<0,001. B) Recuento de células TUNEL" por unidad de area de LP en
biopsias duodenales de poblacion control y pacientes con EC activa diferenciado entre poblaciéon adulta (Ad)

y pediatrica (Ped). Controles: 7 adultos y 4 pediatricos; celiacos: 6 adultos y 5 pediatricos. Test T no pareado,
*p<0,05; **p<0,01.
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Figura 54. Recuento de células TUNEL" en criptas. A) Recuento de enterocitos TUNEL" cada 100
enterocitos en criptas en biopsias duodenales de controles (n=9) y pacientes con EC activa (n=10). Test T no
pareado, diferencias estadisticamente no significativas. B) Recuento de enterocitos TUNEL™ cada 100
enterocitos en criptas en biopsias duodenales de controles y pacientes con EC activa de poblacién pediatrica
(Ped) y adulta (Ad). Controles: 4 adultos y 5 pediatricos; celiacos: 5 adultos y 5 pediatricos. Test T no
pareado, diferencias estadisticamente no significativas.

Estos resultados indican que en las formas mas severas de la enteropatia, existe una elevada

muerte celular en células de la LP pero no se observaron diferencias significativas en el epitelio
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diferenciado de las vellosidades ni en las criptas. Considerando estos resultados, se evaluaron
muestras con grados menores de dano. Con este fin, se analizaron muestras duodenales
clasificadas como enteropatia de grado | de pacientes con clinica y serologia de EC, asi como
muestras de pacientes celiacos en DLG. Si bien el numero de muestras de pacientes celiacos con
enteropatia leve fue insuficiente para una evaluacion estadistica, en las imagenes obtenidas no se
observé un numero relevante de enterocitos TUNEL*, mientras que el numero de células TUNEL*
en LP y en criptas resulté variable. El analisis de muestras duodenales de pacientes en DLG (con
histologia normalizada) mostro resultados similares a los encontrados en poblacion control (Figura
55).

Enteropatia grado |

Figura 55. Analisis de muerte celular en mucosa duodenal con enteropatia intermedia y
pacientes celiacos en DLG. Estudio por técnica de TUNEL por microscopia de fluorescencia en cortes
histolégicos de biopsias duodenales con enteropatia intermedia, grado | (A) y pacientes celiacos en DLG (B),
casos representativos. Se observa en verde la reaccion positiva y en azul los nucleos.

Estudio de vias apoptoéticas en mucosa duodenal: expresion de caspasa-8,
caspasa-3y PARP1

Teniendo en cuenta los altos niveles de muerte celular observados mediante la técnica de TUNEL
en mucosa duodenal con EC activa, nos interesd estudiar marcadores asociados a diferentes vias

de muerte celular.

En primer lugar, dado que la via extrinseca de apoptosis ha sido asociada a EC, evaluamos los
niveles de caspasa-8. Los ensayos por western blot utilizando extractos proteicos de biopsias

duodenales, no mostraron diferencias en la expresion de caspasa-8 clivada entre celiacos y
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controles (Figura 56). Por razones técnicas, no pudimos evaluar la cantidad de esta proteina en su

forma de procaspasa.
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Figura 56. Expresién de caspasa-8 activa en mucosa duodenal. A) Andlisis cuantitativo a partir del
western blot para la expresidon de caspasa-8 clivada normalizado segun las cantidades de [-actina en
controles y celiacos al diagnéstico (n=5 en ambos grupos). Diferencias no significativas, test T no pareado. B)
Deteccion de caspasa-8 clivada (18 KDa) y B actina (40 KDa) por western blot. Se muestra un celiaco y un
control representativos.

Luego, procedimos a estudiar los niveles de caspasa-3, caspasa efectora involucrada en las vias
apoptoticas extrinseca e intrinseca. Los niveles de expresion de caspasa-3, tanto en su forma de
procaspasa como su forma activa clivada, fueron analizados por western blot en extractos proteicos

de biopsias duodenales de pacientes celiacos y de controles no celiacos.

