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Introduccion General

1.1 Introduccion general a la Enfermedad Celiaca

La enfermedad celiaca (EC) es un desorden inflamatorio crénico del intestino delgado
que se presenta en personas genéticamente susceptibles que consumen un grupo de
proteinas de trigo, que comunmente se denominan gluten. De esta forma, se la considera
una enfermedad de base inmune pero multifactorial con contribuciones tanto genéticas
(siendo los alelos de HLA-DQ2 y DQS8, los de mayor impacto), como ambientales
(infecciones, dieta, estrés, etc). Entre los potenciales factores ambientales que
contribuyen al desencadenamiento de EC se consideran a las infecciones virales, tiempo
de introduccién del gluten a la dieta, modificaciones en la microbiota intestinal, entre
otros.

La EC una patologia de muy alta prevalencia en poblacion general, siendo de
aproximadamente 1% a nivel mundial (Abadie et al., 2011). Aunque presenta ciertas
caracteristicas autoinmunes (Parzanese et al., 2017), se debe mencionar que, a diferencia
de las enfermedades autoinmunes, en la EC el componente que desencadena la respuesta
inmune no es un autoantigeno, sino un componente alimentario. Es por ello, que
solamente la adherencia estricta a una dieta de exclusion consumiendo sélo productos
libres de gluten permite revertir el dafio en la mucosa intestinal de los pacientes celiacos.
Es interesante resaltar que la EC no es la tnica entidad clinica ocasionada por una
intolerancia al gluten, sino que también podemos encontrar a la alergia a las proteinas de
trigo y la denominada sensibilidad al gluten no celiaca (NCGS). En esta tltima, de muy
dificil diagnostico, la respuesta adaptativa especifica no parece estar involucrada, aunque
se presenta con sintomas y caracteristicas similares a la EC clésica, y también es tratada
con la dieta de exclusion (Abadie et al., 2011; Parzanese et al., 2017).

1.2 Diagnostico de la enfermedad celiaca

El protocolo habitual de diagnostico de la EC consiste en la evaluacion clinica, seroldgica
e histologica de piezas de biopsias duodenales. Un conjunto de signos y sintomas
asociados a la enfermedad (ver subseccion siguiente), constituyen la sospecha clinica de
EC. Sin embargo, la presencia de una gran poblacion asintomadtica o con presentaciones
atipicas de la enfermedad (20-50% de los celiacos) dificultan la deteccion de EC y llevan
a que esta patologia tenga un elevado subdiagnostico. Es por ello, que el personal médico
debe estar en alerta frente a sintomas en parientes de celiacos de primer grado, y personas
que presenten enfermedades o sindromes fuertemente asociados a la enfermedad
(Psoriasis, Sindrome de Sjorgen, Déficit de IgA, Diabetes Mellitus tipo 1, Artritis
Reumatoidea, Sindrome de Down, Tiroiditis autoinmune, entre otras) (Cataldo et al.,
2003; Chow et al., 2012; Igbal et al., 2013; Cohn, Sofia and Kupfer, 2014; Dahan et al.,
2016; Pavlovic, Berenji and Bukurov, 2017; Abdulrazzaq et al., 2018; Bartoloni ef al.,
2019). En caso de sospecha de EC, se procede a la evaluacion de un panel de anticuerpos
en sangre periférica. Finalmente, se buscan alteraciones histologicas en la mucosa
duodenal caracteristicas de EC. Los detalles de cada evaluacion se encuentran
desarrollados a continuacion.

1.3 Signos vy sintomas de la enfermedad celiaca

A mediados del siglo pasado, la EC se observaba en poblacion pedidtrica con presencia
de diversos sintomas y signos causados principalmente por un cuadro severo de
malnutriciéon. La malabsorcion intestinal es frecuente en estos casos y es ocasionada por
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la progresion de la enfermedad no tratada. Los sintomas intestinales son: dolor intestinal
y malestar general acompafiados de signos como diarrea, flatos fétidos, constipacion,
vOmitos recurrentes, baja talla y bajo peso. Sin embargo, en las ultimas décadas se ha
descubierto que la sintomatologia es mucho mas amplia, y que su epidemiologia presenta
apariciones no solo en poblaciones pediatricas, sino también adultas. De este modo, hoy
conocemos que la EC puede presentarse como un conjunto de sintomas asociados no solo
a problemas intestinales, sino también sistémicos. Entre los sintomas extraintestinales
cabe mencionar problemas relacionados con la piel, el higado, las articulaciones,
problemas 0seos, alteraciones del esmalte dental, coagulopatias, problemas de fertilidad,
problemas cardiacos y neuropatias periféricas (Ludvigsson et al., 2013; Parzanese et al.,
2017).

1.3.1 Serologia

La evaluacion seroldgica es un punto fundamental en el diagnostico de EC. El panel de
anticuerpos empleados se describe en la Tabla 1 (Rashid and Lee, 2016; Husby, Murray
and Katzka, 2019):

1.3.1.1 Anticuerpos anti-Gliadinas

Fue el primer ensayo seroldgico que se utilizé en el diagnostico de EC. Esta prueba consta
de un ensayo por la técnica de ELISA (ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas),
para la deteccion de anticuerpos anti-gliadinas de isotipo IgA o IgG en el suero de
pacientes. La falta de estandarizacion de las mezclas de gliadinas utilizadas como
antigeno en los ensayos comerciales generaban resultados poco reproducibles, baja
sensibilidad y especificidad, por lo que esta determinacion ha dejado de emplearse en el
estudio de EC, pero es de utilidad para la evaluacion de sensibilidad al gluten no celiaca
(NCGS).

1.3.1.2 Anticuerpos anti-Endomisio (EMA)

Esta determinacion consta de la evaluacion de la presencia anticuerpos de isotipo IgA o
IgG capaces de unirse a proteinas presentes en el endomisio de la musculatura del esofago
o del cordon umbilical humano y generar un patrén Unico en inmunofluorescencia
indirecta. Cuando se analiza la reactividad del isotipo IgA, esta determinacidon presenta
altisima especificidad (dificilmente se encuentran falsos positivos), pero una sensibilidad
menor (cercana al 70-80%). Es una técnica de gran ayuda en la deteccion de EC; sin
embargo, presenta como inconveniente la necesidad de cortes de secciones de esdfago de
mono y es necesario realizar una técnica de inmunofluorescencia con observadores
entrenados. Cuando se analiza el isotipo IgG, la prueba no presenta buenos resultados ya
no se observa un patron tan claro de fluorescencia. Existe una limitacion que debe ser
tenida en cuenta. Dado que EC se encuentra fuertemente asociada a déficit selectivo de
IgA (1-2% de la poblacion celiaca), esta determinacion, al igual que en las pruebas de
ELISA, presenta falsos negativos en esos pacientes. Por esta razon, todas las
determinaciones de serologia se acompafian de la cuantificacion de IgA total en sangre
periférica.

1.3.1.3 Anticuerpos anti-Gliadinas Deamidadas (DPG)

Este es una determinacion mediante la técnica de ELISA, donde los diferentes ensayos
comerciales emplean péptidos de sintesis con posiciones deamidadas de glutaminas. Estas
secuencias han mostrado generar ensayos de mayor eficiencia analitica que las secuencias
de gliadinas nativas.
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1.3.1.4 Anticuerpos anti-Transglutaminasa 2 (TG2)

En 1997, Dieterich W y col., mostraron que la reactividad de los anticuerpos anti-
endomisio era mayoritariamente debida al reconocimiento de la enzima transglutaminasa
2 (TG2). Esto posibilité el desarrollo de pruebas seroldgicas basadas en la técnica de
ELISA para evaluar la reactividad de los anticuerpos anti-TG2 de isotipo IgA e IgG,
siendo la determinacion de anticuerpos de isotipo IgA la de mayor eficiencia analitica
(Villalta et al., 2010).

Antigeno Isotipo Sensibilidad Especificidad
95% 1C) (95% IC)
IgA ELISA 85 (57-100) 90 (47-94)
Gliadinas
IgG ELISA 80 (42-100) 80 (50-94)
IgA IFP 95 (86-100) 99 (97-100)
Endomisio
IgG IFP 80 (70-90) 97 (95-100)
IgA ELISA 98 (78-100) 98 (90-100)
TG2
IgG ELISA 70 (45-95) 95 (94-100)
IgA ELISA 88 (74-100) 90 (80-95)
DPG
IgG ELISA 80 (70-95) 98 (95- 100)

Tabla 1- Ensayos serolégicos empleados en la deteccion de EC (Rashid and Lee, 2016).IC:
intervalo de confianza. IFP: Inmunofluorescencia, ELISA: ensayo por inmunoadsorcion ligado a
enzimas.

1.3.2 Enteropatia

La presencia de enteropatia en el intestino delgado es considerada el “gold standard” en
el diagnostico de EC (Ludvigsson et al., 2013). El anélisis histoldgico se realiza sobre al
menos 4 piezas de mucosa de intestino delgado correctamente orientadas obtenidas por
endoscopia de bulbo y segunda porcion del intestino delgado. Si en al menos una de ellas
se observan alteraciones tipicas junto con una serologia positiva, se confirma el
diagnostico y se procede al tratamiento del paciente con una estricta dieta libre de gluten.
Los hallazgos histologicos de la enteropatia han generado diferentes sistemas de
clasificacion, siendo la descripcion original de Marsh M (Marsh, 1992) la base de estas
clasificaciones (Tabla 2), que se basan en observar las siguientes caracteristicas:

1.3.2.1 El aumento de linfocitos intraepiteliales (LIEs)

Usualmente este recuento se realiza por un patdlogo experimentado por observacion de
una tincion de Hematoxilina y Eosina del corte histoldgico correctamente orientado. En
una histologia convencional, los LIEs son identificados por caracteristicas morfoldgicas:
nucleo denso compacto, con coloracion intensa, citoplasma mas claro y de menor area
que el de los enterocitos circundantes, y ausencia de la localizacion su ntcleo en fila con
los nucleos de los enterocitos. Sin embargo, algunas unidades de diagnostico prefieren
realizar el recuento mediante la técnica de inmunohistoquimica con anticuerpos dirigidos
contra el antigeno CD3. Esta determinacion presenta un error mas bajo, y es menos
susceptible a la subjetividad del operador. Actualmente el limite de corte normal aceptado
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para el numero de LIE cada 100 enterocitos es de 25 o 30 segun la clasificacion que se
adopte(Villanacci et al., 2011).

1.3.2.2 Atrofia Vellositaria

Normalmente la mucosa intestinal presenta una histologia con vellosidades alargadas
extendiéndose hacia la luz intestinal. Al mismo tiempo, por debajo del nivel del inicio de
las vellosidades se observan las criptas como invaginaciones de la mucosa. En la
enteropatia, las vellosidades pierden altura y suele estar acompafiadas de edema y/o un
infiltrado linfocitario. Al mismo tiempo, las células epiteliales sufren una transformaciéon
citologica caracterizada por presentar menor cantidad de citoplasma, presencia de
vacuolas y un borde en cepillo menos desarrollado. Ademas, se puede notar que las criptas
suelen hacerse mas largas y abundantes. Esto se denomina hipertrofia de las criptas, con
un aumento del namero de mitosis en las mismas (hiperplasia). Dado que cuando existe
enteropatia se observa la disminucion en la altura de las vellosidades y el aumento de la
profundidad de las criptas, se establecié una relacion V/C: Altura de vellosidad /
profundidad de la cripta, que puede ser determinada por morfometria del tejido. De forma
tal que la relacion V/C disminuye con la severidad de la enteropatia. Se considera a 3:1
como el nimero de corte para una relaciéon V/C normal para la clasificacion de Marsh-
Oberhuber (Villanacci et al., 2011).

En el Servicio de Patologia del Hospital de Nifios de La Plata (Dr. Drut) empled esta
relacion para proponer una clasificacion de la enteropatia

e (Grado 1: ratio V/C entre 2.5-2.
e (Grado 2: ratio V/C entre 1-2.

e Grado 3: ratio V/C entre 1-0.5.
e (Grado 4: ratio V/C <0.5.

De esta forma, el grado 0 es decir una mucosa “normal” con un V/C superior a 3-2.5.
Mientras que el grado 4 presenta el maximo nivel de dafio (Drut and Ruia, 2001).

Marsh LIE/100 IEC Hiperplasia de Atrofia de
Oberhuber Criptas Vellosidad
Tipo 0 <25-30 Normal Normal >3:1
"Normal"
Tipo 1 >25-30 Normal Normal >3:1
"Infiltrativa"
Tipo 2 >25-30 Aumenta Normal <3:1
"Hiperplasica"
Tipo 3a >25-30 Aumenta Leve <3:1
“Destructiva”
Tipo 3b >25-30 Aumenta Marcada <3:1
“Destructiva”
Tipo 3¢ >25-30 Aumenta Completa <3:1
“Destructiva”

Tabla 2- Clasificaciones de la Enteropatia.
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Figura 1- Hallazgos histologicos de la mucosa duodenal en la enfermedad celiaca. A.-
Esquema del intestino delgado y de la mucosa duodenal (LIE: Linfocito Intraepitelial, M¢:
Macroéfago, Treg: Célula T regulatoria). B.- Esquema de grados de enteropatia de Marsh-
Oberhuber (modificado de FocusINCD) C.- Micrografias obtenidas a 200X final de tejidos con
diferentes grados de enteropatia tefiidos con Hematoxilina-Eosina. Imagenes obtenidas de
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(Smyrk, 2017). D.- Figura a 400X de aumento donde se muestran los LIEs mediante una reaccion
Inmunohistoquimica contra CD3 y en una tinciéon de Hematoxilina-Eosina. Se muestra a la
izquierda un tejido normal y a la derecha un tejido con infiltrado de linfocitos en epitelio (Marsh
1). Imagenes obtenidas de (Cooper et al., 2020).

1.4 Espectro clinico de la enfermedad celiaca

La EC presenta un espectro muy amplio de presentaciones clinicas. Las mismas han sido
estudiadas en detalle con la finalidad de realizar una deteccion maés eficiente de esta
enfermedad (Rewers, 2005; Abadie et al., 2011; Lionetti and Catassi, 2011). En la Tabla
3, se resumen los diferentes tipos de presentacion clinica.

La presentacion “Clasica” o llamada celiacos activos tipicos, se observa comunmente
en pacientes pedidtricos entre los 6 meses y los 2 afios (Lionetti and Catassi, 2011;
Ludvigsson et al., 2013). Los sintomas mas comunes estdn relacionados a la
malabsorcion e inflamacion intestinal. Entre ellos: diarrea cronica, distension abdominal,
esteatorrea, perdida del apetito, anemia, baja talla y bajo peso.

La presentacion “No Clasica” o atipica, se compone de individuos con un rango de edad
superior al anterior, con la aparicion de sintomas intestinales diferentes como vomitos
recurrentes, dolores abdominales recurrentes y constipacion. Sin embargo, estos pacientes
no presentan signos marcados de malabsorcion intestinal. Por otro lado, si pueden
presentar aftas en la boca y alteracion del esmalte dental. Curiosamente, se ha encontrado
presentaciones intestinales acompafiadas de anemia ferropénica o por déficit de vitaminas
del grupo B. Entre las presentaciones extraintestinales se destacan las de la piel, siendo la
dermatitis herpetiforme la mas frecuente (Lionetti and Catassi, 2011). Esta presentacion
se caracteriza por presencia de vesiculas en la piel con evidencia de depdsitos dérmicos
de IgA en las zonas afectadas. Otros sintomas incluyen trastornos 6seos evidenciados por
una clara desmineralizacion que, en pacientes adultos, puede desencadenar en
osteoporosis. También se observa infertilidad masculina y femenina que podrian
asociarse a la cantidad de hierro, folatos, y zinc en sangre.

Tanto la forma clasica como la no clasica presentan positividad a las diferentes pruebas
serologicas mencionadas, y pueden mostrar diferentes grados (Marsh I o superior) de
enteropatia. En todos los casos estos pacientes responden positivamente a la dieta libre
de gluten, lo que se evidencia por la ausencia de sintomas y un escore de Marsh igual o
menor a [ luego de pocos meses de haber iniciado el tratamiento.

Existen otras dos presentaciones mds complejas. Una es la Enfermedad Celiaca
asintomatica, antiguamente denominada silenciosa o silente. Esta presentacion se
caracteriza por ausencia de los sintomas, o presencia de sintomas mas difusos como puede
ser ataxia, o fatiga cronica. Sin embargo, en grandes ensayos poblacionales estos
pacientes son detectados por la presencia de una serologia positiva que conlleva a la
realizacion del protocolo diagnéstico y cuya positividad converge en el inicio del
tratamiento eficaz con la dieta libre de gluten. La otra forma es la Enfermedad Celiaca
Potencial que se caracteriza por una ausencia de sintomas y presencia de un aumento leve
de LIEs en el intestino y positividad seroldgica. Estos pacientes responden
satisfactoriamente a la dieta libre de gluten. Es comun que estos pacientes sean parientes
de primer grado de casos celiacos (Ludvigsson et al., 2013).

Los pacientes celiacos en tratamiento con adherencia estricta a la dieta son
asintomaticos, serologicamente negativos, y no presentan atrofia vellositaria. Sin
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embargo, es comun encontrar un elevado nimero de LIEs, principalmente de linfocitos T
con receptor gamma/delta.

Finalmente, mencionamos a la Enfermedad Celiaca refractaria. Esta la forma clinica
mas grave dado que se caracteriza por la ausencia de respuesta a la dieta de exclusion
después de 12 meses de su comienzo. Esta presentacion puede subdividirse en dos
subtipos. El subtipo 1 que presenta un infiltrado de LIEs de tipo clasico, mientras que el
subtipo 2, presenta una expansion clonal aberrantes de LIEs comtinmente de tipo célula
T gamma/delta. Esta es una condicioén neoplésica que tiene un mal pronostico.

Caracteristi Activos Activos  Asintoma  Potencial Tratados Refractaria

cas tipica atipica tica
Anticuerpos 4 + 4 4 - <
Atrofia Marsh [- Marsh I- MarshI- Marsh I - Marsh I-111
Vellositaria Il 111 I

Aumentode + (Tafy +(Tafy +(TaBfy +(Tafy + (Tyé) + (Taf y

LIEs Tyé) Tyé) Tyé) Tyé) Tyé)
Sintomas tipicos atipicos  ausente o ausentes ausentes tipicos o
extraintest atipicos
inales
Respuesta a Responde Responde Responde  Responde Se No
la (DLG) encuentra  responde
en DLG

Tabla 3-Caracteresticas de las diferentes presentaciones clinicas de la enfermedad celiaca.
Taf: células T con TCR alfa-beta, Tyd: células T con TCR gamma-delta, DLG: Dieta libre de
gluten.

1.5 Epidemiologia de la enfermedad celiaca

EC es una patologia de muy alta prevalencia en poblacion general. Estudios por
metanalisis mostraron que la prevalencia global de la EC, estimada en funcion de la
seroprevalencia, es del 1,4%, mientras que la prevalencia mediante diagnodstico por
biopsia fue del 0,7%. Aunque la seroprevalencia puede generar una sobreestimacion, la
prevalencia determinada por biopsia produce una subestimacion, ya que no todas las
personas evaluadas mediante serologia siguen luego una evaluacion endoscopica. Por lo
que, en general, se considera que la prevalencia promedio de la poblacion es del 1%,
aunque existen diferencias entre poblaciones y regiones (Lebwohl and Rubio-Tapia,
2021).

Como mencionamos, la EC se encuentra asociada a varias patologias. Cuando se evaluan
individuos con alta predisposicion (parientes de primer grado de un caso celiaco,
pacientes con Diabetes Mellitus tipo 1, Artritis Reumatoidea, Anemia, Sindrome de
Down, infertilidad, osteoporosis, déficit de IgA, etc.) la prevalencia de EC promedio
aumenta al 4.5% (Parzanese et al., 2017). A nivel mundial, la prevalencia varia
significativamente cuando se comparan paises como Argelia donde la prevalencia es de
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5.6% y otros como Rusia con 0.2% (Abadie et al., 2011). Originalmente, la variabilidad
podia explicarse por diferencias en la distribucion de genes de predisposicion, en especial
HLA-DQ2/DQ8, la cantidad de gluten consumida y la utilizacién de diversos métodos
diagnoéstico seroldgico. Si bien los dos primeros factores tienen una débil pero
significativa correlacion con la prevalencia de la enfermedad, los indices de Pearson de
dichas comparaciones son muy bajos como para postular a estos factores como
responsables de la enfermedad (Abadie et al., 2011; Lionetti ef al., 2015). A su vez, se
debe considerar que la poblacion general presenta un ~30% de individuos HLA-DQ2" y/o
DQ8" que consumen gluten regularmente pero no son celiacos (Sollid et al., 1989).
Asimismo, la prevalencia de la enfermedad es de un 50% entre gemelos monozigotos y
en un 12% en los dizigotos (Kuja-Halkola ef al., 2016). Todo ello sugiere la existencia de
otros factores no solamente genéticos, sino también ambientales, que determinan la
patogenia de la enfermedad (Abadie et al., 2011).

1.5.1 Factores genéticos

Los factores genéticos estudiados son muy diversos, y estan asociados a multiples loci en
diferentes cromosomas. No obstante, se debe destacar que un gran niimero de los genes
implicados corresponden a funciones del sistema inmune y se encuentran relacionados
con otras enfermedades autoinmunes o inflamatorias (Louka and Sollid, 2003; Abadie et
al., 2011). Entre ellos, los genes de susceptibilidad de HLA de clase II presentan la
asociacion mas fuerte. Estos, a su vez, constituyen una de las asociaciones mas fuertes
(mayor riesgo relativo) entre un gen HLA y una enfermedad. En la Figura 2, se
esquematizan los diferentes haplotipos y fenotipos mas relevantes. Dentro de los genes
HLA, existen diferentes haplotipos asociados a diferentes grados de riesgo con la
enfermedad. Los haplotipos relacionados con una mayor predisposicion son aquellos que
codifican para el heterodimero HLA-DQ2.5: en sus dos configuraciones cis “DR3-DQ2”:
DQB1*0201, DQA1*0501; o trans “DR5-DQ7”: DQB1*0301, DQA1*0505 y “DR7-
DQ2”: DQB1*0202, DQA1*0201. Se ha demostrado que el haplotipo “DR3-DQ2”:
DQB1*0201, DQA1*0501 presentan un efecto de dosis con la prevalencia de la
enfermedad. Esto quiere decir que heredar el haplotipo de ambos progenitores presenta
una mayor predisposicion a desarrollar la enfermedad que al heredar un solo haplotipo.
Por otro lado, se observa una menor predisposicion para los haplotipos codificantes del
HLA-DQS8: “DR4-DQS8”: DQB1*0302, DQA1*03. Por ultimo, el haplotipo codificante
para la molécula HLA-DQ2.2 (“DR7-DQ2”: DQB1*0202, DQA1*0201) presenta un
riesgo bajo, pero estadisticamente significativo en la predisposicion a la patologia (Sollid
et al., 1989; Louka and Sollid, 2003; Abadie ef al., 2011).
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Figura 2- Infografia de los factores genéticos HLA-DQA1 y HLA-DQBI1 asociados a
la EC. En la parte superior se muestran los posibles genotipos asociados a la EC. Por
debajo se muestran los fenotipos resultantes, y mas abajo se muestran cualitativamente el

correspondiente grado relativo de predisposicion con la enfermedad. Modificado de
(Abadie et al., 2011).

También se han encontrado asociaciones menores con otros genes HLA. Entre ellas estan
los alelos del HLA-B (HLA-B*08 y HLA-B*39:06); el HLA-DPb1 y dos polimorfismos
de un solo nucle6tido (SNPs) que afectan la expresion del HLA-F y el HLA-DPBI1
(Gutierrez-Achury et al. 2015). La fuerte asociacion de estos alelos HLA y la enfermedad
sugiere un rol fundamental en la patogenia de la EC que se discutira mas adelante.

Aunque los alelos HLA-DQ2/DQ8 se encuentran en practicamente todos los pacientes
celiacos (Louka y Sollid 2003), estudios de asociacion, muestran que los alelos HLA
contribuyen solamente en 22-35% a la predisposicion genética. Por lo tanto, otras
regiones geénicas deben contribuir a la susceptibilidad a la patologia (Abadie et al., 2011).
Debido al desarrollo de métodos de genotipificacion masiva més econdmicos (GWAS y
el InmunoChip) se han encontrado un gran niimero de variantes genéticas asociadas a la
enfermedad, tanto fuera como dentro de la region HLA. Es asi como varios SNPs
diferentes se encuentran enriquecidos en poblaciones de pacientes celiacos. Los SNPs
encontrados relacionan 42 regiones genéticas por el método de desequilibrio de ligacion
(del inglés “linkage disequilibrium ) con la aparicion de la EC. Dentro de estas regiones,
se encuentran 57 genes fuera de la region de HLA, y 5 dentro de ésta (ver Tabla 6).
Dentro de este conjunto de genes es notorio el gran numero de los cuales estan
relacionados con funciones diversas del sistema inmune tanto adaptativo como del innato
(Figura 3). Por todo ello, podemos decir que la EC es una enfermedad poligénica, con
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contribuciones de varios genes de bajo peso individual (Dieli-Crimi, Cénit and Nufiez,
2015; Garcia-Santisteban et al., 2021).

Nuevos estudios sefialan una importante contribucion de la epigenética en la
susceptibilidad genética a la EC. El 90% de los SNPs asociados a EC se encuentran en
regiones no codificantes de proteinas. Se estima que cerca del 50% de ellos son cis eQTLs
(“Expression quantitative trait loci”’) o loci genémicos que regulan la produccion de
ARNm de genes vecinos (ver Tabla 6). Ademas, los denominados ARN no codificantes
(ARNnc), ejercen efectos regulatorios de la transcripcion de otros genes, con
consecuencias relevantes en el control de diversas funciones celulares. Dentro de los
ARNnc se han estudiado los ARNnc pequenos (<30 pb), principalmente los micro ARN
(micro-ARN), y los largos (>30 pb, “ARNInc”). Los hallazgos se mencionan en la Tabla
4.

Tipo de Nombre del Poblacion

ARNnRc ARNnc celiaca Rol del ARNnc¢

Disminuido en
miR-124a ACD y CD en Influencia la maduracion de Tregs
DLG

Disminuido en
miR-189 ACDyCDen
DLG

Desconocida, implicada en sindrome de
Tourette

Disminuido en
miR-299-5p ACD y CD en
DLG

Suprime la autofagia por medio de inhibir al
Atg5

Disminuido en

miR-379 ACD'y CD en Inhibe la transicion Epitelio/mesenquimal en

cancer de colon

DLG
micro Aumentado en Desregula via NOTCH1, Aumenta
ARN miR-449a ACD y CD en proliferacion de IEC y disminuye niimero de
DLG células caliciformes
miR-1290 Aumentado en Modifica Ciclo celular aumentando la
ACD proliferacion celular
miR-31-5 Disminuido en  Suprime la accion del HIF1a durante hipoxia y
p ACD de FOXP3 en Tregs
. Disminuido en . .
miR-192-3p ACD Inhibe autophagia
. Disminuido en . .., ey .
miR-194-5p Inhibe la transicion Epitelio/mesenquimal

ACD con anemia

miR-638 Aumentado en Inhibe la via Wnt/b-catenina
ACD con anemia
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MiR-192-5 Disminuido en Induce apoptosis de cardiomiocitos en
p ACD condiciones de hipoxia
miR-338-3 Disminuido en  Suprime la proliferacion e induce apoptosis de
ACD células de cancer de pulmon
. Disminuido en Inhibe la via IL-6/STAT-3, inhibe Células T
miR-197 o .
ACD citotoxicas
Disminuido en Inhibe la produccion de genes proinflamatorios
ARNIne  Inc-13 ACD vy CD en p 1 de genes p
DLG (ej.: IFNG).

Tabla 4- Epigenética asociada a EC. miR-: Micro-RNA, y Inc-: ARN largo no codificante
(Capuano et al., 2011; Magni et al., 2014; Castellanos-Rubio et al., 2016).

Entre los diferentes ARNnc, se destaca el Inc-13, cuya asociacion con la EC fue descripta
por Castellanos Rubio y col. (Castellanos-Rubio et al., 2016). Este factor es un tipo de
ARNInc, cuya bioactividad suprime la expresion de diferentes genes proinflamatorios,
entre ellos el /FNG. Asimismo, en esta investigacion no solo asocié dicho factor con la
EC, sino que demostro su expresion estd disminuida en pacientes EC. A parte del Inc-13,
ciertas publicaciones recientes sugieren otros ARNInc asociados a la EC (Olazagoitia-
Garmendia, Sebastian-delaCruz and Castellanos-Rubio, 2021).

Como anticipamos en los parrafos anteriores, la mayoria de los factores genéticos
mencionados se asocian con diferentes eventos que afectarian al sistema inmune de
mucosas. Una forma sencilla y reduccionista de visualizar dicha asociacion se encuentra
representada en la Figura 3, donde se destacan una serie de eventos numerados que se
relacionan con distintos factores genéticos. Como se ve en esta figura, y se menciona en
las tablas anteriores, varios puntos clave en la produccion de la respuesta inmune
adaptativa contra antigenos dietarios son blanco de los diferentes factores genéticos
asociados a la EC. Entre ellos, debemos destacar el pasaje de antigenos por la barrera
epitelial y endotelial facilitados por la disrupcion de las uniones estrechas (punto 1).
Otros genes se asocian con la presentacion antigénica de péptidos derivados de gliadinas
(punto 2, ej: HLA-DQA1/DQB1) y la produccion de perfiles T proinflamatorios (punto
3). A parte, otros factores potencian la produccion de inmunoglobulinas (punto 4).
Finalmente, se destacan los factores genéticos asociados a la produccion de una respuesta
inflamatoria a cargo de células de la inmunidad innata, adaptativa y estromales (puntos
5-9). A pesar de esto, debemos tener en cuenta que la asociacion de cada uno de estos
genes con la EC es diferente, como también lo es su relevancia en la patogenia. No
obstante, es claro que la mayoria de estos factores asociados a la EC indican una mayor
propension en los pacientes celiacos a generar respuestas inflamatorias, y en particular, a
responder especificamente contra péptidos derivados del gluten.
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PTPRK, C1orf106, LPR ARHGAP31, PLEK, SLC9A4, miR-379, mir-449a, miR-194-5p, miR-638.
HLA-DQA1, HLA-DQB1, CIITA, SOCS1, HLA-DPBT, HLA-F, HLA-B.

ETS1, RUNX3, THEMIS, TAGAR SH2B3, CTLA4, ICOS, CD28, PTPNZ, ICOSLG, UBASH3A, STAT4, PRKCQ.
IL2, IL27, ILTRLT, ILT18R1, ILTS8RAR SLC9A4,, L21A, SCHIP1, miR-124a, miR-31-5p, miR-197, Inc-13.

LPR C1orf106, ITGA4, NCF2, DUSP10, PLEK, CCR1, CCR2, CCR3,
POU2AFT, RGST. CCR1, CCR2, CCR3. TNFRSF14, IRAKT, IRF4, REL,

FASLG, TNFSF18. o OLIG3, TNFAIE miR1290.

Figura 3-Infografia de los factores genéticos asociados a la EC y su posible impacto
en el sistema inmune de mucosas. En la imagen se indica un esquema del lumen y la
mucosa intestinal delimitada por el epitelio. Los puntos numerados indican diferentes
procesos asociables a factores genéticos de predisposicion ala EC. (1) Pasaje de antigenos
desde el lumen intestinal al interior de la mucosa intestinal. (2) Carga y presentacion de
antigenos fagocitados por células presentadoras de antigenos a células T virgenes. (3)
Activacion de las células T virgenes restringidas a los alelos de susceptibilidad HLA. (4)
Diferenciacion y proliferacion de las células T activadas. (5) Generacion de una respuesta
humoral por células B y diferenciacion en células plasmaticas. (6) Migracion de
leucocitos a través del endotelio. (7) Activacion y promocion de perfiles inflamatorios en
células de sistema inmune innato. (8) Promocion de citotoxicidad celular dirigidas por
LIEs. (9) Promocion de produccion estromal y epitelial de factores proinflamatorios.

1.5.2 Factores ambientales

Dentro de los factores ambientales se encuentran al menos cuatro que han sido estudiados
como potenciales desencadenantes de la enfermedad, o participantes del proceso:

1. Caracteristicas intrinsecas del gluten.
2. Disbiosis de la microbiota intestinal.
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3. Infecciones Virales.
4. Cantidad de gluten, edad de introduccion del gluten y duracion de la lactancia
materna.

1.5.2.1 Caracteristicas intrinsecas del gluten

Para comprender los aspectos funcionales, y en especial las propiedades que relacionan a
las proteinas del trigo con la patogenia de EC, es necesario describir brevemente sus
caracteristicas biofisicoquimicas tan particulares. Estas propiedades son fundamentales
para entender como un sistema complejo de proteinas puede mantenerse estable durante
la digestion intestinal y ocasionar diversos procesos de bioldgicos, inmunologicos y
toxicos.

El gluten es la masa o estructura viscoelastica que se forma luego de amasar con agua la
harina de trigo. Luego de la remocion de la mayoria de los azucares mediante el lavado
con agua, el gluten contiene entre 75-85% de proteinas y un 5-10% de lipidos del peso
seco final (Shewry and Halford, 2002; Wieser, 2007). Las propiedades del gluten para
formar masa se deben principalmente a las proteinas (gliadinas y gluteninas) que
confieren viscosidad, elasticidad y cohesividad. Estas proteinas interaccionan formando
mondmeros y complejos multimoleculares unidos por puentes disulfuro intercatenarios.
Las gliadinas, y gluteninas, colectivamente denominadas prolaminas, tienen una
composicion de aminodcidos caracterizadas por abundantes prolinas y glutaminas, que le
dan su nombre. Tradicionalmente, las proteinas de trigo se las clasifica de acuerdo con su
solubilidad en etanol 60% v/v. La fraccion de proteinas solubles son denominadas
gliadinas, y la remanente insoluble, gluteninas. Las gliadinas a su vez se clasifican segin
la composicion de aminoacidos, las secuencias repetitivas, y movilidad electroforética a
pH éacido como: ®5-, o1,2-, o/B- y y-gliadinas. Las secuencias presentan en casi su
totalidad motivos repetidos de prolina (P) y glutamina (Q). Estos aminoacidos representan
entre el 26-16% (Prolina) y el 56-35% (Glutamina) del total. Por otro lado, las gluteninas
son proteinas de que forman complejos por unidén por puentes disulfuro de masa muy
elevada, y de muy baja solubilidad en solventes alcoholicos acuosos. Para su disolucion
es necesario el uso de agentes reductores y desnaturalizantes (Shewry and Halford, 2002;
Wieser, 2007).

La secuencia tan especial de estas proteinas con regiones repetitivas con abundantes
prolinas y glutaminas hace que sean dificilmente digeridas por las enzimas del tracto
gastrointestinal. Esto se explica porque el ser humano carece de enzimas proteoliticas con
actividad prolil-endopeptidasa, y como consecuencia quedan péptidos largos en el lumen
intestinal (Shan et al., 2002, 2005; Ferranti et al., 2007). A pesar de ello, estudios
recientes, que se comentaran luego, sugieren que la microbiota podria aportar enzimas
que contribuirian a la digestion de los fragmentos remanentes.

Entre las decenas de fragmentos proteicos reportados como productos de la digestion
incompleta de a-gliadinas por enzimas gastricas (pepsina), duodenales (enzimas de borde
en cepillo) y pancredticas (tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidasa A y B, elastasa), se
mencionan a dos péptidos: el 33-mer y el p31-55.

e Péptido 33-mer: “LQLQPFPQPQLPYPQPQLPYPQPQLPYPQPQPF”.
o Péptido 31-55: “LGQQQPFPPQQPYPQPQPFPSQQPY”.

Estos péptidos han sido muy estudiados dado su capacidad de inducir diferentes procesos
en la respuesta inmune, que permiten comprender la patogenia de la EC.
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A principios de la década del 2000, el 33-mer fue descripto como el péptido
inmunogénico modelo al presentar seis epitopes solapados que podian ser reconocidos
por linfocitos T aislados de pacientes celiacos y restringidos a las moléculas de HLA de
susceptibilidad para EC (Qiao et al., 2004).

Si bien, el 33-mer es el péptido mas usado como modelo de la respuesta especifica de
linfocitos T, existen numerosos estudios que identificaron otros péptidos de gliadinas,
gluteninas y de las proteinas homologas en cebada y centeno que inducen respuesta de
linfocitos T. Estudios in vitro y bioinformaticos permitieron definir diferentes secuencias
incluso para cada uno de los diferentes alelos de susceptibilidad (Sollid et al., 2019).

Como mencionamos, los péptidos derivados del gluten se unen a las moléculas de HLA
de clase II DQ2.5/DQ8/DQ2.2, pero es de destacar que muchos de ellos pueden ser
deamidados en glutaminas en posiciones selectivas por actividad de la enzima
transglutaminasa 2 (TG2). Esta deamidacion selectiva genera neo-epitopes T con una
afinidad mayor por el hueco de presentacion en HLA-DQ2/DQS. Esto es relevante en la
patogenia de la enfermedad ya que de esta forma los neo-epitopes tienen mayor capacidad
de estimulacion de los linfocitos T especificos (Molberg et al., 1997; Iversen et al., 2020).

Por otro lado, se destacan los estudios sobre péptidos que no son inductores de respuesta
adaptativa. Entre ellos, se describe la secuencia p31-55 que se libera por tratamiento de
las enzimas gastrointestinales y pancreéticas. Este, a su vez, comprende el fragmento p31-
43 “LGQQQPFPPQQPY™, que se genera por el tratamiento del p31-55 con las enzimas
del ribete en cepillo (Gianfrani et al., 2015).

A diferencia del 33-mer, el p31-43 no se une a las moléculas de HLA de susceptibilidad
(Calvanese et al., 2019; Falcigno et al., 2020), y no se ha detectado un receptor en la
membrana celular (Paolella et al., 2018). Sin embargo, este péptido es capaz de mediar
multiples efectos proinflamatorios, y toxicos en diferentes sistemas in vitro o ex vivo
(Chirdo et al., 2021). Entre estos procesos, promueve el estrés de reticulo (Caputo et al.,
2012), induce un incremento de Ca" intracitoplasmético (Caputo et al., 2012), altera el
sistema de trasporte de vesiculas (Barone et al., 2010), induce la produccion de citoquinas
proinflamatorias por macréfagos y células epiteliales (principalmente: IL-15, IFNs Tipo
I e IL-1PB) (Capozzi et al., 2013; Nanayakkara et al., 2018; Gomez Castro et al., 2019).
En particular, nuestro grupo de trabajo ha desarrollado un modelo experimental en raton
donde la administracion de una tnica dosis de p31-43 por via intragastrica, es capaz de
inducir una respuesta inflamatoria y dafio en la mucosa de intestino delgado proximal,
caracterizada por aumento del numero de LIEs y reduccion de la relacion V/C (Araya et
al., 2016; Gomez Castro et al., 2019). Este ha demostrado representar un buen modelo in
vivo para estudiar los efectos generados por la respuesta innata inducida por péptidos de
gliadinas (Ruera ef al., 2021).

1.5.2.2 Disbiosis de la microbiota intestinal

Otro de los factores ambientales que ha sido involucrado en la patogenia de la EC es la
alteracion en la microbiota intestinal (disbiosis). Particularmente, se ha descripto un
desbalance entre poblaciones de bacterias Gram negativas en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos al diagnostico. Ademas, se encontrd significativamente disminuida la
relacion (Lactobacillus+Bifidobacterium )/ (Bacteroides + E. coli) en los pacientes
celiacos activos (Nadal et al, 2007). Dado que los grupos Bacteroides y E. coli se
consideran potencialmente proinflamatorias, se pensd que la mucosa intestinal de los
pacientes celiacos activos modificaria su microbiota como consecuencia del entorno
inflamatorio en el duodeno y que, a su vez, la disbiosis mantendria el proceso
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inflamatorio. Curiosamente, estudios recientes muestran que los portadores de los alelos
HLA-DQ2.5 tienden a poseer una microbiota con abundantes bacterias asociadas a un rol
proinflamatorio, como Firmicutes y Proteobacterias, con una reduccion de las
Actiniobacterias (Bifidobacterias) (Olivares et al., 2015).

Otros factores, como los genes asociados a la EC, o el uso de antibidticos de amplio
espectro frente a infecciones bacterianas, también son considerados como potenciales
causales de la disbiosis (Canova et al., 2014). Se ha confirmado que el uso de ciertos
antibidticos genera una disminucion de ciertas poblaciones de Bifidobacterias
(Bifidobacterium longun) y aumento de las Bacteriodies fragilis (Pozo Rubio et al.,
2013).

La disbiosis tendria la capacidad de amplificar respuestas inflamatorias locales por
diversos mecanismos, algunos de los cuales se encuentran asociadas a la EC:

e Modificacion de poblaciones de células inmunes pro-tolerogénicas (Tregs,
Macrofagos IL-107).

e Modificacion de poblaciones de células inmunes pro-inflamatorias (Thl,
Macrofagos M1, CTLs, LIEs).

e Alteracion de la barrera epitelial.

Se conoce que ciertos desbalances se asocian al aumento de patobiontes en la microbiota
duodenal de los pacientes celiacos activos. Entre las especies capaces de inducir
respuestas proinflamatorias, se encuentran: Klebsiella oxytoca, Staphylococcus epidermidis,
S. pasteuri y P. aeruginosa (Caminero 2016, Sanchez 2013). Al mismo tiempo, ciertos
Lactobacilos y Bifidobacterias, que se encuentran disminuidas en el intestino de los
celiacos activos, son reconocidos como inductores de linfocitos T reguladores que
controlan la produccidn de citoquinas proinflamatorias (Round and Mazmanian, 2009).
Por otro lado, en la condicion cronica de una enteropatia de largo desarrollo, los altos
niveles de IFNy y TNFa causan una alteracion en la integridad de la barrera epitelial, que
amplifica la respuesta inflamatoria, al aumentar el ingreso de microorganismos y
componentes proinflamatorios, como LPS, flagelina, y otros MAMPS. Al mismo tiempo,
esta situacion se cree podria incrementar el ingreso de péptidos derivados del gluten
potenciando la activacion de los linfocitos T especificos.

Finalmente, debemos considerar la interaccion gluten-microbiota. Como mencionamos,
se han observado cambios en las poblaciones microbianas en duodeno de en pacientes
celiacos, entre ellas una disminucion de Lactobacillus spp. (Pisarello et al., 2014). Dichas
bacterias liberan proteasas capaces de digerir gran variedad de péptidos de gluten, como
el 33-mer. Por otro lado, ciertas bacterias asociadas a la patologia, como P. aeruginosa,
son capaces de producir elastasas y otras enzimas que aumentan la liberacion de
fragmentos inmunogénicos del gluten, entre ellos el 33-mer. Experimentos in vivo han
confirmado que la presencia de P. aeuginosa en el duodeno de ratones C57BL/6, permite
no solo la generacion de péptidos antigénicos derivados del gluten, sino también, acelera
su translocacion a la lamina propria (Caminero et al., 2016). A su vez, estos experimentos
confirmaron la capacidad de las bacterias tipo Lactobacillus spp., en digerir dichos
péptidos inmunogénicos en el lumen intestinal (Caminero et al., 2016). Esta evidencia
resalta la importancia de la interaccion entre el gluten y la microbiota, y sugiere un rol
iniciador y/o amplificador de la respuesta inflamatoria frente a los péptidos del gluten en
los pacientes celiacos. Ademas, estas investigaciones abren la puerta al desarrollo de
nuevos tratamientos basados en enzimas degradadores de gluten (glutenasas) derivadas
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de Lactobacillus, asi como también el empleo de este tipo de probiodticos en los pacientes
celiacos (Chander et al., 2018).

1.5.2.3 Infecciones Virales

Varias evidencias indirectas sefialan a las infecciones virales como uno de los principales
factores desencadenantes del proceso inflamatorio en la EC. La primer asociacion la
plante6 el Dr. Kagnoff cuando propuso una reaccion de mimica molecular entre un
adenovirus, prevalente en infecciones pedidtricas subclinicas, y una secuencia de
gliadinas (Kagnoff et al., 1984). Estudios de prevalencia seroldgica mostraron una mayor
tasa de infeccion con rotavirus en pacientes celiacos (Stene et al., 2006), y estudios
posteriores con virus de hepatitis C en poblaciones celiacas pediatricas (Ruggeri et al.,
2008; Casella et al., 2016).

Desde el punto de vista mecanistico, las evidencias mas robustas se obtuvieron
recientemente empleando modelos experimentales en raton. Se observd que cepas de
reovirus (como la T1L), que generan una infeccion persistente y se eliminan lentamente,
conducen a una respuesta inflamatoria que exacerba la respuesta frente a antigenos
administrados por via oral, como ovoalbumina en ratones OT-II, o péptidos de gluten en
animales DQS transgénicos (Bouziat et al., 2017). Este estudio demostré la diferencia
entre una respuesta anti-viral rapida para eliminar la infeccion, de aquella persistente, que
es capaz de mantener una respuesta inflamatoria compuesta de citoquinas
proinflamatorias (principalmente IFN tipo I). Estas citoquinas promueven la
diferenciacion de las células dendriticas hacia un perfil proinflamatorio, caracterizado por
la expresion del factor IRF1. A su vez, estas células pueden captar, procesar y presentar
péptidos derivados de proteinas presentes en el lumen, y tienen la propiedad de diferenciar
linfocitos T hacia el perfil Thl. De esta forma, este modelo permite extrapolar la idea que
las infecciones virales, en un entorno de susceptibilidad genética, contribuyen al
desarrollo de la EC (Bouziat et al, 2017), y especialmente que los IFNs Tipo I,
participarian en el inicio su patogenia de EC (Abadie et al., 2011). Existe también cierto
paralelismo entre estos modelos y lo observado en EC, ya que los animales infectados
que presentaban una pérdida de tolerancia al gluten también presentaban activacion de la
TG2, y presencia de procesos citotoxicos mediados por CTLs (Bouziat ef al., 2017). Sin
embargo, los estudios clinicos retrospectivos no siempre demuestran una asociacion entre
infecciones virales y la aparicion de la EC. Esto puede deberse a posibles interacciones
entre microbiota—genética—infecciones virales, o a la coexistencia con infecciones
asintomaticas que, aun asi, puedan desencadenar la enfermedad (Bouziat et al., 2017,
Brown, Jabri and Dermody, 2018).

1.5.2.4 Cantidad de gluten, edad de introduccion del gluten y duracion de la lactancia
materna

Desde hace varias décadas se conoce que la tolerancia a antigenos dietarios se desarrolla
en las primeros meses y afios de vida. Esto sugiri6 que la edad de introduccion del gluten
a la dieta del recién nacido podria estar vinculado con la pérdida de tolerancia (Ivarsson
et al., 2002; Aronsson et al., 2015). Sin embargo, estudios recientes indican que la edad
de introduccién al gluten no aumenta la probabilidad de desarrollar la enfermedad
(Aronsson et al., 2015), aunque si seria importante la cantidad de gluten al momento de
su introduccion (Silano, Agostoni and Guandalini, 2010). Es asi como, estudios a gran
escala en diferentes poblaciones sugieren que la cantidad de gluten consumida es un factor
fuertemente asociado a la prevalencia de EC (Abadie et al., 2011).
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Estudios de nuestro grupo mostraron que los péptidos de gliadinas pueden aparecer en la
leche materna con escasa degradacion y podrian ser estimuladores de la respuesta en la
mucosa intestinal del lactante (Chirdo et al., 1998). La presencia de gliadinas en lecha
materna combina dos factores. Por un lado, el amamantamiento retrasa la introduccion de
la ingesta de gluten, y a su vez, la leche materna tiene un efecto regulatorio en la mucosa
que podria promover la tolerancia frente a las gliadinas. Esto condujo a la hipotesis que
la edad de finalizacién de la lactancia materna y la introducciéon al gluten pueden ser
factores relevantes en el inicio de la EC (Silano, Agostoni and Guandalini, 2010). Sin
embargo, estudios recientes no encontraron una relacién entre estos factores y la
prevalencia de EC (Aronsson et al., 2015). A pesar de ello, la complejidad del estudio y
el monitoreo detallado de la poblacion, dificultan obtener resultados robustos que
permitan clarificar la importancia de estos factores.

1.5.2.5 Resumen integrado de factores ambientales

En la Figura 4 se representa la interaccion entre los factores ambientales mencionados y
la respuesta inmune de mucosas. En el punto 1, se esquematiza la importancia de la
microbiota normal y factores dietarios que la mantienen, en la prevencion de respuesta
inflamatorias especificas contra péptidos derivados de la dieta. A pesar de ello, el
incremento en el consumo total de gluten esquematizado en el punto 2, en conjunto con
la disbiosis intestinal con presencia de bacterias como P. aeuginosa (punto 3), permitiran
una mayor disponibilidad de péptidos inmunogénicos derivados de gluten, como el 33-
mer o el p31-55 (p31-43). A su vez, los péptidos de gluten téxicos (ej., p31-43), en
conjunto con otros factores derivados de la propia disbiosis, o la presencia de ciertas
infecciones virales intestinales (punto 4), ocasionaria un ambiente inflamatorio en
diferentes células inmunes y estromales de la mucosa intestinal. Este ambiente seria capaz
de polarizar a las células presentadoras de antigenos a un perfil proinflamatorio (punto
6). Asimismo, estos factores ambientales juntamente con factores genéticos promoverian
respuestas adaptativas proinflamatorias en las células T especificas. Al mismo tiempo,
los factores genéticos antes mencionados serian clave en la potenciacion de diversos
puntos de la respuesta inflamatoria (Figura 3) como: el pasaje de antigenos por la barrera
epitelial y la especificidad de la respuesta contra péptidos derivados del gluten como el
33-mer, entre otros. Finalmente, el ambiente inflamatorio permitiria que factores como la
TG2 se sobreexprese en la mucosa intestinal y se incremente la respuesta adaptativa
contra péptidos del gluten y contra la propia TG2.
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Figura 4- Factores ambientales asociados a la patogenia de la EC. Los puntos estan
discutidos en el texto de la seccion 1.5.2.5.

Si bien lo mencionado es un modelo simple que se derivada de varios otros modelos in
vitro € in vivo antes mencionados, es interesante contemplar la complejidad y la
diversidad de factores que pueden intervenir en la pérdida de tolerancia al gluten en los
pacientes celiacos y el desarrollo de la enteropatia intestinal caracteristica.

En el Anexo se encuentra una formulacion teorica del mecanismo de patogenia (Modelo
tedrico de la patogenia de la Enfermedad Celiaca), donde se describe en detalle los
eventos probados y se debate sobre algunos de los puntos ain desconocidos de la
patogenia de esta enfermedad.

1.6 Diferencias entre la enfermedad celiaca v otros desordenes asociados al
consumo de productos con gluten

Los desordenes asociados al consumo de productos con gluten afectan distintas
poblaciones alrededor del mundo, con una prevalencia total dificil de calcular (Lionetti
et al., 2015). A pesar de esto, se acepta que el 1% de la poblacion presenta enfermedad
celiaca, el 0.2-0.4% por la alergia al trigo y una proporcion variable y dificil de definir,
presenta la Sensibilidad al gluten no celiaca (Venter et al., 2006; Morita et al., 2012;
Leonard and Vasagar, 2014; Catassi et al., 2015; Lionetti ef al., 2015). En las siguientes
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subsecciones se describen brevemente la alergia al trigo y la sensibilidad al gluten no
celiaca en especial destacando las diferencias con la EC.

1.6.1 Alergia al Trigo

A diferencia de la EC, el mecanismo patogénico de la alergia al trigo se basa en una
hipersensibilidad de tipo I con presencia de anticuerpos IgE de alta afinidad contra
componentes derivados de la harina de trigo (Czaja-Bulsa and Bulsa, 2017). Su
epidemiologia es muy variable, con una presentacién principalmente en nifios, con
sintomas intestinales como diarrea, vomitos entre 10 minutos a 4 horas posterior al
consumo de alimentos con harina de trigo. En la mayoria de los casos, la alergia suele
progresar hacia la tolerancia al trigo a la edad de 8-10 afios (Czaja-Bulsa and Bulsa, 2017).
En la poblacion adolescente y adulta, los sintomas son mas graves con predominancia de
reacciones anafilacticas y presentaciones dérmicas y respiratorias (Czaja-Bulsa and
Bulsa, 2017).

Existen diferentes antigenos que originan la respuesta alérgica mediada por IgE. Entre
ellos, los mas estudiados son w5-gliadina y la proteina de transporte de lipidos no
especifica (nsLTP), aunque se detectan también otras reactividades. Por lo que, en
muchos casos, las pruebas de IgE especifica no presentan buena relevancia diagnéstica
(Czaja-Bulsa and Bulsa, 2017, 2018). Por todo ello, el diagndstico clinico de esta
enfermedad se basa en pruebas cutaneas con antigenos derivados de extractos de harina
de trigo, y positividad a IgE especifica contra w5-gliadina y el nsLTP. Aunque en la
mayoria de los casos, el diagndstico se basa en la evidencia clinica de ausencia de
sintomas al excluir el trigo de la dieta (Czaja-Bulsa and Bulsa, 2018).

1.6.2 Sensibilidad al gluten no celiaca (NCGS)

Esta entidad clinica es considerada de dificil diagndstico pues se trata de un sindrome con
presentaciones intestinales y sistémicas, que revierten cuando el paciente sigue una dieta
estricta libre de gluten, pero cuyo mecanismo de patogenia se desconoce. La
sintomatologia se caracteriza por presentacion intestinal con diarrea, dolor y distension
abdominal. Los sintomas extraintestinales incluyen: aftas bucales, dermatitis, dolor en las
articulaciones, ataxia, neuropatias periféricas, y depresion. El diagnostico de NCGS se
realiza por exclusion de EC y alergia al trigo (Catassi et al., 2015). La dificultad e
incertidumbre en el diagnodstico dificulta establecer la prevalencia de esta condicion.

A diferencia de la EC, la NCGS no est4 asociada a HLA, y los pacientes solo presentan
anticuerpos anti-gliadinas de isotipo IgG con ausencia de atrofia vellositaria (Casella et
al., 2018). Aunque se desconoce su patogenia, existe un consenso que se trata de una
condicion inflamatoria basada en mecanismos de la inmunidad innata desencadenada por
componentes de la harina de trigo como gliadinas, los inhibidores de amilasa- tripsina
(ATI) (Junker et al., 2012), o por mezclas de azucares simples y oligosacaridos
(FODMAPs) presentes en la harina de trigo y de otros cereales (Priyanka, Gayam and
Kupec, 2018).

En algunos articulos se describe que las muestras de biopsia duodenal presentan “enteritis
microscopica” (Casella ef al., 2018), con un leve incremento de LIEs y de linfocitos T en
la mucosa (Marsh, Villanacci and Srivastava, 2015), y en algunos casos, también se
mencionan infiltrados de eosinofilos en la lamina propria (Carroccio et al., 2012). La
falta de marcadores diagnosticos, y evidencia histologica clara conduce a pensar esta
condicién como un sindrome complejo con solapamiento con otras entidades como el

1-30



Introduccion General

sindrome de colon irritable (Casella et al, 2018) o intolerancias alimentarias no
identificadas (Carroccio et al., 2012).

1.7 Modelos experimentales utilizados en el estudio de diversos aspectos de la
enfermedad celiaca

Con el objetivo comprender la patogenia de la EC y el desarrollo de terapias
farmacologicas, pre- o probidticas, se han utilizado diversos modelos experimentales
incluyendo ensayos in-vitro, in-vivo y ex-vivo. La mayoria de estos modelos estan listados
y referenciados en la Tabla 5. Dentro de los modelos in vitro, se encuentran los modelos
que estudian aspectos definidos en lineas celulares o células aisladas de pacientes
celiacos. Si bien la informacion que generan estos modelos es limitada, han sido utiles en
la comprension de la enfermedad. En particular, han contribuido en la comprension de la
importancia de la presentacion en los HLA-DQ2.5/8, el efecto de dosis de estas variantes
y la respuesta inmune. Ademds, han permitido comprender diferentes aspectos
relacionados con células no inmunes, como la funcién de la barrera epitelial en la
regulacion de la inflamacion local y el pasaje de péptidos a la lamina propria. Por otro
lado, se emplearon modelos ex vivo, que consisten en el cultivo de explantos de tejido
duodenal de pacientes celiacos obtenidos por biopsia. Estos explantos se pueden cultivar
con extractos de proteinas de gluten pre-digeridos, u otros estimulos. Estos modelos son
muy completos en cuanto a la variedad de células presentes en el tejido estimulado, y han
sido utiles para el estudio de la respuesta a los péptidos derivados de gluten en el tejido,
analisis de citoquinas liberadas y el clonado de linfocitos T especificos, asi como
caracterizar la respuesta inmune local.

Finalmente, los modelos animales o in vivo, son muy variados e implican diferentes
especies de animales. Sin embargo, los mas desarrollados emplean ratones con
modificaciones genéticas puntuales. Entre estos, destacamos el uso de ratones C57BL/6
transgénicos para la molécula HLA-DQS. Estos ratones han permitido la comprension del
rol de diferentes factores en la inflamacion intestinal y la respuesta inmune, ya sea innata
o adaptativa, en el desarrollo de la EC. En estos modelos, se han podido evaluar:
componentes de la microbiota y los productos derivados de la misma, agentes virales en
el desarrollo de inflamacion intestinal, péptidos derivados de gluten o metabolitos
puntuales. Finalmente, debemos destacar que el modelo que se basa en el uso de ratones
CS57BL/6 transgénicos: HLA-DQ8-Dd-villin-IL-15tg, es uno de los mas completos, en
cuanto a la capacidad de reproducir diferentes aspectos de la patogenia como: la atrofia
vellositaria y el infiltrado de linfocitos T en epitelio y lamina propria de intestino delgado
de los ratones alimentados con una dieta rica en gluten. La enteropatia es limitada a la
administracion de gluten, y se encuentra respuesta celular y humoral contra péptidos de
gluten y contra la enzima TG2. Por lo tanto, este modelo puede ser utilizado para indagar
sobre posibles intervenciones terapéuticas en EC (Abadie ef al., 2020).
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Tipo Subclase/descripciéon  Aspecto de la Comentarios Referencias
de enfermedad a modelar
Modelo
lineas celulares Permeabilidad epitelial. La incubacion de péptidos (Clemente et al.,
tumorales de epitelio ~ Reorganizacion de derivados de gliadinas (PT-  2003; Zimmer et
intestinal: Caco2, citoesqueleto. Induccion gliadinas, p31-43) induce al.,2010;
in vitro IEC6, T84, HT29 de apoptosis. produccion cambios en las células Maglio et al.,
de citoquinas: IL-15, epiteliales asociados a la 2011; Reinke et
IL-1B, TNFa. enfermedad al.,2011;
Caputo et al.,
2012)
Caco2 Efecto de la microbiota Ciertas especies de bacterias  (Sanchez,
proinflamatoria (B. fragilis), asociadas a la Laparra and
in vitro EC, promueve respuesta Sanz, 2012)
inflamatoria en células
epiteliales
Células dendriticas Migracion a favor de Los péptidos de gluten (Palova-
derivadas de gradiente de quimoquinas.  estimulan a las células Jelinkova et al.,
monocitos de Produccion de citoquinas  dendriticas a migrar mas 2005; Harris,
in vitro  pacientes celiacos (IL-8, TNFa) eficientemente a favor del Fasano and
gradiente de CCL19/21, y Mann, 2010; De
promueven su activacion. Palma et al.,
2012)
Linfocitos Ty Efecto de los haplotipos Estudio de los genes HLA (Lundin et al.,
presentadoras de asociados de HLA en EC, diferenciacion de 1993; Hamilton
L antigenos aislados de  DQ2.5/8 en EC. Clones T  linfocitos T (Thl, Th17) etal.,2002;
in vitro : ; . o
pacientes celiacos especificos de péptidos de Camarca et al.,
gluten, reconocimiento de 2009)
epitopes de gliadinas
Cultivo de Biopsias Inhibicion de Tregs por Modulacion de la respuesta  (Maglio et al.,
de pacientes celiacos  sefial de IL-15. innata e interacciones entre 2011; Zanzi et
Asociacion de citoquinas  células de la mucosa al.,2011)
producidas con respuestas  duodenal de pacientes
ex vivo adaptativas (Th1, Th17). celiacos.
Reactividad de la mucosa
duodenal celiaca a
diferentes tipos de
cereales
inducido, cepas de Inflamacion intestinal por ~ La bacteria P. aeruginosa (Caminero et al.,
bacteria de P. presencia de bacterias induce, mediante su 2016; Caminero,
in vivo aeruginosa, o de aisladas de pacientes colonizacion y liberacion de  Meisel, et al.,
enzimas provenientes  celiacos o sus enzimas tipo elastasa 2019)
de esta bacteria en subproductos (LasB), inflamacion
ratones C57BL/6 intestinal.
inducido, desafio oral  enteropatia (Relacion El péptido p31-43 induce (Araya et al.,
p31-43 ratones V/C, aumento de LIEs) enteropatia leve 2016; Gomez
C57BL/6 induccién de la via de caracterizada por Castro et al.,
in vivo IFNs por péptido derivado  incremento de IFNy, IFN, 2019)
de gliadina IL-1pB, aumento de LIEs y
reduccion de la relacion
V/C.
inducido, infeccion Perdida de tolerancia oral ~ La infeccion intestinal con (Bouziat et al.,
invive €O Rotavirus TIL en  a péptidos derivados de la cepa T1L de rotavirus 2017)
C57BL/6 alimentos (OVA) induce una pérdida de
tolerancia a ovoalbiimina.
espontaneo, perro enteropatia debido al La enteropatia no esta (Garden et al.,
in vivo consumo de gluten asociada a un haplotipo 2000)
MHC II
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espontaneo, primate Modelo de sensibilidad al ~ Desarrollan enteropatia no (Bethune et al.,
in vivo (Rhesus) gluten en primates dependiente de MHC _II_, y 2008)
en otros casos dermatitis,
pero sin enteropatia.
Transgénico, cepas de  Inflamacion intestinal por  La bacteria P. aeruginosa (Caminero,
bacteria de P. presencia de bacterias induce, mediante su McCarville, et
aeruginosa, o de aisladas de pacientes colonizacion y liberacion de  al., 2019)
invivo  enzimas provenientes  celiacos o sus enzimas tipo elastasa
de esta bacteria en subproductos en ratones (LasB), inflamacion
ratones C57BL/6 transgénicos para el HLA  intestinal severa.
transgénico para DQ8  DQS8
espontaneo, Ratas enteropatia (disminucion Las ratas recién nacidas de (Stepankova et
Wistar AVN de la relacion V/C 'y madre en dieta libre de al., 1996)
o aumento de LIEs) debido  gluten desarrollan
o al consumo de gluten enteropatia al consumir
gluten en las primeros dias
de vida.
Transgénico, Perdida de tolerancia oral ~ Modelo que apoya la teoria (Bouziat et al.,
microbiota en ratones  al gluten post infeccion de un posible inicio de la 2017)
in vivo C57BL/§ con rotavirus EC por infecciones virales
transgénicos para la intestinales.
HLA-DQS8 infectados
con rotavirus T1L
Transgénico, Ratones  enteropatia con formacion  Implica un modelo de triple ~ (Abadie et al.,
DQ8-Dd-villin-IL- de respuesta adaptativa transgénico, para el MHC 2020)
15tg contra el gluten. DQ8, e IL-15 en células
epiteliales y células de
lamina propria. Reproduce
in vivo la enteropatia con atrofia
vellositaria e infiltrado en
epitelio y lamina propria,
respuesta inmune celular y
humoral contra péptidos de
gluten y TG2.

Tabla 5- Modelos experimentales utilizados para el estudio de la enfermedad celiaca.
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1.8 Hipotesis general

Los mecanismos involucrados en el dafio intestinal caracteristico de la enteropatia celiaca
estan conformados por vias inflamatorias con participacion fundamental de los
interferones. Estas sefiales inflamatorias generan, mediante estrés y dafo celular, la
liberacion de alarminas al medio extracelular que exacerban el mecanismo inflamatorio.
Ademas, los mecanismos de regulacion del sistema inmune a cargo de los componentes
del eje TAM se encuentran afectados en su funcion inhibitoria de las sefales inflamatorias
en la mucosa duodenal de pacientes celiacos activos.

1.9 Objetivos de la tesis

1.9.1 Objetivo General

En la patogenia de la EC se considera que la respuesta inflamatoria local en el intestino
delgado de los pacientes celiacos que consumen gluten facilitaria la pérdida de tolerancia
y la generacion de una respuesta celular especifica contra péptidos derivados de gluten
que conduce al dafio histoldégico en la mucosa intestinal. Dichos fenémenos se creen
ocasionados por la interaccion entre factores genéticos y ambientales. En el Modelo
tedrico de la patogenia de la Enfermedad Celiaca, se discute en detalle un modelo
teorico de los mecanismos de la patogenia de EC.

Entre los mecanismos de dafio en la mucosa intestinal consideramos relevante el estudio
de los factores inflamatorios que inician el dafo, ya sea directo o a través de mecanismos
citotoxicos, los mediadores liberados por el dafio celular y los mecanismos de regulacion
del sistema inmune.

En este trabajo nos enfocamos en tres grupos de vias asociadas a la promocion o control
de la respuesta inflamatoria, que se describen en tres partes.

e Parte A: Las alarminas: IL-33, HMGBI1 ¢ IL-1a.

e Parte B: Los mediadores inflamatorios: Interferones tipo I, II, y III, y la via IL-
17a/IL-21.

e Parte C: El sistema TAM-Proteina-S/Gas6.

Todos los estudios se realizaron sobre material bioldgico de pacientes que se encuentran
en diagnostico y eventualmente se emplearon modelos de enteropatia desarrollados en
animales de experimentacion.

1.9.2 Objetivos especificos de la parte A

En las Gltimas décadas diferentes investigaciones han logrado describir la existencia de
moléculas enddgenas que se liberan frente a situaciones de dafio y estrés celular. El
conjunto de estas sefiales se denomina alarminas, las que una vez liberadas al medio
extracelular tienen la capacidad de activar diferentes células del sistema inmune para
promover respuestas inflamatorias y de reparacion tisular (Bianchi, 2007; Rider ef al.,
2017). Si consideramos los diferentes factores ambientales asociados a la EC, las
alarminas resultan interesantes ya que pueden ser liberadas por sefales inflamatorios
(IFNs, TNFa, entre otros), infecciones virales, y disbiosis de la microbiota intestinal
(Rider et al., 2017; Zhen et al., 2017, Sarhan et al., 2018).

Dentro del amplio grupo de alarminas, nuestro interés es estudiar a la IL-33 y su receptor
ST2, que en conjunto conforman el eje IL-33/ST2. Esta via es interesante en el contexto
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de la EC, dado que IL-33 es liberada en situaciones de estrés celular y particularmente
por muerte celular proinflamatoria. Una vez liberada esta citoquina puede tener una gran
variedad de actividades desde proinflamatorias hasta pro-tolerogénicas dependiendo de
las células y factores inflamatorios circundantes (Molofsky, Savage and Locksley, 2015;
Martin and Martin, 2016). En particular, su liberacion se encuentra asociada a la
promocion de respuestas citotoxicas (Yang et al., 2011).

Por otra parte, también estudiamos otros dos ejes de alarminas, HMGBI1 e IL-1a. Ambas
proteinas son alarminas expresadas en condiciones homeostaticas por una gran cantidad
de células. Al igual que IL-33, ciertos factores inflamatorios como IFNs o TNFa, pueden
ocasionar su liberacion al medio extracelular mediante muerte celular proinflamatoria
(Sarhan et al., 2018), o mediante vias vesiculares (Kim et al., 2020). Una vez liberadas,
HMGBI e IL-la pueden provocar respuestas inflamatorias locales diversas con
induccién de liberacion de factores inflamatorios desde células estromales, epiteliales y
de la inmunidad innata, e incluso potenciar respuestas Tipo 1 (Messmer et al., 2004;
Rovere-Querini et al., 2004; Di Paolo and Shayakhmetov, 2016).

Los mecanismos de dafio histologico en la mucosa duodenal de pacientes celiacos son
diversos y se asocian a diferentes factores inflamatorios ocasionados por la respuesta
inmune frente a péptidos derivados de gluten. Estos mecanismos implican desde
apoptosis celular, hasta posibles dafios por muerte celular proinflamatoria (piroptosis y
necroptosis) (Shalimar et al., 2013; Tang et al., 2019; Perez et al., 2021). Por todo ello,
nos intereso estudiar las alarminas en la mucosa duodenal humana, y en particular, si estos
ejes de alarminas se asocian a la patogenia de la EC.

De esta forma, los objetivos especificos de la parte A son:

e Describir y analizar el eje IL-33/ST2 en la mucosa intestinal humana y en
pacientes celiacos activos. Analizar las células involucradas en este eje y evaluar
posibles roles en la patogenia de la enfermedad celiaca.

e Describir y analizar los ejes IL-1o/IL-1R y HMGBI en el intestino delgado de
pacientes celiacos al diagnostico y muestras de poblacion control.

1.9.3 Objetivos especificos de la parte B

Lavia de IFNs ha sido asociada a la EC, principalmente por la presencia de un predominio
del perfil Thl de las células T especificas de péptidos derivados de gluten (Nilsen et al.,
1998). A su vez, se ha observado un rol fundamental de los IFNs en la pérdida de
tolerancia al gluten en modelos animales (Martin-Fontecha et al., 2003; Bouziat et al.,
2017). También, se han descripto diferentes roles proinflamatorios de la via de IFNs tipo
I en la enfermedad (Monteleone et al., 2001; Jarry et al., 2017). De esta forma, tanto
IFNs tipo I como tipo II han sido asociados a la EC; sin embargo, otra de las vias que
comparte gran semejanza con estos dos IFNs, los IFNs tipo III, no han sido estudiados en
pacientes celiacos.

Otra de las vias involucradas en la respuesta inflamatoria contra péptidos de gluten es la
respuesta asociada al perfil Th17, en especial, las citoquinas IL-17A e IL-21 (Monteleone
et al.,2010; Fernandez et al., 2011). Estas han sido estudiadas en EC, pero los resultados
han mostrado observaciones contradictorias sobre la presencia, asociacion y rol de las
células en la patogenia de la EC (Bodd et al., 2010; Leeuwen et al., 2013). Por ende,
como parte complementaria de la descripcion de la respuesta inflamatoria en los pacientes
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celiacos nos propusimos evaluar la expresion de las citoquinas asociadas al eje Th17 y
las células que producen IL-17A e IL-21 en la mucosa de intestino delgado.

Por lo tanto, los objetivos especificos de la parte B son:

e Evaluar la expresion y actividad de los tres tipos de IFNs en la mucosa intestinal
de los pacientes celiacos activos y muestras de poblacion control.

e Analizar la expresion de las citoquinas del eje Th17 (IL-17A, IL-21, IL-22 e IL-
23A) y las células que las expresan IL17A e IL21 en la mucosa intestinal de
pacientes celiacos activos y muestras de poblacion control.

1.9.4 Objetivos especificos de la parte C

En esta parte de la tesis, nos enfocamos en un eje no estudiado en el intestino delgado,
pero que posee roles importantes en distintos puntos de la respuesta inflamatoria. Este
sistema se denomina TAM, por las iniciales de los receptores celulares que los
conforman: Tyro3, Axl y Mertk. Ademads, este eje cuenta con dos ligandos: proteina S y
Gas6 (Rothlin et al., 2015).

Hasta el momento de inicio de la tesis no existian investigaciones sobre el rol de este eje
en intestino delgado humano. Sin embargo, se encontraban evidencias de su rol regulador
del sistema inmune en diferentes modelos experimentales. Entre ellos, tiene un rol
inhibidor de la activacion y polarizacion inflamatoria de la respuesta T, inhibe el perfil
inflamatorio de los macréfagos residentes en tejidos, y aporta un mecanismo fundamental
para la fagocitosis de cuerpos apoptoticos (Rothlin ef al., 2015; Nassar, Tabib, Capucha,
Mizraji, Nir and Pevsner-fischer, 2017). Ademas, se ha planteado un modelo que asocia
la expresion de este eje con los IFN tipo I, por medio del cual el sistema TAM inhibiria
la respuesta inflamatoria a estas proteinas (Rothlin et al., 2007).

La EC presenta una patogenia donde el dafio histoldgico causado por células citotoxicas,
y la presencia de mediadores inflamatorios se asocia a un incremento de la muerte celular
programada (Cheravsky et al., 2002; Shalimar et al., 2013; Perez et al., 2021). Por ende,
el estudio del eje TAM es fundamental para comprender si algunos de los mecanismos de
regulacion de las vias inflamatorias estan presentes en la enteropatia celiaca.

Por todo ello, los objetivos especificos de la parte C son:

e Describir y analizar los componentes del eje TAM en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos activos y pacientes controles sanos.

e Evaluar las poblaciones celulares involucradas en este eje y la asociacion con la
enfermedad celiaca.

e Evaluar la asociacion entre los [FNs y el sistema TAM en la mucosa duodenal de
los pacientes celiacos activos.
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2.1 Modelo teorico de la patogenia de la Enfermedad Celiaca

2.1.1 Desarrollo de un modelo tedrico de la patogenia de EC

La EC es una de las patologias de base inmune que se conocen con mayor detalle; sin
embargo, existen etapas que no han sido comprobadas. En algunos casos se extrapolan
mecanismos en funcion de ensayos in vitro (usando lineas celulares o células aisladas de
pacientes celiacos), en otros casos la informacion se toma del conocimiento del sistema
inmune de mucosa intestinal en raton. Es por eso, que hemos desarrollado un modelo
tedrico poniendo de manifiesto los aspectos que han sido verificados y aquellos que, en
la formulacion de los mecanismos de patogenia, ain son especulativos.

2.1.2 Introduccion al modelo de patogenia

Siendo la EC una patologia cronica, y en la que no existe un modelo animal que
reproduzca completamente las etapas de la patogenia, se propone un modelo en desarrollo
que considera que existen eventos “iniciadores”, como también factores que son
fundamentales en la progresion de la enfermedad. Este es el resultado de teorizar como
diferentes factores genéticos y ambientales se concatenan en una serie de pasos sucesivos
destacando nodos o puntos fundamentales para el desarrollo de la enfermedad. Varias de
las etapas propuestas han sido bien documentadas, aunque todavia existen eventos que se
desconocen. Esta concatenacion se realiza basandose en los conocimientos de leyes y
otros modelos de la inmunologia y de la biologia en general. La comprobacion de las
hipotesis derivadas del modelo mediante experimentos y evaluaciones en cohortes de
pacientes ha dado cierta solidez teorica; no obstante, como todo modelo cientifico, no
queda exento de posibles modificaciones a futuro.

En este caso se debe mencionar que el modelo aqui presentado ha sido formulado en base
a diferentes publicaciones que describen la patogenia y se ha ido modificando a través de
los afios (Sollid, 2002; Abadie et al., 2011; Sollid and Lundin, 2019).

2.1.3 Nodos del modelo

Los nodos son los factores o eventos claves para que ocurra el inicio o la progresion de
la enfermedad. Debemos mencionar al menos 7 nodos:

1. Digestion parcial y diferencial del gluten en el lumen del tracto gastrointestinal.

2. Ingreso de los fragmentos de péptidos derivados de gluten al organismo.

3. Interaccion de los fragmentos de gluten con células presentadoras de antigenos
y contribucion de células o factores del medioambiente tisular.

4. Presentacion de antigenos y generacion de la respuesta T y B especifica a
fragmentos de gluten en 6rganos linfoides secundarios

5. Migracion de las células T CD4" especificas para fragmentos del gluten a la

mucosa intestinal. Activacion de células inmunes y no inmunes comandadas por

células T CD4" especificas para fragmentos del gluten.

Fallo de la respuesta regulatoria.

7. Progresion de la enfermedad de forma cronica.

&

En la Figura 5, se ven representados los nodos del 1° al 6° en una infografia integradora.
Cada uno de estos nodos son afectados por diferentes factores ambientales y genéticos
descriptos en la introduccion de la tesis. Como tal, dichos factores pueden o no estar
presentes en todos los individuos que hayan desarrollado la enfermedad, pero cuando lo
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estan, impulsan el mecanismo modelado hacia la aparicion y/o progresion de la
enfermedad.

En la siguiente seccion se presentan para cada uno de los nodos del modelo, los
enunciados de manera explicita y discusiones sobre éstos.

Normalmente este tipo de descripcion no suele escribirse en las diferentes publicaciones
cientificas sobre la EC. Sin embargo, esta idea y su formato resulta integradora para lograr
un mejor entendimiento del contexto bibliografico relacionado con la patogenia de la EC.

2.1.4 Integracion del modelo y factores predisponentes

A continuacién, se describe cada uno de los nodos y se argumentan las causas de su
importancia, como también se plantean diversas hipotesis no comprobadas:

2.1.4.1 Digestion parcial y diferencial del gluten en el lumen del tracto
gastrointestinal de los pacientes celiacos

Enunciado: Los péptidos derivados de gluten llegan al lumen intestinal parcialmente
digeridos conformando fragmentos superiores a los 10 aminoacidos. La digestion de estos
fragmentos genera un remanente de péptidos inmunogénicos en el lumen intestinal.

Discusion: La digestion parcial del gluten en el tracto gastrointestinal permite obtener
fragmentos peptidicos largos que pueden tener mas 10 o 30 aminoacidos de longitud en
el lumen del duodeno. Esto es debido a la escasez de enzimas con capacidad prolil-
endopeptidasas tanto pancreéticas, orales, géstricas o presentes en el borde en cepillo de
los enterocitos (Shan et al, 2002). Sin embargo, hay que mencionar que existe un
componente importante en la microbiota intestinal y oral, capaz de realizar una hidrolisis
de péptidos potencialmente antigénicos (Caminero ef al., 2014; Caminero, Meisel, ef al.,
2019). De esta forma, ciertas especies del género Lactobacillus (duodeno), Streptococcus
(duodeno) y Rothia (cavidad oral y duodeno), cumplen este rol (Zamakhchari et al., 2011;
Caminero et al., 2014). Investigaciones recientes indican que los pacientes celiacos
activos presentan una menor proporcion de estas bacterias en el duodeno y en la cavidad
oral (Caminero et al., 2014; Caminero, Meisel, ef al., 2019). Debido a esto, fragmentos
de péptidos derivados del gluten pueden quedar en mayor concentracion en el lumen de
los pacientes celiacos activos que en individuos no celiacos. Otro factor que no siempre
es considerado es la cantidad de gluten consumida por persona por peso en la ingesta. De
esta forma, existen diferentes regiones del mundo, donde se ha confirmado que un mayor
consumo de gluten correlaciona con una mayor propension al desarrollo de EC (Abadie
et al.,2011). Esto se puede explicar, en parte, dado que una mayor cantidad de gluten se
transforma en mayor cantidad de péptidos potencialmente antigénicos (ej: 33-mer) o
proinflamatorios (ej: p31-55/31-43) en el lumen intestinal.

Por otro lado, se ha observado aumento de actividad “glutenasicas” en la materia fecal de
los pacientes celiacos (Gutiérrez et al., 2017; Caminero, McCarville, et al., 2019;
Caminero, Meisel, et al., 2019). Este componente enzimdtico, podria provenir tanto de
enzimas endogenas (elastasas: CEL4B, CEL2A y la carboxipeptidasa: CBPA1)
(Gutiérrez et al., 2017) o exdgenas, liberadas por la microbiota (filum: Pseudomonas,
Janthinobaterium) (Caminero, McCarville, ef al., 2019). Sin embargo, este aumento de
actividad proteolitica no seria un factor positivo. De hecho, la enzima elastasa con
propiedad “glutendsicas” derivada de Pseudomonas aeruginosa (LasB), es capaz de
inducir una respuesta inflamatoria en la mucosa duodenal, por clivaje del receptor PAR2
presente en la membrana apical de los enterocitos intestinales (Caminero, McCarville, et
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al., 2019). Por otro lado, las elastasas endégenas mencionadas, poseen capacidad para la
digestion de péptidos de gluten inmunogénicos en condiciones in vitro, pero no se ha
demostrado su capacidad digestiva en el ambiente presente en el lumen del duodeno.
Ademas, se ha confirmado que, en condiciones in vitro, ciertos componentes de la materia
fecal de pacientes celiacos disminuyen la eficacia de las enzimas glutenasicas (Gutiérrez
et al., 2017). Entre estos factores inhibidores, se encuentran los inhibidores de a-
amilasa/tripsina (ATIs) presentes en diferentes cereales y en péptidos derivados de la
microbiota, entre otros menos estudiados (Cuccioloni et al., 2016; Gutiérrez et al., 2017).

Otro factor relevante es la predisposicion genética, en especial la presencia de los alelos
HLA-DQ2/DQ8. Autn en forma no esclarecida, la genética en cada individuo
preselecciona parcialmente la composicion de la microbiota, lo cual puede determinar la
composicion de enzimas glutendsicas en el lumen intestinal (Olivares et al., 2015). Este
efecto puede que sea potenciado por otros genes aun desconocidos, y por la interaccion
con factores dietarios como el mismo gluten, entre otros. Por todo esto, es necesario
evaluar el rol de las enzimas glutenasicas en la predisposicion a la EC.

2.1.4.2 Ingreso de los fragmentos de gluten al organismo.

Enunciado: Los fragmentos de gluten parcialmente digeridos traspasan la barrera epitelial
para llegar a la lamina propria, o placas de Peyer.

Discusion: Para que se pueda producir una respuesta inmune de tipo adaptativa, se debe
primero lograr que el antigeno llegue a las células presentadoras de antigenos presentes
en los foliculos de Peyer o en la lamina propria intestinal. Existen diferentes potenciales
rutas de pasaje de los fragmentos de gluten desde el lumen intestinal hacia la lamina
propria: Transporte paracelular, intracelular, mediado por células M, caliciformes, entre
otras.

2.1.4.2.1 Transporte para-celular

Existen varias evidencias que demuestran que el transporte paracelular es clave en el
pasaje de péptidos derivados de alimentos en el lumen intestinal. Este fenomeno se
ha relacionado con problemas autoinmunes y alergias (Krug, Schulzke and Fromm,
2014). La cuestion reside en cuales son los mecanismos que permiten este pasaje. Los
enterocitos presentan una gran variedad de proteinas en estructuras ordenadas,
llamadas uniones estrechas. Estas uniones se disponen como en un cinturén alrededor
de los mismos enterocitos y permite la union entre células vecinas. Esta estructura
crea una barrera fisica, de tipo mecanica, que evita el pasaje de moléculas, pero al
mismo tiempo resulta ser permeable al agua y ciertos iones mas pequefios en favor de
su gradiente electroquimico. Desde hace varios afios, se sabe que las proteinas que
conforman dichas estructuras estdn desreguladas en los enterocitos de la mucosa
duodenal de los pacientes celiacos. Esto se basa en la disminucion de las claudinas 3,
5y 7 (Schumann et al., 2012, 2017), fundamentales en la formacion de la barrera, y
un aumento de las claudinas 2 y 15 que desestabilizan la barrera y son caracteristicas
de enfermedades con malabsorcidn intestinal (Ong et al., 2020). También existe una
disminucion de la proteina ZO-1 fosforilada, fundamental en la estabilidad de las
uniones estrechas (Ciccocioppo et al., 2006). Al mismo tiempo, se ha descripto que
otras proteinas importantes en la reparacion del epitelio durante eventos apoptoticos
masivos, como E-cadherina se encontrarian disminuidas en el epitelio de pacientes
celiacos no tratados. En parte, se piensa que esto se debe al efecto de citoquinas
inflamatorias como IFNy y TNFa (Ciccocioppo et al., 2006; Kiesslich ef al., 2007;
Lubkov and Bar-Sagi, 2014). Estos cambios estructurales conducen a la pérdida de
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uniones estrechas funcionales (Schumann et al., 2017) demostrada por una menor
resistencia trans-epitelial en pacientes celiacos no tratados respecto a muestras de
poblacion control. La pérdida funcional en las uniones estrechas es parcialmente
revertida mediante el consumo de una dieta libre de gluten (Schumann et al., 2017).
A parte, las citoquinas proinflamatorias IFNy y el TNFa, que se encuentran
sobrexpresadas en EC, inducen aumento de la permeabilidad intestinal (Forsberg et
al., 2002; Feighery et al., 2003) al desestabilizan otros componentes de la union
estrecha (Bruewer et al., 2005; Al-Sadi et al., 2010). También se postuld que la
zonulina, incrementada en la mucosa duodenal de los pacientes celiacos, podria estar
involucrada en alterar las uniones estrechas (Tripathi et al., 2009).

Es posible que en los pacientes celiacos también existan defectos genéticos en la
formaciéon de las uniones estrechas. En este sentido, estudios genéticos han
identificado posibles genes asociados a EC que cumplen roles importantes en la
estructura de las uniones estrechas. Entre estos, se mencionan MYO9B (Monsuur et
al., 2005), PARD3 y MAGI2 (Wapenaar et al., 2008) y otros asociados a SNPs
(Figura 3). Estas moléculas desempenan roles muy importantes en la polarizacion de
las células epiteliales, en la conformacion de las uniones estrechas, como también en
la reorganizacion de la F-actina en el citoesqueleto de los enterocitos (Schumann et
al.,2017).