Los resultados fueron variables y no se detectaron diferencias significativas entre celiacos vy
controles, aunque se observd una tendencia hacia mayores niveles de caspasa-3 clivada en
pacientes celiacos (Figura 57). Por otro lado, los estudios por microscopia confocal utilizando un
anticuerpo especifico para la caspasa-3 en su forma clivada, revelaron la presencia de células
positivas de forma aislada en la LP de la mucosa intestinal, tanto en pacientes celiacos como en
controles. Es de destacar que en ninguno de los casos evaluados mediante esta técnica fue posible

distinguir células del epitelio positivas para caspasa-3 clivada (Figura 58).
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Figura 57. Expresion de caspasa-3 en biopsias duodenales. A) Andlisis por western blot de la
expresion de caspasa-3 (procaspasa: 35 KDa, caspasa clivada: 17 KDa) y del control del carga, $-actina (40
KDa). Se muestran un celiaco y un control representativos. B) Analisis de los niveles de expresion de
procaspasa-3 y caspasa-3 clivada, normalizados a B-actina, en 5 celiacos (fondo negro) y 5 controles (fondo
blanco). No se observan diferencias estadisticamente significativas, test T no pareado. C) Se muestra el
analisis como porcentaje de caspasa-3 clivada respecto al total (ambas formas) en el mismo conjunto de
muestras. Test T no pareado, diferencias estadisticamente no significativas.

control EC Activa

Figura 58 Estudio por microscopia confocal de caspasa-3 en mucosa duodenal. Imagenes
representativas obtenidas por microscopia confocal a partir de cortes histolégicos de biopsias duodenales de
celiacos y controles. Se observa caspasa-3 clivada en verde y nucleos en rojo. Objetivo 62x, zoom escaneo
1x.

Finalmente, estudiamos la expresion de caspasa-3 clivada por citometria de flujo en células

aisladas del compartimento epitelial proveniente de biopsias duodenales. Observamos que la
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intensidad de fluorescencia media (IFM) para la marcacion de caspasa-3 clivada fue similar en
células del compartimento epitelial provenientes de muestras de pacientes celiacos como en

controles (Figura 59).

Condicién IFM Condicion IFM
Ctrl No Celiaco 56,9 p— - C Activa 56.1
Control Isotipo 343 Control Isotipo 353
0 Py eyt e ' 0 L L B R R L I R L) SN R R
10° 10" 102 10° 10 10° 101 102 100 10"
Casp3 FITC Casp3 FITC

Figura 59. Analisis de los niveles de caspasa-3 clivada en células epiteliales. Estudio de la
expresién de caspasa-3 clivada por citometria de flujo a partir de células aisladas del compartimento epitelial
de biopsias duodenales de un paciente celiaco y un control. Se muestra los niveles de expresion de caspasa-
3 clivada en células provenientes del compartimento epitelial en un gate donde se excluyd la region de LIEs.

En linea con los estudios de caspasa-3, y dado que técnicamente resulta dificil evidenciar
diferencias en el clivaje de la misma, se procedié a evaluar uno de sus sustratos, PARP1. Caspasa-
3 cliva a PARP1 resultando en dos fragmentos: un fragmento con el dominio catalitico de 89 kDa,
que pierde capacidad de unién al ADN y es liberado al citosol, y otro de 24 kDa que queda unido al
ADN vy por lo tanto retenido en el nucleo, impidiendo a su vez, el accionar de mecanismos de

reparacion (Chaitanya et al., 2010).

Mediante estudios por western blot a partir de extractos proteicos de biopsias completas, no fue
posible evidenciar la presencia del fragmento de 89 KDa correspondiente al clivaje de PARP1 por

caspasa-3. Sin embargo, se observaron los fragmentos correspondientes a PARP1 entero (115
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KDa) vy, llamativamente, un fragmento de 55 KDa de marcada intensidad compatible con un

producto del clivaje de PARP1 por parte de otras proteasas como Granzimas A o B.

El analisis revel6 que en mucosa duodenal de pacientes celiacos el fragmento de PARP1 de 55
kDa se observa de manera mas intensa que en controles, mientras que en este ultimo grupo, la
banda correspondiente a la forma no clivada es mas intensa (Figura 60a). El analisis cuantitativo no
mostro diferencias estadisticamente significativas pero si confirmaron la tendencia hacia una mayor

presencia de PARP1 55 kDa en mucosa de individuos celiacos (Figura 60b y c).
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Figura 60. Analisis de la expresion de PARP1 en mucosa duodenal. A) Expresion de PARP1 a
nivel de proteina mediante western blot en muestras duodenales de un celiaco y control, casos
representativos. B) Analisis cuantitativo de la expresién de cada fragmento normalizado con f3-actina en
controles (fondo blanco, n= 5) y celiacos al diagndstico (fondo negro, n=5). Test T no pareado, diferencias no
significativas. C) Se muestra la proporciéon de PARP1 clivado (55 kDa) respecto al total en las mismas
muestras. Test T no pareado, diferencias estadisticamente no significativas.