Finalmente, se conoce que ciertos péptidos de gliadinas, como el p31-43, son capaces
de afectar el transporte de vesiculas apical de enterocitos, efecto que altera la
estructuracion de las uniones estrechas, y aumenta la permeabilidad paracelular
(Barone and Zimmer, 2016). Por todo esto, se considera que el aumento de
permeabilidad intestinal en los celiacos es un efecto consecuente a la participacion
tanto de factores ambientales, como también genéticos.

2.1.4.2.2 Transporte intracelular:

Normalmente, los enterocitos solo pueden absorber aminoacidos libres por medio de
diferentes trasportadores de membrana apical o péptidos cortos de hasta tres
aminoacidos por medio del trasportador PEPT-1 (Leibach and Ganapathy, 1996;
Caminero et al., 2014). En el caso especial de péptidos mas largos, producto de la
digestion parcial del gluten, se observa un pasaje selectivo de alta eficiencia por medio
del receptor de transferrina (CD71). Este receptor es capaz de unir complejos inmunes
IgA anti- gliadinas y mediar un transporte sin degradacion proteolitica hacia la region
basolateral de los enterocitos. En condiciones homeostaticas, el CD71 se localiza
exclusivamente en la membrana basolateral de los enterocitos, pero en epitelio
duodenal de pacientes celiacos no tratados se encuentra también en el borde apical
(Matysiak-Budnik et al., 2008). Se piensa que la alteracion en la diferenciacion y
polarizacion de las células epiteliales, descriptas en la seccion anterior, puede estar
relacionada con la localizacion aberrante de CD71 (Schumann et al., 2017). De esta
forma, los pacientes celiacos presentarian un mecanismo eficaz de transporte de
péptidos de gluten desde el lumen a la lamina propria. No obstante, para que este
mecanismo funcione deben encontrarse anticuerpos IgA anti-gliadinas preformados.
Por lo tanto, éste podria ser un evento coadyuvante en la patogenia, pero no
participaria en la induccion la misma (Abadie et al., 2011). Sin embargo, debe tenerse
presente que EC esta asociada a déficit selectivo de IgA y, por lo tanto, la presencia
de IgA anti-gliadinas no es un elemento indispensable en el desarrollo de la
enfermedad.

2-41



Anexo

2.1.4.2.3 Transporte por células caliciformes, células dendriticas y células M:

Recientemente se ha mostrado que las células caliciformes, ademds de secretar
mucinas, participan en el transporte de péptidos presentes en el lumen (Kulkarni et
al.,2019). De esta forma, las células caliciformes toman péptidos del lumen mediante
macropinocitosis y los transportan a la lamina propria donde pueden ser capturados
por macrofagos. Este mecanismo podria tener participacion en los eventos de
induccién de respuesta regulatoria frente a proteinas de la dieta. Sin embargo, no hay
ninguna evidencia que los péptidos derivados de gluten sigan esta via. Por lo tanto, se
espera que se desarrollen estudios para investigar este mecanismo en el caso de la EC.

El ingreso de péptidos provenientes del lumen intestinal también puede ocurrir por
otras dos vias. En el primer caso, las protagonistas serian las células M. Estas células
epiteliales que cubren las placas de Peyer presentan pobre desarrollo de
microvellosidades y glucocalix, y son muy activas en macropinocitosis. Por lo tanto,
son excelentes transportadoras de material presente en el lumen intestinal, sea
microorganismos o macromoléculas (Gebert ef al., 2004). Por esta razon, las células
M son fundamentales en la iniciacion de respuestas adaptativas en la placa de Peyer
dirigidas a componentes de la microbiota y antigenos alimentarios (Rios et al., 2015).
Este rol se debe a la capacidad de generar vesiculas que transportan el material
endocitado a la region del domo de la placa de Peyer, donde se encuentran células
dendriticas que activan linfocitos T. Este mecanismo se ha visto en diferentes
esquemas experimentales, pero no hay evidencia que ocurra transporte de péptidos de
gluten en el caso de EC (Mulder and Mulder-Bos, 2006).

Finalmente, en el epitelio del intestino delgado se encuentra una poblacién de
macrofagos, caracterizados por la expresion del receptor de quimoquinas CX3CR1,
que puede emitir prolongaciones o dendritas hacia el lumen, las que activamente
podrian captar macromoléculas presentes en el lumen intestinal (Kelsall, 2019). Estas
células pueden participar en el transporte de macromoléculas y microorganismos, y
de esta forma cumplen un rol importante en la posterior inducciéon de respuesta
especifica. Sin embargo, su funcion critica es la liberacion de IL-10, generando un
entorno pro-tolerogénico. Es asi, que estas células puedan tener un rol relevante en el
control de la respuesta inmune en la mucosa intestinal; sin embargo, no hay evidencia
de su participacion en la patogenia de EC.

2.1.4.3 Interaccion de los fragmentos de gluten con células presentadoras de
antigenos y contribuciones de células o factores del medioambiente tisular

Enunciado: Una vez que los péptidos derivados de gluten han atravesado la barrera
epitelial, algunos son parcialmente deamidados por la enzima TG2. Estos péptidos,
deamidados o no, son endocitados por células dendriticas que migran a 6rganos linfoides
secundarios. El ambiente proinflamatorio en la mucosa duodenal de los pacientes celiacos
diferencia a las células dendriticas, que activaran y diferenciaran a los linfocitos a T hacia
un perfil predominantemente Thl.

Discusion: Como ya se ha mencionado, la enzima TG2 tiene la capacidad de modificar
residuos de aminoacidos presentes en la secuencia Glutamina-X-Prolina, transformando
los residuos de glutamina en glutamato (Klock, DiRaimondo and Khosla, 2012). Esta
secuencia es muy frecuente en las prolaminas, lo que explica que gran cantidad de
péptidos derivados de gluten sufran dicha modificacion. Ademas, los pacientes celiacos
presentan una mayor expresion y actividad enzimatica de TG2 (Esposito et al., 2003). Por
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esto se piensa que una gran cantidad de péptidos derivados de gluten que traspasaron la
barrera epitelial son modificados por esta enzima en lamina propria (Abadie et al., 2011).

Estudios recientes indican que la actividad de TG2 podria observarse no solo en la lamina
propria, sino también en el lumen intestinal. Asi, esta enzima podria ser liberada en el
lumen por enterocitos extruidos del epitelio que sufren necrosis secundaria.

Debido a actividad de la TG2 los péptidos derivados de gluten serian deamidados y
entrecruzados entre si y con otras proteinas, como la propria TG2. De esta forma, se
propone que estos péptidos modificados en el lumen intestinal podrian ser captados por
células M en las placas de Peyer (Iversen et al., 2020).

La deamidacion de glutaminas por la TG2, es un evento central en la patogenia ya que la
introduccion de cargas negativas por el glutamato aumenta la afinidad de los péptidos
derivados de gluten por las posiciones de anclaje en el hueco de presentacion de los alelos
de susceptibilidad HLA-DQ2/DQ8 (Sollid, 2002; Kim et al., 2004). Por todo esto, la
mayor actividad de la TG2 en la mucosa duodenal celiaca, o en el lumen intestinal, actia
como amplificador de la respuesta inmune adaptativa hacia los péptidos derivados del
gluten.

Por otra parte, se debe tener en cuenta que el IFNy tiene un rol importante en la actividad
de la TG2 (Bayardo et al., 2012). El aumento de la actividad de TG2, se basa en el
aumento de su expresion y en el cambio conformacional hacia el estado activo
(conformacion abierta). Uno de los inductores de este cambio conformacional es
tioredoxina (TRX), cuya liberacion al medio extracelular desde varios tipos celulares es
mediada por IFNy (Jin ef al., 2011; Plugis et al., 2017).

Por ultimo, este enunciado considera que las células dendriticas son fuertemente afectadas
por el ambiente inflamatorio. Esto deriva de varias investigaciones que demuestran que
la mayoria de los antigenos dietarios presentados por una célula dendritica en un contexto
no inflamatorio, induce una respuesta tolerogénica (Commins, 2015). Sin embargo, la
respuesta inmune en la mucosa duodenal de pacientes con EC activa se encuentran
linfocitos T con perfil Th1, que conducen a una pérdida de tolerancia a péptidos derivados
del gluten (Abadie et al., 2011). De esta forma, se ha hipotetizado que las células
dendriticas proinflamatorias son las células criticas en generar la respuesta T Th1. Existen
numerosas publicaciones que apoyan esta hipotesis, y de hecho es aqui donde varios de
los factores ambientales y genéticos discutidos han sido propuestos como iniciadores de
la enfermedad. De esta forma, los altos niveles de IFN tipo I, observados en pacientes con
EC activa (Monteleone et al., 2001) inducidos por factores ambientales: infecciones
virales (Bouziat ef al., 2017), disbiosis de la microbiota (Schaupp et al., 2020), podrian
modular el fenotipo de las células dendriticas. Dicho fenotipo es responsable de inducir
un perfil Thl de células T gluten-especificas (Bouziat et al., 2017; Jarry et al., 2017), asi
como células citotdxicas (Spadaro et al., 2012; Schiavoni, Mattei and Gabriele, 2013).
Por lo tanto, los IFNs, en particular los [FNs tipo I serian el principal factor direccionador
de la respuesta proinflamatoria en EC (Abadie ef al., 2011). No obstante, también se sabe
que los pacientes celiacos activan ciertas vias regulatorias demostradas por un aumento
de poblaciones de células IDO" (indoleamina 2,3-dioxigenasa) (Vorobjova, 2015), e
incremento de TGFp (Hansson ef al., 2002) en pacientes con EC activa. Si bien ambas
vias son promotoras de una respuesta tolerogénica, se desconoce si son capaces de generar
poblaciones regulatorias en los pacientes celiacos activos. De esta forma, aunque las
células dendriticas son actores centrales en la induccidon de estos mecanismos, restan
conocer aspectos moleculares sobre la influencia de las sefiales provistas por el entorno
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en el rol de estas células en la respuesta inmune frente a péptidos derivados de gluten. Al
mismo tiempo, el empleo de metodologias de analisis mas potentes ha identificado nuevas
subpoblaciones de células dendriticas, lo que permite una mayor comprension de la
funcionalidad de cada subtipo celular (Watchmaker et al., 2014). Sin embargo, estas
nuevas metodologias no han sido aplicados atn al estudio de la enfermedad celiaca.

2.1.4.4 Presentacion de antigenos y generacion de la respuesta T y B especifica a
péptidos derivados de gluten en organos linfoides secundarios

Enunciado: Luego de endocitar péptidos derivados de gluten, las células dendriticas
migran a los organos linfoides secundarios (OLS) mas cercanos. Es alli, donde se
presentaran estos péptidos en el contexto de los HLA-DQ2/DQ8, y se activaran linfocitos
T. La expansion clonal consecuente dara lugar a un conjunto de linfocitos T especificos
contra péptidos del gluten. Entre los diferentes perfiles T, predominan los fenotipos: Thl,
Th17, Tth (en orden de relevancia en EC). Algunos linfocitos T contribuyen a la
activacion de linfocitos B que producen anticuerpos anti-gliadinas y otros anti-TG2. La
capacidad de generar autoanticuerpos anti-TG2, se debe a la formaciéon de complejos
TG2-peptidos endocitados por células B autorreactivas contra la TG2, que serian
activadas al presentar los péptidos del gluten en el contexto HLA-DQ2/8 por células T
especificas de estos péptidos derivados del gluten.

Discusion: Parte de este enunciado no ha sido confirmado experimentalmente, sino que
se deduce del funcionamiento del sistema inmune de mucosa intestinal basado en la
informacion obtenida en modelos en raton (Abadie et al., 2011; Commins, 2015; Bouziat
et al., 2017). Esto es comprensible dado que no es posible contar con ganglios linfaticos
drenantes de la mucosa intestinal de pacientes celiacos. Basandonos en la existencia de
una respuesta inmune celular y humoral contra péptidos de gluten, el enunciado solo se
conforma aplicando mecanismos generales. La evidencia vincula una exacerbada
respuesta de linfocitos T CD4" con fenotipo Thl especifica a péptidos de gluten
parcialmente digeridos presentados en el contexto de HLA-DQ2/8 (Nilsen et al., 1998).
No se menciona en el enunciado la presencia de una respuesta pro-tolerogénica contra
estos antigenos. Sin embargo, 1o mas probable es que nos encontremos con un balance de
células proinflamatorias y regulatorias contra estos péptidos. Al mismo tiempo, ain es
dificil identificar linfocitos T especificas de péptidos de gluten con perfiles de tipo Trl,
Th2, Th17, y Tth (Gianfrani et al., 2006; Fernandez et al., 2011; Sarra et al., 2013;
Christophersen et al., 2019; Bakker et al., 2021).

Paralelamente, se desconoce si la respuesta T por células T CD8" citotoxicas (CTLs)
puede inducirse en estos 0rganos. Esto se debe a que es reciente el hallazgo de HLA tipo
I con capacidad de presentar péptidos de gluten (Kumar et al., 2015; Picascia et al., 2017).
Ademas, se ha descripto el rol de las células citotoxicas como controladores de células
con estrés bioldgico, particularmente enterocitos, efecto que puede contribuir a la pérdida
masiva de células epiteliales (Jabri and Sollid, 2017).

Por otro lado, la existencia de células B y células plasmaticas productoras de anticuerpos
tipo IgG e IgA contra péptidos derivados del gluten en un estado nativo o deamidados, ha
sido extensamente documentada (Di Niro, Mesin, N. Y. Zheng, ef al., 2012; Mesin, Sollid
and Di Niro, 2012; Du Pré and Sollid, 2015). No obstante, el mecanismo celular por el
que estas cé€lulas serian activadas no es completamente comprendido (Du Pré and Sollid,
2015). Se ha planteado que la activacion de la TG2 tendria un rol importante en la
induccion de la respuesta humoral inicial interactuando directamente con los receptores
B (BCR) (Du Pré and Sollid, 2015). Méas curioso e interesante es la existencia de
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anticuerpos anti-TG2 sin haber encontrado evidencias de poblaciones de células T
autorreactivas especificas para la TG2 (Mesin, Sollid and Di Niro, 2012; Du Pré and
Sollid, 2015). Aunque no ha sido posible establecer la localizacion de TG2
cataliticamente activa, se ha demostrado que la TG2 es capaz de unirse a péptidos de
gluten de forma covalente. La estructura resultante de esta reaccion (TG2-gliadinas) seria
unida por el BCR de linfocitos B autorreactivos especificos pata TG2 y endocitados, para
seguir la via de presentacion en HLA-DQ2/8. Los linfocitos T especificos de péptidos
derivados de gluten reconocerian estos péptidos presentados en HLA-DQ2/DQ8 y
mediarian sefiales de activacion a las células B productoras de anticuerpos anti-TG2
(Abadie ef al., 2011; Du Pré and Sollid, 2015). También se ha propuesto que la TG2 es
capaz de realizar enlaces cruzados entre los BCRs permitiendo la activacion de la células
B de manera independiente a la existencia de una célula T activadora (Du Pré and Sollid,
2015; Hnida et al., 2016; Haydahl et al., 2019). Se desconoce si estos mecanismos se
llevan a cabo en los OLS drenantes de la mucosa intestinal de pacientes celiacos activos.
De hecho, dado que tanto los anticuerpos anti-TG2 y los anti-gliadinas deamidadas
presentan una baja tasa de hipermutacion somatica (Di Niro, Mesin, N.-Y. Zheng, ef al.,
2012; Steinsbe et al., 2014), se ha sugerido la posible induccion de las células productoras
de estos anticuerpos fuera de los centros germinales de los OLS (MacLennan et al., 2003).

2.1.4.5 Migracion de las células T CD4" especificas para fragmentos del gluten a la
mucosa intestinal. Activacion de células inmunes y no inmunes por células T
CD4* especificas para fragmentos del gluten

Enunciado: Las células T CD4" activadas en los OLS, migran a la mucosa intestinal por
medio de un conjunto de sefiales y receptores presentes en su membrana celular. Un vez
en la mucosa intestinal, estas cé€lulas se activaran si encuentran los epitopes T adecuados
en el contexto de HLA al que estan restringidos sus TCR. Luego de la activacion, estas
células liberaran grandes cantidades de citoquinas inflamatorias, principalmente IFNy. La
consecuencia a largo plazo de la exposicion a fragmentos de gluten conlleva a la
activacion de vias inflamatorias en macréfagos, células dendriticas, mastocitos,
monocitos, LIEs y células B y plasmaticas presentes en la mucosa. En un estado cronico,
estas sefiales inflamatorias modifican los programas celulares de células mesenquimales,
vasculares y epiteliales de la mucosa intestinal.

Discusion: Nuevamente este enunciado se basa en aplicar conocimientos generales de la
respuesta inmune a datos experimentales. No obstante, si se ha demostrado que los
pacientes celiacos presentan una poblacion de células T CD4" especificos de péptidos de
gluten en sangre periférica o en la mucosa intestinal. Estas células expresan marcadores
de localizacion en la mucosa intestinal, como la integrina a4f37 (Anderson et al., 2005).
Dichas células se activan en forma especifica frente a péptidos derivados de gluten,
liberando IL-2, IFNy, IL-21 y TNFa en grandes cantidades al medio extracelular
(Mazzarella, 2015). Estas citoquinas, sumadas a otras en la mucosa intestinal celiaca (por
ejemplo, IL-15 e IFNs tipo 1), desencadenan eventos de activacion celular fundamentales
en la patogenia celiaca (Abadie et al., 2011). También, se han propuestos nuevos ejes de
citoquinas como adyuvantes de esta respuesta que incluyen a: IL-17A, IL-23A, IL-18, IL-
1B e IL-27, entre otros. Sin embargo, aunque su rol es menos explorado, parecen ser
sefales relevantes en la patologia pudiendo activar: Mastocitos, Th17, LIEs IL-17A+,
Neutroéfilos, células mesenquimales, etc (Dunne et al., 2020).

Se especula que le perfil tipo Thl de las células T reactivas contra péptidos de gluten seria
el encargado de llevar a cabo el dafio tisular. Esto seria posible por la actividad biologica
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de las citoquinas que este perfil de células T libera al medio (Mazzarella, 2015). EI IFNy
mediador principal de este fendmeno, es capaz de afectar la permeabilidad intestinal
(Bethune et al., 2009), de inducir la expresion de HLA-DQ2/8 y moléculas
coestimulatorias como CD80/86 en varias células presentadoras de antigenos
(YOKOZEKI et al., 1997). A su vez, esta citoquina es capaz de estimular la fagocitosis
por macrofagos diferenciandolos a un perfil inflamatorio (M1). De esta manera, se
amplifican los fendmenos mencionados de ingreso de péptidos de gluten y su consecuente
presentacion a las células Th1. Ademas, el IFNy es capaz de estimular ciertas poblaciones
de células citotdxicas, en particular las células NK (Nilsen et al., 1998). Asimismo, el
IFNy induce la expresion de la HLA-E en enterocitos, molécula que participa en el eje de
reconocimiento por linfocitos citotéxicos (Gustafson and Ginder, 1996; Jabri et al., 2000)
. Dichos fenomenos se proponen como desencadenantes del dafio exacerbado en el
epitelio intestinal de los pacientes celiacos activos. Al mismo tiempo, el IFNy es capaz de
inducir quimoquinas como la CXCL10 en diferentes células, como: enterocitos, células
vasculares y plasmadticas, capaces de activar y reclutar células citotoxicas y linfocitos Thl
que expresan su receptor, CXCR3 (Bondar et al., 2014). Debemos mencionar que las
células CD4" Thl, no son las unicas productoras de IFNy en los pacientes celiacos, sino
que también los linfocitos T CD8", células NKT y células NK lo producen (Mazzarella,
2015). Esto lleva a pensar que existe una interaccion entre elementos de la inmunidad
innata y adaptativa que desencadena la secrecion de esta citoquina. Por otro lado, el IFNy,
en conjunto con otros factores como el TNFa e IL-1P juegan un rol importante en la
secrecion aumentada de metaloproteinasas (MMPs) por fibroblastos de la lamina propria
de pacientes celiacos (Ciccocioppo et al., 2005). Estas MMPs, serian encargadas de
degradar la matriz extracelular y promover un recambio epitelial acelerado.

Por otro lado, la IL-21 es una citoquina adyuvante en la activacion de las propiedades
citotoxicas y anti-apoptoticas de las NK y los CTLs, particularmente de los LIEs que se
encuentran infiltrando el epitelio de los pacientes celiacos (Liu et al., 2007; Fina et al.,
2008; Jabri and Sollid, 2017). Al mismo tiempo, la IL-21 también promueve la respuesta
humoral al amplificar la expansion de células plasmadticas y de promover la secrecion de
anticuerpos (Ettinger et al., 2005). Se ha demostrado que el bloqueo de la IL-21 en
biopsias de pacientes celiacos disminuye los niveles de IFNy y de T-bet. Este ultimo es
un factor nuclear clave en el desarrollo y mantenimiento de las células Th1l, NK, y CTLs
tipo 1 (Szabo et al., 2000; Fina et al., 2008; Mazzarella, 2015).

En cuanto a la citoquina IL-15 se la considera como un elemento critico en la respuesta
inmune en la EC. Se sabe que los niveles de IL-15 y del receptor IL-15Ra estan
significativamente aumentados en la enfermedad activa (Bernardo et al., 2008). De
hecho, IL-15 es principalmente inducida en el epitelio intestinal de los pacientes celiacos
activos (Bernardo et al., 2008)donde potencia la actividad citotoxica de los CTLs y
células NK. Asi, IL-15 induce la expresion de CD94 (Jabri et al., 2000) y NKG2D
(Meresse et al., 2004). Este ultimo es el receptor de activacion involucrado en la
citotoxicidad de células blanco, principalmente epiteliales. Dichas células se caracterizan
por expresar la proteina MICA, un marcador de estrés celular (Roberts et al., 2001;
Allegretti et al., 2013). Por otro lado, es importante mencionar que la IL-15 también
inhibe parte de las respuestas supresora de las células Tregs (Benahmed et al., 2007; Zanzi
etal.,2011).

Finalmente, es importante considerar que la mitad de los SNPs detectados en los GWAS
1 y 2, relacionan genes involucrados en la induccidn de las vias de IFN tipo I, IFN tipo II
y a la sefializacion por IL-15. Esto permite concebir a la EC como una patologia donde
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los pacientes presentan una tendencia a producir sefiales proinflamatorias que polarizan
la respuesta adaptativa hacia la produccion de células Thl y células citotoxicas (Abadie
etal.,2011).

2.1.4.6 Fallo de la respuesta pro-tolerogénica

Enunciado: La respuesta inmune adaptativa en la EC presentan deficiencias en los
mecanismos de tolerogénicos frente a los péptidos derivados de gluten. Esta respuesta
deficiente se caracteriza por un defecto funcional en las células T regulatorias.

Discusion: Este enunciado ha sido demostrado extensamente por diferentes grupos de
investigacion, los cuales centraron su interés en comprender cudl es la causa que permite
la falla en los mecanismos de tolerancia frente a péptidos de gluten en los pacientes
celiacos. Se sabe que la respuesta a antigenos provenientes de la dieta requiere de células
Tregs inducidas localmente (Commins, 2015). De esta forma, en un individuo no celiaco,
con expresion de los HLA-DQ2/DQS8, esperariamos encontrar células Treg especificas
para péptidos derivados del gluten. Hipotéticamente, estas células deberian ser capaces
de suprimir las eventuales respuestas proinflamatorias contra péptidos de gluten. Por lo
tanto, esperariamos que en los pacientes celiacos existiera una menor abundancia de estas
células. Sin embargo, la evidencia muestra un incremento en poblaciones de células Tregs
en la mucosa intestinal de los pacientes celiacos activos. También, se han encontrado
elevados niveles de mediadores clave en la respuesta pro-tolerogénica, como lo son las
citoquinas IL-10 y el TGFp. De esta forma, se han demostrado aumento tanto de células
T CD4" FoxP3" (Vorobjova et al., 2009), de las células Treg FoxP3" CD39" circulantes
(Cook et al., 2017), como también de las células T CD4" FoxP3™ IL-10" (Trl) (Gianfrani
et al., 2006), especificas de péptidos derivados de gluten en muestras de pacientes
celiacos. Esto sugiere tres posibilidades, potencialmente coexistentes, capaces de explicar
la deficiencia en la respuesta de las Tregs:

1) La respuesta Tregs es ineficiente frente a una respuesta T de tipo Th1 contra péptidos
de gluten activa.

2) La existencia de mecanismos deficientes en estas células, ain no completamente
dilucidados en la patologia.

3) La existencia de mediadores ambientales, como la microbiota, que inhiban la capacidad
regulatoria de estas cé€lulas.

Las primeras dos propuestas se pueden discutir experimentalmente de forma parcial. Esto
se debe a que ciertos estudios han demostrado la poca capacidad supresora de las
poblaciones de células circulantes Treg FoxP3" CD39" sobre las células T efectoras
especificas del gluten derivadas de pacientes celiacos (Cook ef al., 2017). A su vez, se ha
confirmado que, en ensayos ex vivo, el agregado de IL-10 recombinante en biopsias de
pacientes celiacos no tratados (Salveti et al., 2005), o en tratamiento (Gianfrani et al.,
2006), inhibe la induccion de una respuesta T proinflamatoria especifica contra el gluten.
Al mismo tiempo, se corrobor6 que en las células Trl reactivas provenientes de pacientes
celiacos en tratamiento (diferenciadas ex vivo en presencia de IL-10) son capaces de
frenar respuestas de células T efectoras. Dicha capacidad parece depender de la secrecion
de IL-10 y TGFp (Gianfrani et al., 2006). Estos resultados indicarian que la respuesta
Treg en la enfermedad puede estar inhibida por factores locales presentes en la mucosa
intestinal celiaca.

Como se menciono antes, IL-15 podria cumplir un rol fundamental en la inhibicion de la
respuesta de las Tregs presentes en la mucosa. En particular, se comprobo que IL-15
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inhibe la sefializaciéon mediada por TGF (Benahmed et al., 2007; Bernardo et al., 2008;
Zanziet al., 2011).

Finalmente, se ha estudiado la influencia de ciertos componentes de la microbiota sobre
las Tregs. Es posible que la disbiosis intestinal, presente en los pacientes celiacos activos
y caracterizada por una disminucion de géneros productores de lactato, sea capaz de
inducir cambios epigenéticos en la expresion de FoxP3. Estos cambios se caracterizan
por la induccidn de variantes por empalme alternativo del gen FOXP3 no funcionales (ej.:
FOXP342). De esta manera, aunque el nimero relativo de células Tregs de tipo
CD4'FoxP3" este aumentado, estas células no serian totalmente funcionales frente a
células Thl activas en la mucosa intestinal de los pacientes celiacos activos (Serena et
al.,2017).

Aun quedan varios aspectos por investigar en relacion con la funcionalidad de las Tregs
en EC. En especial, estudiar si los mecanismos de anergia, u otros mecanismos de
inhibicidon que requieren contacto celular, estan alterados en la patologia (Mazzarella,
2015; Chander et al., 2018).

2.1.4.7 Progresion de la enfermedad de forma cronica

Enunciado: Una vez iniciada la respuesta adaptativa, se produce una respuesta
proinflamatoria en la mucosa duodenal del paciente celiaco en respuesta a los péptidos
derivados de gluten de la dieta. Dicha respuesta se perpetuard en el tiempo hasta que se
restringa el consumo de gluten.

Discusion: Este enunciado se basa en que la unica terapia exitosa en pacientes celiacos es
la estricta libre de gluten (Freeman, 2017). De esta forma, los pacientes celiacos que
siguen una dieta libre de gluten revierten practicamente el dafio histologico ocasionado
por la respuesta inmune: el infiltrado linfoide en la mucosa duodenal, la presencia de
atrofia vellositaria, la positividad al panel de anticuerpos y la sintomatologia. El reingreso
del gluten a la dieta en estos pacientes conlleva a la reaparicion de los signos y sintomas
(Kumar et al., 1979; Dotsenko et al., 2021). Esto claramente implica al gluten como
principal factor en la progresion de la enfermedad. Por todo ello, varios investigadores
han estudiado distintas estrategias terapéuticas complementarias para evitar la progresion
de la enfermedad en celiacos que consumen gluten. De esta forma, se han desarrollado
diferentes farmacos capaces de afectar diversos puntos clave para los nodos presentados
en el modelo. Se han propuesto la suplementacion enzimatica, con enzimas glutenasicas
con actividad de endo-prolilproteasas (Bethune and Khosla, 2012), bloqueantes del
ingreso paracelular epitelial (Bakshi et al., 2012), inhibidores de la TG2 (Badarau,
Collighan and Griffin, 2013), e inhibidores de la presentacion de antigenos en entornos
HLA-DQ2 (Xia et al., 2006) Sin embargo, hasta el presente ninguna de estas estrategias
demostré eficacia y seguridad adecuadas. De esta forma, el consumo de gluten en estos
individuos induce una serie de mecanismos mixtos, y redundantes, que aseguran la
perpetuacion de un contexto proinflamatorio en la mucosa intestinal celiaca.

Por todo lo discutido y en linea con los modelos actuales de la respuesta inmune,
generamos la siguiente hipotesis, aun inconclusa, sobre el mecanismo de la progresion de
la enfermedad:

“Una vez que se consume un alimento con gluten, la microbiota presente en los
pacientes celiacos, genera grandes cantidades de péptidos inmunogénicos (por
ejemplo, 33-mer) y/o proinflamatorios (por ejemplo, p31-43). Dado que estos
péptidos ahora son mas abundantes que en condiciones normales, y se encuentra
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una mayor permeabilidad intestinal (consecuencia de la excesiva respuesta
inflamatoria), la llegada de péptidos a la lamina propria se ve aumentada. Una vez
alli, la TG2 cuya expresion y activacion estan aumentadas, deamida los péptidos
derivados de gluten que se uniran con mayor afinidad las moléculas HLA de
susceptibilidad. Debido a la elevada concentracion local de IFNy, las células
presentadoras de antigenos son mds activas en procesar y presentar estos péptidos,
asi como en activar a linfocitos T por la expresion de moléculas coestimulatorias.
Las células dendriticas, en el entorno proinflamatorio, diferenciaran a los linfocitos
T hacia células Thl, que liberan méas IFNy y TNFa al medio, perpetuando la
inflamacién y el dafo tisular. De esta forma, el estrés inflamatorio y metabodlico
ocasionado en diversas células conlleva a la muerte celular, ya sea por mecanismos
intrinsecos, por medio de células citotoxicas estimuladas por el ambiente
inflamatorio, o por procesos de muerte celular proinflamatorios (por ejemplo,
piroptosis, necroptosis, ferroptosis). Este dafio tisular, amplifica la respuesta
inflamatoria liberando sefiales de dafio, como las “alaminas”. En consecuencia, se
estimula la produccion de MMPs por fibroblastos, lo que prolongan e intensifican
el dafo de la matriz extracelular.

Cuando este proceso es sostenido en el tiempo, el recambio epitelial acelerado
conlleva a la presencia de enterocitos inmaduros y una disminucion de la capacidad
de absorcion, que desencadena un sindrome de malabsorcion. Al mismo tiempo, la
respuesta inflamatoria, por medio de la induccion de la citoquina IL-15, inhibe la
actividad de las células Treg especificas contra péptidos derivados del gluten. Por
otro lado, la interaccion de células T y B estimula la produccion de anticuerpos IgA
contra péptidos derivados de gluten. Estos anticuerpos forman complejos en el
lumen intestinal que, por medio de un transporte selectivo y protegido por CD71,
logran pasar la barrera epitelial. Es asi como los péptidos derivados de gluten se
encuentran en /amina propria donde, en presencia de un entorno proinflamatorio,
producen la activacion de nuevas células T proinflamatorias.

La respuesta inmune proinflamatoria se detiene cuando el paciente sigue una dieta
libre de gluten, ya que evita la generacion de células T de perfil Th1-Th17, como
también inhibe la activacion de poblaciones preexistentes. En conclusion, esto
permite que las sefales de reparacion tisular y las sefiales regulatorias retomen el
control, reparando el dafio local.”

Estos mecanismos siguen en estudio y su conocimiento detallado permitira el desarrollo
de mejores estrategias terapéuticas y preventiva para los pacientes celiacos.
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Infografia del modelo de la Enfermedad celiaca
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Figura 5-Modelo de la Enfermedad Celiaca. Comentado en la seccion 2.1.1. aa: Aminoacidos
libres, “?”: mecanismo desconocido, TG2: Transglutaminasa 2, PAR2: Receptor activado por
proteinasas, CEL4B/2A y CBP1: genes de elastasas, la carboxipeptidasa, respectivamente, LasB:

Elastasa de Ps. auriginosa, Tcl: Células T citotoxicas con perfil Thl. Thl gs: células Thl
especificas del gluten.
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2.2 Tabla de genes asociados a SNPs predisponentes de la enfermedad celiaca

Estudio Locus Genes implicados Funcioén conocida de los genes (Es un cis-
eQTL?
Pre-GWAS 6921 HLA-DQAI, HLA- Presentacion de péptidos a células T NO
DQOBI CD4+
GWAS #1 4q27  KIAA1109, ADAI, 1L-2yIL-21 activacion de células T NO
IL2, IL21
1q31 RGSI Activacion y proliferacion de células B.  SI
2q12  ILIRLI, ILISRI, ILIRLI,IL18R1,ILI8RAP: SI (IL1RL1,
ILISRAP, SLC944 Activacion del Sistema Inmune. IL18RAP)
SLC9AA4 regula el pH intracelular
3p21 CCRI1, CCR2, CCR3 Quimiotaxis y activacion de células del ~ SI
sistema inmune
3925 IL214, SCHIPI IL21a: Regulacion de la diferenciacion Sl
a Th1, SCHIP1: Supresion de tumores
3q28 LPP Rol en la estructura, morfologia y SI
adhesion celular.
6q25 TAGAP Activacion de células T y cambios enel  SI
citoesqueleto
12924 SH2B3, ATXN2 SH2B3: Activacion de células T, SI(SH2B3)
ATXN2: Estabilizador de ARNm
2q31  ITGA4, UBE2E3 ITGAA4: activacion, migracion y SI(UBE2E3)
adhesion de células inmunes, UBE2E3:
procesos de ubiquitinacion.
2pl6  REL, PUSI0 REL: intermediario en la via del NF- NO
kB, PUS10: Modificacion de
nucleotidos post-transcipcion.
6923 OLIG3, TNFAIP3 OLIG3: desarrollo neuronal, TNFAIP3: NO
intermediario en la via del NF-kB y
mediador de la apoptosis por TNFa
2933  CTLA4, ICOS, Interviene en la activacion de células B SI  (ICOS,
CD28 y T (CTLA4: Inhibidor; ICOS y CD28  CD28)
Activadores)
18pll PTPN2 Diferenciacion y Activacion de células ~ NO

T
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GWAS #2 1p36 TNFRSF14, TNFRS14: Interviene en la sefializacion  SI
MMELI de la Respuesta inmune, MMELI:

Interviene en el metabolismo de las
fosforilaciones.

1p36  RUNX3 Diferenciacion timica de células T NO

1q32  Clorfl06 Regulador de las uniones adherentes de ~ NO
células epiteliales por medio de la
regulacion de la cytohesina-1

2pl3  PLEK, FBX0O48 PLEK: participa de la reorganizacion SI(PLEK)
del citoesqueleto

3p21  CCR4, GLBI CCR4: Quimiotaxis, reclutamiento y NO
diferenciacion de células de sistema
inmune. GLB1: Hidrodlisis de
conjugados a glucidos.

3pl3  ARHGAP31 Trafico de proteinas SI

6ql5 BACH? Regulacion de la respuesta celular y NO
humoral del sistema inmune.

6q22  PTPRK, THEMIS PTPRK: Interviene en la adhesion NO
intercelular e inhibe las sefiales por el
EGFR.
THEMIS: Diferenciacion timica de
linfocitos T.

8q24  PVTI PVT]I: Participa en procesos de NO
translocacion de proteinas

10q22 ZMIZ1 Regulacion de factores activadores de SI
la transcripcion

11q23 ETSI Interviene en la diferenciacion, NO
proliferacion de linfocitos

16p13 CIITA Regulacion de la trascripcion de genes NO
HLA clase I

16p13 SOCSI, PRMI, SOCSI: Inhibidor intracelular de SI(SOCS1)

PRM?2 sefiales de citoquinas, PRM1 y2:

desarrollo celular.

21922 ICOSLG Activacion y proliferacion de células T.  NO

Inmunochip 1923  FASLG, TNFSFI18 Procesos citotoxicos NO
2932  STAT4 Diferenciacion de células T NO
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CD8+

6p25 IRF4 Regulador del sefializacion por TLRsy ~ NO
procesos de la inmunidad innata

7pl4  ELMO Involucrado en la fagocitosis y SI
migracion celular.

10pl5 PFKFB3, PRKCQ PFKB3: Regulacion del estrés NO
oxidativo, PRKCQ: involucrado en la
via de sefializacion NF-kB en células T.

11923 POU2AF]I, POU2AF1: Desarrollo y funcién de NO

Cl1orf93(COLCA2) linfocitos B.

11923 TREH, DDX6 TREH: Hidroliza trehalosa en respuesta NO
al estrés celular, DDX6: Degradacion e
inhibicion del ARNm

14q22 ZFP36L1 Regulacion de la respuesta a factores de  NO
crecimiento y reparacion de heridas.

15924 CLK3, CSK, ULK3  CLK3: Regulacion de procesos de corte  SI  (SCK,
y empalme de ARNm; CSK: ULK3)
Regulacion de crecimiento celular;
ULK3: Regulacion de la via
“Hedgehog” y de la autofagia.

21922 UBASH3A4 Regulacion de Apoptosis y vias de NO
sefializacion en células T.

2qll  UBE2L3, YDJC UBE2L3: Interviene en procesos de SI
sefializacion de la via NF-kB (UBE2L3)

Xq28 HCFCIl, TMEM187, HCFCI: Control del ciclo celular, SI

IRAK1 IRAKI: interviene en diferentes (TMEM187)

funciones de la inmunidad innata

1q25 NCF2 Regula procesos de respuesta al estrés NO
oxidativo

1qg41  DUSPI0 Regula procesos de la inmunidad innata NO
y de respuesta al estrés oxidativo

Mapeo de 6p21 HLA-B Presentacion de péptidos a células T NO
zonas HLA CD8+

6p21  HLA-DPBI presentacion de péptidos a células T SI
CD4+

6p21  HLA-F presentacion de péptidos a células T SI
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6p21  B3GALT4 Interviene en la sintesis de ganglidsidos  SI

Metanalisis 20ql3 ZNF335 Regulacion de la expresion génica por NO
de datos de medio del cambio de estado de la
Inmunochip cromatina

1p31  NFIA Interviene en la diferenciacion del NO
linaje mieloide y el sistema nervioso
central.

Tabla 6- Genes asociados a la enfermedad celiaca descriptos mediante técnicas de
genotipificacion masivas (Dieli-Crimi, Cénit and Nufiez, 2015).
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Materiales y métodos

3.1 Biopsias Duodenales de Pacientes

Las Muestras de mucosa duodenal fueron obtenidas de pacientes que asistieron a servicios
de Gastroenterologia de los Hospitales “Hospital Interzonal de Agudos Especializado en
Pediatria Sor Maria Ludovica de La Plata” y el “Hospital Interzonal de Agudos General
José de San Martin de La Plata” como parte del protocolo convencional de diagnostico
para enfermedades gastro-intestinales. El protocolo de obtencion de muestras fue
aprobado por los comités de ética de cada uno de los hospitales, como también avalado
por los pacientes, o sus tutores, mediante el consentimiento escrito. Las muestras de
Biopsias Duodenales se obtuvieron por la técnica de desgarre de la mucosa de la segunda
porcion de duodeno mediante una endoscopia realizada por personal médico de los
servicios mencionados.

Se incluyeron dos clases de poblaciones: Celiacos Activos (ACD) y No celiacos (NC) de
acuerdo con los datos endoscdpicos, histologicos y seroldgicos de los pacientes. Siendo
la poblacion ACD positiva para anticuerpos DPG o TTG (tipo IgA o IgG), mostrando
signos endoscopicos relacionados con la enfermedad celiaca y presentando una histologia
con enteropatia superior al Marsh 1. La poblacién no celiaca, no presentd positividad
serologica, signos endoscopicos de inflamacion o dafio en el duodeno, y presentd una
histologia de la mucosa duodenal con Marsh igual o menor a I.

3.2 Muestras de Sangre de Pacientes

Las muestras Sanguineas fueron obtenidas por personal médico de cada uno de los
Hospitales. La sangre se depositd en tubos sin conservantes o anticoagulantes para la
obtencion de suero.

3.3 Determinacion de la concertacion en Suero de 11.-33 v ST2s

La concentracion de IL-33 y su receptor soluble ST2s fue realizada en el suero de
pacientes celiacos y controles no celiacos mediante el uso de kits de ELISA comerciales
en el laboratorio de la Dra. Marcela Hermoso en el Instituto Milenio de Inmunologia e
Inmunoterapia, Chile. Para ST2s se utilizd un kit de R&D System (cat.: DY523) y para
IL-33 se utiliz6 uno proveniente de la empresa Abcam (cat.: ab119547). Se procedi6 a las
medidas siguiendo los indicaciones de cada fabricante.

3.4 Inmunofluorescencia de muestras embebidas en Parafina (IFP)

3.4.1 Preparacion de muestras para IFP

Las muestras se fijaron en formol al 4%, y luego fueron deshidratadas en un tren de
concentraciones crecientes de alcohol y dejandolas un dia en xilol. Mas tarde se realizod
la inclusion de las muestras deshidratadas en parafina a 65°C. Posteriormente se dejo
enfriar las muestras en moldes adecuados.

3.4.2 Procesamiento de muestras en parafina para IFP

Las muestras embebidas en tacos de parafina fueron cortadas en secciones de 5 micrones
de espesor y adheridas sobre vidrios positivados mediante la técnica de flotacion. Los
vidrios fueron incubados en estufa a 65°C durante 45-60 minutos. A continuacion, se
extrajo la parafina con 3 pasajes por soluciones de Xilol, y luego se las paso por un tren
de hidratacion. Mas tarde se procedi6 a realizar la recuperacion antigénica mediante la
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incubacion de los vidrios en olla de vapor eléctrica con una solucion de citrato de sodio
10mM durante 15-20 min a 95°C y aproximadamente 1.5 atms de presion. Posteriormente
se realizd la demarcacion de la zona con fibron hidrofébico, para luego bloquear los
tejidos con una solucién de bloqueo adecuada para la marca, las condiciones fueron 1h a
temperatura ambiente en cdmara himeda. Posteriormente, se incubo durante 16 h en
camara himeda a 4°C con la dilucion del anticuerpo primario o el correspondiente control
de isotipo. Mas tarde, se realizaron lavados con Solucién Salina Tampon de Fosfato (PBS)
con 0.1% Polisorbato 20 (Tween-20). Inmediatamente luego, se incubd durante una hora
a Temperatura ambiente con la solucion del anticuerpo secundario adecuado en camara
himeda. La tincidon nuclear se realizdé como paso final, con una soluciéon de Yoduro de
Propidio o 4 ',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Posteriormente, se realizo el montaje del
cubre con una solucidon comercial de montaje humedo.