Determinacion de los niveles de BAX, BCL2, FAS y FASL en biopsias
duodenales

Con el objeto de estudiar otras moléculas involucradas en las vias de apoptosis, analizamos por
PCR cuantitativa los niveles de expresion en mucosa duodenal de FAS y FASL. Estas moléculas,
vinculadas a la via extrinseca, no presentaron diferencias significativas entre celiacos y controles.
También evaluamos los niveles de ARNm de los factores regulatorios a nivel mitocondrial BAX y
BCL2. Aunque no se observé una diferencia significativa, encontramos que el cociente

proapoptético BAX/BCL2 mostré una tendencia a estar disminuido en celiacos respecto a controles
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(probablemente a expensas de un mayor nivel en ARNm de BAX) (Figura 61). Se debe considerar
que este analisis es orientativo ya que solo se realiza una evaluacion a nivel de ARNm y no

tenemos evidencia de las vias que pueden estar verdaderamente activas en la mucosa.

0.000% 0.015 - 0.05 -
&  0.000% x
2 = 0.010 - N
o o .
> N 20.
% -1 0.005 - 0
0 8

0.000 -

,éo
&

0.006 - 0.0025

0.0020

0.0015 4

0.0010

FAS ARNm UR
FASL ARNm UR

0.0005

0.0000 -
o
&
&

00

Q/O

Figura 61. Analisis de marcadores involucrados en rutas apoptéticas por PCR cuantitativa.
Estudios de expresion a nivel de ARNm de BAX, BCL2, FAS y FASL por PCR cuantitativa en biopsias
duodenales de pacientes celiacos al diagndstico (n=24) y controles (n=24). Niveles referidos a B-actina.
Unidades relativas (UR). Se muestra también la expresién de BAX y BCL2 como cociente proapoptético
(expresion relativa BAX/BCL2). Las diferencias no fueron estadisticamente significativas (Test T no pareado).

Analisis de la expresion de RIPK3 en mucosa duodenal

Con el objetivo de evaluar la participacion de otra via de muerte celular en mucosa duodenal,
procedimos a analizar la expresion de RIPK3, una de las moléculas clave en vias de muerte por

necroptosis. Por microscopia confocal observamos células aisladas RIPK3* en LP, tanto de tejido
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normal como con enteropatia, con una frecuencia similar (Figura 62). La expresion de RIPK3 se
observdé mayoritariamente restringida a células de las criptas, y en especial a aquellas de
localizacién basal. Aunque no fueron identificadas en nuestro estudio, se ha mostrado que estas

serian células de Paneth (Glnther et al., 2011). Por el escaso numero de muestras analizadas, no

pudimos realizar un estudio cuantitativo mediante esta técnica.

CRIPTAS

Controles

EC Activa

Figura 62. Andlisis de la expresion de RIPK3 en biopsias duodenales por microscopia

confocal. Imagenes representativas obtenidas por microscopia confocal a partir de cortes histologicos de
biopsias duodenales de celiacos y controles, correspondientes a zonas de LP y de criptas. Se observa RIPK3
en verde y nucleos en rojo. Objetivo 62x, zoom de escaneo 1,7x y 1x, respectivamente.

Con el fin de obtener resultados cuantitativos, procedimos a analizar por western blot la presencia

de RIPK3 en extractos proteicos obtenidos a partir de biopsias duodenales. Estos ensayos
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evidenciaron la presencia de dos fragmentos de diferente peso molecular especificos de RIPK3:
por un lado aquel correspondiente a la molécula entera (55 KDa) y por otro, un fragmento de menor
peso molecular (32 KDa) compatible con un producto de clivaje por parte de caspasa-8, tal cual fue
descripto (Feng et al., 2007). En este estudio el niumero de muestras fue reducido y no se
observaron diferencias significativas, aunque se observé una tendencia hacia menores niveles de
RIPK3 en celiacos respecto a controles, tanto en su forma entera como clivada. No obstante, la
proporcion de clivado respecto al total no varié entre celiacos y controles (Figura 63), resultado que
seria coherente con la presencia de niveles similares de caspasa-8 en ambos tipos de tejido

observada previamente.
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Figura 63. Expresion de RIPK3 y el producto de su clivaje en mucosa duodenal. A) Expresion
de RIPK3 a nivel proteina mediante western blot en muestras provenientes de un celiaco al diagndstico y un
control, casos representativos. B) Andlisis cuantitativo de la expresién de cada fragmento normalizado segun
las cantidades de B-actina en 3 celiacos (fondo negro) y 3 controles (fondo blanco). C) Se muestra la
proporcion de proteina clivada (32 kDa) respecto al total. Test T no pareado, diferencias estadisticamente no
significativas.