3.5 Inmunofluorescencia de muestras Congeladas (IFFr)

3.5.1 Preparacion de muestras para IFFr

Las Muestras se fijaron con Paraformaldehido al 4% en PBS por 6 horas, y posteriormente
se las incuban por 16 h en una solucion de Paraformaldehido 2%, Sacarosa 30% en PBS
a 4°C. Luego se procedid a incluirlas en una matriz adecuada (Voligoma®) para
congelarla con un pasaje rapido por nitrogeno liquido. Las muestras se conservaron a -
80°C.

3.5.2 Procesamiento de muestras para IFFr

Mediante un criostato se procedi6 a cortar las muestras en cortes de 10 micras de espesor

que se depositan sobre vidrios positivados. Para marcarlas se procedi6 a descongelar los
cortes a temperatura ambiente por 5 minutos, para luego incubarlas en PBS fresco por
otros 5 minutos. Posteriormente se realiza la demarcacion de la zona con el tejido con
fibron hidrofobico y se bloquea el tejido con solucion de bloqueo adecuada. A
continuacion, se incuba 16 h en cdmara himeda con una solucion del anticuerpo primario
o control de isotipo disuelto en solucion de bloqueo. Después se realiza una serie de 3
lavados con PBS Tween-20 0.1%. A continuacion, se realiza la incubacioén por 1hr en
camara himeda con el anticuerpo secundario disuelto en solucion de bloqueo. Mas tarde,
se procede realizar una serie de 3 lavados con PBS Tween-20 0.1%. La tincion nuclear se
realizd como paso final, con una solucién de Yoduro de Propidio o 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (ThermoFisher) Subsiguientemente, se realiz6 el montaje del cubre con
una solucion comercial de montaje humedo.

Los anticuerpos y soluciones utilizadas en las IFFr y IFP se mencionan en la Tabla 7.

Blanco Reactivida  Concentracion/D  Hués Clon Conjugaci Fabricante
Molecular d con ilucion usada ped ones
Especie
IL-33 Humano 10 ug/ml Cabra IgG - R&D Systems
Policolonal
ST2 Humano 10 ug/ml Cabra IgG - R&D Systems
Policolonal
CD45 Humano IFP:1:30 ; Raton IgG PerCP- ebioscience
IFFr:1:200 Policolonal Cy5.5
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CD3 Humano IFP:1:50 ; Raton IgG APC ebioscience
IFFr:1:200 Policolonal
CDI138 Humano IFP:1:30 ; Raton MI15 APC ebioscience
IFFr:1:200
CD20 Humano IFFr:1:50 Raton 2H7 APC ebioscience
SMA Humano IFP:1:100 ; Raton B4 - Santa Cruz
IFFr:1:300 Biotechnology
CD31 Humano IFP:1:50 ; Raton IgG - Abcam
IFFr:1:100 Policolonal
CDo64 Humano IFFr:1:100 Raton 10.1 PerCP- Biologend
Cy5.5
CDS8 Humano IFFr:1:100 Raton RPA-T8 PerCP- Biologend
Cy5.5
1L-33 Raton IFP:1:50 ; Cabra IgG - R&D Systems
IFFr:1:200 Policolonal
CD31 Raton IFP:1:50 ; Congj IgG - Abcam
IFFr:1:200 0 Policolonal
Prosl Humano IFP:1:150 Raton F10 - Santa Cruz
Biotechnology
Gas6 Humano IFP:1:200 ; Conej IgG - Abcam
IFFr:1:300 0 Policolonal
Tyro-3 Humano IFFr:1:100 Conej IgG - Novus Biologicals
0 Policolonal
Axl Humano IFFr:1:100 Cabra IgG - Novus Biologicals
Policolonal
MerTK Humano, IFFr:1:100 Cabra IgG - Novus Biologicals
Raton Policolonal
IL-17a Humano IFP:1:200 Cabra IgG - BioRad
Policolonal
1L-21 Humano IFP:1:100 Cabra IgG - BioRad
Policolonal
IgG Raton 1:400 Cabra IgG Alexa-488 ThermoFisher
Policolonal
IgG Raton 1:600 Burro IgG Alexa-647 Abcam
Policolonal
IgG Conejo 1:600 Burro IgG Alexa-647 Abcam
Policolonal
IgG Cabra 1:400 Burro IgG Alexa-488 ThermoFisher
Policolonal
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IgG Congjo 1:300 Cabra IgG Alexa-488 ThermoFisher
Policolonal

Control - depende del cabra IgG - R&D Systems
Isotipo primario Policolonal
Control - depende del congj IgG - Santa Cruz
Isotipo primario 0 Policolonal Biotechnology
Control - depende del Raton IgG - Abcam
Isotipo primario Policolonal

Solucion de Lavado: PBS Tween-20 0,1%, pH:7,4

Solucion de Bloqueo: PBS Ix, Glicina 0,3 M, FBS 5%, Tween-20 0,1%, Triton X-100 0.02% pH:7,4

Tabla 7-Reactivos utilizados para las técnicas de IFFr e IFP.

3.6 Adquisicion de Imagenes

Las Imagenes de Epifluorescencia adquirieron en 2 microscopios diferentes: Nikon Ti-
Eclipse de la Facultad de Ciencias Exactas-UNLP, y el Zeiss Apotome del Instituto de
Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE-CIC). Las Imdgenes de
microscopia confocal se obtuvieron con el microscopio Confocal Leica SP5 de la
Facultad de Ciencias Exactas-UNLP. En cada uno de los casos se utilizaron diferentes
objetivos (10x, 20x, 40x y 63x) y fuentes de luz segun los fluorocromos a evaluar.

3.7 Procesamiento de Imagenes

Se utilizé el software libre FIJI (FIJI is just Image-J) para el procesamiento de las
imagenes. El Software Excel del paquete Office-365 de Microsoft Corporation para la
organizacion de los datos adquiridos y calculo de las diferentes medidas.

El procesamiento de las imagenes incluy¢ diferentes tipos de medidas:

3.7.1 Densidad de Células (5)

Consta del recuento manual de células en areas definidas manualmente y corregidas por
software mediante algoritmos de umbralizaciéon de zonas con presencia de tejido. La
densidad se calcul6 seglin la formula:

5 _ ZisoCi
oA

Donde “Ci” es el nimero de células positivas en la seccion “i” de Area “Ai”,

9

considerando una muestra de “n” secciones. Las unidades son C/pm?.

3.7.2 Proporcion de Células (p)

Consta del recuento manual de células positivas y negativas en dareas definidas
manualmente. La proporcion se calculd seglin la formula:

Yiso Ci

= 100x 207"
P XS (Ci+ Zi)
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I[TER 2]

Donde “Ci” es el naimero de células positivas en la seccion “i”, Zi es el nimero de células

negativas en la seccion “i”, considerando una muestra de “n” secciones. Las unidades
son relativas y se consideran como Porcentaje de Células positivas (%).

3.7.3 Densidad Relativa de Fluorescencia (RFD)

IR}

Se calculo como la intensidad de Fluorescencia total corregida “Fi” en la seccion “i” en

“_ 9

el area “4:” de esa misma seccidn, considerando una muestra de “n” secciones.

S
RFD = S°— uld

i=o Al

Las unidades del RFD son en unidades de fluorescencia relativa en un area definida
(um?). La Fi se obtiene mediante el software FIJI, en la seccion definida manualmente.
Sin embargo, la Fi se obtiene luego de que el software realice la sustraccion del ruido.
Este se considerd como, al menos, la fluorescencia media del control negativo mas 2.5 o
3 dispersiones estandares de éste. Dado que la intensidad de fluorescencia es altamente
dependiente de los componentes del microscopio, de la intensidad de la fuente de luz y
diferentes aspectos del detector, se procedi6 a obtener la totalidad de las imagenes a las
cuales se les calculo el RFD en un muestras preparadas con las mismas diluciones de los
anticuerpos, en un Unico dia, y con la misma configuracion del equipo de obtencion de
imagenes.

3.8 RT-qPCR

Las muestras fueron incubadas durante 4-6 h a 4°C con una solucion preservante del ARN
“RNAlater Invitrogen”. Posteriormente se les substrajo el preservante y se las almaceno
a -80°C. La extraccion del ARN total se realizd mediante el uso de un kit comercial
RNAspin Mini Kit de GE Healthcare. E1 ARN extraido fue cuantificado mediante
absorbancia de luz de 260 nm de longitud de onda. Mas tarde se procedio a realizar la
reaccion de reto-transcripcion con el uso del kit: Invitrogen™ M-MLV Reverse
Transcriptase, siguiendo el protocolo de termociclado recomendado por el fabricante.
Para la realizacion de la qPCR se utiliz6 el kit comercial Invitrogen™ Sybr-Green, la
cicladora usada fue la iCycler acoplada a un moddulo 6ptico iQ5 de BioRad. Las
secuencias cebadoras para cada gen se encuentran listadas en la Tabla 8. Estas fueron
disefiadas u obtenidas de bases de datos comerciales como la Origene® o procedentes de
publicaciones libres disponibles en la Web. En todos los casos se chequearon los
productos de amplificacion por singularidad de picos durante protocolos de fusion de los
amplicones obtenidos, como también con geles de agarosa. El protocolo que se siguid
para la qPCR fue: 1° cliclo: 10 min a 95°C; 2° ciclo: 15 seg a 95°C, 30 seg a 60°C, Imin
a 72°C; 3° ciclo: Rampa de temperaturas para deteccion de punto de fusion desde 55°C a
95°C. El 2° ciclo se repitid 45-50 veces. Los datos de Fluorescencia relativa y de Ciclo de
corte (“Threshold Cycle”, Ct) fueron obtenidos gracias al software 1Q5 de BioRad y los
datos se analizaron mediante el uso del software Excel del paquete Office 365 de
Microsoft Corporation. Los célculos se realizaron segtn la ecuacion:

Nivel Relativo de ARN = 2(Ct(HK)—Ct(Gen))

Donde el “Ct(HK)” corresponde al ciclo de corte del gen considerado “House-keeping”
o “Constitutivos” (Tabla 8) que se utilizan como normalizadores del nivel relativo para
muestras de diversa cantidad de copias totales de ARN. El “Ci¢(Gen)”es el ciclo de corte
del gen de interés. Para el caso de los ensayos sobre cultivos celulares se realizé una
normalizacion relativa a la condicion control, donde el valor medio del nivel relativo de
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ARN de cada una de las condiciones se dividio por el valor medio del nivel relativo de
ARN de la poblacion control.

Gen/Varia RefSeq Secuencia FW Secuencia RV Seccion
nte (NCBI)
AGER NM 001136. GACCCTGGAAGGAAGC  CCCCTTACACTTCAGCA A
5 AG CcC
HMGBI NM 001313 ATATGGCAAAAGCGGA  AGGCCAGGATGTTCTCC A
892.1 CAAG TTT
ILIA NM 001371 TCCCAATCTCCATTCCC  AGCCCCGGGAGGTATGC A
554.1 AAA
1133 NM 001199 AATCAGGTGACGGTGTT ACACTCCAGGATCAGTC A
640.2 G TTG
ILIRLI NM 016232. ATGTTCTGGATTGAGGC GACTACATCTTCTCCAG A
(ST2L) 5 CAC GTAGCAT
ILIRLI NM_ 001282 GGCACACCGTAAGACTA CAATTTAAGCAGCAGAG A
(ST2s) 408.1 AGTA AAGCTCC
EEFI141 NM 001402. TCGGGCAAGTCCACCAC CCAAGACCCAGGCATAC A, By
6 TAC TTGA C
IFNBI NM_002176. TGGGAGGCTTGAATACT TCTCATAGATGGTCAAT A, By
4 GCCTCAA GCGGCGT C
IFNG NM _000619. GCAGAGCCAAATTGTCT ATGCTCTTCGACCTCGA A, By
3 CCT AAC C
IRF1 NM 001354 GAGGAGGTGAAAGACC TAGCATCTCGGCTGGAC A, By
924.1 AGAGCA TTCGA C
IL10 NM 000572 TCTCCGAGATGCCTTCA TCAGACAAGGCTTGGCA B
GCAGA ACCCA
IL174 NM_002190. CCTCAGATTACTACAAC GACACCAGTATCTTCTC B
3 CGA CAG
IRF7 NM_001572. CCACGCTATACCATCTA GCTGCTATCCAGGGAAG B
5 CCTGG ACACA
IRFS8 NM 001363 AGGTCTTCGACACCAGC GCACGAGAATGAGTTTG B
907.1 CAGTT GAGCG
MX1 NM 001144 GGCTGTTTACCAGACTC CACAAAGCCTGGCAGCT B
925.2 CGACA CTCTA
USPI18 NM _017414. TGGACAGACCTGCTGCC CTGTCCTGCATCTTCTCC B
4 TTAAC AGCA
SOCS1 NM _003745. TTCGCCCTTAGCGTGAA TAGTGCTCCAGCAGCTC B
2 GATGG GAAGA
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SOCS3 NM_003955. CATCTCTGTCGGAAGAC GCATCGTACTGGTCCAG
5 CGTCA GAACT

IFNLRI NM_170743. CAGCAAGTTCTCTAAGC GTCATTCACGGACTCTG
4 CCACC GTCTG

122 NM_020525. ACAACACAGACGTTCGT GAACAGCACTTCTTCAA
5 CTCATTG GGGTGA

I1L234 NM 016584. AGCAGCTCAAGGATGGC CCCCAAATTTCCCTTCCC
3 ACTCAG ATCTA

IFNLI NM_172140. AACTGGGAAGGGCTGCC GGAAGACAGGAGAGCT
2 ACATT GCAACT

IFNL2/3 NM_172138. TCGCTTCTGCTGAAGGA CCTCCAGAACCTTCAGC
2 CTGCA GTCAG

AXL NM_001699. CCGTGGACCTACTCTGG CCTTGGCGTTATGGGCT
6 CT TC

GAS6 NM_000820. GGCAGACAATCTCTGTT GACAGCATCCCTGTTGA
4 GAGG CCTT

MERTK NM _006343. CTCTGGCGTAGAGCTAT AGGCTGGGTTGGTGAAA
3 CACT ACA

PROSI NM 000313. TGCTGGCGTGTCTCCTC  CAGTTCTTCGATGCATTC
4 CTA TCTTTCA

TYRO3 NM 001330 CGGTAGAAGGTGTGCCA CGATCTTCGTAGTTCCTC
264.1 TTTT TCCAC

Tabla 8-Secuencias de los cebadores utilizados en la técnica de RT-qPCR. En la columna
“seccion” se aclara en cual de las tres parte de la tesis que presentan resultados, se utilizaron el
par de cebadores.

3.9 Western blot

Las muestras fueron colectadas en criotubos inmersos en hielo seco, para luego
almacenarlas a -80°C. La extraccidon de proteinas se realiz6 mediante procesamiento de
las muestras mediante el instrumento de dispersion Ultraturrax®. Las muestras se
procesaron en de inhibidores de proteasas comerciales (Roche cOmplete™) disueltos en
una solucion tampoén de lisis de tejidos. Posteriormente, se realiza un paso de congelado
y descongelado del procesado para ayudar a la lisis tisular. Finalmente, se centrifugan las
muestras a 17.000 RCF en frio y se conservan las proteinas extraidas a -80°C. Se
cuantificéd la cantidad de proteinas totales por técnica de BCA mediante el uso del kit
comercial Micro BCA™ Thermo-Fisher. Posteriormente se desnaturalizaron las
proteinas por incubacidon con 2-Mercaptoethanol, SDS y calor (incubacién por 10 minutos
a 100-95°C). Las muestras fueron sembradas a 30 ug de proteinas totales por calle en
geles de poliacrilamida (12.5%, 10% o 14% dependiendo del peso de la proteina) y 1 mm
de espesor. Se utilizé un marcador de peso molecular apropiado (BluePlus ® IV 10-180
kD). Las condiciones de corrida electroforética fueron reductoras y desnaturalizantes con
amperaje constante a 45 mA y tiempo variable. Luego de correr las proteinas en el gel se
realizd una transferencia himeda a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 pm
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(Amersham ™) en condiciones de amperaje constante en 300 mA durante 60-80 min. Se
realizé una tincidn reversible con Ponceau-S para certificacion de la trasferencia a la
membrana. Luego se bloque6 la membrana con diferentes soluciones de Bloqueo (Tabla
9) segun el sistema a evaluar. Las condiciones de bloqueo fueron de lhr en cdmara
hiimeda a 35°C. Luego se incubo con Solucion del Anticuerpo primario (Tabla 9) durante
16 h a 4°C en agitacion continua. Seguidamente se lavo la membrana con solucion de
lavado TBS Tween-20 0.1%. Se incubd con el anticuerpo secundario adecuado en
agitacion a 35°C por 1 hr. Se repitieron los lavados con la solucion adecuada. El revelado
consistidé en una reacciéon de quimioluminiscencia con el reactivo (GE Healthcare
Amersham™ ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent). Se utilizo el escaner
LI-COR® para la obtencion de las imagenes de la reaccion. Los resultados fueron
analizados con el software libre FIJI (FIJI is just Image-J), y el Software Excel del paquete
Office-365 de Microsoft Corporation para la organizacion de los datos adquiridos y
calculo de las diferentes medidas.

Concentrac
ion o ' ;
Antigeno Reactividad Huésp Clon Conjuga Fabricante
Dilucién ed do
usada
IgG
IL-33 Humano 0,4 ug/ml Cabra . - R&D Systems
Policolonal
IeG
ST2 Humano 0,7 ug/ml Cabra . - R&D Systems
Policolonal
IL-33 Rat6n 04ugml  Cabra 89 - R&D Systems
T UE Policolonal y
. IgG
IL1a Humano 1:200 Conejo . - Thermo
Policolonal
. IgG
HMGB1 | Humano 1:200 Conejo . - Thermo
Policolonal
Prosl Humano 1:500 Raton  F10 - ngta Cruz
Biotechnology
. IgG
Gas6 Humano 1:100 Conejo . - R&D Systems
Policolonal
Tyro-3 Humano 1:100 Conejo IeG - Novus Biologicals
’ Policolonal
. IgG . .
Axl Humano 1:100 Cabra . - Novus Biologicals
Policolonal
IgG . .
MerTK Humano 1:100 Cabra . - Novus Biologicals
Policolonal
Beta- Humano, . . IgG
Actina Ratén HBIGLY WS el chen
, IgG
IgG Ratén 1:2000 Cabra . HRP Abcam
Policolonal
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IgG Conejo 1:2000 Cabra ng HRP BioRad
Policolonal
: IgG
IgG Cabra 1:2000 Burro . HRP Abcam
Policolonal

Solucion de lavado: TBS 1X, 0.1% Tween 20

Solucién de bloqueo: Leche descremada 3% v/v en TBS 1X, 0.1% Tween 20, centrifugada 1000 rcf x
Smin.

Solucidn de lisis de tejidos: NP-40 0.4%v/v, HEPES 0.02M, KCl 0.8%, EDTA 0.76%. pH=8.

Tabla 9- Anticuerpos y Soluciones utilizadas para la técnica de Western Blot.

3.10 Cultivos de lineas celulares

3.10.1 HT-29

Las células de la linea HT-29, fueron utilizadas como modelo de células epiteliales de
intestino. En todos los experimentos utilizados, las células fueron cultivadas en placas de
plastico de 24 o 48 wells a una concentracion inicial de 3-5.10°/mL hasta confluencia. El
medio de cultivo consistié en el medio comercial “Dulbecco's Modified Eagle Medium”
(DMEM) de Gibco™, suplementado con Penicilina, Estreptomicina y 10% v/v de Suero
Fetal Bovino (Internegocios™). Se realiz6 el cambio de medio cada 48-72 h segun el
nivel de confluencia de las células. Las células fueron cultivadas en presencia de 5% de
COz> en estufa gaseada a 37°C. Los estimulos utilizados fueron listados en la

Tabla 10.

Estimulo Concentracion Fabricante
IFNG 50 ng/mL R&D systems
Poli I:C 100 ug/mL Sigma
p31-43 100 ug/mL Genecust

Tabla 10-Estimulos utilizados en cultivos de células HT-29.

3.10.2 HMEC-1

Las células de la linea HMEC-1, fueron utilizadas como modelo de células endoteliales.
En todos los experimentos utilizados, las células fueron cultivadas en placas de plastico
de 24 0 48 Wells a una concentracioén inicial de 3-5.10°/mL hasta confluencia de éstas. El
medio de cultivo consistid en el medio comercial MCDB131 con 10% Suero Fetal
Bovino, 10 ng/mL EGF (factor de crecimiento epidermal) 1 pg/mL Hidrocortisone, 10
mM Glutamina. Se realiz6 el cambio de medio cada 48-72 h segun el nivel de confluencia
de las células. Las células fueron cultivadas en presencia de 5% de CO2 en estufa gaseada
a 37°C. Para la realizacion de los estimulos se retir6 la hidrocortisona 24 h antes. Todos
los estimulos fueron realizados en el IMEX (instituto de medicina experimental). Los
estimulos utilizados fueron listados en la siguiente tabla.
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Estimulo Concentracion Fabricante
IFNG 50 ng/mL R&D systems
IFNBI 1000 UI/mL Sigma

Tabla 11- Estimulos utilizados en cultivo de células HMEC-1.

3.11 Modelos Murinos

Se utilizaron animales macho de la cepa C57BL/6 de 7-8 semanas provenientes del
Bioterio de la Facultad de Veterinaria de la UNLP. Los ratones fueron ubicados en cajas
plasticas y recibieron alimento balanceado y agua ad libitum. Todos los procedimientos
realizados sobre los animales siguieron los protocolos y lineamientos éticos locales. Se
utilizaron 3 tipos de estimulos y un control de vehiculo, todos administrados en un
volumen de 200ul de PBS por medio de una sonda intragastrica (22G, 3.8 cm). Los
estimulos fueron:

1. Péptido “p31-43: Péptido sintético de 13 aminoacidos (LGQQQPFPPQQPY).
Sintetizado por Genecust, Luxenburgh. Se utilizé a una dosis de 10ug/Raton.

2. Poly I:C: Acido nucleico tipo ARN de doble cadena. Sintetizado por Sigma
Aldrich. Se utilizo a una dosis de 30ug/g de Raton.

3. Combinacion de p31-43 y poly I:C en las dosis anteriores.

El control de vehiculo fue una solucién estandar de PBS esterilizado. Entre 4 y 16 h
posterior a la administracion del estimulo los animales fueron sacrificados para la
obtencion de muestras. Las muestras obtenidas fueron obtenidas a partir de 2 cm desde el
estomago hacia adelante. Los cortes fueron realizados de forma sistematica con un largo
de 1.5 cm y respetando el mismo orden de obtencién de muestras para las diferentes
técnicas entre los diferentes tratamientos. Las muestras fueron utilizadas para las técnicas
Western-blot, extraccion de ARN, analisis histologico e Inmunofluorescencia (IFFr e
IFP).

3.12 Analisis histologico de muestras de raton

3.12.1 Procesamiento de las muestras y obtencion de imagenes

Las muestras obtenidas provinieron de animales tratados con los diferentes estimulos o
controles luego de unas 16 h de la administracion intra-gastica. La conservacion y
preparacion respeto lo descripto en la subseccion 3.4. Posteriormente, mediante el uso del
microtomo se realizaron cortes de 5 um de espesor que fueron depositados sobre vidrios
positivados por el método de flotacion. Una vez secos, los vidrios fueron incubados en
estufa a 65°C durante 45-60 minutos. A continuacion, se extrajo la parafina con 3 pasajes
por soluciones de Xilol, y luego se las paso por un tren de hidrataciéon. Mas tarde se
realizaron 2 tinciones sucesivas con Hematoxilina y eosina. Los vidrios fueron montados
con medio de montaje balsamo de Canada. Las imagenes de los tejidos fueron obtenidas
con el microscopio Nikon Eclipse Ti. Las imdgenes fueron adquiridas con cdmara Nikon
Digital Sight DS Ril usando el software Nis-Elements y las medidas fueron hechas
usando el programa FIJI apropiadamente calibradas.
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3.12.2 Recuento de LIEs

De las imagenes obtenidas con un aumento total de aproximadamente 400x, se eligieron
al menos 10 vellosidades procedentes de un mismo animal correctamente orientadas. En
las puntas de estas vellosidades se realizd el recuento de numero de Linfocitos
intraepiteliales (LIEs) en el epitelio correspondiente a los primeros 60 enterocitos (30
enterocitos por flanco de vellosidad). Los LIEs fueron reconocidos por sus caracteristicas
de tincion y morfologia:

e Nucleo denso compacto, con coloracion intensa.

e (Citoplasma mas claro y de menor area que el de los enterocitos circundantes.
e Ausencia de la localizacion su nucleo en fila con los nucleos de los enterocitos.

3.12.3 Determinacion del ratio V/C

Con imagenes obtenidas a 100x-200x de aumento total, se eligieron al menos 10
vellosidades correctamente orientadas que presentaran 10 criptas contiguas con una
correcta orientacion. Se procedi6 a realizar las medidas de longitud de cripta y vellosidad
para determinar el ratio V/C para cada conjunto de vellosidad/cripta en cada animal.

1.1.1 Interpretacion de los resultados del analisis histologico

Los promedios de las medidas del ratio V/C y el recuento de LIEs por animal, fueron
utilizados como 2 parametros histologicos independientes. La disminucion del dicho ratio
V/C indicaria dafo del tejido, y el aumento del recuento de LIEs indicaria una infiltracion
de linfocitos en el compartimento epitelial.

3.13 Analisis estadisticos

3.13.1 Comparacion entre poblaciones

Se utilizo el software “Prism 8 de GraphPad para realizar el analisis estadistico de todas
las comparaciones entre poblaciones. Para comparaciones simples entre dos condiciones
o poblaciones, se utilizo el andlisis de T-Student, en caso de que las poblaciones
presentaran una desviacion estandar significativamente diferente entre ellas, se realizo
una correccion de Welch. Sin embargo, si las poblaciones a comparar no presentaban una
distribucion paramétrica, se utilizo el analisis de Man-Whitney como test estadistico. La
determinacion de normalidad de las poblaciones de datos fue realizada mediante los Tests
de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk. Finalmente, si las comparaciones se realizaron
en mas de 2 poblaciones, se utilizd el test de ANOVA, post test de Tukey o Dunn
dependiendo de tipo de poblacion a tratar. En todos estos casos el p<0,05 fue considerado
significativo. Los estudios de correlacion entre factores se realizaron por test de Pearson
o Spearman segun el tipo de distribucion de los datos. En cada situacion de comparacion
se aclara que test fue utilizado en el epigrafe de la figura correspondiente.

3.13.2 Analisis de componentes principales (PCA)

Se utilizo el programa R-studio con el uso del lenguaje r (version 4.1) y los paquetes
“Factorextra”, “FactoMineR”, para el andlisis de los datos por PCA. Debido a que se
contaban con faltantes de datos, se utiliz6 el paquete “missMDA” para su imputacion. En
todos los casos, se utilizaron los pacientes donde al menos tuviesen medidos un nimero
minimo de los genes totales. Para el grafico de la parte B este nimero es 6/19, y para el
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grafico de la parte C es 3/13. Este minimo de genes medidos dependio de ciertos valores
de ajuste recomendados por el paquete missMDA.
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Parte A: Analisis de las Alarminas IL-33, IL-1o. y HMGBI en Intestino Delgado

4.1 Introduccion General a la Parte A

Las alarminas son productos enddgenos, liberados al ambiente extracelular frente a un
dafio celular, capaces de inducir una respuesta del sistema inmune. Estos factores son
considerados como parte de los DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns) los
cuales también incluyen los PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), entre otras
moléculas' (Bianchi, 2007). En sus inicios, el modelo de la “Hipdtesis del dafio” (Danger
Hypothesis) (Matzinger, 2002) proponia la existencia de estos elementos, relacionados
con el dafio tisular, como sefiales de “alarma” del sistema inmune. Estas seflales también
fueron sugeridas como mediadores de la inflamacion estéril, es decir inflamacion en
ausencia de infecciones con patdogenos. Las investigaciones subsiguientes encontraron
exitosamente un amplio repertorio de sefiales tanto proteicas (IL-1a, IL-33, HMGBI,
Histonas, HSP, etc), como no proteicas (ATP, Urea, ADN, ARN, etc) que, al ser liberadas
frente a dafio tisular y/o muerte celular, son capaces de ser detectados por receptores
celulares en células del sistema inmune (Zhen et al., 2017). Esto confirmaba que el
sistema inmune no responde Unicamente reconociendo macromoléculas como propias o
ajenas, sino también a sefales que indican el dafio a lo propio. De esta forma, el
sinergismo entre seflales provenientes de patdgenos, como sefiales de moléculas
endogenas liberadas en situaciones de estrés o dafio, conllevan a una potente respuesta
del sistema inmune. Estas respuestas han sido documentadas en diferentes situaciones
proinflamatorias, tanto agudas: sepsis, infecciones; como cronicas. Entre las ultimas se
destacan las enfermedades reumaticas: Artritis reumatoidea, Lupus Eritematoso
sistémico, o las enfermedades inflamatorias intestinales. De este modo, las alarminas
juegan un rol importante en la gran mayoria de las respuestas inmunes y, sin embargo, se
desconoce varias de sus funciones y/o receptores (Pisetsky, Erlandsson-Harris and
Andersson, 2008; Chan et al., 2012; Millar, Murrell and Mclnnes, 2013; Nefla ef al.,
2016; Boteanu et al., 2017).

Hasta el momento de escritura de esta tesis se han verificado diferentes mecanismos de
liberacion de las alarminas; no obstante, se reconoce que el conocimiento de este sistema
es atn incipiente. Uno de los mecanismos que se propusieron inicialmente es la necrosis
celular, es decir una muerte celular no regulada y repentina de las células que es capaz de
liberar alarminas de forma pasiva. Actualmente, se han incorporado otros mecanismos de
muerte celular regulados capaces de liberar estas moléculas de forma activa al ambiente
extracelular, estos son: la necroptosis, la piroptosis, la ferroptosis, entre otros (Rider et
al., 2017; Zhen et al., 2017; Sarhan et al., 2018). En conjunto, todas estas formas de
muerte celular son consideradas proinflamatorias, lo contrario a lo supuesto para el
mecanismo apoptotico, donde la muerte celular es estrictamente regulada para evitar la
liberacion de contenido celular y la induccion de inflamacion local. De esta forma, las
alarminas cobran importancia, pues varias de ellas (IL-33, IL-1a, HMGBI, entre otras)
son unicamente liberadas en formas bioactivas en condiciones de muerte no apoptoticas
(Rider et al., 2017). Esto permite entender como el recambio normal de células en un
tejido no conlleva a producir inflamacion, mientras que si ocurre cuando existe muerte
celular necrotica (aun sin infeccion) acompanada de dafio tisular. A su vez, los procesos
de muerte celular proinflamatorios también son inducidos durante infecciones con
patdgenos, entorno donde coexiste una activacion del sistema inmune por PAMPs y

! Debemos aclarar que algunos autores se refieren a los DAMPs como analogos de las
alarminas, diferencidndolos de los PAMPs, por no ser productos enddgenos.
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alarminas. Esto permite entender el rol de las alarminas en las patologias antes
mencionadas.

El tipo de muerte celular no es el unico factor que regula la bioactividad y disponibilidad
de las alarminas. Diferentes tipos de estrés celular (ej: radiacion UV, toxinas, estrés
inflamatorio, estrés metabolico) son capaces de inducir la liberacion de ciertas alarminas
sin ocasionar necesariamente la muerte celular (Rider et al., 2017). Se sabe que esta
liberacion de las alarminas, sin muerte celular evidente, puede ser llevada a cabo por una
secrecion no candnica, como el transporte a través de lisosomas y otras vesiculas (Murray
and Stow, 2014; Kim et al., 2020). Asimismo, se continuan investigando nuevas rutas o
mecanismos de liberacion de las alarminas, siendo la liberacién con microvesiculas una
de las vias mas relevantes (Kim et al., 2020). Por otro lado, ciertas modificaciones
postraduccionales son claves para regular la disponibilidad y actividad de las alarminas.
Es asi como ciertas proteasas, fosforilasas, oxidasas, y acetilasas han sido reconocidas
como fundamentales en la localizacion celular y activacion de las alarminas (Rider ef al.,
2017).

Una curiosidad relevante sobre las alarminas es su expresion en células que conforman
las diferentes barreras tisulares, en especial su expresion es constitutiva en epitelios y
endotelios. Es decir, tejidos donde el dafio celular se puede interpretar como una alarma
fisiologica frente invasiones con patdogenos (Martin and Martin, 2016).

Otro factor importante en la bioactividad de las alarminas es su localizacion. Es
importante sefialar que algunas de las alarminas (IL-33, IL-1a, HMGBI, etc) presentan
localizacion nuclear. Varias de las funciones en el nucleo son aun desconocidas, pero en
algunos casos se ha podido demostrar que estas alarminas regulan la expresion de ciertos
genes, y son relevantes en mediar efectos antinflamatorios o de reparaciéon del ADN.
También se ha propuesto que algunas alarminas, como las Histonas, el HMGBI, e IL-33
sean consideradas como sensores de dafio al ADN o a cambios de la cromatina frente a
eventos de toxicidad o estrés celular. De esta forma, su liberacion responderia a dafios
frente a este tipo de eventos (Rider ef al., 2017).

Por lo tanto, estos factores son un conjunto de sefiales que presentan mecanismos de
induccion, liberacion y activacion particulares del tejido, el estimulo liberador y de la
propria alarmina. Por esta razon, a continuacidn, se describirdn las caracteristicas
individuales de las alarminas estudiadas.

4.1.1 1IL-33

La IL-33 es una proteina de aproximadamente 30-36 kDa, miembro de la familia de la
IL-1. Su expresion es constitutiva en algunas células, entre ellas: epiteliales, endoteliales
y fibroblastos (Moussion, Ortega and Girard, 2008). Esta alarmina se localiza
preferentemente en el nicleo, donde actuaria como un regulador de ciertos factores de
transcripcion, entre ellos, el NF-kB (Martin, 2013). Sin embargo, se estima que puede
tener funciones en la regulacion génica desconocidas. Su expresion se puede modular por
variedad de condiciones y estimulos proinflamatorios. Por ello, se comprende que se la
haya relacionado con gran cantidad de patologias: Enfermedad Inflamatoria Intestinal,
Artritis Reumatoide, infecciones, enfermedad de injerto contra huésped (Duan et al.,
2013; Reichenbach et al., 2015; Martin and Martin, 2016).

Ademas de sus funciones nucleares, la IL-33 liberada en el medio extracelular se une a
su receptor de membrana, el IL-33R. Esta proteina es un heterodimero conformado por
dos proteinas transmembrana: la proteina ST2L (también conocida como: IL33Ra, IL-
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1R4, TI1L, Der-4 o IL-1RL1) y el IL-1R3 (también conocida como: IL33Rf, ILIRAP,
C3orfl3, IL-1RAcP). En este complejo, la unién con IL-33 es mediada por ST2L,
mientras que la otra cadena proteica es solamente necesaria para inducir la sefal
intracelular dependiente del Mydosoma. Este ultimo es un complejo proteico de
sefalizacion intracelular conformado por MyD88-IRAK4-TRAF6 (Martin, 2013). Una
vez conformado dicha estructura, se activan diferentes vias intracelulares: AP-1, NF-kB,
INK, ERKs, MAPKs e STATs/IRFs. Dichas vias no parecen diferir de las inducidas por
el IL-1R (Martin and Martin, 2016).

Curiosamente, la IL-33 presenta un comportamiento correspondiente a una citoquina
clasica, como también al de una alarmina (Martin and Martin, 2016). Esta dualidad se
debe a que, en ciertas células viables, su secrecion puede ser mediante un mecanismo de
secrecion activa no canoénica (Martin and Martin, 2016). Por ahora, se desconoce cudles
son los mecanismos relacionados con este proceso, pero si ha comprobado que se requiere
de su acumulacion en citoplasma (Kakkar et al., 2012). Los demds mecanismos de
liberacion involucran la muerte celular programada, concretamente, la necroptosis
(Shlomovitz et al., 2019), la piroptosis (Bernard et al., 2018) y la ferroptosis (Martin-
Sanchez et al., 2017). Los primeros dos procesos celulares logran liberar la IL-33 al medio
extracelular por medio de la formacion de poros en la membrana citoplasmatica. Dichas
estructuras estan conformadas por la proteina MLKL fosforilada, o por la porcion N-
terminal de la Gasdermina D, respectivamente (Tang et al., 2019). Mientras que en el
caso de la ferroptosis atin se desconoce el mecanismo.

Enzima Lugar de Corte Fragmentos (Aprox. Bioactividad Referencia
i (AA) kDa) Relativa i
Elastasa de - (Lefrangais et al.,
neutrofilos 20 (G 19:6 o 2012)
95 (*FAFG); .
Catepsina G ( ) 20y 18 s (Lefrangais et al.,
109 (*LHD) 2012)
95 (*FAFG); (Lefrangais et al
uimasa 20y 18 R ”
g 109 (*LHD) Y 2014)
72(*KTGR);
Triptasa 79 (*RHLVL); 22-18 —— (Lefra;g?f) etal,
107 (*RALH)
. % (Lefrancais et al.,
Granzima B 111(*SSIT) 18 +++ 2014)
Caspasa3/7 | 178 (DGVD*) | ° (C'(Tlf;_“}’grijS kD ; (Liithi et al., 2009)

Tabla 12-Fragmentos generados por digestion enzimatica de IL-33. Se indican los diferentes
fragmentos proteicos derivados del clivaje enzimatico de IL-33. El lugar de corte se indica con la
posicion del aminoécido donde se realiza el corte indicado con “*” y la secuencia inmediata. Los
pesos moleculares corresponden a los fragmentos detectables con anticuerpos dirigidos contra la
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region C-Terminal (posiciones 112-270) de la proteina. Estos pesos son derivados de calculos de
pesos por secuencia y corroborados con datos bibliograficos indicados en la columna de
referencias. La bioactividad es meramente indicativa de lo descripto en la bibliografia y esta
relativizada a la actividad de la proteina full o completa. Sin embargo, solo ha sido estudiada en
una cantidad acotada de células y modelos.

Al igual que ocurre con otras alarminas, la actividad bioldgica de IL-33 no solo depende
de su liberacion al medio extracelular, sino también de ciertas modificaciones
postraduccionales, en particular, la oxidacion y el clivaje por proteasas (Martin and
Martin, 2016). Se ha comprobado que las especies reactivas del oxigeno (ROS) inhiben
la bioactividad de esta alamina al rompen un puente disulfuro ubicado en una region
critica para su union con el IL-33R (Cohen ef al., 2015). Por otro lado, esta proteina
presenta varios sitios de corte por proteasas (Tabla 12) (Martin, 2013). Dependiendo el
sitio de corte enzimatico, la IL-33 modifica drasticamente su afinidad por el ST2L. De
esta forma, las caspasas 3 y 7, activas durante procesos apoptoticos, cortan a la IL-33 en
fragmentos carentes de cualquier tipo de bioactividad. Es importante notar que los
fragmentos generados durante este proceso presentan una masa molecular superior a los
25 kDa, y otros inferiores a los 10 kDa (Liithi et al., 2009). En conclusion, una célula que
inicia el proceso de apoptosis degrada a la IL-33 intracelular evitando la liberacion de su
forma bioactiva. A pesar de lo mencionado, existe un conjunto de proteasas capaces de
cortar la IL-33 en regiones donde los productos resultantes presentan actividades
significativamente superiores a la forma completa o “Full-length” (Lefrangais et al.,
2012; Lefrancais et al., 2014). En estos casos, las masas de los fragmentos de 1L.33 varian
entre los 18 y 21 kDa, y algunos autores se refieren a los mismos como versiones
“maduras”. Las enzimas responsables de este fendmeno son: la granzima B, la elastasa
de neutroéfilos, la tripsina de mastocitos y la catepsina G. Ademads, ciertas proteasas
liberadas por diversos microorganismos patogénicos también presentan la capacidad de
generar los fragmentos de 18-21 kDa (Cayrol et al., 2018). De esta forma, la bioactividad
de la IL-33 puede verse intensamente modificada en presencia de ciertos eventos
inflamatorios. Por todo esto, es comprensible que esta proteina cumpla roles tan
complejos y diversos dependiendo del entorno donde se libera.

El sistema de IL-33, es ain més complejo si se considera que el gen IL-1RL1, que codifica
para el ST2L, es capaz de producir una variante por empalme alternativo denominada
ST2s (Martin, 2013). Dado que esta variante no presenta la porcidon transmembrana e
intracelular de la proteina ST2L, no es una proteina anclada a membrana, si no soluble.
De este modo, el ST2s es secretado al medio extracelular desde donde es capaz de unirse
a la IL-33 libre e impedir su unién al IL-33R. Por ello, el ST2s es un componente
regulatorio del eje IL-33/ST2 (Martin, 2013; Martin and Martin, 2016).

Las diferentes funciones de la IL-33 dependeran del tipo de célula que presente su
receptor IL-33R, y del ambiente extracelular al cual estas células estdn sometidas
(Molofsky, Savage and Locksley, 2015). Ademas, la IL-33 puede inducir diferentes tipos
de respuestas al actuar sobre distintos perfiles de células T. De este modo, IL-33 puede
presentar un rol pro-Th2 (Schmitz et al., 2005), pro-regulatoria (Schiering et al., 2014),
pro-Thl (Bonilla, Frohlich, ef al., 2012; Baumann, W. V Bonilla, et al., 2015) y/o pro-
citotoxica (Yang et al., 2011). Esta gran variedad de respuestas se debe a que el receptor
IL-33R es expresado por células Th2 de forma constitutiva (Schmitz et al., 2005), pero
también en ciertas poblaciones de células Tregs en el intestino (Schiering et al., 2014).
Asimismo, algunas células Thl y linfocitos T CD8" citotdxicos pueden expresar este
receptor de forma transitoria en el contexto de respuestas tipo 1, donde IL-33 favorece el
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fenotipo citotoxico y productor de IFNy (Yang et al., 2011; Alvarez, Fritz and Piccirillo,
2019). También se ha demostrado que la IL-33 es capaz de activar células de la inmunidad
innata. En este sentido, se destaca su rol promotor de la respuesta proinflamatoria en
células NK estimulando la expresion de IFNy y moléculas citotoxicas (Smithgall et al.,
2008). Ademas, esta alarmina actia sobre las Células Linfoides Innatas tipo 2 (ILC-2),
las cuales presentan una elevada expresion constitutiva del IL-33R, y generan respuestas
reparadoras del tejido mediante la secrecion de anfiregulina (Monticelli et al., 2015),
como también mediante respuestas inflamatorias de tipo 2, mediante la secrecion de
citoquinas como IL-5 e IL-13 (Lott et al., 2015).

A suvez, IL-33 es capaz de mediar la activacion del endotelio en situaciones inflamatorias
(Choi et al., 2009; Demyanets et al., 2011), en especial, se ha observado su rol en
promover el infiltrado de neutréfilos en articulaciones afectadas en Artritis Reumatoidea
(Verri et al., 2010). A pesar de estas funciones pro-inflamatorias, la 1L-33 presenta
actividades de reparacion y promocion de la respuesta tolerogénica, por ejemplo,
actuando sobre células dendriticas intestinales promoviendo la expresion de IL-2, y la
induccion de respuestas mediadas por células Tregs (Matta et al., 2014). Asimismo, esta
alarmina estd implicada en la estimulacion de la proliferacion epitelial (Islam ez al., 2016),
en la reparacion de heridas mediante su actividad sobre miofibroblastos y macréfagos
(Millar et al., 2017), asi como un rol protector sobre el epitelio intestinal al estimular la
produccion de péptidos antimicrobianos por los enterocitos (Xiao et al., 2019).

Las diversas funciones de IL-33, en algunos casos opuestas, pueden interpretarse en base
al modelo propuesto por Molofsky y col. (Molofsky, Savage and Locksley, 2015). Este
modelo describe que las acciones bioldgicas de IL-33 son, en parte, consecuencia de su
procesamiento, pero también de la existencia de otras citoquinas, entre ellas el IFNy e IL-
23, que regulan la actividad de las células IL-33R". Ademas, el modelo considera que la
respuesta depende del tipo celular predominante que expresa el IL-33R (Molofsky,
Savage and Locksley, 2015). De esta forma, sefiales como el IFNy son consideradas
inhibitorias de la actividad pro-Th2 de la IL-33, particularmente al actuar sobre las cé€lulas
ILC-2 (Molofsky ef al., 2015). Ademas, la IL-23a es capaz de inhibir la expresion de
ST2L en las células Treg, inhibiendo la capacidad pro-regulatoria de esta alarmina
(Schiering et al., 2014). A su vez, la cantidad relativa de los receptores ST2s/ST2L
condiciona la respuesta del tejido a la IL-33, como también el hecho de que ST2L puede
inducirse en poblaciones de linfocitos T de tipo Thl y T CD8" citotoxicos (Yang et al.,
2011; Bonilla, Frohlich, et al., 2012; Baumann, W. V. Bonilla, et al., 2015). La Figura 6
muestra los aspectos centrales de la biologia de IL-33.
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Infografia de la via del IL-33/ST2 en mucosas
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Figura 6-Infografia resumen del eje IL-33/ST2 en mucosas. La descripcion se encuentra en
el texto de la seccion. Acronimos: NT-GSDMD: Fragmento N terminal Gasdermina D,
pMLKL: fosfo-MLKL, NLS: secuencia de localizacion nuclear, ROS: Especies reactivas del
oxigeno; Prf: Perfonina 1, GZB: Granzima B.
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4.1.2 IL-1a

La IL-la es una proteina de 217 aminoacidos y aproximadamente 29-31 kDa. Esta
proteina es parte de en la familia de la IL-1, ya que contiene la secuencia “AXD” cerca
de su zona de corte enzimatico (Mantovani et al., 2019). La IL-la parece haberse
originado cuando su gen se duplico del gen /L/B, hace unos 320 o 160 millones de afos
(Rivers-Auty et al., 2018). A pesar de tener a la IL-1p como antepasado, presenta un
patron de expresion muy diferente, localizdndose particularmente en: queratinocitos de la
piel, células epiteliales tipo 2 del pulmon, astrocitos del sistema nervioso central y gran
parte de células mesenquimales, epiteliales y mieloides del tejido linfoide, mucosas y los
testiculos (Mantovani ef al., 2019). Su expresion es usualmente constitutiva, pero puede
ser inducida por diferentes situaciones: estrés metabolico (Rosa et al, 2008),
ateroesclerosis (Freigang et al., 2013), inflamacion aguda y eventos de oxidacion celular
(Rider et al., 2017).

La localizacion de IL-1a es comunmente nuclear, lo cual es explicado por la presencia
del NLS (LKKRRL) cerca de la porcion N-terminal (Wessendorf et al., 1993). Sin
embargo, también se puede localizar en el citoplasma e incluso en la membrana
plasmatica. La IL-1a presenta una rapida migracion del citoplasma al nticleo, no obstante,
ambos compartimentos la pueden acumular selectivamente en diferentes condiciones. De
esta forma, durante un proceso apoptotico, la IL-1a es reclutada en el nucleo, evitando su
acumulacion en el citoplasma, lo que reduce su disponibilidad extracelular (Cohen ef al.,
2010). Por otro lado, en condiciones inflamatorias la IL-la suele localizarse en el
citoplasma (Cohen et al., 2010; Mantovani et al., 2019). Esta localizacion explica su
rapida liberacién durante eventos de muerte celular como necroptosis y piroptosis. Por
esta razon, IL-1a es considerada una alarmina.

Secuencia Fragmento Fragmento Referencia
(N-ter) (C-ter)
Elastasa de 103 (*IAND) 11.08 kD 19.55 kD (Afonina et al., 2015)
neutroéfilos
Granzima B 103 (IAND¥*) 11.5kD 19.13 kD (Afonina et al., 2011)
Quimasa 118 (APFSF*) 13.22 kD 17.41 kD (Afonina et al., 2015)
Caspasa 5 103 (IAND¥*) 11.5kD 19.13 kD (Wiggins et al., 2019)
Calpaina 118 (APFSF*) 13.22 kD 17.41 kD (Carruth, Demczuk and
Mizel, 1991; Afonina et al.,
2015)

Tabla 13- Resumen de sitios de corte enzimatico de IL-10. Se muestran el sitio en la secuencia
donde se produce en corte enzimatico “*” por las enzimas mencionadas, los pesos moleculares
calculados de los productos de digestion y las referencias bibliograficas.

De forma andloga a la IL-33, la IL-1a completa (también denominada “Pro-IL-1a”) es
susceptible a clivaje por proteasas (Tabla 13). Si bien a diferencia de la Pro-IL-1f, la
Pro-IL-1a es capaz de unirse y activar su receptor de membrana, el IL-1R, ciertos cortes
enzimaticos aumentan su afinidad (Kim et al., 2013). Entre las proteasas involucradas en
este proceso, la calpaina es una de las mas estudiadas. Dependiendo de la concentracion
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de Ca?’ citoplasmatico, la calpaina corta a la IL-1a intracelular transforméandola en una
version madura, de 17 kD, con mayor bioactividad (Carruth, Demczuk and Mizel, 1991;
Afonina et al., 2015). Otras enzimas extracelulares, como granzima B, catepsina G, la
elastasa de neutrofilos y la quimasa generan versiones de entre 19 y 17 kD con mayor
bioactividad que la version completa (ver Tabla 13) (Carruth, Demczuk and Mizel, 1991;
Afonina et al., 2015; Wiggins et al., 2019).

La IL-1a también presenta una via de sefializacion Unica dentro de la familia de las IL-1,
la cual depende de su localizacion en membrana plasmatica. Este mecanismo ha sido
observado en fibroblastos, células endoteliales y particularmente en macrofagos en
enfermedades granulomatosas (Di Paolo and Shayakhmetov, 2016). Desde esta
ubicacion, la pro-IL-la es capaz de interactuar con el IL-1R presente en células
adyacentes, mecanismo conocido como “juxta-paracrino” (Kurt-Jones, Kiely and
Unanue, 1985). Aunque se desconoce como se regula la localizacion de la pro-IL-1a en
la membrana, se sabe que este proceso depende de glicosilaciones con D-manosa y/o por
modificaciones con lipidos (Di Paolo and Shayakhmetov, 2016; Chan ef al., 2020).

La IL-1a presenta un complejo sistema de receptores y proteinas inhibitorias. El IL-1R
es el receptor de membrana de la IL-1a, el cual es compartido con la IL-1f. Este esta
conformado por un heterodimero, con una subunidad con gran afinidad por la IL-1a, el
IL-1R1 y una proteina accesoria, IL-1R3 (también conocida como IL-1RAcP o ILIRAP).
La cadena IL-1R1 presenta dominios intracelulares TIR (“Toll-IL-1 resistance™). De esta
forma, IL-1a se une a IL-1R que posteriormente dimeriza con el IL-1R3 mediante los
dominios TIR, que permite reclutar a MyD88, y comenzar el ensamblado del denominado
Mydosoma. Finalmente, este complejo activa diferentes vias, como: AP-1, NF-kB, JNK,
ERKs, MAPKs e STATs/IRFs (Dinarello, 2009).

La evolucion parece haber creado muchos puntos de control en la sefializacion mediada
por la IL-1a. Esto puede entenderse ya que la administracion de IL-1a o su liberacion por
células necroéticas, inducen respuestas proinflamatorias locales con grandes acimulos de
neutréfilos activados (Di Paolo ef al., 2014). Por ello, se comprende que exista una
version soluble del receptor, denominada sIL-1Rs, la cual es capaz de bloquear la
sefalizacion de la IL-1a al competir con el receptor de membrana (Symons, Young and
Duff, 1995). También existe otra proteina soluble inhibitoria del IL-1R, codificada por el
gen /L-1RN, conocida como receptor antagonista de IL-1, o simplemente IL-1RA (Arend,
1991). Por ultimo, la IL-1R2 bloquea diferentes puntos de la sefializacion intracelular de
la IL-1a. Primeramente, la IL-1R2 es capaz de unirse a la IL-1a citosolica, y al hacerlo,
enmascara su sefial NLS. Esto permite acumular a la Pro-IL-1a en el citoplasma. Al
mismo tiempo, este proceso evita tanto la liberacion de pro-IL-1a al medio extracelular,
como también evita el clivaje por la calpaina. Sin embargo, durante la piroptosis, la
caspasa 1 activa es capaz de degradar al IL1-R2, lo que permite la maduracién de la pro-
IL-10 mediada por la calpaina (Zheng et al., 2013). Ademas, la muerte celular ocasionada
por piroptosis permite que la pro-IL-1a sea liberada al medio extracelular. Por otro lado,
la IL-1R2, también puede ser liberada al medio extracelular desde donde es capaz de
bloquear la unién de IL-la y su receptor (Di Paolo and Shayakhmetov, 2016). No
obstante, investigaciones recientes han descubierto que el IL-1R2 seria necesario para la
localizacion en membrana de la pro-IL-1a (Chan et al., 2020). Esto sugiere que el [L-1R2
no solo actuaria como un inhibidor de la actividad de IL-1a sino también como un agente
promotor de su localizaciéon en membrana.

Una vez en el medio extracelular, la pro-IL-1a o sus versiones maduras son capaces de
promover la respuesta proinflamatoria en diferentes tejidos dependiendo de la expresion
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del IL-1R (D1 Paolo and Shayakhmetov, 2016). Entre las células que expresan su receptor
se encuentran principalmente los neutrofilos, y en menor medida las células T CD4"
(efectoras o de memoria), células T CD8", monocitos, células dendriticas, macrdfagos,
fibroblastos, células endoteliales y epiteliales (Di Paolo and Shayakhmetov, 2016;
Mantovani et al., 2019).

Las actividades de la IL-1a pueden ser categorizadas en 4 grupos. La primera es como
inductor de la proliferacion celular de la medula 6sea denominada “hematopoyesis de
emergencia”. Esta respuesta es evidente en patologias o condiciones donde hay un
recambio celular acelerado: envejecimiento, infecciones cronicas o agudas, radioterapia,
quimioterapia, entre otras. En estas circunstancias, la IL-1a o la IL-1B estimulan la
produccion de células mieloides, en especial de granulocitos como los neutrofilos (Pietras
et al., 2016). La segunda funcion es amplificar respuestas inflamatorias. La IL-1a es
usualmente inducida en varias respuestas inflamatorias, en respuesta a estimulos de los
PRRs, estrés metabolico, acidos grasos en placas ateromatosas, estrés oxidativo y la
necrosis celular. En estas situaciones, la IL-1a ya sea, liberada y/o acumulada en la
membrana, logra estimular la produccion de mas IL-la e IL-1PB. Siendo éste un
mecanismo de auto-amplificacion (Di Paolo and Shayakhmetov, 2016). Curiosonamente,
se cree que la IL-1p es capaz de inducir un control mas activo sobre la produccion de la
IL-10, que la IL-1a sobre IL-1B. Experimentos en raton confirman la reduccion de la
produccion de IL-1a en ratones i//h-KO (Di Paolo and Shayakhmetov, 2016; Mantovani
et al.,2019). La tercera funcion es la capacidad de estimular las de células en respuestas
tipo 1, en particular las células T CD8" efectoras. Esto se basa en que tanto IL-10 como
IL-1B son capaces de inducir un fenotipo presentador de las células dendriticas capaz de
estimular la produccion de células T CD8" contra antigenos virales (Pang, Ichinohe and
Iwasaki, 2013). Ademas, se ha demostrado que la sobreexpresion de IL-1a en membrana
promueve la respuesta antitumoral dependiente de las células NK IFNy", y células T CD8"
efectoras productoras de IFNy (Lin ef al., 2016; Udagawa et al., 2021). Esto permite
suponer un rol importante de IL-1a en la induccion de respuestas citotoxicas. También se
ha visto que células T de tipo Thl y Th17 (en menor medida Th2) son fuertemente
estimuladas en presencia de IL-1a/p (Ben-Sasson et al., 2009; Santarlasci et al., 2013).
De hecho, la presencia de IL-1a o IL-1p, es relevante para evitar la supresion de las Tregs
sobre diferentes células T efectoras (Schenten et al., 2014). Asimismo, otras
investigaciones indicarian un rol promotor especifico de IL-1a en las respuestas pro-Th17
(Ketelut-Carneiro et al., 2019). La cuarta funcidén esta relacionada a la capacidad de
regulacion respuestas inflamatorias de forma local. Esto refiere al hecho que la
concentracion libre de IL-la es extremadamente baja, independientemente de la
enfermedad o situacion que evaluemos, y en presencia o no de su induccion. Esto ha
llevado a pensar que la IL-la actia principalmente de forma local (Di Paolo and
Shayakhmetov, 2016). De esta manera se ha planteado que la IL-1a es capaz de inducir
la activacion del endotelio, epitelio, fibroblastos y macréfagos para reclutar neutréfilos,
y promover respuestas locales, no sistémicas.

En conjunto, esta informacion permite considerar a la IL-1a como una proteina con
funcion doble, actuando como una citoquina y una alarmina en diferentes contextos. La
IL-1a es producida constitutivamente por diferentes células, pero es liberada, o localizada
en membrana, en condiciones de estrés inflamatorio. A su vez, si las condiciones son
adecuadas, (ej. infeccion bacteriana) la activacion del inflamasoma o la caspasa 11
(caspasa 4/5 en humanos) libera IL-1a/B al ambiente extracelular. Esto induce la
produccion de mas IL-la tanto local como sistémicamente. Consecuentemente, este
evento activa células locales de la inmunidad innata como los macrofagos confiriéndole
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capacidad microbicida e iniciando el reclutamiento de células granulociticas y linfoides.
Al mismo tiempo, las células granulociticas infiltrantes secretan ciertas enzimas
proteoliticas que confieren una mayor actividad a la IL-1a. De este modo, se potencia la
bioactividad de la IL-la, la cual logra estimular nuevas poblaciones de células T
efectoras, y a células estromales alimentando a la respuesta inflamatoria local. Si bien
este proceso se puede inhibir frente a la eliminacion de evento iniciador, en el corto plazo
se habra generado una inflamacién local en el tejido afectado. Esto resultaria beneficioso
en condiciones de infecciones virales o bacterianas, pero contraproducente para

enfermedades inflamatorias cronicas, o episodios de sepsis (Di Paolo and Shayakhmetov,
2016).
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Figura 7- Infografia de la alarmina IL-1a. Se muestra un resumen de los diferentes aspectos
bilogicos comentados en la introduccion sobre la vida de esta alarmina. RNS: especies reactivas
del nitrogeno. Neo: neutrofilos.
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4.1.3 HMGBI1

La proteina “high-mobility group box 1” (HMGB1) es parte de la familia HMG o “high
mobility group” conformada por proteinas de union a la cromatina con gran velocidad de
corrida electroforética (Goodwin, Sanders and Johns, 1973). Particularmente, la HMGB1
es una proteina del grupo “Box1”, que refiere a un motivo estructural capaz de unirse al
ADN. La HMGBI1 es una proteina de 25 kDa, que presenta dos dominios N-terminales
de tipo “HMG-box” cargados positivamente, capaces de unirse al surco menor del ADN
(Ranzato, Martinotti and Patrone, 2015). Dentro del primer dominio caja o “box” se
encuentra una secuencia NLS, rica en lisina, lo que permite su localizacion nuclear
(Ranzato, Martinotti and Patrone, 2015). La porcion C-terminal presenta una cola cargada
negativamente o “acidica”. Esta estructura hace posible la interaccion de HMGB1 con
multitud de proteinas, las cuales presentan diversos funciones nucleares, y también
permite la interaccion de HMGB1 con varios receptores de membrana (Ranzato,
Martinotti and Patrone, 2015).

La HMGBI nuclear cumple diversas funciones relacionadas con la organizacion del ADN
y su reparacion. De hecho, se la ha involucrado en diversos procesos de reparacion del
ADN, y su ausencia se relaciona con una mayor inestabilidad cromosémica (Yuan ef al.,
2004; Ranzato, Martinotti and Patrone, 2015).

Si bien su localizacion primordial es nuclear, se la puede encontrar en el citoplasma de
las células productoras de forma difusa. La localizacion intracelular del HMGB1 depende
de modificaciones postraduccionales intracelulares, particularmente la acetilacion,
metilacion y oxidacion. A pesar de ello, no se conoce si la HMGBI1 puede tener otras
modificaciones menos estudiadas: fosforilacion, y alquilaciones (Ranzato, Martinotti and
Patrone, 2015).

En cuanto a la acetilacion, se ha confirmado que la HMGBI hiper-acetilada migra al
citosol desde donde puede ser liberada al medio extracelular por medio de una forma
activa y otra pasiva (Scaffidi, Misteli and Bianchi, 2002). La forma pasiva se relaciona
con necrosis celular, y la activa engloba mecanismos de muerte celular regulada como:
apoptosis (Bell ef al., 2006), necroptosis (Zhang et al., 2014; Negroni et al., 2017) y
piroptosis (Lu et al., 2013), pero también a un mecanismo de liberacién por células
viables mediante lisosomas o microvesiculas (Xu et al., 2014; Kim et al., 2020).
Anélogamente a la IL-33 y la IL-1a, la HMGBI pierde su bioactividad al ser liberada por
células apoptdticas. Dicho proceso de liberacion solo se logra si esta proteina se
encontraba en el citoplasma, mientras que su version unida a la cromatina no es liberada.
Curiosamente, la HMGBI liberada por procesos apoptoticos se encuentra oxidada en
residuos de Cys en las posiciones 23, 45 y 106. Se piensa que la version oxidada
“oxHMGB1” es necesaria para inducir repuestas tolerogénicas por células presentadoras
de antigenos (Kazama ef al., 2008). Al mismo tiempo, la oxHMGBI1 es incapaz de unirse
a los receptores de membrana (Kazama et al., 2008) involucrados en la secrecion de
citoquinas proinflamatorias (ver mas adelante). También se ha sugerido que la HMGBI
liberada por cuerpos apoptoticos seria una version inactiva de menor masa debida al corte
enzimdtico por factores del complemento (como Cls) (Yeo et al., 2016). En los
mecanismos de muerte proinflamatorios, la HMGBI liberada se encuentra principalmente
acetilada. Tal es la importancia de este hallazgo, que la “acHMGB1” en suero considerada
un marcador indirecto de procesos piroptdticos en enfermedades como la hepatotoxicidad
con acetaminofén y es un util marcador del progreso de esta enfermedad (Zamora et al.,
2019).
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La HMGBI1 es capaz de unirse a receptores no exclusivos de esta proteina como el TLR4
(Yang et al., 2010), o el Receptor de Productos Avanzados de Glicacion (RAGE)
(Kokkola et al., 2005). Estas interacciones requieren de la cola acida C-terminal y de un
estado no completamente oxidado de los residuos de Cys. Particularmente, se requiere de
la presencia de un puente disulfuro entre las Cys23 y Cys45 (Yang et al., 2010; LeBlanc
et al., 2014). La union de HMGBI1 a TLR4, que no compite con el LPS, estimula la
produccion de citoquinas (Yang et al., 2010). De hecho, HMGBI es capaz de unirse al
LPS y transportarlo hasta el TLR4, logrando una unién mas eficiente. Por otro lado,
RAGE es un receptor expresado por diferentes tipos celulares: vasculares, epiteliales,
inmunes, cardiomiocitos, entre otros (Egana-Gorrono et al., 2020). Este receptor no es
especifico de HMGBJ1, sino que une distintos ligandos como: productos de glicosilacién
avanzada tanto proteicos y/o lipidicos “AGE” (relevantes en los procesos
proinflamatorios en pacientes diabéticos), las proteinas S100, el acido lisofosfatidico
(LPA), oligbmeros de los péptidos mieloides beta (AP) y el polipéptido amiloide de los
islotes pancredticos (islet amyloid polypeptide o “IAPP”) (Egafia-Gorrofio et al., 2020).
La interaccion de HMGB1 con RAGE, produce activacion de las vias de senalizacion
como: NF-kB, MAPKs, PI3K/Akt, Rho GTPases, Jak/STAT, IRFs, y la familia de
proteinas Src. Esta multiplicidad de vias activadas conduce a la produccion de citoquinas
proinflamatorias y enzimas pro-oxidativas. RAGE también tiene dos versiones que
compiten por los ligandos. La primera es llamada sSRAGE, y se genera a partir del corte
enzimatico de la version en membrana por metaloproteasas, como la ADAMI0. La otra
proteina se denomina esRAGE la cual es el producto de un empalme alternativo del gen
AGER (productor de RAGE). En ambos casos, las variantes solubles funcionan como
inhibidores de la sefializacion por el receptor de membrana (Kierdorf and Fritz, 2013;
Egafia-Gorrofio et al., 2020).

Se ha sugerido que HMGB1 puede interaccionar también con TLR2/9, TREM, CXCR4,
IL-1R, entre otros (Sims ef al., 2010). Sin embargo, se cree que no es la proteina HMGBI1
la que media esta interaccion directamente, sino que serian otras moléculas capaces de
unirse al HMGB1. Esto ultimo, se debe a la gran capacidad del HMGBI para unirse a
otras moléculas como: ADN, ARN, histonas, nucleosomas, LPS, CXCL12, IL-1a, IL-1p,
entre otras. En estos casos, HMGB1 puede actuar como una proteina transportadora de
estas moléculas para aumentar la eficiencia del reconocimiento por los receptores
especificos (Andersson, Yang and Harris, 2018). A su vez, la interaccion RAGE-
HMGBI1-“Molécula agonista” permite una endocitosis del complejo y su posterior
incorporacion en lisosomas. Desde alli, la HMGBI1 es capaz de liberar la molécula
agonista transportada al citosol celular. Esta liberacion intracelular de la molécula
terminaria activando a los receptores especificos intracelulares (Andersson, Yang and
Harris, 2018). Este fendmeno es relevante si se considera ala HMGB1 como una alamina
liberada al medio extracelular en condiciones de inflamacion tisular, en donde, HMGB1
puede unirse a PAMPS, logrando con ello amplificar las respuestas inflamatorias locales.
Este mecanismo es relevante en ciertas situaciones como la sepsis. Aqui, el HMGBI es
un mediador tardio fundamental en la falla de o6rganos sistémica y la pérdida de
permeabilidad epitelial (Liu et al., 2006; Deng et al., 2018). Tal es el caso, que se han
documentado mejoras notables en pacientes sépticos tratados con anticuerpos anti-
HMGBI1(Andersson, Yang and Harris, 2018). Asimismo, el proceso de falla de 6rganos
que ocurre durante una sepsis se cree que involucra la activacion intracelular de la caspasa
4/5 (caspasa 11 en ratoén) por medio de LPS. Ciertas evidencias indican que el LPS seria
introducido al citosol por medio de dicho mecanismo (Deng et al., 2018).
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Otra de las funciones del HMGBI1 es mediar la activacion de la respuesta inmune
adaptativa. Se observd que las células dendriticas expuestas al HMGBI1 presentan una
maduracion acelerada y expresan proteinas inflamatorias: RANTES, IL-1a, IL-12, e IL-
2. Este conjunto de citoquinas es capaz de inducir de un fenotipo Thl en células T
activadas (Messmer et al., 2004; Rovere-Querini et al., 2004). Curiosamente, la via de
JAK/STATI, activada por interferones tipo I y II (asociadas al perfil Thl), induce la
acetilacion del HMGBI (Lu et al., 2014). Este fendmeno logra localizar al HMGBI1 en el
citoplasma y favorece su liberacion (Lu et al., 2014). Al mismo tiempo, el HMGB1 es
capaz de inducir piroptosis en macréfagos mediante la lisis de la membrana lisosomal.
Dicho proceso libera catepsina-B al citosol, lo que activa al inflamasoma NLRP3 y
ocasiona la piroptosis, con la consecuente liberacion de alarminas y citoquinas IL-1p e
IL-18 (Xu et al., 2014). De esta forma, este tipo de muerte celular logra liberar mas
HMGBI al ambiente. Este HMGBI1 es capaz de unirse a ADN y ARN circulantes,
formando complejos ADN/ARN-HMGBI, los cuales, al ser internalizados inducen una
fuerte respuesta de IFNs tipo I por medio de receptores vesiculares/citosolicos (Harris,
Andersson and Pisetsky, 2012). Debido a estas propiedades, se considera al HMGB1 un
factor importante en infecciones virales (Wang ef al., 2006) y otras respuestas inmunes
de tipo 1 (Andersson, Yang and Harris, 2018). Asimismo, HMGBI es capaz de polarizar
macrofagos a un fenotipo M1 mediante un mecanismo de activacion del inflamasoma
AIM2 dependiente de TLR4 y RAGE, actuando como una potente alarmina (Wang et al.,
2020). Ademas, HMGBI actta induciendo la proliferacion en poblaciones de células T
CDS8" por medio de su uniéon con RAGE (Sundberg ef al., 2009). A su vez, HMGBI
promueve la respuestas inflamatorias en diferentes mucosas mediante la inhibicion de las
uniones estrechas de las células epiteliales, y endoteliales (Huang et al., 2016). Por otro
lado, se ha observado que esta alarmina promueve la actividad supresora de células Treg
(Schuler et al., 2012), e induce respuestas de Tipo 2 en contextos alérgicos (Ma et al.,
2015). Por todo ello, es claro que HMGBI presenta un gran impacto sobre diferentes
c€lulas del sistema inmune. En la Figura 8, se indican las funciones mas importantes que
hemos mencionado.
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Infografia de la via del HMGB1
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Figura 8- Infografia de la alarmina HMGBI1. Se muestra un resumen de los diferentes aspectos
biologicos de esta alarmina. Nota: el simbolo “+” simboliza activacion o union de factores.

4-84



Parte A: Analisis de las Alarminas IL-33, IL-1o. y HMGBI en Intestino Delgado

4.2 Justificacion e hipotesis general sobre las potenciales relaciones entre los ejes
I1L.-33. IL.-10. HMGBI1 v la Enfermedad Celiaca

En esta subseccion se describen las causas y potenciales implicaciones de las alarminas
mencionadas en la enfermedad celiaca y en general en el entendimiento de su rol en
patologias intestinales.

Como se comento en la introduccion general, y en el anexo del modelo de la patogenia
de la EC, existe un modelo teorico, atin incompleto, basado en evidencia experimental
que ayuda a entender el posible inicio y desarrollo de la enfermedad celiaca. Es en este
modelo, donde hay interés por incorporar nuevos conocimientos que ayuden a extender
la comprension de la patologia, para mejorar la prevencion, validar nuevos modelos
animales, como también disefiar nuevos tratamientos. Es aqui donde las alarminas
mencionadas pueden verse involucradas en varios nodos del modelo. Se ha visto que las
alarminas pueden jugar un rol en eventos de maduracion de células dendriticas y
moderadoras del perfil T efector, en la activacion y proliferacion de células T efectoras,
en la induccidn de respuestas proinflamatorias del epitelio y endotelio, y en la activacion
de la inmunidad innata. Es por ello, por lo que se puede postular un rol relevante para
estas proteinas en la EC.

Como ya se ha comentado, la patogenia de la EC se basa en la generacion de células T,
de perfil Thl, reactivas a péptidos derivados de gliadinas en el intestino delgado de
individuos con susceptibilidad genética. Dicha respuesta inmune conduce a la produccion
local de IFNs tipo I y I, junto con IL-21, y TNFa (Abadie et al., 2011). La hipotesis
general de nuestro trabajo es que dichas moléculas son capaces de generar un ambiente
inflamatorio con una induccion de las vias de muerte celular proinflamatoria (piroptosis
y necroptosis) tanto en células de la inmunidad innata, como estromales (endoteliales,
epiteliales, fibroblastos), al mismo tiempo que se desencadenan vias pro-apoptoticas en
otras cé¢lulas (Shalimar et al., 2013; Perez et al., 2021). Curiosamente, estos eventos se
caracterizan por generar respuestas antagonicas, la apoptosis genera respuestas
tolerogénicas, mientras que los eventos derivados de muerte por necroptosis y piroptosis
inducen respuestas proinflamatorias. Dicha respuesta inflamatoria local es llevada a cabo
por dos grandes grupos de proteinas: alarminas (IL-33, HMGBI, IL-1a, entre otras) y
citoquinas (IL-1B, IL-18 e IFNs I y II) Estos mediadores, amplifican la respuesta
inflamatoria inicial, estimulando la respuesta del sistema inmune Tipo 1 y/o la respuesta
citotoxica. La respuesta citotoxica induce apoptosis de las células estresadas por el
ambiente inflamatorio. El conjunto de respuestas inducidas conduce al dafio histologico
del intestino delgado de los pacientes celiacos activos.

Nuestro grupo de trabajo se ha abocado al estudio de eventos de muerte proinflamatoria
en la mucosa de los pacientes celiacos y como dichos eventos influencian los nodos del
modelo patogénico mencionado en el anexo. En este sentido, nos enfocaremos en el
estudio de las alarminas IL-33, IL-1o0y HMGBJ1, su expresion y su potencial rol biologico
en la mucosa duodenal de pacientes celiacos activos.

El estudio de estas alarminas en EC es muy incipiente, de hecho, solo se han publicado
dos articulos, uno relacion entre 1L-33 (Lopez-Casado ef al., 2017) y otro sobre HMGBI1
(Manti, Cuppari, Tardino, et al., 2017) que seran discutidos en las siguientes secciones.
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4.3 Objetivos especificos de la parte A

e Describir y analizar el eje IL-33/ST2 en la mucosa intestinal humana y en
pacientes celiacos activos. Analizar las células involucradas en este eje y evaluar
posibles roles en la patogenia de la enfermedad celiaca.

e Describir y analizar los ejes IL-1o/IL-1R y HMGBI1 en el intestino delgado de
pacientes celiacos al diagndstico y muestras de poblacion control.

4.4 Hipotesis de trabajo de la parte A

Las hipotesis de este trabajo se desarrollan en los siguientes puntos:

e Hipdtesis 1: Existe una asociacion entre la enfermedad celiaca activa y el nivel de
expresion de las alarminas IL-33, HMGBI, IL-1a. Existe una induccion de estas
proteinas en la enteropatia celiaca.

e Hipodtesis 2: Existe una mayor liberacion de las alarminas IL-33, IL-1oo y HMGB1
en la mucosa duodenal con enteropatia celiaca.
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4.5 Resultados de la evaluacion del eje 11.-33/ST?2

4.5.1 Evaluacion de los niveles de IL-33 y ST2s en suero de pacientes celiacos
activos y no celiacos

Para comenzar el estudio de este eje, determinamos los niveles circulantes de IL-33 y de
ST2s en suero de pacientes ACD y NC, empleando ELISA comerciales. Como se muestra
en la Figura 9, los pacientes celiacos activos presentan mayores niveles circulantes de
IL-33 y de la version soluble de ST2, ST2s. Estos hallazgos son similares a los descriptos
por Lopez-Casado y col. (Lopez-Casado et al., 2017), estudiando una poblacion
pediatrica espafiola. Si bien, estos resultados sugieren que estas proteinas han sido
liberadas al medio extracelular, no indican que sean expresadas a nivel intestinal, ni como
consecuencia de una respuesta local en intestino delgado. Para realizar esta evaluacion se
analizo la expresion de IL-33, ST2L y ST2s en biopsias intestinales de pacientes ACD y
NC.
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Figura 9- Niveles de IL-33 y ST2s en suero de pacientes celiacos activos (ACD) y controles
no celiacos (NC). A.- Niveles circulantes de IL-33 en ACD (n=33) y NC (n=20). B.- Niveles
séricos de ST2s en ACD (n=36) y NC (n=39). En los graficos, se muestran los niveles de cada
paciente con un punto negro, las barras representan en valor promedio de cada poblacion y su
error estandar (SEM). Se utilizo un analisis por “test de student” no pareado, con una correccion
de Welch para poblaciones con desviacion estandar diferente (** p<0.01).

4.5.2 Evaluacion del nivel de expresion de IL-33, ST2L y ST2s en la mucosa
duodenal de pacientes celiacos activos

Para realizar una evaluacioén cuantitativa de la expresion de estas proteinas realizamos
estudios por western-blot de proteinas totales extraidas de piezas de biopsias duodenales
tanto en pacientes celiacos como de muestras de poblacion control. Como se muestra en
la Figura 10-A, ST2s present6 un peso molecular de aproximadamente 57 kDa, mientras
que la version receptor de membrana presentd pesos moleculares en el rango de 72 a 100
kDa. Esta variedad de bandas proteicas para el ST2L pueden ser consecuencia de
diferentes modificaciones postraduccionales por N-glicosilacion (Yoshida et al., 1995).
En la Figura 10-B, se observa que los niveles de ambas proteinas se encuentran
significativamente aumentados en muestras de la poblacion celiaca activa. Estos
aumentos, por si solos, no permiten definir si la [L-33 libre es capaz de mediar una senal
transmembrana. Esto se debe a la capacidad de IL-33 para unirse a su receptor depende
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no solo del aumento de IL-33 libre, sino también de las concentraciones relativas de las
versiones ST2L y de ST2s. Por esta razon, en la Figura 10-C se muestra la evaluacion de
la relacion ST2L/ST2s, donde se observa que no hay diferencias entre la poblacion NC y
la ACD. Esto ultimo confirma que el aumento de la produccion local en la mucosa
duodenal en EC de ambas versiones es balanceada y equivalente a la mucosa normal. Por
lo tanto, se estima que IL-33 pueda senalizar en la mucosa duodenal en EC activa.
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Figura 10- Analisis de expresion de IL-33 y ST2 mediante western-blot de proteinas totales
extraidas de la mucosa duodenal de pacientes celiacos activos y no celiacos. A y D.- Imagenes
representativas de los western blot realizados para ST2L y ST2s o de las diferentes versiones
producto de corte enzimatico de 1L-33 (25 kDa, 21/20 kDa or 18 kDa) y la version completa (34
kDa). Se utiliz6 beta-actina como control interno de la corrida. B.- Resultados de la comparacion
de la relacion de la densidad de intensidad de cada una de las bandas correspondientes a ST2s o
ST2L normalizadas con la sefial de la beta actina normalizados a los controles sanos, para
pacientes ACD (ST2L n= 12, ST2s n=13) y NC (ST2L n= 10 y ST2s n= 10). C.- Relacién entre
la sefial de ST2L y ST2s para ACD (n=12) y NC (n=10). E.- Relacion de densidad de intensidad
de cada una de las bandas de IL.-33 y la beta actina normalizadas con los controles para pacientes
ACD (n=9) y NC (n=7). F.- Relacion de la densidad de intensidad de cada una de las bandas de
IL-33 contra la suma total de todas ellas para cada paciente ACD (n=9) y NC (n=7). Los graficos
se muestran con la media de cada poblacion y el error estandar (SEM). Se empled test de Student
no paramétrico para todas las comparaciones (* p<0.05; ** p<0.01, *** p<0.001) a excepcion de
E, donde se utiliz6 un andlisis no paramétrico de Mann-Whitney.

El estudio de IL-33 (Figura 10-D) muestra diferentes versiones o “fragmentos” con pesos
moleculares que se corresponden a los productos de corte con enzimas extracelulares
como: elastasa de neutrofilos, catepsina G, quimasa, triptasa y granzima B. Segln
bibliografia, estas enzimas generan productos C-terminales de 21/20 kDa y 18 kDa, los
cuales presentan mayor actividad biologica (Lefrangais et al., 2012; Lefrancais et al.,
2014).
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En el caso de los fragmentos de 25 kDa resulta dificil identificarlos como subproductos
de la actividad proteolitica de las enzimas mencionadas, o de las caspasas 3/7 en apoptosis
(Liithi et al., 2009). Como se ve en la Figura 10-E, encontramos diferencias significativas
en la produccion de los fragmentos de 21/20 kDa y el de 18 kDa, no asi en la proteina
completa (aproximadamente de 34 kDa) o en las versiones de 25 kDa. Mientras que en la
Figura 10-F se observa que la cantidad relativa a la proteina total de los fragmentos 21/20
kDa y 18 kDa estd incrementada en los pacientes ACD. Estos hallazgos sugieren la
presencia de diferentes mecanismos enzimaticos capaces de incrementar la bioactividad
de la IL-33.

En conjunto, estas observaciones indican que la mucosa duodenal de los pacientes ACD
presentan una liberacion activa de IL-33. A su vez, y basandonos en datos bibliograficos,
consideramos que la proteina IL-33 podria tener mayor bioactividad debido a la
abundancia de las versiones de 18 kDa y 20/21 kDa. En cuanto a ST2s, como asi también
de la version de membrana ST2L, en los pacientes celiacos observamos una mayor
expresion de ambas versiones, sin alterarse la relacion entre ellas.

4.5.3 Evaluacion histologica de la expresion y localizacion de 1a IL-33 y su receptor
ST2 en la mucosa duodenal de pacientes celiacos activos

En la Figura 11 se observa que la IL-33 se expresa en epitelio y lamina propria de ambos
grupos de pacientes. Es llamativo que se observe una localizacion tanto puntual de la
marca de IL-33 como en forma difusa. Dichas diferencias corresponden a la presencia de
IL-33 nuclear (intensa y bien localizada) y citoplasmatica/extracelular (difusa). En
mucosa duodenal de pacientes celiacos, la expresion de IL-33 parece abarcar una mayor
area, y existe una notable presencia de marca citoplasmatica difusa. Con la finalidad de
comparar el nivel de expresion, se realizd una serie de medidas de la densidad de la
intensidad de la marca o como Ilamaremos de ahora en adelante “RFD” (ver Materiales
y Métodos). Dicho andlisis confirmé un aumento en la sefial de IL-33 en la mucosa
duodenal de los pacientes celiacos activos tanto en el epitelio como en la lamina propria
(Figura 11-B).

Para el receptor de 1L-33, ST2, se observa localizaciéon en ambos compartimentos tanto
para pacientes ACD y NC (Figura 11-C). A diferencia de IL.-33, ST2 present6 una marca
discreta, no difusa. El andlisis de RFD (Figura 11-D), arrojo6 resultados similares a los
encontrados para su ligando, con un aumento de sefial en los pacientes ACD tanto en el
epitelio como en la lamina propria subyacente.
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Figura 11- Niveles de expresion y localizacion histolégica de IL-33 y ST2 en la mucosa
duodenal de los pacientes celiacos activos y controles no celiacos. A y C.- Imagenes
representativas del analisis por inmunofluorescencia indirecta para IL-33 y ST2 (ambos en color
verde y los nucleos en color azul) en cortes de biopsias de la segunda porcion de duodeno de
pacientes celiacos activos (ACD) y controles no celiacos (NC). Las flechas blancas indican las
zonas de expresion de IL-33 asociadas al infiltrado de la lamina propria proximas al epitelio
luminal. B y D.- Andlisis de la densidad relativa de fluorescencia (RFD) para IL-33 y ST2 en los
compartimientos epiteliales o lamina propria. Los resultados se muestran como los resultados de
cada paciente como un punto y el promedio con las barras indicando el error estandar (SEM). El
analisis estadistico fue “test de student” no pareado (* p<0.05; ** p<0.01).
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4.5.4 Evaluacion de células IL-33" en la mucosa duodenal de ACD y NC

En la Figura 12 se observa que una diversidad de tipos celulares expresa IL-33 en los
pacientes ACD. Inicialmente, se estudiaron las células descriptas en la bibliografia como
posibles productoras de la IL-33 (Pichery et al., 2012). Particularmente, se observaron
células IL-33" con disposiciones muy ordenadas, de tipo ahusadas, en la lamina propria,
lo que sugeria potenciales células endoteliales y fibroblastos como productores de esta
alarmina. Estas células resultaron ser positivas para el marcador de células endoteliales
CD31, y presentaron una expresion tanto nuclear como citoplasmatica (Figura 12-A y
B). En menor medida, se encontraron células IL-33" SMA®, que correspondian a
miofibroblastos. Dada la localizacion perivascular de muchas de las células SMA™ es
posible que alguna de ellas sean pericitos. Asimismo, algunas de las células SMA™ que
presentaban una localizacion pericriptica fueron identificadas como fibroblastos CD90"
(Figura 12-C). De esta forma, la mayoria de las células IL-33" con localizacion nuclear
corresponden a células endoteliales, y en menor medida fibroblastos y pericitos.

Las demas células que expresan IL-33 en la lamina propria presentaron una localizacion
citoplasmatica, en particular, esto fue notorio en algunas células CD45" (Figura 12-E).
Parte de estas células, presentaban marcadores compatibles con células presentadoras de
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antigeno, células dendriticas, como CD11¢" (Figura 12-F), o CD64" sugiriendo que son
macrofagos o neutréfilos (Figura 12-H). Por otro lado, se encontraron células B (CD20")
productoras de IL-33 (Figura 12-G). En el compartimiento epitelial, se encontraron
enterocitos (EpCAM" y CD45") IL-33", Estas células presentaron una marca difusa en el
nucleo y citosol (Figura 12-D y I).