Analisis de la expresion de caspasa-1 en mucosa duodenal

Diferentes vias inflamatorias y de muerte celular comparten factores, hecho que en ocasiones
dificulta la identificacion univoca del rol de una determinada via. Entre estos casos se encuentra
caspasa-1. La activacion de caspasa-1 a partir de su proforma ocurre por la activacion del complejo
llamado inflamasoma. Tanto receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a
microorganismos o a dafno (MAMPs y DAMPs, respectivamente) pueden activar este complejo con

la consecuente formacion de caspasa-1 activa. Esta caspasa tiene como sustrato pro-IL183, y por
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ende es capaz de generar IL-13 activa y de ahi su importante rol en inflamacion. La otra citoquina
activada por caspasa-1 es IL-18. A su vez, esta caspasa comparte sustratos con caspasas
iniciadoras de la apoptosis, como son caspasa-3 y Bid; a través de los cuales se conecta con vias

de muerte por apoptosis (Denes et al., 2012).

Nuestro interés fue evaluar los niveles de la procaspasa y la forma activada de caspasa-1 en
mucosa duodenal. Para esto realizamos ensayos por western blot analizando extractos proteicos
obtenidos de biopsias duodenales de pacientes celiacos al diagnostico y controles, lo que nos
permitié observar una leve tendencia hacia mayores niveles de caspasa-1 activa en pacientes con

enteropatia (Figura 64).
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Figura 64. Analisis de la expresién de caspasa-1 en mucosa duodenal. A) Se analizaron por
western blot extractos proteicos de biopsias duodenales de pacientes controles y celiacos al diagndstico. Se
muestran imagenes representativas de la deteccién de caspasa-1 en su forma procaspasa y activa para un
paciente y un control representativos. B) Andlisis cuantitativo de la expresion de procaspasa-1 y caspasa-1
clivada normalizado segun las cantidades de B-actina en controles (fondo blanco; n=3) y celiacos (fondo
negro; n=3). C) Se muestra la proporcion de proteina clivada respecto al total. Test T no pareado, diferencias
estadisticamente no singificativas.

Evaluacion de la proliferacion celular en mucosa duodenal

Los mecanismos de dafo en la mucosa intestinal se acompafan en general de una intensa
respuesta proliferativa. Este es un mecanismo de reparacion fisiolégico. Dado que EC es una
enteropatia cronica severa, nos interesé evaluar la respuesta proliferativa frente al estimulo de
dafno continuo, como lo es la ingesta de proteinas de gluten en pacientes celiacos. Los niveles de
proliferacion celular en la mucosa intestinal se evaluaron mediante el marcador Ki67 por

inmunofluorescencia y microscopia confocal. Se observé un alto numero de células Ki67+ en células
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de criptas, con tendencia a encontrarlas mas frecuentemente en la base de las mismas, tanto en
controles como en celiacos (Figura 65a). Las imagenes provenientes de biopsias duodenales de
poblacion adulta y pediatrica fueron similares, sin embargo, el analisis cuantitativo mostré una
tendencia hacia un niumero mayor de células en proliferacién en muestras de poblacién adulta. En
adultos, se observé un mayor porcentaje de enterocitos Ki67* en la poblacién celiaca, aunque la
diferencia no resultd estadisticamente significativa con controles del mismo grupo etario.
Claramente, el numero de células Ki67* fue mayor en poblacidon celiaca adulta comparada con la

pediatrica (Figura 65b).
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Figura 65. Proliferacion celular en mucosa duodenal: analisis sobre enterocitos de criptas.
Estudios de inmunofluorescencia y microscopia confocal para la marcacion de Ki67 en cortes histolégicos de
biopsias duodenales de pacientes celiacos al diagndstico y controles. A) se observan imagenes
representativas de criptas de un paciente con EC activa y un control, ambos adultos. Se observa en verde
Ki67 y en rojo los nlcleos. B) Recuento de enterocitos Ki67" en criptas sobre muestras de pacientes celiacos
al diagnéstico (5 adultos y 5 pediatricos) y controles (3 adultos y 5 pediatricos), diferenciando poblacién
adulta (Ad) de pediatrica (Ped). Test T no pareado; *p<0,05.