ACD31IL-33 B SMAIL-33 C CD90IL-33
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Figura 12- Células IL-33" en la mucosa duodenal de los pacientes ACD. Se muestran
imagenes representativas de las células IL-33" en lamina propria y epitelio. En algunas imagenes
se muestra el limite entre el epitelio y la lamina propria se muestra con una linea blanca punteada.
Algunas de las células doble-positivas tanto para IL-33 como para los marcadores, estan indicadas
con flechas blancas. En todas las imagenes, IL.-33 aparece en color verde, los ntcleos en azul y
los marcadores de linaje en rojo. Se muestran barras blancas con las escalas de cada imagen. A.-
CD31 marcador de células endoteliales. B.- SMA (actina de musculo liso) como marcador de
miofibroblastos y pericitos, algunos cercanos a las criptas epiteliales. C.- CD90 como marcador
de fibroblastos. D.- CD45, identifica leucocitos y células mieloides. En la imagen D se ven
enterocitos IL-33"CD45". E.- Se ven algunas células CD45 TL-33" dispersas en la lamina propria,
indicadas con flechas blancas. F.- CD11c se utilizd6 como marcador de células dendriticas, las
cuales aparecen en zonas cercanas al epitelio. G.- Se utilizé CD20 para marcar a las células B.
H.- El CD64 se utiliz6 para marcar a las células macrofagos, y potencialmente algunos neutrofilos.
I.- Se marcaron los enterocitos con EpCAM (CD326).

4.5.5 Evaluacion de células ST2" en la mucosa duodenal de ACD y NC

De forma analoga a lo realizado en el punto anterior para la IL-33, nos interesé estudiar
cuales eran sus potenciales células blanco. Para ello, se utilizé una serie de marcadores
de linaje de células capaces de expresar ST2 seglin bibliografia. Este estudio se realizo
por inmunofluorescencia indirecta en cortes de biopsias duodenales, aunque se hace notar
que no es posible evaluar en forma separada las versiones ST2L y ST2s. Esto es debido
a que lo anticuerpos comerciales reconocen regiones compartidas entre ambas versiones.
Por otro lado, es poco probable que existan células (ST2s" ST2L o ST2L'ST2s) que
produzcan estas variantes por separado. Es por esto, que este analisis identifica células
que expresan cualquiera de las dos versiones.

La Figura 13 muestra diferentes tipos celulares que expresan ST2. Entre ellas, la mayoria
resultaron linfocitos dispersos en el epitelio, y en la lamina propria. Se observa un
incremento de células de origen hematopoyético (CD45") ST2" en el total de la mucosa
y en la lamina propria, y una tendencia no significativa en el epitelio (Figura 13-B). Esta
observacion se confirma por el analisis de RFD realizado en las células CD45" en la
biopsia completa (Figura 13-G). Para el caso de los linfocitos T, se encontr6 un aumento
de las células CD3*ST2" en el epitelio de los pacientes celiacos activos, sin llegar a ser
significativo en lamina propria (Figura 13-C). Esto puede deberse a la presencia de
poblaciones diferentes de linfocitos T en cada uno de los compartimientos. Para evaluar
esta diferencia dentro de las células CD3", se empled la marcacion con CDS. En la Figura
13-D, se puede ver el aumento significativo de células CD8"ST2" en la biopsia total y en
el epitelio, mientras que en la lamina propria solo se observd una tendencia no
significativa. El analisis de RFD confirmé las observaciones anteriores y, ademas, expuso
un aumento de la sefial ST2 en las células CD8" de la lamina propria (Figura 13-D).
Estos resultados muestran un incremento en el nimero de células T CD8ST2 en la
mucosa duodenal de los pacientes ACD, y sugieren que IL-33 podria estar actuando como
una alarmina pro-citotoxica. Esta observacion se corresponde con estudios que muestran
que la mayoria de las células T CD8" en la mucosa duodenal de los pacientes ACD,
presentan un fenotipo citotoxico (Meresse et al., 2004, 2006). Al mismo tiempo, es
conocido el rol de la IL-33 como potenciador de estos procesos en infecciones virales y
respuestas inmune de tipo 1 (Yang et al., 2011; Bonilla, Frohlich, et al., 2012).
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Por otro lado, en la lamina propria encontramos células plasmaticas ST2*CD138" y
células, posiblemente macrofagos, CD64"ST2". En ambos casos, no se encontraron
diferencias en la proporcion de estas células entre ambos grupos de pacientes. Sin
embargo, su hallazgo es interesante ya que sugiere la presencia de macréfagos sensibles
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Figura 13- Células ST2* en la mucosa duodenal de los pacientes celiacos. Se muestran
imagenes representativas de las células ST2" en lamina propria y epitelio de mucosa duodenal de
pacientes celiacos (ACD) y poblacién control (NC). El limite entre el epitelio y la lamina propria
se muestra con una linea blanca punteada. Algunas de las células doble-positivas tanto para ST2
como para los marcadores en estudio, estan indicadas con flechas blancas. En algunos casos, las
células epiteliales ST2" fueron marcadas con flechas blancas cortadas. En todas las imagenes, ST2
aparece en color verde, los nticleos en azul y los marcadores de linaje en rojo. A.- Se utiliz6 el
marcador CD45 para identificar a las células de origen hematopoyético tanto en epitelio como
lamina propria. El marcador CD3 para identificar a las células T, y el marcador CDS8 para
identificar a las células T CDS8", en los mismos compartimientos. Por otro lado, el marcador
CDI138 identifico a las células plasmaticas. El marcador SMA para evidenciar células
miofibroblastos, y el marcador CD64 para identificar macrofagos y posiblemente neutrdfilos. B.-
Resultados de los recuentos para las células CD45" en el total de la mucosa, en el epitelio o en la
lamina propria. El mismo analisis se realizo para CD3 (C) y CDS8 (D). E.- Recuentos de las marcas
CD138 y en F para el marcador CD64. G.- Analisis por RFD de CD45" en ¢l tejido entero y en H
para CD8 en cada uno de los compartimientos. En todos los casos los graficos se presentan para
cada una de las poblaciones de estudio ACD y NC, con la media de la distribucion en la posicion
superior de la barra de color y las barras oscuras indicando el error estindar (SEM). Los ensayos
estadisticos fueron “Test de Student” no pareados con correccion de Welch para comparaciones
entre poblaciones con diferentes dispersiones si fuera necesario (* p<0.05; ** p<0.01).

a [L-33, los cuales podrian participar en mecanismos de reparacion del dafio tisular (Yin
etal.,2013). Ademas, el hallazgo de células plasmaticas CD138"ST2" es una observacion
no descripta, ya que las unicas células B respondedoras a IL-33 en la mucosa son las B1
(Komai-Koma et al., 2011). Finalmente, la marcacion con anticuerpos anti-SMA no
permiti6 encontrar suficientes células ST2"SMA™,

4.5.6 Las células ST2* expresan T-bet

Nos intereso corroborar si las células ST2" expresaban factores nucleares asociados a
respuestas proinflamatorias de tipo 1, en especial T-bet, por su rol en la diferenciacion de
linfocitos Th1 (Kallies and Good-Jacobson, 2017). En la Figura 14, se muestra el analisis
por inmunofluorescencia, donde se observa que un gran niamero de células ST2" expresan
el marcador T-bet. Estas células se encontraron principalmente en la lamina propria 'y en
menor medida en el epitelio de la mucosa duodenal de los pacientes ACD. Futuros analisis
permitiran comparar el niimero de células ST2"T-Bet" entre las poblaciones de estudio.
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A ST2 T-bet ADN

0

B ST2 T-bet ADN

Figura 14- Células ST2'T-bet’. Micrografias con diferentes magnificaciones finales,
correspondientes a la marcacion de ST2 (verde), T-bet (rojo) y nucleos (azul). El limite entre el
epitelio y la lamina propria se muestra con una linea blanca punteada. Algunas de las células
doble-positivas estan indicadas con flechas blancas. A. y B.- Células doble positivas ST2 T-bet"
(amarillas) en lamina propria de la mucosa intestinal de un paciente celiaco sin tratamiento. C.-
Células ST2"T-bet" en el epitelio apical de la mucosa intestinal de un paciente celiaco sin
tratamiento.

4.5.7 Modulacion de la IL-33 epitelial por estimulos inflamatorios

Para evaluar una posible modulacion de la expresion de IL-33 en células epiteliales se
utilizé a las células HT-29 (modelo de células epiteliales intestinales humanas). Estas
células fueron estimuladas por diferentes tiempos (6, 24 y 48 hs) con citoquinas
proinflamatorias (IFNy, IFNB) que se encuentran incrementadas en la mucosa duodenal
de pacientes celiacos (Nilsen ef al., 1998; Monteleone ef al., 2001). También se incluyo
como estimulo el péptido derivado de gliadinas p31-43, que nuestro grupo ha demostrado
induce respuestas proinflamatorias en la mucosa de intestino proximal en raton cuando
es administrado por via intragastrica (Gomez Castro et al., 2019). Ademas, incluimos al
estimulo con poly I:C (PIC) como agonista de TLR3, capaz de inducir IL-33 en otras
células epiteliales (Zhang et al., 2011). Hemos evaluado distintas condiciones de
estimulacion basados en datos previos de bibliografia usando estos estimulos. En la
Figura 15, se observa que el PIC fue el unico de los estimulos evaluados capaz de
estimular la produccion de IL-33 en las HT-29 en estas condiciones. Este constituye en
modelo simple para que, en futuros evaluaciones, se estudien las sefiales que conducen a
la expresion de IL-33 en células epiteliales.
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Figura 15- Niveles relativos (U.R.) de ARNm del gen IL.-33 en células HT-29 estimuladas.
Las células HT-29 fueron estimuladas en base a diferentes esquemas segun el estimulo en
particular. Se estimularon con p31-43 (100 pg/mL) en tres tiempos diferentes (6, 24 y 48 hs),
IFNy (50 ng/mL) por 24 hs y PIC (10 pg/mL) por 6hs. El analisis estadistico utilizado fue
ANOVA post-test Dunnet, (*** significa p-Valor < 0.001). Los ensayos mostrados corresponden
a 3 repeticiones independientes con triplicados en cada repeticion. Se muestran graficos de barra
para cada estimulo evaluado con sus correspondientes valores de error sistematico.

4.5.8 Modulacion de la expresion de IL-33 en un modelo murino de inflamacion
aguda

Con el fin de evaluar la modulacién de IL-33 in vivo en intestino delgado empleamos un
modelo experimental de enteropatia en ratones C57BL/6 desarrollado por nuestro grupo
(Araya et al., 2014; Gomez Castro et al., 2019). En este modelo, se administrd por via
intragastrica los estimulos: p31-43 (20 pg/ raton), PIC (30 png/g animal) y p31-43 (20 pg/
raton) + PIC (30 pg/g animal) o el vehiculo PBS. A las 16 hs post-estimulo se procesaron
los tejidos para evaluar la expresion de IL-33 por inmunofluorescencia y western-blot.

En la Figura 16, se observa que todos los estimulos generaron un dafio histologico leve
caracterizado por un incremento del nimero de linfocitos intraepiteliales (LIEs) y una
disminucion de la relacion V/C. Los estimulos PIC y PIC+p31-43 incrementaron la
expresion de 1L-33 en células epiteliales (Figura 17). El analisis de RFD muestra que el
aumento de intensidad de la marca fue solo evidente con el estimulo combinado de PIC
+ p31-43, lo que concuerda con la medida de IL-33 total por western-blot. Por lo tanto,
los resultados sugieren que p31-43 o PIC no generan, por si mismos, un aumento
significativo en la expresion de IL-33, pero que ambos estimulos combinados
desencadenan sefiales complementarias que potencian la induccion de 1L-33.
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Figura 16- Modelo murino de inflamacion aguda en duodeno. A.- Relacion V/C en los animales
estimulados con p31-43 (n=4), PIC (n=5), PIC+p31-43 (n=5) o el control de vehiculo PBS (n=4).
B.- Imagenes representativas de la tincion H&E de intestino delgado proximal segtin el tratamiento.
Las imagenes se muestran con un aumento de 200X final. C.- Recuentos manuales de LIEs por
cada 100 enterocitos para cada una de las condiciones ensayadas: p31-43 (n=4), PIC (n=5),
PIC+p31-43 (n=5) o el control de vehiculo PBS (n=4). D.- Imagenes representativas de los
compartimientos epiteliales utilizados para los recuentos de LIEs. Las imagenes se encuentran con
un zoom de 400X final, y las flechas negras indican algunos de los LIEs. En todos los casos los
graficos representan la media y las barras oscuras son correspondientes al error estandar (SEM).
Los analisis estadisticos fueron realizados por ANOVA post- prueba de Dunnet (* p<0.05, **
p<0.01, y *** p<0.001).
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Figura 17- Modulacion de la produccion de IL-33 en un modelo de inflamacion intestinal
aguda. A.- Imagenes representativas del analisis por inmunofluorescencia de IL-33 en intestino
delgado proximal de animales tratados con: PBS, p31-43, PIC o PIC+p31-43. En las imagenes,
IL-33 aparece en verde y los nucleos en azul. Las imagenes fueron obtenidas con un zoom de
200X final. B.- Recuentos manuales de las células IL-33" expresados como densidad de células
IL-33" por area (um?). También se muestran los resultados de los analisis de RFD de las mismas
imagenes. Los resultados se presentan en la mucosa total, epitelio o la lamina propria. En todos
estos casos se utilizd: n=4 para control (PBS), n=4 p31-43, n=5 PIC y n= 5 PIC+ p31-43. C.-
Imagenes representativas del analisis por western-blot de proteina total de intestino delgado
proximal de los animales tratados para todos los estimulos. Se encuentra sefialada a la banda
correspondiente a la IL-33 completa (aproximadamente 31 kDa), y a la beta-actina utilizada como
control interno. D.- Analisis de la relacion de intensidad de banda de 1L-33 relativos al control de
beta-actina. Se utiliz6 un n=5 PBS, n=5 p31-43, n=4 PIC y n=4 PIC+p31-43. En todos los casos
los graficos representan la media y las barras oscuras son correspondientes al error estandar
(SEM). Los analisis estadisticos fueron realizados por ANOV A post- prueba de Dunnet (* p<0.05,
** p<0.01, y *** p<0.001).
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4.5.9 Analisis de la expresion transcripcional de los factores del eje 1L.-33/ST2 en
intestino delgado humano

Debido a que IL-33 fue eficazmente inducida in-vitro e in-vivo mediante el agonista TLR3
poly I:C, y que parte de las células ST2" resultaron ser linfocitos T CD8", nos interesd
evaluar si otros factores asociados a la EC y a infecciones virales correlacionaban con los
componentes del eje. El principal motivo para realizar este estudio se fundamenta en que
varios modelos de infecciones virales in vitro, y modelos murinos, conllevan a una
activacion del sistema IL-33/ST2. A su vez, este eje es capaz de inducir una respuesta
inflamatoria parcialmente dependiente de células T CD8" ST2" citotdxicas. Entre estos
factores, la via de Interferones es una de las mas vinculadas con ambos fenomenos (Yang
et al.,2011; Arshad et al., 2013; Liang et al., 2017; Stav-Noraas et al., 2017; Baumann
etal.,2019; Aparicio-Domingo et al., 2020). Es por ello, que decidimos estudiar mediante
RT-gPCR, el nivel de expresion de ARNm de los correspondientes transcriptos de los
genes /L33, ILIRLI (ST2sy ST2L) en las poblaciones de control y celiacos activos, y su
potencial correlacion con el nivel de expresion de transcriptos asociados a la respuesta a
IFNs. Entre estos ultimos se seleccionaron a los transcriptos correspondiente a los genes
IFNBI, IFNG, IL10, IRFI1. A su vez, se realizaron las correlaciones entre los niveles
relativos entre dichos factores y también se incluy6 las relaciones IFNG/IL10 e
IFNB1/IL10.

La Figura 18 muestra una tendencia, no significativa, a una mayor expresion para los
niveles de transcriptos de 1L33, ST2s y ST2L en los pacientes ACD. Por otro lado, se
observaron correlaciones estadisticamente significativas entre ciertos componentes del
eje, como IL-33 y ST2s y mediadores inflamatorios. En particular, se destacan cuatro
correlaciones significativas (Figura 18-(C-E). De esta forma, encontramos correlaciones
entre IL-33 y ST2s. No se encontraron correlaciones significativas entre 1L-33, ST2-S/L
con IFNG, IFNB1 o IL10. Sin embargo, si se observd una correlacion entre [L.33, ST2s e
IRF1. Esto resulta particularmente interesante, porque IRF1 es uno de los principales
factores de transcripcion regulados por IFNs, y al mismo tiempo, es un factor asociado
con la expresion de IL-33 en células endoteliales sometidas a infecciones virales (Stav-
Noraas et al., 2017). A su vez, estos resultados sugieren que los IFNs podrian estan
vinculados con el nivel de expresion de factores del eje IL-33/ST2.
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Figura 18- Correlacion entre factores del eje IL-33/ST2 y mediadores inflamatorios en
mucosa duodenal de pacientes ACD y NC. A.- Graficos de barra con SEM que muestran los
niveles relativa de expresion de IL33 (NC, n = 11; ACD, n=15), ST2s (NC, n=10: ACD, n = 12)
y ST2L (NC, n=5; ACD, n = 7). El analisis estadistico empleado fue Test de Student no pareado
con correccion de Welch. B.- Mapa de calor para las correlaciones (r de Pearson) entre los factores
analizados. En los demas graficos se muestran los analisis de correlacion entre los niveles de
expresion relativos para ST2s e IL-33 (C), IRF1 con IL-33 (D), ¢ IRF1 con ST2s (E). En todos los
casos de analisis de correlacion se realizaron por el test de Pearson. En los graficos C-E, se
muestran el p-valor y el indice r de Pearson correspondiente.
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4.6 Resultados de la alarmina IL-1a

4.6.1 Expresion de la alarmina IL-1a en la mucosa duodenal de los pacientes
celiacos activos

En el anélisis por microscopia de fluorescencia se observa que la IL-1a se encuentra tanto
en el epitelio como en células de la lamina propria ( Figura 19). En los pacientes ACD,
las células de lamina propria presentaron una marca abundante, especialmente en
regiones proximas al epitelio apical. A su vez, los pacientes ACD presentaron un aumento
significativo en el andlisis de RFD para IL-1a, tanto en el epitelio como en la mucosa
total, mientras que en la lamina propria el resultado no fue significativo.

A NC ACD

IL-1a
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Figura 19- Analisis de la expresion de IL-1a en la mucosa duodenal de pacientes celiacos activos.
A.- Imégenes representativas del andlisis por inmunofluorescencia de IL-1a en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos activos (ACD) y controles no celiacos (NC). Las imagenes se obtuvieron con una
magnificacion total de 200X, se muestran barras blancas con las escalas correspondientes. B.- Analisis
de RFD para IL-1a en la mucosa total, el epitelio o la lamina propria, en ACD (n=9) y NC (n=9). Los
diagramas de barras representan la media en su altura maxima para cada poblacion y las barras oscuras
el error estandar (SEM). En todos los casos se utilizé el ensayo estadistico de “test de Student” no pareado,
con correccion de Welch si fuera necesaria (* p<0.05, ** p<0.01).

4.6.2 Analisis de las células IL-10" en la mucosa duodenal de los pacientes celiacos
activos

Con el fin de caracterizar la expresion de esta alarmina, se realizaron andlisis por
inmunofluorescencia con marcadores de diferentes linajes celulares como: CD45 (células
de origen hematopoyético), CD3 (linfocitos T), CD31 (endotelio) y SMA
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(miofibroblasto). La Figura 20 muestra imagenes representativas de estas marcaciones
donde se observa que las células CD45" presentaron una tincion leve y difusa,
preferentemente citoplasmatica. Estas células CD45'IL-lo" fueron encontradas
principalmente en la lamina propria. Ademas, resulta interesante que se observaran
numerosos enterocitos (células CD45°) IL-1a" en el epitelio de los pacientes ACD (Figura
20-B). Por otro lado, practicamente no se encontraron células CD3"IL-1a". Mientras que
algunos vasos (células endoteliales, CD31") de la mucosa duodenal expresan IL-1a de
manera difusa en el citoplasma. Estos vasos se hallaron principalmente en la zona de
contacto entre mucosa y submucosa. También encontramos que IL-la se expresa en
varias células fusiformes SMA', probablemente miofibroblastos, ubicados entre la
mucosa y submucosa, rodeando las criptas epiteliales. Esto ultimo resulta semejante a lo
ya descripto para IL-33 siendo, tanto esta alarmina como IL-1a., proteinas abundantes en
las células mesenquimales intestinales. De este modo, podemos concluir que diversas
células expresan IL-la en la mucosa intestinal en ACD, con una localizacion
principalmente citosolica, siendo las c€lulas epiteliales las que mas la expresan.

A IL-1a B IL-1a

Figura 20- Patron de expresion
de IL-1a en diferentes tipos de
células en mucosa duodenal de
pacientes ACD. Imégenes
representativas del analisis por
inmunofluorescencia para IL-la
(en rojo), nucleos (en azul) y
diferentes marcadores de linaje
celulares (verde). Los marcadores
fueron: A.- CD3; B.- CD45, C.-
CD31 y D.- SMA. En todos los
casos se sefalan algunas de las
células doble positivas con una
flecha blanca. Las zonas de
epitelio fueron delimitadas con
una linea blanca entrecortada.

C IL-1a

4.6.3 Evaluacion del nivel de expresion de IL-10 en mucosa duodenal de pacientes
ACD yNC

En la Figura 21, se muestran los resultados del analisis por western-blot para IL-1a en la
mucosa duodenal de pacientes NC y ACD. Se identificaron tres versiones, o fragmentos,
de la proteina, un fragmento de 36 kDa correspondiente a la pro-IL-1a (version “Full”),
y dos versiones, producto de clivaje enzimdtico, una correspondiente a 20/19 kDa y otra
de 17 kDa. Como se comentd en la introduccion, estas ultimas dos versiones son
consideradas versiones maduras de la alarmina. La cuantificacion de las bandas indico
una concentracion similar de las tres versiones en las poblaciones de pacientes evaluadas
(Figura 21-B). Sin embargo, un analisis de proporcion de cada uno de los fragmentos
mostré6 una caida sustancial en la expresion de la pro-IL-la, coexistente con un
incremento de la proporcion de la version madura de 17 kDa (Figura 21-C yD). Si bien
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estos resultados pueden deberse a una caida de la expresion de la version full y a un leve
incremento de la banda de 17 kDa, sefialan que los pacientes celiacos activos presentan
mayor disponibilidad de las versiones maduras de IL-1a. Segun bibliografia, la calpaina
en el citoplasma y la quimasa en el medio extracelular podrian ser enzimas encargadas
del clivaje que genera la version de 17 kDa, mientras que la version de 19/20 kDa puede
generarse por granzima-B, caspasa-5, o elastasa de neutrofilos (Carruth, Demczuk and
Mizel, 1991; Afonina et al., 2015; Wiggins et al., 2019). Por lo tanto, es posible que los
procesos inflamatorios presentes en la mucosa de los pacientes ACD sean capaces de
procesar la IL-1a, incrementando la cantidad de IL-1a madura.
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Figura 21- Analisis de western blot de IL-1a en mucosa duodenal de pacientes ACD y NC.
A.- Imagenes representativas del inmunobloting de IL-1a y el control de normalizacion de -
actina. Se muestran los pesos moleculares y la nomeclatura de cada uno de ellos. B.- Resultados
del analisis de intensidad relativa de los tres fragmentos, y el total de IL-1a normalizado con el
control de B-actina, relativo a los controles (NC, n=3; ACD, n=4). C.- Resultados del analisis de
intensidad relativa de los tres fragmentos relativo al total de IL-1a (NC, n= 3; ACD, n= 4). D.-
Resultados del analisis de intensidad relativa de las versiones clivadas relativas a la pro-IL-1a
(NC, n= 3; ACD, n= 4). Los analisis estadisticos utilizados fueron Test de Student no pareado
para cada fraccion (* p<0.05; ** p<0.01).

4.6.4 Evaluacion del nivel de expresion transcripcional del sistema IL-10/IL-1R1
en mucosa duodenal de pacientes ACD y NC

Prosiguiendo con el andlisis del sistema de la alarmina IL-10, se midieron los niveles de
los transcriptos correspondientes a los genes que conforman parte del sistema: /L4,
ILIRI, ILIR2. En la Figura 22, se muestra un aumento en el nivel de expresion de IL1A
e IL1R2, pero no de ILIR1, en los pacientes ACD respecto de los NC. Esta induccion en
la expresion de la IL1A apoya lo observado en el andlisis por RFD en secciones de las
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biopsias intestinales de pacientes ACD, y al mismo tiempo, da sustento a la hipdtesis de
un mayor procesamiento de la pro-IL-1a en los pacientes ACD.

Sin embargo, debido a que observamos un incremento en las versiones maduras de la Pro-
IL-1a resulta llamativo el aumento en la expresion del gen /L/R2, un factor inhibidor del
procesamiento de esta alarmina. No obstante, debemos considerar que existen diferentes
procesos que permitirian la maduracion de la IL-1a en presencia de IL-1R2. Entre los
antes discutidos, podemos considerar la activacion de la caspasa-1, o el clivaje de la Pro-
IL-1o. en membrana por enzimas extracelulares (Zheng et al., 2013). Por ende, la
existencia de estos fenémenos podria generar una mayor abundancia de versiones
maduras de IL-1a disponibles para activar diferentes células en el tejido.

IL1A IL1R1 IL1R2

0.00003 * 3 0.0003 *
o 4 o
= 0.00002 =N = 0.0002 .
E E . £
E [ E E
< 0.00001 y < 1 < 0.0001 .

0.00000 0.0000

NC ACD NC ACD NC ACD

Figura 22- Analisis por RT-qPCR de los niveles relativos de expresion de factores del eje
IL-1o/IL1R1. Se muestran graficos de barra mas sus respectivos SEM. Los valores obtenidos
para la muestra de cada paciente son representados como un circulo negro. Los transcriptos
analizados corresponden a las proteinas IL-1a, IL-1R1 y IL-1R2. El analisis estadistico fue Test
de Student con correccion de Welch si fuese necesario (* p <0.05).
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4.7 Resultados de la alarmina HMGB1

4.7.1 Analisis de la expresion de la alarmina HMGB1 en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos activos

Con el objetivo de estudiar el patron de expresion de la proteina HMGBI en la mucosa
duodenal se realiz6 en analisis por inmunofluorescencias sobre cortes histologicos de la
mucosa duodenal de los pacientes ACD y NC (Figura 23). Por lo mostrado es las
iméagenes de la Figura 25-A es evidente que HMGBI1 presentd una localizacion
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Figura 23- Analisis de la expresion de HMGBI1 en la mucosa duodenal de los pacientes celiacos
activos y poblacién control. A.- Imagenes representativas de las inmunofluorescencias para
HMGB/1en los tejidos de pacientes ACD o NC. En todos los casos, HMGB1 se muestra en rojo y
los nucleos en azul. Las imagenes fueron obtenidas con una magnificacion final de 200X. B.-
Valores de las mediciones de RFD en mucosa duodenal de los pacientes celiacos ACD (n=11) y
NC (n=6) para la mucosa duodenal completa, el epitelio o la lamina propria. Los diagramas de
barras representan la media en su altura maxima para cada poblacidn y las barras oscuras el error
estandar (SEM). En todos los casos se utilizo el ensayo estadistico de “test de Student” no pareado,
con correccion de Welch si fuera necesaria (* p<0.05, ** p<0.01).

principalmente nuclear. Sin embargo, en ciertas regiones de la mucosa (Figura 25-B), las
células mostraron una marca con predominancia citosdlica. Esta localizacion se encontro
en solo algunas células epiteliales y de la lamina propia. Aunque es de notar que dicha
marca resultd ser mas evidente en los tejidos de los pacientes celiacos activos. El analisis
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de densidad de intensidad de fluorescencia muestra que los pacientes ACD presentan un
aumento de la proteina en toda la mucosa. Por otro lado, evidenciamos que distintas
células, entre ellas células leucocitos (CD45%), linfocitos T (CD3"), y células
miofibroblastos (SMA™), expresan HMGB1 (Figura 24), aunque la intensidad de la
marca fue menor que la observada en las células epiteliales.

A
HMGB1
HMGB1
B

20 ym

Figura 25- Localizacion en nucleo y citoplasma de HMGBI1. Imagenes representativas de
inmunofluorescencia para HMGB1 de la mucosa duodenal de dos pacientes ACD. A.- El recuadro
blanco indica la region de la mucosa duodenal a estudiar en las imagenes subsecuentes. Se aprecia
una marca tanto nuclear como citosolica. B.- Se muestra una region del epitelio (sefialada con una
flecha blanca), donde la localizacion de HMGBI es principalmente citosolica.

B CD45 HN\ CSMA'L

Figura 24- Patron de expresion de HMGBI1 en diferentes tipos de células en mucosa duodenal
de pacientes ACD. Imagenes representativas del analisis por inmunofluorescencia para HMGBI y
CD3 (A), HMGBI1 y CD45 (B), HMGB1 y SMA (C). Con flechas se indican células doble positivas
para los marcadores y se demarca el epitelio con una linea entrecortada.
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4.7.2 Analisis de la expresion transcripcional de los factores del

HMGBI1/RAGE en intestino delgado humano

eje

El anélisis por RT-qPCR mostrd que los pacientes celiacos activos presentan un aumento
en el nivel de expresion de RAGE, pero no de su ligando HMGBI1 (Figura 26-A). Esto
resulta particularmente interesante ya que RAGE es uno de los receptores mas relevantes
en la respuesta inflamatoria mediada por HMGBI1. Curiosamente, encontramos que los
niveles relativos en la expresion de este receptor correlacionaban positivamente con los
niveles de expresion del gen /FNG (Figura 26-B). Esto ultimo es llamativo dado que
existen evidencias en pacientes con esclerosis multiple donde el tratamiento con IFNf es
capaz de inducir la expresion de RAGE (Asadikaram et al., 2017). En este caso, los
pacientes celiacos no presentaron una correlacion entre RAGE e IFNBI1, pero si con si
con IFNy. Dado que no encontramos una correlacion entre IFNy e IFNP en nuestra
poblacion de pacientes, y que la via de sefalizacion entre IFNy es similar a la de IFNf,
estos resultados podrian sugerir un posible control de la expresion de RAGE mediado por
IFNy. Sin embargo, nuevos experimentos son necesarios para confirmar dicha sospecha.
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Figura 26- Medidas de expresion relativa de genes correspondientes al sistema
HMGBI1/RAGE. A.- Graficos de barra con sus SEM sobre los niveles de expresion relativos de
las proteinas HMGB1(NC, n=5; ACD, n=9) y RAGE (Gen: AGER) (NC, n=7; ACD, n=10). El
analisis estadistico es test de Student, (**) p-valor <0.01. B.- Correlacion entre los niveles
relativos de ARNm de los genes IFNG, IFNBI y AGER. El analisis estadistico es por Pearson, se
encuentran indicados el p-valor, y el r de Pearson de cada correlacion.
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4.7.3 Analisis de expresion de HMGB1 por western blot

El andlisis por western blot permitid la evaluacion del nivel de expresion de HMGB1 en
biopsias duodenales de pacientes ACD y NC. En la Figura 27, se observa un incremento
en la expresion de la banda de 25 kDa correspondiente a la version no clivada de HMGB1
en la poblacion celiaca activa. Este hallazgo se corresponde a lo mostrado en el analisis
por RFD (Figura 23).

En conjunto, las diferentes metodologias empleadas indican que se produce una induccion
de la alarmina HMGBI1 y su receptor RAGE en la mucosa duodenal de los pacientes
celiacos activos.
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[&]
©
25 »-| S | o (HMGB1 s,
@ °
0] ]
. E 2
42 »| e > BActina 3°g -.-;T
090
NC ACD

Figura 27-Analisis de western blot de HMGB1 en mucosa duodenal de pacientes ACD y
NC. A.- Imagenes representativas del analisis por western blot para HMGBI1 en pacientes no
celiacos (NC) y pacientes celiacos activos (ACD), con las correspondientes marcas de peso
molecular en kDa. HMGB1 mostrd una banda clara a los 25kDa. En la porcion inferior se
muestra el western blot correspondiente B-Actina utilizado como para normalizar. B.- Analisis
de la expresion de HMGBI1 en pacientes NC (n=9), y ACD (n=7). El grafico muestra los valores
de la relacion intensidad de HMGBI vs intensidad de -Actina normalizado a los controles de
cada corrida. El grafico también muestra una barra media correspondiente a la mediana de cada
poblacion. Dado que los analisis de normalidad sugieren un analisis no paramétrico, el analisis
estadistico usado fue Mann-Whitney (* p< 0.05).
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4.8 Discusion v perspectivas

En esta parte, hemos analizado la expresion de tres alarminas en la mucosa duodenal
humana, en particular, comparando tejido proveniente de pacientes con EC al diagnostico
y poblacién control. Empleando distintas estrategias, demostramos que 1L-33, IL-1a y
HMGBI estan incrementadas en la mucosa duodenal de pacientes con enteropatia. A su
vez, en el caso de IL-33 encontramos una mayor concentracion en el suero de pacientes
celiacos activos. Por otro lado, demostramos que para IL-33 e IL-1a se encuentra un
aumento de diferentes versiones generadas por digestion enzimatica, las que han sido
asociadas a una mayor actividad biologica.

Hemos observado que diferentes tipos celulares producen IL-33 en la mucosa duodenal,
entre ellas: células epiteliales, endoteliales, y algunas células mononucleares de lamina
propria, como lo son las células B (CD20"), y macréfagos (CD64"). Esto es interesante,
ya que se ha comprobado que IL-33 es capaz de ser liberada por estas células por medio
de mecanismos diferentes (Guo et al., 2019; Riegler et al., 2019; Shlomovitz et al., 2019).
Para el caso de las células epiteliales, célula endoteliales y los fibroblastos, la necroptosis
y necrosis han sido los mecanismos mas estudiados (Negroni et al., 2017; Orning et al.,
2018; Shlomovitz et al., 2019). En el caso de las células mononucleares de lamina
propria, la liberacion de IL-33 puede estar asociada a mecanismos de secrecion sin
involucrar muerte celular u otros también asociados a necroptosis. En especial, se reportod
la liberacion de 1L-33 por células PBMC estimuladas con péptidos de gliadinas (Lopez-
Casado et al., 2017). De esta forma, aun células circulantes, como linfocitos B y
monocitos podrian ser responsables de la liberacion de IL-33 en respuesta a la
estimulacion con péptidos de gliadinas en pacientes celiacos. En base a nuestras
observaciones, resulta interesante estudiar qué poblaciones en el tejido y en circulacion
podrian liberar IL-33, como también IL-loo y HMGBI, y evaluar las sefiales que
participan en estos procesos.

Desde la biologia del sistema, es sumamente interesante el hallazgo de fragmentos de
clivaje proteolitico de IL-33 que, lejos de generar versiones degradadas, son fragmentos
que conservan su actividad o, como se ha demostrado, pueden tener incluso mayor
actividad que la version nativa. Es asi, que dependiendo de la célula y el medio en el que
se encuentren, diferentes enzimas pueden generar fragmentos con distinta actividad
biologica. Dado que hemos encontrado aumento de las fracciones de 21/20 kDay 18 kDa
en duodeno de EC, pensamos que estos mecanismos proteoliticos se encuentran
exacerbados en la enteropatia. Trabajos realizados sobre IL-33, indican que dichos
fragmentos pueden ser producidos por enzimas (como elastasa, catepsina G, triptasa,
quimasa, granzima B) que son secretadas por neutrofilos, mastocitos y células citotoxicas
en condiciones inflamatorias diversas (Liithi et al., 2009; Lefrancais et al., 2012;
Lefrancais et al., 2014). Estas células constituyen parte del infiltrado inflamatorio
caracteristico de la enteropatia celiaca (Diosdado et al., 2007; Frossi et al., 2017; Jabri
and Sollid, 2017), siendo potenciales fuentes de enzimas que incrementen la actividad
bioldgica de la IL-33 liberada.

Como mencionamos, IL-33 tiene un receptor, ST2, que aparece como receptor de
superficie ST2L y como version soluble ST2s. Si bien, los resultados obtenidos por
ELISA indican un aumento del receptor soluble ST2s libre en circulacion, el analisis por
western blot reveld que esta version inhibitoria de la IL-33 coexistia con un aumento del
receptor de membrana ST2L. De esta forma, no encontramos diferencias en los niveles
relativos de ambas proteinas entre los pacientes celiacos y los controles. Por lo tanto, estas
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observaciones sugieren que el ambiente proinflamatorio en la enteropatia, donde
encontramos formas fragmentadas que conservan actividad, la IL-33 liberada puede tener
un rol relevante.

Para evaluar el rol funcional de IL-33 estudiamos qué poblaciones celulares expresan ST2
en la mucosa duodenal. Entre las células positivas para ST2 encontramos células CD3 "y
CDS8". Consideramos un hallazgo relevante que en los pacientes celiacos activos se
encuentren que 10-20% de células T CD8" sean ST2", mientras que fueron menos del 5%
en los controles. Curiosamente, la IL-33 es capaz de inducir un fenotipo citotoxico en las
células T CDS8". En especial, es capaz de inducir mayor expresion de IFNy, BLIMP1, y
mayor capacidad para eliminar células tumorales, denotando una mayor actividad
citotoxica (Yang et al., 2011; Baumann, W. V. Bonilla, ef al., 2015; Gao et al., 2015).
Por lo tanto, es posible que IL-33 potencie la actividad citotoxica en EC. Aunque también
debemos considerar que existen otras poblaciones de células inmunes que expresan el
receptor ST2, las cuales pueden cumplir un rol contrapuesto. En este sentido, las células
Th2, Treg y ILC2, pueden actuar como antagonistas de las respuestas Thl/17 y
citotoxicas. De esta forma, la comprension del rol de la IL-33 requerira de nuevos
abordajes experimentales de los mecanismos y sefiales que median la liberacion de 1L-33
como también de las poblaciones blanco de esta citoquina/alarmina.

lumen
Regulacion de la expresion, y
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Figura 28- Resultados y nuevas hipotesis sobre el eje IL-33/ST2 en la EC. En la infografia se
resumen de manera esquematica los resultados obtenidos sobre este eje, y con signos de pregunta
“?” los pasos que son objeto de nuevas hipotesis derivadas de los resultados.

Ha sido un hallazgo relevante la asociacion entre EC y las otras dos alarminas, IL-1a y
HMGBI1. A diferencia de IL-33, estas alarminas se encuentran expresadas por una
variedad de células en la mucosa duodenal y al liberarse favorecen la produccion de
respuestas inflamatorias de tipo 1 siendo incluso capaces, como en el caso de IL-1a, de
bloquear la actividad supresora de las Treg.
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En este estudio, observamos un incremento de IL-la tanto por andlisis de
inmunofluorescencia como por RT-qPCR. Curiosonamente, los analisis de RT-qPCR
mostraron un incremento en el nivel de expresion de IL-1R2, un receptor que bloquea el
clivaje de IL-1a por la calpaina y promueve su acumulacion citosélica en pacientes ACD.
Aunque esto podria ser considerado como una inhibicidon de la bioactividad de IL-1a,
estudios recientes sugieren un rol promotor de IL-1R2 en la localizacién en membrana de
esta alarmina. Por lo cual, la actividad de IL-la podria no esta limitada solo a su
liberacion, sino que también podrian tener un rol en la membrana celular (Chan ef al.,
2020).

Aunque no pudimos determinar IL-1a libre en plasma de pacientes ACD, el anélisis por
western blot de proteinas extraidas de las biopsias mostrdé un resultado similar que el
descripto para IL-33, con versiones procesadas o “maduras”, en particular la de 17 kDa
que se encuentra incrementada en la mucosa duodenal en EC, y tiene actividad biologica.
Si bien no tenemos informacion sobre qué enzima es responsable de generar el fragmento
de 17 kDa, como ya se comentd, tanto la quimasa de mastocitos o la calpaina intracelular
son capaces de generar dicha protedlisis. Ambos procesos enzimaticos son
sustancialmente distintos, dado que el primero depende de la desgranulacion de los
mastocitos, proceso asociado a la EC activa (Frossi et al., 2017), y el otro, es un proceso
intracelular dependiente de Ca®' citosolico. Es interesante mencionar que estudios
recientes han mostrado que los procesos de muerte celular programada (piroptosis y
necroptosis) median un ingreso de Ca?" en el citosol de forma rapida a través de poros en
la membrana plasmatica (Tsuchiya et al., 2021). Dicho evento, podria mediar la
activacion de la calpaina y la consecuente generacion del fragmento de 17 kDa de la IL-
la. Esto puede relacionarse con la actividad de IL-1R2, que evita el procesamiento de la
pro-IL-1a, pero contribuye al acumulo de ésta en citosol. Esta vinculacion puede ser
relevante si consideramos que, en la piroptosis, la caspasa-1 activada es capaz de procesar
ala IL-1R2 y dejar a pro-IL-1a disponible para el procesamiento por la calpaina (Zheng
et al., 2013). En nuestro grupo, hemos observado que en los pacientes ACD la piroptosis
es un proceso activo donde caspasa-1 y 4 estan activas. Es por ello, que pensamos que los
procesos de muerte celular programada por piroptosis sumado a la desgranulacion por
granulocitos y células NK, serian claves para potenciar la actividad de la via de IL-1a en
los pacientes celiacos. Esta citoquina no solo tiene la capacidad de sefializar una vez
liberada al medio extracelular, sino desde su localizacion en membrana, fendmeno que
podria ser promovido por IL-1R2, el cual no ha sido evaluado atin. A su vez, la pro-IL-
la podria ser digerida por proteasas liberadas por células citotdxicas, mastocitos o
neutrofilos, que se encuentran asociadas a la EC no tratada (Meresse et al., 2006;
Diosdado et al., 2007; Frossi et al., 2017; Jabri and Sollid, 2017). Nuevos estudios de
citometria de flujo, actividad enzimatica y western blot sobre piezas de biopsia duodenal
seran necesarios para avanzar en el conocimiento de estas vias.

En este estudio, demostramos que IL-1a se expresa en diversas células de la mucosa
intestinal, como células mesenquimales, miofibroblastos (SMA™), células endoteliales
(CD31%), epiteliales (CD45") y leucocitos de lamina propria (CD45"). Esta variedad de
células siguiere la existencia de diferentes mecanismos de liberacion o localizacion
intracelular. Por ello, nuevos estudios destinados a identificar las células y los procesos
de muerte permitirian conocer el mecanismo de liberacion de IL-1a.
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Figura 29- Resultados y nuevas hipotesis sobre el eje IL-10/IL1R en la EC. En la infografia
se resumen de manera esquematica los resultados obtenidos sobre este eje, y con signos de
pregunta “?” los pasos que son objeto de nuevas hipotesis derivadas de los resultados. CASP1:
Caspasa 1, CALP: Calpaina. La imagen de Pro-IL1a vertical alude a su version en membrana.