En términos generales, las células en estadio de proliferacion activa pueden corresponder a
enterocitos o a linfocitos activados. Por esta razén, también evaluamos el niamero de células Ki67+
en LP. El analisis por microscopia confocal mostr6 un alto numero de células Ki67+ en LP, en
particular en pacientes celiacos (Figura 66a). Aunque el recuento de células Ki67* por unidad de
area de LP no arrojo6 diferencias significativas entre celiacos y controles, se observé una tendencia
hacia un mayor numero de células en proliferacion en mucosa intestinal de pacientes celiacos,
fenémeno que fue comun a ambas poblaciones, pediatrica y adulta (Figura 66b). Estos resultados
pueden corresponderse con un mayor numero de linfocitos T y B antigeno especificos activados y

en proliferacion en la mucosa duodenal de pacientes celiacos sin tratamiento.
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Figura 66. Proliferacion celular en mucosa duodenal: analisis sobre células de LP. Estudios de
inmunofluorescencia y microscopia confocal para la marcacién de Ki67 en cortes histologicos de biopsias
duodenales de pacientes celiacos al diagnédstico y controles. A) se observan imagenes representativas de LP
de un paciente con EC activa y un control, ambos adultos. Se observa en verde Ki67 y en rojo los nucleos. B)
Recuento de células Ki67" por unidad de area de LP sobre muestras de pacientes celiacos al diagnéstico (5
adultos y 5 pediatricos) y controles (3 adultos y 4 pediatricos), diferenciando poblacién adulta (Ad) de
pediatrica (Ped). Test T no pareado; diferencias estadisticamente no significativas.
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Discusion

El dafo en la mucosa de intestino delgado proximal observado en la enteropatia celiaca ha sido
atribuido a la accion de linfocitos T citotdxicos sobre células del epitelio con la consecuente pérdida
de enterocitos. Sin embargo, no hay estudios cuantitativos rigurosos respecto a apoptosis de
enterocitos en este contexto. Nuestros estudios mediante TUNEL sobre biopsias duodenales de
pacientes celiacos, no han evidenciado fragmentacion de ADN en enterocitos diferenciados. Esto
puede deberse a que las muestras evaluadas provienen de individuos con una atrofia vellositaria
de largo desarrollo, donde ya ha ocurrido un proceso de remodelacion del tejido. También hay que
considerar que las células que mueren por apoptosis caen al lumen intestinal, y puede dificultarse
asi evidenciarlas. Cabe destacar que esta técnica pone en evidencia estadios tardios de la muerte

celular.

Aunque el numero de células TUNEL* en criptas no difirié6 entre el grupo control y celiaco, fue
notorio el incremento de células TUNEL* en areas de LP de la mucosa intestinal celiaca. Estas
observaciones fueron de la mano con un mayor nivel de proliferacion en LP evidenciado por el
marcador Ki67, hechos que serian congruentes con una marcada actividad de células T en este

compartimento con su consecuente activacion, expansiéon y luego, autolimitacion.

Con el fin de evaluar posibles mecanismos de muerte celular involucrados, estudiamos por un lado
marcadores propios de la via apoptotica extrinseca. FAS y FASL no mostraron diferencias de
expresion a nivel de ARNm entre mucosa duodenal de pacientes con EC activa y controles. A su
vez, tampoco se observaron diferencias en los niveles de caspasa-8 al estudiar la biopsia entera
por western blot, aunque no hemos podido realizar estudios para identificar el linaje celular que la
expresa. Por otro lado, evaluamos el cociente BAX/Bcl-2, el cual resulté inclinado a favor de la
accion antiapoptoética en biopsias de pacientes con EC. Este resultado, fue obtenido a nivel de
ARNmM y debe ser interpretado entonces con cautela. Al trabajar sobre piezas de biopsia entera, la
complejidad celular que poseen estas muestras, impiden la interpretacion directa de estos
resultados. Tal cual se menciond, en LP de pacientes con EC hay un incremento en la tasa de
muerte y proliferacion celular. Es decir, coexisten ambos mecanismos en forma activa. El
compartimento intraepitelial también da cuenta de mecanismos de muerte celular en enterocitos y

de mecanismos de supervivencia de células efectoras como los linfocitos T CD8* citotéxicos,
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posiblemente a consecuencia de la sobre-expresion del IL-15 en la EC, mecanismo que fue

propuesto en varios estudios (Mention et al., 2003; Di Sabatino et al., 2006; Oh et al., 2008).

Tanto la via de apoptosis extrinseca como la intrinseca convergen en la activacion de la caspasa
efectora 3. Nuestros ensayos de western blot sobre biopsias duodenales mostraron una leve
tendencia a niveles aumentados en el clivaje de caspasa-3 en EC, aunque no evidenciaron
diferencias significativas respecto a controles. Por microscopia confocal no logramos evidenciar
enterocitos caspasa-3* en casos con enteropatia, ni en tejido normal, mientras que por citometria
de flujo los resultados evidenciaron escasas células epiteliales positivas en ambos casos. Sin
embargo, por este ultimo método sélo fue analizado un individuo celiaco y ademas, es muy
probable que se disparen mecanismos de muerte celular durante el manejo experimental que sufre
la muestra. Al estudiar PARP1, un sustrato de caspasa-3, no fue posible detectar por western blot
el fragmento de 89 kDa (correspondiente al clivaje por caspasa-3). No obstante, detectamos la
presencia de un fragmento de 55 kDa, compatible con la actividad de granzimas, marcadamente
mas elevado en mucosa duodenal de pacientes celiacos al diagnéstico. Este resultado podria
reflejar una actividad de granzimas mas marcada en la mucosa con EC, a consecuencia de la

mayor presencia de células citotoxicas (Di Sabatino et al., 2006).