En el estudio de HMGBI, por medio de anélisis por inmunofluorescencia y western blot,
encontramos un incremento en la expresion en la mucosa duodenal de pacientes celiacos
activos. De forma semejante a lo encontrado para IL-33 e IL-1a, HMGBI1 se localizé
principalmente en el nucleo y eventualmente en citoplasma de células epiteliales,
mesenquimales (SMA™) y linfocitos T (CD45%, CD3") en muestras duodenales de
pacientes ACD y NC, siendo mayor la expresion en los primeros. Para su receptor RAGE,
el andlisis por RT-qPCR mostr6 niveles incrementados en ACD, y que a su vez
correlacionaban con los niveles de transcriptos del gen /FNG (Nilsen et al., 1998;
Wapenaar et al., 2004). Esto puede ser relevante ya que el rol proinflamatorio de la via
HMGBI1/RAGE se observdo en modelos inflamatorios, como enfermedades
cardiovasculares o sepsis, donde RAGE facilita la induccién de piroptosis, por medio de
la via dependiente de caspasa-4/5 en células como, por ejemplo, macréfagos, potenciando
el contexto inflamatorio (Deng et al., 2018). Al mismo tiempo, HMGBI1 es capaz de
potenciar la respuesta inflamatoria por LPS, asi como también por otros MAMPs y
citoquinas como: IL-1, CXCL12 (Harris, Andersson and Pisetsky, 2012). De esta forma,
HMGBI1 promueve respuestas M1 en macréfagos (Schaper et al., 2016; Wang et al.,
2020), y estimula la proliferacion de linfocitos T (Harris, Andersson and Pisetsky, 2012).
Es claro, que al igual que para IL-1a, el rol de HMGBI1 como alarmina depende de la
concentracion local y sistémica, y en el tejido de qué células expresen el receptor. En este
sentido, en poblacion celiaca pediatrica se encontrd un incremento en los niveles
plasmaticos y fecales de HMGB1 (Manti, Cuppari, Parisi, et al., 2017; Manti, Cuppari,
Tardino, et al., 2017). Es por ello, que debemos considerar un potencial rol del eje
HMGBI1/RAGE en la modulacion de la respuesta inflamatoria en la enteropatia celiaca.
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Figura 30- Resultados y nuevas hipotesis sobre el eje HMGB1/RAGE en la EC. En la
infografia se resumen de manera esquematica los resultados obtenidos sobre este eje, y con signos
de pregunta “?” los pasos que son objeto de nuevas hipétesis derivadas de los resultados. Para el
caso del receptor RAGE, el simbolo “RAGE ?” alude a la posibilidad que este se exprese en
mayores cantidades en ciertas células. acHMGB1: HMGB1 hiperacetilada, AN: Acidos Nucleicos
libres, LPS: lipopolisacarido.

Como parte de un estudio en curso en nuestro grupo, hemos observado la induccion de
marcadores de muerte celular proinflamatoria en mucosa duodenal de pacientes ACD. En
particular, como evidencia de piroptosis se observd caspasa-1 activa y fragmentos N-
terminal de GSDMD, mientras que los marcadores de necroptosis encontrados fueron
RIPK3 y pMLKL. Estas vias de muerte podrian ser el mecanismo principal de liberacion
de IL-la, HMGBI1 e IL-33, por células epiteliales y leucocitos en lamina propria.
Estudios futuros estardn orientados a caracterizar los mecanismos de liberacion de
lasalarminas, y estudiar su rol funcional en células aisladas de la mucosa duodenal.
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4.9 Conclusiones

La expresion de las alarminas IL-33, IL-1o y HMGBI, y los receptores, ST2 y RAGE se
encuentra aumentada en la enteropatia de los pacientes celiacos, sugiriendo un posible rol
en la patogenia de la enfermedad celiaca.

La expresion de las alaminas es muy diversa, encontrandose tanto en células estromales,
epiteliales, y en células que componen el infiltrado inflamatorio en duodeno de los
pacientes celiacos. Esto sugiere que los fendmenos de liberacion de estas proteinas
pueden ser diversos segun el tipo celular en cuestion. Es destacable que las mayores
diferencias a nivel de expresion de estos sistemas de proteinas se observaran en la barrera
epitelial, o en sus cercanias. Por ende, se puede considerar que los inductores de la
expresion y liberacion de las alarminas estan relacionados con factores provenientes del
lumen intestinal. Entre estos, no solo pueden afectar el propio consumo de gluten, y la
reaccion inflamatoria consecuente, sino también metabolitos, y macromoléculas
derivadas de la microbiota intestinal.

El receptor ST2 tiene una expresion localizada en las células T CD8", lo que vincula la
liberacion de IL-33 con la activacion de células citotoxicas localizadas en la mucosa
inflamada. De todas formas, se requieren de nuevos estudios para evaluar la expresion de
ST2 en poblaciones con roles tolerogénicos, y células relacionadas con la inmunidad tipo
2.

La alarmina IL-33 es liberada en mayores cantidades en los pacientes celiacos, con
mayores niveles circulantes y liberacion en el tejido. Es de destacar el hallazgo de
fragmentos de IL-33, posiblemente debidos a enzimas extracelulares, que pueden
presentar actividad bioldgica. Esto sugiere que el ambiente inflamatorio local puede
promover una mayor actividad biologica de I1L-33.

Anélogo a lo encontrado para IL-33, IL-1a mostré un incremento relativo en la version
madura de 17 kDa. Esto resalta la importancia del medio inflamatorio local, tanto
extracelular, con la presencia de enzimas liberadas por degranulacion, como la potencial
activacion de la calpaina en el ambiente intracelular.

La proteina HMGBI1 se encontr6 incrementada en los pacientes celiacos no
diagnosticados, localizandose en el ntcleo y citosol, lo que sugiere una posible liberacién
al medio extracelular. A su vez, encontramos una induccion en la expresion de su
receptor, RAGE, el cual parece asociarse con los niveles de expresion del gen /FNG. Esto
indicaria que el eje HMGB1/RAGE puede ser relevante en la induccion de una respuesta
proinflamatoria local en la mucosa duodenal celiaca.

Debemos mencionar la necesidad de nuevos estudios para la evaluacion de la expresion
de HMGBI e IL-1a en los pacientes celiacos para poder constatar su liberacion durante
la enteropatia.
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Parte B: Analisis de expresion de mediadores inflamatorios en mucosa duodenal.

5.1 Introduccion general

En esta parte, se realiza un estudio de algunas de las vias clasicas tanto pro- o
antinflamatorias en la mucosa duodenal de los pacientes celiacos activos. Este estudio
contribuye a la mejor comprension de las sefiales participantes en el desarrollo de la
patogenia, pero también en su reconocimiento como posibles blancos terapéuticos.

Existen diferentes mediadores inflamatorios que mediante diversos mecanismos
condicionan las respuestas sistema inmune en todo el organismo. En particular, el
intestino es un sitio de encuentro del sistema inmune, la microbiota y los alimentos
digeridos. De esta forma, es un lugar donde deben coexistir sefiales pro- y
antinflamatorias, con la intension de preparar una respuesta a eventuales patégenos y, al
mismo tiempo, desarrollar una respuesta regulatoria frente a componentes inocuos
presentes en el lumen intestinal. Como se comentd en la introduccion, los pacientes
celiacos activos presentan una enteropatia, de grado variable, que eventualmente conlleva
la malabsorcion, que puede ocasionar consecuencias a largo plazo. Al mismo tiempo, este
desbalance conlleva en algunos casos a desarrollar patologias autoinmunes asociadas,
como la Diabetes Mellitus tipo 1, Artritis reumatoidea, Tiroiditis autoinmune, entre otras.

Durante las ultimas décadas, el estudio de la enfermedad celiaca, la enfermedad
inflamatoria intestinal, el sindrome del intestino irritable, y otras entidades localizadas en
el intestino, ha generado una mayor comprension, aunque no completa, de las causas de
estas patologias. Dado que existen sefiales y mecanismos por explorar, nuestro objetivo
fue estudiar diferentes sefiales y factores que se agruparon de la siguiente manera:

e Interferones tipo I.

e Interferones tipo III.

e Interferones tipo II.

e Factores reguladores de IFNs (IRFs).
e Interleuquina 17 y 21.

5.2 Via de los Interferones

5.2.1 Interferones tipo I

En humanos existen 17 tipos de Interferones (IFNs) tipo I: 13 IFNs tipo alfa, 1 IFN beta,
1 IFN ¢épsilon, 1 IFN kappa y 1 IFN omega. Todos estos genes estan presentes en el
cromosoma 9; sin embargo, desde el punto de vista de la secuencia primaria no suelen
compartir gran homologia primaria (Pestka, Krause and Walter, 2004). A pesar de ello,
las proteinas son estructuralmente muy similares, compartiendo motivos tipo alfa hélice
analogos a otros miembros de la clase II de las citoquinas. Su agrupacion conjunta se
justifica por su capacidad de sefializacion por el mismo receptor celular, el IFNAR. Los
IFNs tipo I, presentan una diversidad de funciones redundantes entre ellos. Sin embargo,
debido a diferencias en sus sitios promotores y afinidades con el receptor se explican
algunas diferencias funcionales entre diferentes tejidos y células (Schreiber, 2017).

Los IFNs tipo I, son secretados por practicamente todas las células nucleadas (Gonzélez-
Navajas et al., 2012). No obstante, se sabe que las células dendriticas plasmocitoides
(pDC) son fuertes productores de estas proteinas. Si bien, en el momento de su
descubrimiento, se los reconocié como factores solubles inductores de resistencia a
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infecciones virales (Isaacs and Lindenmann, 1957), hoy en dia, se sabe que su produccion
se incrementa durante infecciones bacterianas, fungicas y parasitarias. Al mismo tiempo,
se sabe que participan en situaciones no infecciosas, como lo son tumores, enfermedades
autoinmunes y enfermedades inflamatorias (Gonzalez-Navajas et al., 2012). Por todo
ello, se deduce que existe una gran cantidad de estimulos capaces de inducir la
transcripcion de los genes de IFNs. Para que ocurra esto, se requiere de la activacion de
los factores reguladores de los IFNs (IRFs) 3 y 7, a través de diferentes tipos de receptores
celulares. La activacion de estos factores induce su la translocacion al nucleo, la cual en
presencia de la via NF-kB activa, logra activar la transcripcion de los diferentes genes
IFNA e IFNBI (Schafer et al., 1998). De esta forma, un gran nimero de sefiales logran
activar la produccion de los IFNs I (Tabla 14). Las vias mds comunes de activacion
implican diversos receptores, todos ellos sensibles a diferentes moléculas de tipo acidos
nucleicos, y LPS: TLRs (3, 4, 7, 8 y 9), cGAS-STING, ALRs (“Receptores tipo AIM2”":
IF116, ZBP1), RLRs (“Receptores tipo RIG-I’: RIG-1 y MDA-5), entre otros (Schneider,
Chevillotte and Rice, 2014). Estos receptores detectan diferentes moléculas activadoras,
lo que explica la aparicion de los IFNs tipo I en diversas situaciones patologicas.

Agonista Receptor Localizaci6  Via/ Fact. Referencia
n celular Transcripcion
ARNSss TLR7 Vesiculas MYDS88/TBK1/NFkB/IR | (Noppert, Fitzgerald and
F3,5,7 Hertzog, 2007)
ARNds TLR3 Vesiculas TRIF/TBK1/NFkB/IRF3, | (Noppert, Fitzgerald and
5,7 Hertzog, 2007)
ARN(ds corto | RIG-I Citosol MAVS/TBK1/NFkB/IRF | (Noppert, Fitzgerald and
3,7 Hertzog, 2007)
ARNds largo | MDA-5 Citosol MAVS/TBK1/NFkB/IRF | (Noppert, Fitzgerald and
3,7 Hertzog, 2007)
ADN TLRY9 Vesiculas MYDS88/TBK1/NFkB/IR | (Noppert, Fitzgerald and
F3,5,7 Hertzog, 2007)
ADNds RNA pol. | Citosol RIGI/MAVS/TBK1/NFk | (Noppert, Fitzgerald and
111 B/IRF3,7 Hertzog, 2007; Chiu,
MacMillan and Chen, 2009)
ARN rico en | TLRS Vesiculas MYDS88/TBK1/NFkB/IR | (Noppert, Fitzgerald and
"GU" F3,5,7 Hertzog, 2007)
ADNds ZBP1 Citosol TBKI1/IRF3y (Takaoka et al, 2007,
(DAI) ZBP1/RIPK1/RIPK3/NF | Rebsamen et al., 2009)
kB
ADNds IFI16 Citosol TBK1/IRF3,7/NFkB (Unterholzner ef al., 2010)
LPS TLR4 Membrana TRIF y (Noppert, Fitzgerald and
MYD88/TBK1/NFkB/IR | Hertzog, 2007)
F3,5,7
ADNss/dc cGAS- Citosol TBK1/IRF3/NFkB (Zhu et al., 2019)
STING
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ADN DNA-PK | Citosol TBK1/IRF3/NFkB (Ferguson et al., 2012)
(Ku90)

Tabla 14- Resumen de vias receptores de DAMPs inductores de IFNs por via NF-kB/IRFs.

Una vez producidos, los IFNs tipo I son capaces de unirse a una de las 2 cadenas de su
receptor, IFNAR, denominadas IFNAR-1 o 2, expresados por practicamente todas las
células nucleadas. La union con una de las cadenas permite que se incremente la afinidad
por la otra cadena. Una vez conformado el heterodimero, se produce la sefializacion
intracelular dependiente de las quinasas JAK1 y TYK2. Estas quinasas desencadenan la
posterior fosforilacion de diferentes factores intracelulares, STATI1, 2, 3, 5, y
dependiendo de la célula, también STAT4 y 6 (Platanias, 2005). La fosforilacion de
STATI y 2 conlleva a su dimerizacion y reclutamiento del factor IRF-9, conformando el
complejo “factor genético 3 estimulado por IFN” (ISGF3). Este complejo migra al nucleo,
en donde se une a elementos de respuesta a la estimulacion por IFN (ISRE), los cuales se
encuentran en promotores de genes estimulados por IFN (ISG) (Platanias, 2005;
Schneider, Chevillotte and Rice, 2014). Entre los ISG, se encuentran genes involucrados
en la respuesta a virus: MX1, MX2, TRIM, Viperina, reguladores positivos de la via
como: STATI y2, cGAS, AIM2, IFI16, RIG-I, MDA-5, IRF1,3,7 y 9, y reguladores
negativos de la via: SOCS-1,-3 y USP18 (Schneider, Chevillotte and Rice, 2014).

Por otro lado, las moléculas STAT1 pueden homodimerizarse entre si y unirse los sitios
inducidos por IFNy (GAS) (Platanias, 2005). Méas aun, la via de IFN puede activar la
homodimerizacion de STAT-3, induciendo genes con sitios de unidon especificos para este
factor (SBEs) (Gonzalez-Navajas ef al., 2012). La consecuencia final depende del tipo
celular afectado, con fenotipos muy distintos a los inducidos por STAT-1 (Stephanou et
al., 2000). De este modo, dependiendo de la disponibilidad de factores intracelulares, se
produciran diferentes respuestas celulares mediadas por los IFNs tipo 1.

Las vias de desensibilizacion de los IFNAR1 y 2 involucran diferentes mecanismos que
se los suele diferenciar dependiendo el estadio: temprano o tardio (Schneider, Chevillotte
and Rice, 2014). De esta forma, factores cono los SOCS1 y 3 y PIAS logran inhibir las
sefales intracelulares en una etapa temprana. Mientras que se considera que, a largo
plazo, USP18 media la desensibilizacion mediante la inhibicion de la interaccion del
ISG15 con factores de la cascada de sefializacion intracelular (Schneider, Chevillotte and
Rice, 2014). Otro fendmeno de desensibilizacion es la endocitosis de los receptores luego
de mantenerse una sefial sostenida de IFNs en el medio (Schneider, Chevillotte and Rice,
2014).

Entre las funciones de los IFNs tipo I, se destaca la activacion de mecanismos en respuesta
a infecciones virales con varios factores como ISGs. Algunos de estos, son capaces de
bloquear la reproduccion de varios virus en diferentes etapas (Viperina, Mx1, TRIM,
entre otros), incrementar la presentacion antigénica por MHC clase I, y receptores de
factores genéticos virales (RLRs, ALRs, cGAS). Estas vias tienen diferentes impactos en
las células del sistema inmunes. En las células dendriticas, inducen una mayor expresion
del complejo MHC clase II, y moléculas coestimulatorias (CD80/86), receptores de
quimoquinas (CCR5/7 y LFA-1). En las células T, sus efectos dependen de la actividad
del TCR. Mientras que, en células efectoras recientemente activadas, los IFNs inducen
diferenciacion y proliferacion, en otras condiciones, inducen factores pro-apoptoticos y
anti-proliferativos. Estas respuestas se creen debidas a la abundancia relativa de diferentes
STAT, siendo STAT-1 ejecutor de un programa pro-apoptdtico, y STAT-3, 4y 5 lo
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contrario (Schneider, Chevillotte and Rice, 2014; McNab et al., 2015). Sin embargo,
también se deben considerar la interaccion de la via de IFNs con otras vias de citoquinas
y factores proliferativos.

Los IFNs tipo I afectan la respuesta a patégenos y el estado inflamatorio mediante la
regulacion de la necroptosis (Sarhan et al., 2019). De esta forma, y con mecanismos
moleculares atn desconocidos, es sabido que los IFN tipo I inducen la necroptosis
mediante la via dependiente de ZBP1 (Yang et al., 2020), o junto a TNFa, como se
observé en células provenientes de pacientes con lupus eritematoso sistémica (Brault et
al., 2018; Sarhan et al., 2019). Por otro lado, la piroptosis esta también regulada por los
IFN tipo I (Kopitar-Jerala, 2017). En particular, la presencia de IFNs tipo I y II, induce
varios ISGs que son componentes del inflamasoma: AIM2, NLRP3, ASC y caspasa-1,
IL-18, IL-1P. De esta forma, los IFNs tipo I promueven la piroptosis, pero al mismo
tiempo inducen inhibidores de esta via como las proteinas POP3, y el factor 25-
hidroxycolesterol, un potente inhibidor del ensamblado del inflamasoma (Kopitar-Jerala,
2017).

Los IFNs tipo I tienen un rol muy complejo en las respuestas en intestino. Son importantes
inductores de respuestas tolerogénicas, pero al mismo tiempo contribuyen a las respuestas
proinflamatorias. El rol pro-tolerogénico es probablemente debido a la induccion de IFN
tipo I por agonistas TLR9 provenientes del lumen intestinal. En este caso, los IFNs tipo I
inducirian la expresion de componentes de la unién estrecha de los enterocitos
fortaleciendo la barrera epitelial, y promoverian la diferenciacion de células T
regulatorias. De hecho, la administracion de IFNf ha sido beneficiosa en la generacion
de Tregs en pacientes con enfermedades autoinmunes, como esclerosis multiple, o
infectados con Hepatitis C (Gonzalez-Navajas et al., 2012).

Por otro lado, los IFN tipo I son inductores de la polarizacion hacia respuestas de tipo I,
promoviendo un fenotipo proinflamatorio en las células T CD4" o CD8". En estos casos
los IFNs potencian el rol de IL-12p40 para fosforilar y activar al STAT-4, molécula
determinante en la expresion de T-bet. Dado que la fosforilacion de STAT-4 por la via de
los IFNs tipo I es un efecto tinicamente transitorio en ausencia de IL-12p40, los IFN tipo
I no son capaces de inducir el perfil Thl por si solos, pero si pueden potenciar la respuesta
Thl inducida por IL12p40, IL-18, y en menor medida, IL-21 (Rogge et al., 1998;
Strengell et al., 2002; Berenson et al., 2006). Por otro lado, los IFNs tipo I inhiben la
capacidad de las células dendriticas para polarizar la respuesta a perfiles Th2, y son
capaces de inhibir la expresion de GATA-3 en linfocitos T de tipo Th2 mediante la accion
directa sobre el IFNAR1/2 (Rogge et al., 1998; Berenson et al., 2006).

5.2.2 Interferones tipo I1I

La familia de interferones tipo IlI, fue descubierta a principios de la década del 2000
(Kotenko et al., 2003). Estd conformada por IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A), IFN-A3
(IL-28B), IFN-A4 (pseudogen en varias poblaciones humanas (O’Brien, Prokunina-
Olsson and Donnelly, 2014)). Esta familia se encuentra incluida en la de clase II de
citoquinas, junto a la familia de IL-10 y los IFNs tipo I. En sus inicios se considero a estos
IFNs como un sistema redundante con los IFNs tipo I. Sin embargo, hoy se conoce que
cumplen diferentes roles y especialmente en las mucosas (Pott et al., 2011; Pott and
Stockinger, 2017).

La induccion de los IFNs tipo I es muy similar a la de los IFN tipo I, aunque, para los
primeros, el nivel de sefial que requieren de las vias de NF-kB e IRF-3 y -7 es mayor
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(Schneider, Chevillotte and Rice, 2014; Pott and Stockinger, 2017). Ademas, se ha
propuesto que la expresion de IFNA1 puede ser activada por IRF1, mientras que los [IFNA2
y3 dependen exclusivamente del IRF3/7 (Odendall et al., 2014; Lazear, Schoggins and
Diamond, 2019). Ademas, las células epiteliales son las mayores productoras de IFNs
tipo III durante infecciones entéricas. No obstante, en ciertas situaciones, las células
dendriticas plasmocitoides, las células dendriticas clasicas y linfocitos T pueden
producirlos (Lazear, Nice and Diamond, 2015; Pott and Stockinger, 2017). En los
enterocitos, su produccion esta asociada a la actividad del MAVS (Mitochondrial
antiviral-signaling protein) asociado a peroxisomas. De modo que, en la membrana de
esta organela la proteina MAVS detecta fragmentos de material genético libre (ARN por
RIG-I o ADN por RNA-pol III) e induce la activacion de las vias IRF-1, IRF3/7 y NF-kB
que generan la produccion de IFNs tipo III (Odendall ef al., 2014).

Los receptores de los IFNs tipo III, diferentes de los IFNAR-1 y 2, estan compuestos por
dos cadenas, una de ellas comun a la familia de los receptores de IL-10 (IL-10RB o IL-
10R2) y otra especifica de los IFNs tipo III (IFNLR1) (Schneider, Chevillotte and Rice,
2014). La expresion diferencial de este receptor es relevante para comprender las
diferencias funcionales entre IFNs tipo III y I. Mientras que el IFNAR1/2 est4 presente
en la mayoria de las células, el IFNLR1/IL10RB se expresa principalmente y de forma
constitutiva por enterocitos, y puede ser inducido en células del sistema inmune, en
especial células presentes en las mucosas (Lazear, Nice and Diamond, 2015). Al igual
que IFNAR1y2, los IFNLR1/IL10RB se dimerizan al unirse a sus ligandos, iniciando una
cascada de fosforilaciones ejecutada por quinasas JAK1, JAK2 y TYK2 (Lazear, Nice
and Diamond, 2015). Este evento inicia una serie de senales intracelulares llevadas a cabo
por las proteinas STAT fosforiladas, evento que es analogo al descripto para los IFNs tipo
I, con la conformacion del complejo ISGF3, y la induccion de diversos ISGs. Sin
embargo, existen diferencias entre las vias, siendo los IFN tipo I, potentes inductores de
la mayoria de los factores inhibitorios de la via de sefializacion (ej. USP18, SOCS-1 vy -
3) (Frangois-Newton et al., 2011; Stanifer, Pervolaraki and Boulant, 2019). Algunas
evidencias experimentales sugieren que los IFNs tipo III podrian tener un efecto de mayor
duracion en el tiempo, aunque requeririan una mayor concentracion local, al menos para
células inmunes donde el receptor es menos expresado (Maher et al., 2008). Es posible
que las cé€lulas epiteliales sean mas sensibles a los IFNs tipo III que a los IFNs tipo I (Pott
etal.,2011).

Los IFNs tipo III cumplen un rol importante en la respuesta antiviral, siendo
fundamentales en las barreras epiteliales, donde sus receptores se expresan
abundantemente (Pott et al., 2011; Pott and Stockinger, 2017). Ademas, son fuertes
inductores de los componentes de las uniones estrechas en epitelio y endotelio,
fortaleciendo la barrera epitelial y endotelial (Lazear, Nice and Diamond, 2015). También
es conocido su rol en la modulacion de la respuesta inmune mediante su accion directa
sobre las células dendriticas, donde pueden modular la generacion de una respuesta tipo
I (Lazear, Nice and Diamond, 2015). En especial, se ha comprobado que en PBMCs
estimulados con IFNs tipo III, reducen la expresion de citoquinas Th2, y aumentan la
expresion de IFNy (Jordan et al., 2007; Srinivas et al., 2008; Dai et al., 2009). En
formulaciones vacunales, se observo la induccion de los IFN tipo III contribuye a la
respuesta Thl, mientras que animales Ifnlrl/-KO reducen la polarizacion a Thl, e
incrementan la respuesta Th2 (Morrow et al., 2009). Ademas, la utilizacion de IFN A3
como adyuvante vacunal incrementd la respuesta T CDS8", disminuyendo la respuesta
regulatoria (Morrow et al., 2009). En conjunto, estas evidencias indican un rol pro-Thl
de los IFNs tipo III.

5-120



Parte B: Analisis de expresion de mediadores inflamatorios en mucosa duodenal.

Por otro lado, existen otras dos poblaciones celulares que pueden ser moduladas por los
IFNs tipo 11, los neutrofilos y las células NK. En los primeros, los IFNs tipo III inhiben
la respuesta del estallido respiratorio, como un mecanismo de proteccion al epitelial
durante infecciones bacterianas donde se puede generar excesivo estrés oxidativo
(Zanoni, Granucci and Broggi, 2017). Por otro lado, se ha sugerido que las células NK
requieren IFNLR1 para la optima secrecion de IFNy (Souza-Fonseca-Guimaraes et al.,
2015). A pesar de ello, son escasas las investigaciones que estudian el rol no redundante
de los IFNs tipo III.

5.2.3 Biomarcadores de actividad de los IFNs tipo I

Debido a que existen diferentes tipos de IFNs tipo I, la evaluacion su actividad es
usualmente realizada por la medicién de ciertos biomarcadores de la via. La Tabla 15,
muestra diferentes tipos de biomarcadores de la via de IFNs tipo I.

Enfermedad Tipo de Mejores Genes Comentarios Referencias
Muestra Marcadores

Esclerosis PBMCs, Post MXI1 Se probaron mas de 8500 genes en | (Sellebjerg
Multiple inyeccion con este trabajo. Los marcadores | et al., 2009)
IFNB CCL2 mantuvieron una induccion entre

9-12hs post inyeccion con IFNf
CXCL10 en pacientes con anticuerpos
nucleares positivos.
IF127
Esclerosis PBMCs, Post MXI1 USP18 y HERCS son inducible a | (Malhotra et
Multiple incubacién in bajas dosis de IFNB y son | al,2011)
vitro con HERCS ligeramente mas especificos que
IFNB o IFNy MX1 en relacion con [FNy.
USPI18
Sindrome de | Monocitos 1F1441 Se encontré una correlacion entre | (Maria et
Sjogren CD14* de los niveles de ARNm de MX1 yla | al., 2014)
sangre IF1441, proteina en suero. Al mismo
periférica tiempo, estos noveles fueron
IFIT3 sensibles a diferentes estadios de
la enfermedad.
LY6E
MX1

Tabla 15- Diferentes transcriptos utilizados como biomarcadores de la actividad de los IFNs
tipo L.

Es claro que los genes MX1 o MX2 y USP18 son marcadores de la respuesta a los IFN
tipo I, y potencialmente lo son a los IFN tipo III. Lo interesante es que estos marcadores
tienen buena selectividad para detectar las sefales de IFN tipo I de aquellas inducidas por
los IFN de tipo II (Malhotra ef al., 2011).

5.2.4 Interferones tipo IT

La familia de los IFNs tipo II esta compuesta por un tnico ligando, el IFNy, que también
forma parte de la clase II de citoquinas. El IFNy tiene varias diferencias con los IFN tipo
I, en primer lugar, las células productoras son principalmente células T CD4" Th1, células
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T CD8" (Tcl), ILC1 y células NK (Schroder et al., 2004; Fuchs et al., 2013; Paolini et
al., 2015). Esta diferencia deriva del uso de diferentes factores de transcripcion, como lo
son el NFAT, AP-1 (Schroder et al., 2004), STAT-4 fosforilado (Lawless et al., 2000),
modificaciones epigenéticas especificas, y mecanismos regulados por variedad de
ARNnc, por ejemplo, el Lnc-13 (Castellanos-Rubio et al., 2016).

El receptor de IFNy esta conformado por dos cadenas IFNGR1 y 2 (Schroder et al., 2004).
Cuando se une IFNy, las cadenas del receptor activan las quinasas asociadas, JAK1 y
JAK2, las que fosforilan diversas proteinas intracelulares, en particular STAT-1, lo que
induce su posterior homodimerizacion (Schroder et al., 2004). Este dimero es capaz de
migrar al niacleo donde se une a los sitios inducidos por IFNy (GAS) modulando la
expresion de diferentes genes (Schroder ef al., 2004). Dado que los IFNs tipo I también
logran inducir estos dimeros de STAT-1, se entiende por qué una gran cantidad de sefiales
que son moduladas por IFNs tipo I, también son potencialmente moduladas por IFNs tipo
II. A su vez, el IFNy también puede inducir la formacion del ISGF3 activando sitios ISRE
(Schroder et al., 2004). Sin embargo, existen genes expresados preferencialmente por
cada uno de estos dos tipos de IFNs (Der et al., 1998; He et al., 2010). Un ejemplo es
IRF-1 inducido més intensamente por IFNy que por IFNs tipo I (Der et al., 1998; Schroder
et al., 2004; Egwuagu et al., 2006). Al mismo tiempo, IRF-1 es capaz de unirse al ADN
en sitios que presentan un solapamiento de secuencia con ISGF3, por ello es dificil
adjudicar una sefal distintiva a estas dos familias de IFNs (Darnell, Kerr and Stark, 1994).
Aun asi, es posible encontrar una respuesta célula-especifica diferencial entre ambos tipos
de IFNs. Estas diferencias dependen de la densidad de expresion de los receptores de cada
tipo de IFN, la abundancia relativa de los STAT (1-6), y modificaciones
postraduccionales de los mismos. Al mismo tiempo, se ha confirmado que la sefializacién
por IFNy requiere una concentracion subumbral de IFNs tipo I (Takaoka et al., 2000;
Gough et al., 2010). Esto tltimo, resalta la interconexion entre las sefiales inducidas por
los diferentes IFNs.

El receptor de IFNy tiene una regulacion andloga a la descripta para el IFNAR1 y 2, siendo
controlado su nivel de expresion en membrana, degradado y reincorporado a la membrana
posterior a su union con el IFNy (Schroder et al., 2004). También existe una regulacion a
nivel genético, como se observa en la regulacion negativa por IFNy en las células T CD4"
Th2, donde el receptor presenta una expresion alta, mientras es baja los Thl. Este
fenémeno explica porque las células Th2 son mas sensibles a ser inhibidas por IFNy que
las Thl (Bernabei et al., 2001). Las proteinas SOCS-1 y-3 también pueden modular
mediante la inhibicion de la fosforilacion de las JAKSs, imponiendo un umbral de
activacion mayor para el receptor (Alexander ef al., 1999; Tau and Rothman, 1999). Por
ultimo, se ha descripto que las proteinas PTP, como las SHP1 y -2, median la
desfosforilacion de las JAKs y de factores STATSs activados (Abram and Lowell, 2017).

El IFNy tiene multiples roles en la defensa contra infecciones virales y bacterianas,
aunque solo resumiremos las mas directamente relacionadas con la enteropatia:

e Estimulacion de la presentacion de antigenos:
o Aumento del procesamiento de antigenos y presentacion de péptidos por
MHC tipo I, e induccién de componentes del “inmuno-proteasoma”
(Schroder et al., 2004).
o Aumento de presentacion de antigenos por MHC tipo II en células
presentadoras de antigenos profesionales: Células B, Dendriticas,
Monocitos y Macréfagos tisulares (Schroder ef al., 2004).
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o Aumento de moléculas co-estimulatorias en células presentadoras de
antigenos profesionales: CD80/86, CD40 (Schroder et al., 2004).

o Inducciéon de presentacion de antigenos por MHC tipo II en células
presentadoras no profesionales (enterocitos de intestino delgado, células
plasmaticas ) (Fais et al., 1992; Yi et al., 1997).

o Induccion local de quimoquinas (CXCL10, CXCLI11, MIP-1a/13, RANTES,
MCP-1) en células endoteliales, epiteliales, plasmaticas (Schroder et al., 2004).

e Induccion de agentes antimicrobianos oxidativos ROS/RNS (Coccia et al., 2000;
Hodny et al., 2015).

o Influencia en el fenotipo celular de leucocitos:

o Induccion de fenotipo citotoxico de células NK y linfocitos T citotoxicos
en lamina propria y LIEs (Bhat et al., 2017).

o Polarizacion de Macrofagos a fenotipo M1 (Wang et al., 2018).

o Aumento de la permeabilidad vascular y epitelial: induccion de VE-cadherina
(Langer et al., 2019), ICAM-1 (Jahnke and Johnson, 1995). Disminuciéon de
proteinas fundamentales para mantener las uniones estrechas como ZO-1
(Youakim and Ahdieh, 1999), E-cadherina (Smyth et al., 2012), JAM-A (Ozaki
et al., 1999), reduccion de la expresion de claudina-1 y -2, y ocluidinas (Bruewer
et al., 2005; Willemsen et al., 2005).

e Modificacion de la matriz extracelular:

o Induccién de Transglutaminasa 2 (Bayardo ef al., 2012).

o Induccion de metaloproteasas especificas por macrofagos y fibroblastos
(Martelli-Junior et al., 2003; Huang et al., 2012).

El IFNy es un fuerte modulador en la respuesta tanto innata como adaptativa. Es capaz de
inhibir la respuesta Th2 actuando directamente sobre células T de perfil Th2 (Gajewski
and Fitch, 1988) o sobre las células ILC-2 (Molofsky et al., 2015; Kudo et al., 2016). En
ambos casos [FNy inhibe la produccion de citoquinas caracteristicas (ej: IL-13, IL-5), y
también afecta negativamente su proliferacion y la respuesta a estimulos. Por otro lado,
el IFNy tendria un rol adyuvante en la respuesta regulatoria, en parte mediante la
induccion de la enzima IDO en células dendriticas, que tiene una funcion supresora sobre
las células T efectoras (Wood and Sawitzki, 2006). Aunque en respuestas cronicas, [FNy
induce la produccion de componentes inhibitorios de las Treg al actuar sobre los
macrofagos M1 que inhiben la actividad de la IDO mediante la produccion de NO por la
enzima iNOS (Wood and Sawitzki, 2006). Por otra parte, el [IFNy es capaz de estimular
la produccion de los IFNs tipo I, que pueden inducir citoquinas como IL-15 en células
dendriticas (Mattei et al., 2001), la que finalmente tiene actividad inhibitoria de las Treg
(Zanzi et al., 2011). Es asi, que el balance en la produccion de IFNy puede afectar la
actividad de las células Tregs de forma positiva o negativa en diferentes modelos y
situaciones patologicas.

El IFNy también modula la proliferacion y muerte celular de diferentes células. Es capaz
de inducir un arresto del ciclo celular en fase G1/S 0 GO en células como los macrofagos
(Sangfelt and Strander, 2001; Kotredes and Gamero, 2013). Este efecto podria ser
beneficioso para disminuir la replicacion de ciertos virus. También es capaz de inducir
apoptosis y sensibilizar células para ejecutar programas de muerte proinflamatoria como
lo son la ferroptosis, necroptosis y piroptosis (Kopitar-Jerala, 2017; Wang et al., 2019;
Cornut, Bourdonnay and Henry, 2020; Yang et al., 2020). A nivel de la mucosa intestinal

5-123



Parte B: Analisis de expresion de mediadores inflamatorios en mucosa duodenal.

estos mecanismos son muy relevantes ya que determinan la progresion de la respuesta
inflamatoria. De esta forma, la muerte por procesos apoptoticos induce un perfil pro-
regulatorio de las células dendriticas y macrofagos, mientras que la muerte
proinflamatoria lleva a efectos opuestos.

Podemos mencionar los siguientes roles del IFNy en la muerte celular programada.

e Efecto pro-apoptotico:

o Induccion de CDI9SL (FasL)(Fluhr et al., 2007).

o Induccion de HLA-E (Gustafson and Ginder, 1996).

o Induccion de BAK y represion de BCL-2 que promueven la apoptosis
intrinseca (Zhou et al., 2008).

e Efecto pro-necroptosis:

o Induccion de la expresion de la MLKL e induccion de necroptosis via

ZBP1 (Sarhan et al., 2019; Yang et al., 2020).
e Efecto pro-piroptosis:

o Por medio de IRF-1 induce la expresion de AIM2 e IFI16 en diversas
células (Finethy ef al., 2015; Strittmatter et al., 2016).

o Induccién de diferentes miembros de la familia GBPs (Guanylate binding
proteins), los cuales son fundamentales para la activacion de diversos tipos
de inflamasomas (Finethy et al., 2015).

o Induccion de la expresion de NLRP3 (Kopitar-Jerala, 2017) y Caspasa-11
en ratones (Caspasa 4/5 en humanos) (Meunier et al., 2014; Cornut,
Bourdonnay and Henry, 2020).

e Efecto pro-ferroptosis:

o Por medio de la inhibicion de la expresion de SLC3A2, SLC7A11 (Wang

etal.,2019).

Todo esto sefiala la capacidad de los IFNs como moléculas capaces de aumentar la
sensibilidad, y en algunos casos, disparar mecanismos de muerte celular tanto
inflamatorios (ferroptosis, necroptosis y piroptosis) como no inflamatorios (apoptosis).
De esta forma, el balance entre ambos procesos y la velocidad de proliferacion y
reemplazo de las células dafadas o eliminadas determinard un nuevo estado tisular en
condiciones inflamatorias cronicas. Es, en este escenario, donde la liberacion de
citoquinas y alarminas por mecanismos de muerte celular pro-inflamatoria conducen al
establecimiento y progresion del estado inflamatorio.

5.2.5 IRFs (Factores Reguladores de IFNs)

La familia de moléculas “IRF” son factores fundamentales en la induccion y respuesta a
los interferones. Esta familia estd compuesta por diversos miembros: IRF (1-9) y factores
relacionados (ej: VIRF) (Taniguchi ef al., 2001). Aunque se debe aclarar que no todos los
factores estan asociados con la via de los IFNs, por ejemplo, el IRF4 no forma parte de la
sefalizacion de estos, pero si es regulado por ligandos TLRs. Sin embargo, los miembros
IRF1, 2, 3, 5, 7 y 9 influencian directamente la induccion y respuesta a los IFN tipo 1y
Tipo III, y en menor medida, a la tipo II (Honda and Taniguchi, 2006; Jefferies, 2019).
El nivel relativo de dichos factores en cada tipo celular es uno de los mecanismos que
regulan la induccion y la respuesta a los IFNs. De esta forma, se sabe que IRF3 es un
factor constitutivo en varias cé€lulas mieloides, mientras que IRF7 es principalmente
inducido mediante la via de IFNs tipo I y en menor medida por los IFN tipo II (Jefferies,
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2019). Es por ello, que una senal basal sostenida en el tiempo de IFNs permite mantener
un nivel alto de expresion de ambos factores, lo cual, se asocia a una respuesta mas intensa
a los IFNs.

Los IRFs tienen distintas actividades en la en la induccion de IFNs. Los IRF7 y IRF3
median la activacion de sefiales u sensores intracelulares como TBK-1 (activado por via
cGAS-STING, TLR3/4 y MDAS5/RIG-I-MAVS) (Jefferies, 2019). Por otro lado, existen
varios IRFs que son capaces de regular procesos de maduracion y plasticidad del fenotipo
celular (Jefferies, 2019). El caso de los factores IRF1, 2, 5 y 8, son fundamentales a nivel
intestinal, para el desarrollo de la mayor parte de las células del sistema inmune (Jefferies,
2019). Para el caso de IRF-8, se ha demostrado la importancia en el desarrollo y
proliferacion de células como monocitos, células dendriticas, macrofagos, microglia,
mastocitos, entre otros (Luda et al., 2016; Jefferies, 2019). Ademads, se comprobd que
IRF-8 es un factor que, junto con la proteina PU.1, mantiene las caracteristicas
funcionales de los macrofagos (Langlais, Barreiro and Gros, 2016). Al mismo tiempo
IRF-8, resulta crucial en la respuesta de las células dendriticas a los IFNs tipo I (Tailor et
al., 2007) y tiene actividades adyuvantes en la respuesta de IFNs tipo II (Langlais,
Barreiro and Gros, 2016). Por otro lado, IRF-1 e IRF-8 forman una estructura regulatoria,
denominada “reguloma IRF8/IRF1”, inducida por IFNs tipo II que es fundamental en la
respuesta de macrofagos al IFNy. Particularmente, el reguloma es capaz de inducir la
expresion de genes como: CIITA, IL7R, IL17RA/B, IL21R, IL12RB1, TLR3, produccion
de factores del complemento, CARD11, y moléculas coestimulatorias (Langlais, Barreiro
and Gros, 2016). La importancia clinica del “reguloma IRF8/IRF1” se ha descripto en
diversas enfermedades inflamatorias como: Artritis Reumatoide (Okada ef al., 2014),
Lupus eritematoso sistémico (Graham et al., 2011), Esclerosis Multiple (Beecham et al.,
2013).

Asimismo, el factor IRF-1 es imprescindible en el desarrollo de linfocitos como células
NK, células T CD8" circulantes y en la capacidad de produccién citoquinas (IL-15, IL-
12) que inducen el fenotipo Th1 durante la presentacion antigénica (Jefferies, 2019). Este
factor es critico en la respuesta a agentes infecciosos en células epiteliales y endoteliales
de la mucosa intestinal y respiratoria (Panda et al., 2019). Estas funciones se deben a que
IRF-1 mantiene un nivel transcripcional basal de las proteinas que conforman al sistema
de deteccion de estos patogenos (MAVS, STING, ALRs, RLRs, entre otros). Es asi como
el factor IRF-1 es elemental para la expresion de IFN tipo III en el epitelio (Odendall et
al., 2014). También es conocido el rol de IRF-1 en inducir factores asociados a vias de
muerte como la piroptosis, siendo un inductor de Caspasa-1, -4 y -5 (Cornut, Bourdonnay
and Henry, 2020), y de la necroptosis (MLKL) (Knuth ez al., 2019) y el factor ZBP1
(Kuriakose and Kanneganti, 2018; Yang ef al., 2020). Dado que IRF-1 es inducido por la
propia respuesta a los IFNs (Novatt et al., 2016), en particular IFNs tipo II (Flodstrom
and Eizirik, 1997), la seial de IFNs genera un circuito de retroalimentacion positiva en la
propia via.