En determinadas situaciones donde las caspasas no logran ser eficientemente activadas, puede
dispararse el proceso de necroptosis. El estudio de RIPK3, molécula esencial en esta via, reveld
que su expresion se observa principalmente células de las criptas, tal cual fue descripto en ileon
terminal (Gunther et al., 2011), pero ademas se observaron células aisladas RIPK3* en LP, las
cuales no fueron identificadas. Llamativamente, sus niveles de expresion en biopsia entera (tanto
en su forma activa como inactivada por caspasa-8) presentaron una tendencia hacia niveles
inferiores en EC. Estos resultados requieren estudios adicionales para lograr interpretarlos
adecuadamente. Posiblemente, dado que la expresion de RIPK3 se limitaria principalmente a
células de Paneth, su disminucion podria relacionarse con el numero de estas células en la
enteropatia. Al respecto hay estudios contradictorios, pero recientemente ha sido sefialado que al
menos en condiciones de EC complicada (como EC refractaria) su numero decrece (Di Sabatino et
al., 2008). Ademas, IFNy ha sido sugerido como el principal mediador de la liberacion de granulos y
muerte de estas células, especialmente en duodeno (Farin et al., 2014), y es conocido el

incremento de esta citoquina en EC. El estudio de la molécula RIPK1 también seria de gran
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relevancia dado que recientemente se ha demostrado su rol primordial en el desprendimiento

fisioldgico de enterocitos en intestino delgado (Matsuoka y Tsujimoto, 2015).

En este capitulo encontramos ademas un incremento en la forma activa de caspasa-1 en tejido
duodenal de pacientes con EC activa. Esto sugiere que esta caspasa podria estar involucrada en
mecanismos de dafio durante la enteropatia. Estudios previos no han podido demostrar una mayor
presencia de esta proteina en duodeno de pacientes con EC aunque si de uno de sus sustratos en
su forma activa, la citoquina IL-18. No obstante IL-18 puede ser activada ademas por otras
proteasas (Salvati et al., 2002). Otro estudio mostré una mayor expresion de caspasa-1 en células
mononucleares de sangre periférica de pacientes con EC activa y un incremento en la expresion de
IL-18, via caspasa-1, luego de la incubacién con péptidos de gliadinas (Palova-Jelinkova et al.,
2013). Si bien estas observaciones sugieren la activacion de vias disparadas por caspasa-1 en EC,
resta evidenciar si su presencia en tejido duodenal es meramente inflamatoria o juega un rol de

relevancia a través de su conexion con rutas de muerte celular.

Finalmente, hemos abordado el estudio de estrés de RE en mucosa duodenal. Nuestros resultados
muestran una elevada expresion de la chaperona BIP en un marco de EC activa, lo que indicaria
un tejido bajo estrés de RE. Este aumento fue detectado a nivel de proteina mientras que los
niveles de su ARNm fueron relativamente similares entre celiacos y controles, probablemente
debido al importante control a nivel traduccional que tiene esta proteina (Gulow et al., 2002). Por
inmunofluorescencia identificamos células BIP* en LP, muchas de las cuales eran células
plasmaticas CD138*, las cuales abundan en la mucosa celiaca. Las células plasmaticas ejercen
una exacerbada produccion de proteinas (inmunoglobulinas), por lo que expresan una mayor
cantidad de chaperonas del RE, incluida BIP, respecto a otros tipos celulares (Ma et al., 2010; Oliva
y Cenci, 2014). Por lo tanto, parte del aumento en la expresion de BIP observado en biopsias de
pacientes con EC puede explicarse por el marcado infilirado de células plasmaticas durante la
enteropatia. Sin embargo, también observamos otras células (no identificadas) BIP* en LP y, mas
destacable aun, observamos enterocitos con intensa marca para BIP sélo en casos con EC activa.
En linea con el aumento de BIP observamos una tendencia a mayores niveles de ARNm de otra
chaperona del RE, GRP94, en biopsias de pacientes con EC activa. Tanto BIP como GRP94

pueden ser inducidas por las tres ramas de la respuesta UPR.
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El estudio de la actividad endonucleasa de IRE1 a través de la relacion XBP1s/XBP1s+u, no revelo
diferencias significativas entre el grupo control y el grupo con EC. Sin embargo, los niveles de
ARNm de EDEM1 fueron significativamente menores en pacientes celiacos. EDEM1 es inducido
principalmente por el factor XBP1s pero también es un gen blanco de ATF6f. De manera analoga,
al estudiar la expresion de genes downstream PERK, encontramos la expresion de ARNm de

CHOP claramente disminuidos en EC, y los de GADD34 (donwstrearn CHOP) con igual tendencia.

En conjunto, estas evidencias resaltan una respuesta UPR operativamente diferente en la mucosa
duodenal de pacientes con EC activa respecto al tejido normal. Cuando el estrés es leve, la célula
por lo general logra neutralizar ese efecto mediante la UPR. Cuando el estrés es severo o
prolongado, el mismo mecanismo deriva en apoptosis. Es decir que en la respuesta UPR se ponen
en juego tanto vias de adaptacion y supervivencia, como vias pro-apoptéticas. Para su estudio
suele determinarse BIP como indicador de pro-supervivencia y CHOP como pro-apoptotico. Existen
casos donde un nivel de estrés sub-letal y cronico permite que la célula se adapte a la situacion
aumentando sustancialmente la expresion de chaperonas del RE vy, luego de un pico en la
expresion de CHOP, logra suprimirla. La naturaleza de la estabilidad de los ARNms y proteinas
implicados en las rutas que llevan a uno u otro destino celular, siendo los de las chaperonas mas
estables que los de los factores pro-apoptoticos, repercute en el desbalance de estas vias

opuestas disparadas de manera simultanea (Rutkowski et al., 2006; Schonthal, 2012).

En biopsias duodenales de pacientes con EC activa observamos un estado de BIP incrementado y
CHOP disminuido, patron que asemejaria a un estado de adaptacion al estrés. Para diferenciar si
este fendmeno es a consecuencia de una composicién mas rica en células plasmaticas y/o porque
otras células, principalmente enterocitos, estan bajo estrés crénico (generado en el marco de la
patologia por incremento de ROS, aumento en la tasa de sintesis proteica ante la inflamacion, etc.),
es necesario puntualizar la expresion de los distintos elementos de la UPR en cada tipo celular.
Extender nuestro estudio sobre biopsias de pacientes con enteropatias de grados intermedios
ayudaria a esclarecer si en eventos tempranos del daio juega un rol o no la UPR en el disparo de

apoptosis de enterocitos.

Es necesario resaltar en la complejidad de este entorno, que tanto el estrés de RE como el
oxidativo inducen transglutaminasa 2 (TG2) (Luciani et al., 2010). Esta enzima esta aumentada en

EC activa y cumple un rol en la apoptosis tanto por vias dependientes como independientes de
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caspasas, y también participa en la activacion de la via de NFkB (Bayardo et al., 2012; Yoo et al.,
2012; Hoesel y Schmid, 2013). TG2, estrés de reticulo y activacion de NFkB, sumado a la
participacidn de las especies reactivas del oxigeno, estan directamente ligados y contribuyen a vias
de inflamacién y muerte celular que se solapan, dificultando la evaluacién de su participacion

individual en el fendmeno observado en la pieza del tejido en la lesion crénica.

Conclusiones

* No hemos evidenciado enterocitos diferenciados TUNEL* en biopsias duodenales de
pacientes con EC activa como tampoco en tejido sano.

* En LP de intestino delgado de pacientes con EC activa observamos mayor niumero de
células TUNEL* y también de células en proliferacion Ki67+*; sugiriendo un estado activo de
activacion, proliferacion y autolimitacion.

* No se observaron diferencias significativas en los niveles de proliferacion celular en criptas
entre celiacos y controles.

* No evidenciamos un aumento de la actividad de la via extrinseca de apoptosis. Los niveles
de caspasa-8, FAS y FASL fueron similares en biopsia entera de pacientes celiacos y
controles.

* En la via intrinseca, el cociente de BAX/BCL-2 determinado a nivel de ARNm se encontr6 a
favor de un estado anti-apoptotico en biopsias de pacientes con EC activa.

* Caspasa-3 presentd una tendencia a estar elevada en pacientes con EC activa; pero no se
evidenciaron enterocitos caspasa-3* por inmunofluorescencia. Tampoco fue posible detectar
el fragmento de PARP1 correspondiente al clivaje por esta caspasa.

* El fragmento de PARP1 compatible con clivaje por parte de granzimas se observo
incrementado en mucosa duodenal de celiacos probablemente como reflejo de una mayor
actividad de linfocitos T citotoxicos.

* En el analisis del proceso de necroptosis, se observd que RIPK3 esta levemente disminuido
en biopsias duodenales de pacientes celiacos. RIPK3 se localizé principalmente en células
de la cripta (probablemente células de Paneth), cuyo numero puede verse reducido

explicando los menores niveles de RIPK3 hallados en el tejido con enteropatia severa.
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Caspasa-1 presentd una tendencia a niveles aumentados en mucosa duodenal con EC
activa.

Se observé estrés de RE en mucosa duodenal en EC activa evidenciado por el incremento
en la chaperona BIP. Las células que la expresan resultaron ser en su mayoria células
plasmaticas CD138* (tanto en controles como en celiacos). De manera diferencial, s6lo en
epitelio de pacientes con EC activa se observo la presencia de enterocitos BIP*.

La chaperona GRP94 present6 una tendencia a niveles aumentados de ARNm en mucosa
EC activa, en concordancia con el punto anterior.

* A nivel de ARNm, CHOP y EDEM1 se observaron significativamente disminuidos en EC y
una tendencia similar sigui6 GADD34, probablemente consecuencia de la adaptacién al
estrés prolongado.

En base a las tendencias observadas, resumimos en la Figura 67 los aspectos discutidos en

este capitulo acerca de muerte celular y estrés de RE en EC.
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Figura 67. Estado de estrés de RE y muerte celular en EC.
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En este trabajo hemos estudiado mediadores involucrados en diferentes etapas de la patogenia de

la Enfermedad Celiaca utilizando distintos abordajes experimentales.

En primer lugar mostramos la evaluaciéon de genes candidato de susceptibilidad. Los factores
genéticos juegan un rol primordial en esta patologia y su completa identificacion puede ayudar
tanto en el diagnéstico como en el conocimiento del mecanismo de la enfermedad. Implementando
una estrategia de eleccion de genes candidato posicionales, hemos podido replicar los ensayos de
asociacion y demostrar asociacion nominal en una poblacion concreta para dos regiones. A raiz de
esta senal, evidenciamos tres genes diferencialmente expresados en el tejido blanco de esta
patologia: RUNX3, THEMISy PTPRK. Si bien no podriamos establecer una relacion de causalidad,
mostramos que la estrategia es valida para la identificacion de genes implicados en el desarrollo

y/o mantenimiento de la enteropatia.

Hemos demostrado ademas, la participacion del eje quimiotactico CXCR3/CXCL10 en el
reclutamiento activo de células mediadoras de dano hacia la mucosa de pacientes con EC activa.
Si bien es caracteristica la presencia abundante de linfocitos T CD4* y células plasmaticas en la
lamina propia, asi como el aumento del numero de linfocitos intraepiteliales en la mucosa duodenal
de pacientes con EC activa, no habian sido descriptos hasta el momento los mecanismos
responsables de este reclutamiento selectivo. Si bien no descartamos la actividad de otros ejes en
paralelo, nuestros resultados demuestran que el eje CXCR3/CXCL10 esta involucrado en eventos
disparadores de la enfermedad asi como también en los procesos de reclutamiento celular que
conllevan a la expansion y sostenimiento del proceso inflamatorio durante el curso de la patologia.
Ademas, nuestro trabajo sienta precedentes para la evaluacion de la determinacion sérica de
CXCL10 como biomarcador en EC vy la inhibicién de esta quimoquina como una posible estrategia

terapéutica.

Finalmente, hemos abordado el analisis de la expresion de moléculas asociadas a estrés de
reticulo y a vias de muerte celular. Esto es relevante dada la importancia de estas rutas en el
establecimiento de la enteropatia. Este trabajo constituye una primera evaluacién del estado
general de estas vias en la mucosa duodenal durante la enteropatia avanzada. Nuestros resultados
evidencian un epitelio intestinal con un marcado estrés de reticulo, aunque no hemos podido
identificar rutas de muerte celular activas asociadas a este proceso. En este sentido, dado que la

muestra de biopsia duodenal es compleja en composicidon celular y con un grado de enteropatia
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muy avanzada y variable, resulta dificil arribar a resultados concluyentes sobre el rol de una via
definida. Sin embargo nuestras observaciones sugieren que distintas vias de muerte, y no sélo la
apoptotica extrinseca como habia sido extensamente propuesto, podrian participar activamente en

los mecanismos de dario en la mucosa intestinal en EC activa.
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