5.2.6 Estudios previos de IFNs en la enfermedad celiaca

En la introduccion general hemos mencionado las caracteristicas que vinculan a los IFNs
tipo I y tipo II con la EC. En esta seccion se destacan los mas relevantes y, en especial,
se describen potenciales relacion entre los IFNs tipo Il y EC, considerando que no existen
al momento publicaciones especificas.
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Caracteristicas relevantes relacionadas con este trabajo

Referencias

IFN Pacientes con infecciones virales Hepaticas tratados con IFN tipo I, | (Adinolfi,
tipo I desarrollan enfermedad celiaca Mangoni and
Andreana,
2001)
Se asocia un aumento de produccion de IFNa en células dendriticas | (Di Sabatino
derivados de pacientes celiacos activos et al., 2007)
El estimulo de biopsias de pacientes ACD con IFN tipo I, induce expresion | (Monteleone
de TFNy, al mismo tiempo, el bloqueo de los IFN tipo I en biopsias | ef al, 2001;
estimuladas con PT-Gliadinas reduce la produccién de IFNy. Jarry et al.,
2017)
Induccioén de respuestas Thl por medio de induccion de IL-18 en biopsias | (Jarry et al.,
de pacientes ACD estimuladas con IFN tipo I 2017)
Induccion de apoptosis de células epiteliales de biopsias de pacientes ACD | (Jarry et al.,
en respuesta a [FNs tipo | 2017)
IFN Evidencia de produccién de IFNy en células T de biopsias de pacientes ACD | (Nilsen ef al.,
tipo II | estimuladas con PT-Gliadinas 1995,

1998)Nilsen
1995

Aumento de IFNy en biopsias de pacientes ACD incubadas con PT-
Gliadinas

(Nilsen et al.,
1995,
1998)Nilsen
1995

El nivel de ARNm de IFNy correlaciona con el grado de severidad de la

(Wapenaar et

enteropatia al., 2004)
Aumento de TG2 en biopsias de pacientes ACD dependiente de IFNy (Jin et al,
2011;
Bayardo et
al., 2012)
Induccién de genes pro-apoptoticos (aumento de BAK y disminucion de | (Cheravsky
BCL-2) en células epiteliales en pacientes ACD post-incubacion con IFNy | et al., 2002)

Compromiso de la barrera epitelial es dependiente de células Th1 IFNy™.

(Bethune et
al., 2009)

Tabla 16-Asociaciones entre IFNs Tipo I y II con la Enfermedad Celiaca

Enla
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Caracteristicas relevantes relacionadas con este trabajo

Referencias

IFN Pacientes con infecciones virales Hepaticas tratados con IFN tipo I, | (Adinolfi,
tipo I desarrollan enfermedad celiaca Mangoni and
Andreana,
2001)
Se asocia un aumento de produccion de IFNa en células dendriticas | (Di Sabatino
derivados de pacientes celiacos activos et al., 2007)
El estimulo de biopsias de pacientes ACD con IFN tipo I, induce expresion | (Monteleone
de TFNy, al mismo tiempo, el bloqueo de los IFN tipo I en biopsias | ef al, 2001;
estimuladas con PT-Gliadinas reduce la produccién de IFNy. Jarry et al.,
2017)
Induccioén de respuestas Thl por medio de induccion de IL-18 en biopsias | (Jarry et al.,
de pacientes ACD estimuladas con IFN tipo I 2017)
Induccion de apoptosis de células epiteliales de biopsias de pacientes ACD | (Jarry et al.,
en respuesta a [FNs tipo | 2017)
IFN Evidencia de produccién de IFNy en células T de biopsias de pacientes ACD | (Nilsen ef al.,
tipo II | estimuladas con PT-Gliadinas 1995,
1998)Nilsen
1995

Aumento de IFNy en biopsias de pacientes ACD incubadas con PT-
Gliadinas

(Nilsen et al.,
1995,
1998)Nilsen
1995

El nivel de ARNm de IFNy correlaciona con el grado de severidad de la

(Wapenaar et

enteropatia al., 2004)
Aumento de TG2 en biopsias de pacientes ACD dependiente de IFNy (Jin et al,
2011;
Bayardo et
al., 2012)
Induccién de genes pro-apoptoticos (aumento de BAK y disminucion de | (Cheravsky
BCL-2) en células epiteliales en pacientes ACD post-incubacion con IFNy | et al., 2002)

Compromiso de la barrera epitelial es dependiente de células Th1 IFNy™.

(Bethune et
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Tabla 16, se mencionan las mas contribuciones mas relevantes de los IFNs Tipo [ y Il en
la patogenia de EC (Jabri and Sollid, 2006; Abadie et al., 2011; Mazzarella, 2015). A
pesar de las evidencias experimentales quedan interrogantes a resolver: ;Todos los
pacientes celiacos presentan una respuesta Th1? ;Existen otros tipos de respuestas
inmunes, como Th17, Th2 que jueguen algin rol en la enfermedad? Existen subgrupos
de pacientes celiacos con respuestas inmunes diferentes al gluten.
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5.3 Eje de citoquinas I1.-21/IL.-17a

Las citoquinas IL-21 e IL-17a son secretadas por células T (CD4" o CD8"), T folicular
helper (Tth) y NKT (Gaffen et al., 2014; Leonard and Wan, 2016). La IL-21 es producida
por un amplio conjunto de células T. Por ejemplo, las células T Thl son capaces de
secretar IL-21 en conjunto con IFNy, asi como también linfocitos Th1/17 (Wei et al.,
2007; Hirota et al., 2011) y Tth (Liu and King, 2013). Por otro lado, IL-17a es producido
por un gran niumero de células diferentes, no solo células T, sino también las células ILC-
3 (Zeng et al., 2019), mastocitos (Noordenbos et al., 2016; Frossi et al., 2017) y células
B/plasmaticas (Vazquez-Tello et al., 2012; Bermejo et al., 2013).

5.3.1 Biologia de la citoquina IL-21

La IL-21, es una citoquina de clase I, junto con IL-2, -4, -7, -9, e -15. Sefializa mediante
un receptor de superficie conformado por dos cadenas transmembrana, una cadena comun
con las otras citoquinas de la clase I, llamada cadena yc, y otra especifica, IL-21R. Esta
cadena se expresa en células inmunes (células T, células B, células plasmaticas,
macrofagos, monocitos y células dendriticas) y células no inmunes (enterocitos y células
endoteliales) (Leonard and Wan, 2016).

Una vez que la IL-21 interactia con el receptor en membrana, se produce la activacion
de diferentes vias intracelulares, como: STATs, MAPK, PI3K (Leonard and Wan, 2016).
Dentro de los STATSs, la IL-21 activa principalmente a los STAT-1 y la STAT-3. A su
vez, la activacion de STAT-1 se relaciono con la capacidad de IL-21 de estimular a células
T CD8" y CD4" de memoria y células NK, y NKT (Leonard and Wan, 2016). Por esta
via, IL-21 induce la expresion del factor T-bet, la produccion de IFNy y moléculas de
actividad pro-citotoxica (Frohlich ez al., 2009). Ademas, IL-21 interviene en el control de
la actividad metabdlica celular aumentando el metabolismo oxidativo. Este proceso
condiciona la diferenciacion de las células T a célula de memoria (Loschinski et al.,
2018). Por otro lado, IL-21 puede inducir apoptosis en las Tregs (CD4", CD25", FoxP3")
(Tortola et al., 2019).

La IL-21 potencia la expresion de genes inducidos por IFNy (por ejemplo: Lag3,
Granzima A). En diferentes modelos animales, se ha observado que la interaccion IL-21-
IFNy es relevante en la respuesta efectiva frente a infecciones intestinales (Tortola et al.,
2019). Asimismo, esta citoquina tiene un efecto sinérgico con otras citoquinas como IL-
15 e IL-18 en la produccion de IFNy por medio de la activacion de sefiales STAT-1y -4
(Strengell et al., 2003). Por lo tanto, se considera que IL-21 tiene un rol relevante en
mantener y potenciar las respuestas Thl.

IL-21, mediante el factor STAT-3, promueve la diferenciacion de las células B en los
centros germinales, induce el cambio de isotipo y la formacién de células plasmaticas.
Aunque también es capaz de acelerar procesos de apoptosis en las células B no
estimuladas por CD40 o el propio BCR. (Ozaki ef al., 2004). La via de STAT-3, en
conjunto con sefiales generadas por TGFp, estimulan la expansion de las células Th17
(Huber et al., 2008), y puede regular a la via STAT-1, siendo importante para el control
de las células T Th1l. En estas células, STAT-3 reduce la polarizacion a Th1 y promueve
la respuesta pro-tolerogénica. De hecho, la via de STAT-3 inducida por IL-21 mantiene
el fenotipo celular de las Tr1 supresoras que expresan citoquinas como IL-10, IFNy, IL-
5 y TGFB, y moléculas citotoxicas (Granzima-B). Estas células controlar las respuestas
autoinmunes mediante efectos citotoxicos sobre células T auto-reactivas o células
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mieloides (Pot et al., 2009). De manera analoga, la IL-21 también estimula la produccion
de células B regulatorias (Breg), productoras de IL-10 (Lindner et al., 2013).

Por otro lado, IL-21 es capaz de regular la produccion de una citoquina relevante en el
epitelio intestinal, la IL-22, por estimulacion de las ILC3 IL-22" (Poholek et al., 2019), y
de células T CD4" AhR™ (Yeste et al., 2014). IL-22 es promotora de la proliferacion
epitelial, estimula la produccion de péptidos antimicrobianos (Regy3, Defensinas) por los
enterocitos, y la produccion de mucus por células caliciformes (Zhang et al., 2019). De
esta forma, IL-22 tiene un rol notable en la respuesta a infecciones intestinales y regula
la composicion de la microbiota intestinal (Parks et al., 2016).

Existen pocos trabajos que detallan el control de la expresion de IL21 en células T
humanas. Se sabe que varias citoquinas, miembros de la clase I, son fuertes inductoras de
la produccion de esta citoquina. Por ejemplo, las citoquinas IL-2, IL-7, e IL-15 inducen
IL-21, perono IL-4. LaIL-21 puede inducirse a si misma en las células T IL-21" (Caprioli
et al., 2008) y también mediante la incubacion con IL-6 o IFNs (Strengell, Julkunen and
Matikainen, 2004). Por otro lado, el factor STAT-3 induce la expresion de IL-21 mediante
la union de sitios GAS en el promotor del gen IL-21(Caprioli et al., 2008), aunque
también hay otros factores de transcripcion, como el NFatc2 en células Th2 y el propio
T-bet en células Thl, que pueden inducirla (Mehta et al., 2005). En el caso de pacientes
celiacos activos, la propia IL-21 y/o la IL-15 activan su produccion en células T por medio
de una via dependiente de Akt (Sarra et al., 2013).

La expresion del receptor de IL-21, IL-21R, depende, entre otros factores, de IFNs tipo I
que tiene un efecto inhibitorio (Strengell, Julkunen and Matikainen, 2004), mientras que
el TNFa es un factor estimulatorio (Brenne ef al., 2002). En células B, se observo puede
ser inducido por ligandos de TLR-9, como CpG ODN (CpG oligodeoxynucleotides), o
por activacion de moléculas coestimulatorias (Hagn ef al., 2014).

5.3.2 Estudios de IL-21 en enteropatia de la enfermedad celiaca

Mediante diferentes estudios se confirmo la asociacion entre IL-21 y EC, en especial se
observo un incremento del nimero de células T productoras de IL-21 tanto en la lamina
propria como en el epitelio de los pacientes celiacos en relacion con los controles
(Leeuwen et al., 2013; Sarra et al., 2013). La mayoria de las células T productoras de IL-
21 de la lamina propria expresan el receptor CXCRS, lo que las identifica como células
Tth. Mientras que, en el epitelio, se encontrd que los LIEs IL-21" expresaban el TCR /8
(Sarra et al., 2013). En estos casos, IL-21 cumpliria un rol estimulador de células T que,
en particular, podria incrementar la funcion citotoxica de los LIEs sobre los enterocitos.
Por otro lado, el mayor nimero de células Tth IL-21" en lamina propria podria asociarse
con la sobrevida y estimulacion de las c€lulas plasmaticas, que se encuentran aumentadas
en duodeno de pacientes celiacos activos. Estas tltimas son células importantes en la
patogenia de la EC, pues ademas de su rol como productoras de anticuerpos, también
podrian actuar como células presentadoras de antigenos (Sarra et al., 2013; Hoydahl et
al., 2019).

5.3.3 Biologia de la citoquina IL-17A

La IL-17A es miembro de la familia de la IL-17, que es una familia estructuralmente
diferente a la de las otras citoquinas, tanto en sus ligados, como en los dominios
caracteristicos de sus receptores celulares (Gaffen et al., 2014). La familia de IL-17, esta
conformada por 6 miembros, IL-17 A, B, C, D, E, F, siendo IL-17A el més estudiado, e
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IL-17F el homologo funcional y estructural més cercano al IL-17A (Gu, Wu and Li,
2013).

Se ha descripto la participacion de IL-17A en condiciones proinflamatorias en modelos
animales de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) y psoriasis. Su bloqueo
tiene efectos terapéuticos en pacientes con psoriasis, Artritis Reumatoide, Asma y
Diabetes Mellitus tipo 1 (Gaffen et al., 2014). IL-17A también es importante en generar
sefales que preservan la integridad de la barrera epitelial intestinal (Gaffen ez al., 2014).

Su receptor esta formado por dos cadenas, una cadena IL-17RA y otra cadena IL-17RC.
Esta ultima, es de escasa expresion y por ello es la limitante en la respuesta a IL-17A. Sin
embargo, este heterodimero también puede unirse con menor afinidad al homodimero de
IL17F y a un heterodimero IL17A-F. Otros receptores miembros de la familia de IL17,
IL17RA-E, conforman diferentes heterodimeros capaces de unir a otras interleuquinas de
esta familia de proteinas (IL17C e IL17E) (Gaffen ef al., 2014). El receptor IL17RA/C es
expresado por células no inmunes, lo que explica la respuesta a IL-17A o F en células no
hematopoyéticas. En particular, el receptor es expresado por células epiteliales
intestinales, queratinocitos, fibroblastos, pericitos, células endoteliales, osteocitos, entre
otras (Ge and You, 2008). Entre las células hematopoyéticas sensibles a IL-17A se
encuentran los neutr6filos, monocitos y ciertas células dendriticas (Ge et al., 2014; Taylor
etal.,2014).

El motivo SEFIR en la cola citoplasmatica de los IL-17Rs es unico entre los receptores
de citoquinas, y le confiere la capacidad de reclutar al factor intracelular ACT1 (también
conocido como TRAF3IP2). Este factor media la activacion de proteinas TRAF, como el
TRAF6, que activa de las vias NF-kB, MAPK y Erk. En la Tabla 17 se listan algunos de
los efectos de IL-17A en la induccion de diferentes genes (Gu, Wu and Li, 2013; Gaffen
etal.,2014).

En general, IL-17A ejerce pocos efectos directos, siendo un agente potenciador o
sinérgico de la accion de otras citoquinas. Por ejemplo, IL-17A potencia la accion de IL-
22 en la produccion de péptidos antimicrobianos por enterocitos (Gaffen et al., 2014;
Dixon et al., 2016), también promueve la expresion de quimoquinas proinflamatorias y
factores de crecimiento en células epiteliales o fibroblastos inducidas por TNFa (Lee et
al., 2008). En este sentido, IL-17A promueve la induccion de diversas quimoquinas,
particularmente aquellas que reclutan neutrofilos, células Th17 y ILC3 IL-17" que
comunmente expresan CCR6. Por otro lado, IL-17A estimula diferentes factores de
crecimiento y péptidos antimicrobianos, que cumplen un rol importante en reparacion de
heridas y proteccion de la barrera epitelial (Gaffen ef al., 2014; Eyerich, Dimartino and
Cavani, 2017). El mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial se logra por
induccion de los componentes de las uniones estrechas, que aumentan la resistencia
eléctrica transepitelial y reducen la permeabilidad (Kinugasa et al., 2000).

IL-17A también participa en la remodelacion de la matriz extracelular, a través de la
induccion de metaloproteasas (MMP) como las MMP-3, -9 secretadas por fibroblastos
(Singh et al., 2018; Edwar et al., 2019).
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Tipo de Celular Gen inducido Referencia

Queratinocito CCL20. (Harper et al.,
2010)

Célula Epitelial Intestinal DEFBI-4(Defensinas), S/0048 (Calprotectina), | (Dixon et al.,

(IEC), estimuladas con IL-22 | LCN2(Lipocalina-2). 2016)

Células Epiteliales CXCLI, CXCL2, CXCLS5 y CXCLS. (Luo et al,

Bronquiales 2019)

IEC (HT-29) estimulada con | CXCL8, CXCLly CCL20 y reprime: CXCLI0, | (Lee et al,

TNFa CXCLI11y CCLS. 2008)

Fibroblastos Sinoviales CXCLI, CXCLS, IL-6, CCL20, FGF (Fact. | (Hattori et al.,

Crecimiento de Fibroblastos), AREG (Anfiregulina), | 2015)
entre otros.

1IEC (T84) CLDNI, CLDN2 (Kinugasa et al.,
2000)

Tabla 17- Genes Inducidos por IL-17A en diferentes células no Inmunes.

Las células que liberan IL-17A al ambiente son principalmente: células T (CD4" o CDS8"),
ILC3 (Gaffen et al., 2014) y, en menor proporcion, mastocitos (Noordenbos et al., 2016;
Tuetal.,2016; Frossi et al., 2017), células B y células plasmaticas (Bermejo et al., 2013).
Los factores IRF4 y BATF son fundamentales en la generacion de células Th17(Palone
et al., 2018). Mientras que RORyt es importante para la induccion de IL-17A y IL-17F
(Gaffen et al.,2014). HIF1a y BLIMP1 son, también, factores de transcripcion necesarios
para las respuestas de Th17 en células T autorreactivas (Gaffen et al., 2014).

Dependiendo de las sefiales de diferenciacion liberadas por células dendriticas se pueden
generar dos tipos de células Th17. En presencia de IL-6 y TGFp, se producen células
Th17 eficaces en la eliminacion de diferentes infecciones (S. aureus, Candida spp., E.
coli, M. Tuberculosis, entre otras), pero sin rol patogénico. Mientras que, si ademas de
IL-6 y TGFp, se encuentran IL-1f o IL-23, las células Th17 tendran un perfil inflamatorio
mas agresivo, y producen IL-17A, IL-22, IL-21, IFNy y GM-CSF. Estas células se
encuentran asociadas a patologias como psoriasis, artritis reumatoide, o modelos de
enfermedades autoinmunes como el modelo de EAE. Las diferencias entre estos dos
fenotipos estan vinculadas a la induccion de diferentes factores de transcripcion como
HIF1a y BLIMPI. Por lo tanto, el eje IL-17A/IL-23/IL-1B tiene un rol patogénico
demostrado y se lo considera un prometedor blanco de accion terapéutica en
enfermedades inflamatorias cronicas y autoinmunes (Gaffen et al., 2014).

5.3.4 Estudios sobre IL-17A en Enfermedad Celiaca

Se han realizado varios estudios sobre el rol de IL-17A en la patogenia de EC, aunque no
se han obtenido resultados coincidentes. En las primeras evaluaciones, se observaron
niveles elevados de ARNm del IL17A en biopsias de pacientes celiacos activos. Mientras
que, por citometria de flujo, se encontré un aumento de las células TCD4" IL-17A" en
lamina propria de la mucosa duodenal de los pacientes ACD. Incluso el tratamiento ex
vivo de las biopsias duodenales con PT-Gliadinas indujo aumento de IL-17A ARNm
(Monteleone et al., 2010). En linea con estas observaciones, se encontrd un numero
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incrementado de células Th17 (IRF4*, CD45RO*, CCR6", IL23R*, CD161") que
coexpresan IL-17A, IL-21, IL-22 e IFNy en duodeno de pacientes ACD (Fernandez et al.,
2011). Estos estudios mostraron la presencia de una respuesta Th1/Th17 a péptidos de
gluten en pacientes celiacos, y que, como se coment6 antes, este fenotipo de células Th17
tiene rol patogénico. Sin embargo, otras investigaciones plantearon observaciones
contradictorias. Por ejemplo, se observo que en clones de células T aislados de biopsias
intestinales de pacientes ACD, la produccion de IL-17A estaba inhibida, pero no asi la
produccion de IL-21, ni de IFNy (Bodd et al., 2010). En otros estudios, tampoco se
encontrd un aumento significativo en el nimero total de células Th17 en duodeno o sangre
periférica de pacientes ACD, incluso existia una disminucién en el nimero de células T
IL-17A" en el epitelio de los pacientes ACD y a su vez, se demostrd que el namero de
células Th17 dependia de la edad del paciente, aumentando con la misma (Scaleia et al.,
2012). Finalmente, en otros estudios no se encontrd un aumento del numero total de las
células IL-17A" en la mucosa duodenal de los pacientes ACD, pero si de las células IL-
21". Sin embargo, los pacientes con un mayor grado de enteropatia presentaron un mayor
numero de células IL-17A" en duodeno (Leeuwen et al., 2013).

En este tipo de evaluaciones debe tenerse en cuenta que el uso de diferentes metodologias
puede arrojar resultados diferentes. Por ejemplo, para la evaluacion por citometria de
flujo, se requiere disgregacion mecédnica y enzimatica del tejido, lo cual afecta la
viabilidad de las células, y en algunos casos, los epitopes de los marcadores de interés.
En cambio, el recuento del total de células IL-17A" por inmunofluorescencia, puede
incluir células T, ILC3, mastocitos y potencialmente células B/plasmaticas. A su vez,
existe una enorme variabilidad individual en la poblacion celiaca, ciertas variables no
estudiadas como: la microbiota, dieta y carga genética, influyen en la polarizacion de las
células T, ejerciendo diferencias en las cohortes de pacientes estudiados.

Aun con cierta disparidad en las observaciones, se considera que los pacientes celiacos
pueden presentar respuestas de células Th17/Thl, particularmente asociados a una
condicion inflamatoria cronica severa (IFNy elevado y/o enteropatia severa).

5.4 HIFley VEGFA

HIF1la es un factor de transcripcion asociado al estrés celular, principalmente estrés por
hipoxia y también estrés inflamatorio (Rius et al., 2008). A su vez, ha sido asociado a la
EC, debido a su induccién en pacientes ACD (Vannay et al., 2010). Por otro lado, en los
ultimas afos diferentes publicaciones han vinculado a este factor con ciertos roles en la
respuesta celular a los IFNs. De esta forma, HIF1a es importante mediador de ciertas
funciones proinflamatorias ejercidas por macréfagos expuestos a IFNy, o también en la
pérdida de permeabilidad epitelial ocasionada por este mismo factor (Yang et al., 2014;
Braverman et al., 2016; Watts and Walmsley, 2019). Ademas, se ha relacionada a HIF1a
con la capacidad de los IFNs de inducir muerte necrética regulada por necroptosis en
ciertos macrofagos (Karshovska ef al., 2019). Por otro lado, VEGFA es un factor asociado
recientemente con la EC, el cual es controlado por HIF 1a (Forsythe et al., 1996; Dengler,
Galbraith and Espinosa, 2014; Rezaei-Tavirani, Rostami-Nejad and Montazar, 2019). A
su vez, tanto HIF1a, como VEGFA han sido vinculado con la respuesta tipo 3 siendo
fundamentales en el perfil pro-Th17 en células T CD4" y T CD8" (Gaffen et al., 2014;
Palazon et al., 2017).

Por lo antes comentado, es interesante planearse si estos factores se pueden asociar con
las vias de IFNs y/o la via de respuesta Th17 en los pacientes celiacos.
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5.5 Justificacion sobre la evaluacion de mediadores inflamatorios en la
enfermedad celiaca

Como se desarrollo en este capitulo, la evaluacion de diferentes mediadores inflamatorios
permite realizar correlaciones y asociaciones entre los factores que pueden estar
implicados en la patogenia de la EC. Este tipo de aproximaciones tiene la capacidad de
sugerir potenciales interacciones entre los factores medidos y signos caracteristicos de la
enfermedad, como el grado de enteropatia, la respuesta humoral y celular. En especial, la
evaluacion de estos mediadores permitiria sub-agrupar determinadas vias asociadas con
la familia de los IFNs y las citoquinas del eje IL17/IL21, que puedan estar asociadas a la
enfermedad. Dado que se observa alta variabilidad individual, el fin ultimo de este analisis
es evaluar si existen subgrupos de pacientes y de ser asi si se puede lograr una
interpretacion mecanistica de esa diferencia, y si eso condiciona el desarrollo de la
patologia.

De esta forma, la evaluacion de la expresion de los genes IFNBI, IFNG, IFNLI, IFNL2/3,
IL10, IL22, IL234, IL174, IL21, entre los pacientes celiacos activos y los controles no
celiacos, nos permitira tener un vision general sobre posibles asociaciones en la patologia.
Ademas, sumamos a este analisis la evaluacion de factores biomarcadores por estas
sefiales como los genes: MXI, IRFS, IRF1, VEGFA, HIF14, SOCSI, SOCS3,y de esta
forma poder hacer un analisis extensivo de las sefiales involucradas.

Por otro lado, también es nuestro interés realizar un analisis del nivel de expresion de las
citoquinas IL-21 e IL-17A en la mucosa de los pacientes celiacos. Dadas las
contradicciones presentadas en la bibliografia, es nuestro interés evaluar la poblacion
local. En este caso, no solo realizaremos un estudio de los marcadores asociados al eje
Th17 (IL174, IL21, IL22, IL23A4) a nivel de ARNm, sino también un anélisis por técnicas
de inmunofluorescencia en la mucosa duodenal de los pacientes celiacos activos.
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5.6 Objetivos especificos de la parte B

e Evaluar la expresion y actividad de los tres tipos de IFNs en la mucosa duodenal
de los pacientes celiacos activos y muestras de poblacion control.

e Analizar la expresion de las citoquinas del eje Th17 (IL-17A, IL-21, IL-22 e IL-
23A) y las células que las expresan IL-17A e IL-21 en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos activos y muestras de poblacion control.

5.7 Hipotesis de Trabajo de la parte B

En esta parte, planteamos dos hipdtesis:

e Hipotesis 1: La mucosa duodenal de los pacientes celiacos activos presenta una
activa produccion de IFNs. La produccion de estos IFNs contempla a las tres
familias de IFNs (IFN tipo L, tipo II y tipo III). La participacion de estas vias
induce una firma de biomarcadores de las vias de [FNs en la mucosa duodenal de
los pacientes ACD.

e Hipotesis 2: La mucosa duodenal de los pacientes celiacos activos presenta un
aumento de células productoras de las citoquinas IL-17 e IL-21 comparada con
muestras de poblacion control. Las células productoras de IL-17A son, en su
mayoria, linfocitos T, y en menor medida células plasmaticas.
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5.8 Resultados

5.8.1 Nivel de expresion de IFNs tipo I 'y II

Con el fin de analizar la participacion de los IFNs tipo I en EC, comenzamos con la
evaluacion del nivel de expresion del gen I/FNB1, en paralelo con la medida de /FNG. En
la Figura 31, se observa un aumento del nivel relativo de expresion de ambos genes en
la poblacion ACD. El andlisis de correlacion de la expresion de ambos genes muestra que
no hay correlacion en el conjunto de los datos, o cuando se analizan las poblaciones ACD
y NC por separado (Figura 31-C).

IFNB1
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Figura 31-Nivel relativo de ARNm de los genes IFNB1 e IFNG en pacientes ACD. A.- Nivel
relativo de ARNm del gen /FNG en pacientes No Celiacos (NC, n=16) y pacientes celiacos activos
(ACD, n=18). B.- Nivel relativo de ARNm del gen /FNBI en pacientes No Celiacos (NC, n=17)
y pacientes celiacos activos (ACD, n=20). C.- Correlacion entre los niveles relativos de ARNm
en pacientes ACD (esferas rojas, n=15) y NC (esferas azules, n= 10). Los ensayos mostrados en
Ay B utilizaron el andlisis estadistico por Test de Man-Whitney no pareado (p<0.05 (*)), los
resultados se muestran como puntos individuales para cada paciente, la barra horizontal indica la
mediana de cada poblacion. El analisis de correlacion en C se realizo por correlacion de Spearman,
siendo esta no significativa (con ambas poblaciones, p-Valor: 0.267).

Si bien se conocia que el nivel relativo de expresion de estos genes estd aumentado en
poblacioén celiaca activa, es llamativo que no correlacionen entre si. Desde el punto de
vista de los modelos de patogenia de EC, se espera que un mayor nivel de IFNs tipo I se
asocie a una mayor respuesta de [FNy. Sin embargo, esto es muy relevante ya que puede
poner de manifiesto la presencia de subgrupos de pacientes donde se observe un
predominio diferente en la expresion de IFNs tipo I o de IFNy.

5.8.2 Niveles de IL-10 en pacientes celiacos

Dado que los niveles relativos de los IFNs pueden afectar diferentes mecanismos, incluso
los regulatorios, estudiamos la expresion del gen IL10. Este gen fue elegido por sobre
FoxP3, CTLA4, debido a que es producido por una gran cantidad de células con un rol
regulatorio (Tr1, Tregs, ILCregs, entre otras). En la Figura 32, se observa un aumento de
los niveles relativos de IL10 en los pacientes ACD, aunque no se encontraron diferencias
cuando se analizaron las relaciones IFNs tipo I/IL10 o IFNy/IL10 en estas poblaciones.
Las Figura 32-D y E muestran que no existe una correlacion significativa entre los IFNs
y la expresion de gen ILI0. Sin embargo, para IFNy observamos una tendencia que
deberia ser evaluada en un estudio empleando un mayor nimero de muestras.
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Figura 32- Nivel relativo de ARNm de IL10 en pacientes ACD. A.- Nivel relativo de ARNm
del gen IL10 en pacientes No Celiacos (NC, n=4) y pacientes celiacos activos (ACD, n=8). B.-
Relacion entre los niveles relativos de IFNB1/IL10 en pacientes No Celiacos (NC, n=4) y
pacientes celiacos activos (ACD, n=8). C.- Relacion entre los niveles relativos de IFNG/IL10 en
pacientes No Celiacos (NC, n=4) y pacientes celiacos activos (ACD, n=8). D y E.- Correlaciones
entre el factor IL10 y cada uno de los IFNs evaluados en B y C. Para A se utilizo el analisis
estadistico por Test de Student no pareado, pero para el caso de B y C se utilizo el andlisis de
Man-Whitney no pareado (p<<0.05 (*)). Los analisis de correlacion en D y E, se realizaron por
correlacion de Spearman, siendo esta no significativa (con ambas poblaciones, D p-Valor: 0.266;
E p-Valor: 0.699).

5.8.3 Nivel de expresion de bio-marcadores de los IFNs tipo I 'y IT

Ademas de evaluar los niveles de expresion de IFNPB e IFNy, nos interesé analizar la
activacion de compontes de la via de sefializacion de cada uno. Por RT-qPCR, estudiamos
el nivel de expresion del biomarcador de IFNs, MX1, asi como moléculas moduladores
negativos de la via, inducidas por [FNs (SOCS1, SOCS3, USP18). En la Figura 33-A y
B, se observa que los niveles de ARNm de los genes MXI, SOCSI y USPIS estan
aumentados en duodeno de poblacion celiaca, no asi los de SOCS3.

También se evaluo a los factores IRF1 e IRF8 como marcadores de la actividad del IFNy.
Como se muestra en la Figura 33-E, los niveles de ARNm del gen /RFI estan
incrementados en la poblacion ACD respecto a la NC. Ademads, se evidencid la
correlacion positiva entre los niveles de expresion de los ARNm para IRF1 e IFNG, pero
no entre IRF1 e IFNB1. El aumento de los niveles de IRF1 correlacion6 con una llamativa
disminucion de IRF8 en los pacientes celiacos activos. En el caso de IRF8 no se detecto
una correlacion significativa con IFNG u IFNBI.
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Figura 33- Niveles relativos de expresion de biomarcadores de IFNs en mucosa duodenal. A.- Nivel
relativo de ARNm del gen MXI en pacientes No Celiacos (NC, n=7) y pacientes celiacos activos (ACD,
n=10), B.- Nivel relativo de ARNm del gen USPI/8 (NC, n=6 y ACD, n=8), SOCSI (NC,n=5y ACD, n=
7) y SOCS3 (NC, n= 5y ACD, n= 8). C.- Correlacion entre el nivel relativo de ARNm correspondiente
SOCS1 y USP18, se muestran los valores de r de Pearson y p-valor de las correlacion considerando
poblacion total (ACD, n=7 y NC, n=6) y correlacion solo para la poblacion celiaca activa (ACD). D.-
Correlacion entre el nivel relativo de ARNm correspondiente a SOCS1 y SOCS3 (ACD, n=7 y NC, n=60).
E.- Nivel relativo de ARNm del gen /RFI en pacientes No Celiacos (NC, n=9) y pacientes celiacos activos
(ACD, n=11), Nivel relativo de ARNm del gen /RF§8 en pacientes No Celiacos (NC, n=7) y pacientes
celiacos activos (ACD, n=11) y Relacion IRF1/IRF8 en pacientes No Celiacos (NC, n=7) y pacientes
celiacos activos (ACD, n=11). F.- Correlacion entre el nivel relativo de ARNm correspondiente a IRF1 e
IRFS, se muestran los valores de r de Pearson y p-valor de las correlacion considerando poblacion total
(ACD, n=11 y NC, n=7) y correlacion solo para la poblacion celiaca activa (ACD). G.- Correlacion entre
el nivel relativo de ARNm correspondiente a IRFle IFNG (ACD, n=11 y NC, n=7). Los ensayos mostrados
utilizaron el analisis estadistico por Test de Student no pareado (p<0.05 (*), p<0.001 (**)), representadas
en graficos de barra con sus respectivos SEM. Las correlaciones fueron analizadas con el analisis de
Correlacion de Pearson, en el recuadro se informa el p-valor y el r de Pearson.
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5.8.4 Niveles de expresion de IFNs tipo II1

Dado que en las mucosas se encuentra un aporte relevante de los IFNs tipo III, es
interesante que estos factores no hayan sido estudiados en la EC. Por este motivo, nos
intereso evaluar a IFNL1, IFNL2 e IFNL3 en los pacientes ACD.

Dada la gran similitud genética entre los genes /FNL2 e IFNL3, y a las dificultadas para
disefiar un par de cebadores especificos para cada uno, se disefi® un Unico par de
cebadores, y los denominaremos IFNL2/3. IFNL4 no fue evaluado debido a que se
presenta como un pseudogen en varias poblaciones humanas (O’Brien, Prokunina-Olsson
and Donnelly, 2014).

En Figura 34, se muestra que existen mayores niveles de expresion de IFNL1 e IFNL2/3
en duodeno de los pacientes celiacos activos. Mientras que se obtuvo una tendencia no
significativa para IFNLRI1. Por otro lado, se encontr6 una correlacion positiva entre
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Figura 34- Niveles relativos de ARNm de IFNL1 y IFNL2/3 en pacientes ACD y NC. A.- Nivel
relativo de ARNm del gen IFNL1 en pacientes No Celiacos (NC, n=9) y pacientes celiacos activos
(ACD, n=11). B.- Nivel relativo de ARNm del gen IFNL2/3 en pacientes No Celiacos (NC, n=11) y
pacientes celiacos activos (ACD, n=13). C.- Nivel relativo de ARNm del gen IFNLR1 en pacientes No
Celiacos (NC, n=8) y pacientes celiacos activos (ACD, n=9). Se muestran los graficos con los ejes
cortados para mejor visualizacion de los datos. En los casos de IFNL1 e IFNL2/3, los analisis para
evaluar normalidad indicaron que se trataban de poblaciones con distribucion no normal. Para IFNL1
e IFNL2/3 se utilizo el andlisis estadistico por Mann-Whitney. Para IFNLRI el andlisis estadistico
utilizado fue Test de Student. Segtn la distribucion fuera normal se representd con grafico de barra y
su respectivo SEM, para poblaciones con distribuciones no normales se representaron los valores de
cada paciente y la mediana. D.- Correlacion entre IFNL1 e IFNB1 (NC, n=8 y ACD, n=10). E.-
Correlacion entre IFNL2/3 y SOCS1 (NC, n=8 y ACD, n=6). Los graficos D y E, muestran los datos
en formato logaritmico para una mejor visualizacion. El analisis estadistico empleado fue el test de
Correlacion de Pearson, en cada grafico se aclara el p-valor y el parametro “r” del test.
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IFNB1 e IFNLI, no asi con IFN2/3. Por su parte, este ultimo mostrd correlacion con
SOCSI1. Por todo ello, podemos afirmar que existe una induccioén de IFNs tipo III en los
pacientes celiacos activos. A su vez, la correlacion positiva entre estos IFNs y los
biomarcadores de IFNs tipo I sugieren una induccion controlada por factores andlogos.

5.8.5 Niveles de expresion de genes VEGFAy HIF1A

El analisis de los niveles de expresion relativa de los genes HIFIA'y VEGFA por RT-
qPCR en duodeno, mostrd que se encuentran aumentados en la poblacion celiaca activa
(Figura 35). Por otro lado, es interesante la correlacion observada entre HIF1A e IFNG
y, en particular, con IRF1. No se encontraron correlaciones entre VEGFA, y ninguno de
los demas genes evaluados en este capitulo.
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Figura 35- Comparacién del nivel de expresion de los genes HIF1A y VEGFA. A.- Nivel
relativo de ARNm del gen HIFIA en pacientes No Celiacos (NC, n=10) y pacientes celiacos
activos (ACD, n=12), en el grafico de la izquierda se representa el nivel relativo de ARNm del
gen VEGFA en pacientes No Celiacos (NC, n=7) y pacientes celiacos activos (ACD, n=11). Los
ensayos mostrados son graficos de barra mas sus respectivos SEM, se utilizo el analisis estadistico
por Test de Student no pareado (p<0.05 (*); p>0.001 (**)). B.- Correlacion entre los niveles
relativos de expresion de los genes HIF 1A e IFNG (NC, n=7 y ACD, n==11). C.- Correlacién
entre los niveles relativos de expresion de los genes HIFIA e IRFI (NC, n= 10 y ACD, n==11).
El analisis estadistico empleado fue el test de Correlacion de Pearson, en cada grafico se aclara el
p-valor y en r del test.
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5.8.6 Evaluacion del eje de citoquinas IL-17A/IL-21 en pacientes ACD

Realizamos el andlisis de expresion por RT-qPCR para los transcriptos correspondientes
a genes intimamente relacionados con la via de IL-17A (IL17A4, IL21,IL22 e IL234). Se
encontr6 un incremento en el nivel de expresion relativo para los transcriptos de los genes
IL21, IL22 e IL234, en duodeno de pacientes celiacos activos comparado con controles
(Figura 36-A). Es de destacar que no se encontrd un aumento de los transcriptos del gen
IL174, ni tampoco una correlacion entre el nivel de expresion de este gen y genes de la
via de IL-17A/IL-21. Sin embargo, si se encontraron correlaciones positivas entre 1L-21
con varios biomarcadores de IFNs (USP18, SOCS1). También se encontraron
correlaciones significativas entre IL-22 con SOCS3 y con IFNL2/3. Para el caso de IL-
23 A se encontrd una correlacion con IL-22 y con SOCS3. Esta serie de resultados sugiere
la existencia de una induccion simultanea de factores inflamatorios correspondientes a la
via de IFNs y genes IL21, IL22 e IL23A4. Extrafiamente, no encontramos evidencia sobre
una correlacion entre estos factores € IFNB1 o IFNG. Si bien esto no demuestra una falta
de asociacion entre las vias, pues, otros factores como MX1 tampoco mostraron una
correlaciéon con estos factores a pesar de que su biologia lo indica. Por lo tanto,
consideramos que pueden existir contribuciones de otros factores.

Por ende, estas observaciones sugieren que la respuesta inflamatoria en pacientes celiacos
activos presenta un incremento en la expresion de genes de la via de IFNs coexistente con
los genes IL21, IL22 e IL23A.

Figura 36- Andlisis del nivel relativo de expresion de genes de la via IL-17A/IL-21. A.- Estudio
del nivel de expresion del gen /L-174 (NC, n=7; ACD, n=8), IL-21 (NC, n=6; ACD, n=9), IL-22 (NC,
n=10; ACD, n=12), IL-234 (NC, n=10; ACD, n=17). Los resultados de IL-21 se muestran en graficos
de barra con sus respectivos SEM. En los demas casos, se muestran los valores puntuales con una barra
referida a la mediana por ser poblaciones con distribuciones no normales. El analisis estadistico para
IL-21 fue Test de Student no pareado, con correccion de Welch si fuera necesaria ((*) p<0.005). En el
caso de IL-23A, IL-17A e IL-22 el analisis fue por el test de Mann-Whitney ((*) p<0.05, (**) p<0.001).
B.- Correlacion 1L-21 vs USP18 (NC, n=5; ACD, n=6). C.- Correlaciéon IL-21 vs SOCS1 (NC, n=5;
ACD, n=6). D.- Correlacion 1L-22 vs SOCS3 (NC, n=5; ACD, n=6). E.- Correlacion IL-22 vs
IFNL2/3 (NC, n=5; ACD, n=6). F.- Correlacion IL-22 vs IL-23 (NC, n=4; ACD, n=6). G.- Correlacion
IL-23 vs SOCS3 (NC, n=4; ACD, n=6). Para el caso de B-G, se muestran correlaciones significativas,
segun test de Correlaciones de Pearson, entre miembros de la via de IFNs y la via IL-17A/IL-21. La
escala en cada grafico es logaritmica para una mejor visualizacion de la distribucion de todos los
resultados. Se inserto una caja de texto con el detalle del p-valor y r de Pearson para cada caso.
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El analisis por inmunofluorescencia en cortes de biopsias duodenales para investigar la
expresion y caracterizar las células que expresan IL-17A e IL-21 se muestra en la Figura
37 . Se observa una mayor expresion de IL-21 en la mucosa y en particular en el epitelio
de los pacientes ACD. Para IL-17A, no se encontraron diferencias en los tres
compartimientos evaluados. Es de destacar que la densidad de células IL-21" es, en
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promedio, 10 veces superior al de las IL-17A". Esto sugiere una induccion de la citoquina
IL-21, pero no asi para la IL-17A. Ademas, este resultado demuestra que ambas
citoquinas se expresan en células diferentes.
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Figura 37- Analisis de la expresion de las citoquinas IL-21 e IL-17A en la mucosa duodenal.
A.y C.- Imagenes representativas de las inmunofluorescencias de IL-21 (A) e IL-17A (C) en la
mucosa duodenal de pacientes celiacos activos (ACD) y controles no celiacos (NC). Las
imagenes se obtuvieron con una magnificacion total de 200X. B.- Recuento de células IL-21" de
la mucosa total, el epitelio o la lamina propria, en pacientes ACD (n=9) y NC (n=9). D.-
Recuento de células IL-17A" de la mucosa total, el epitelio o la lamina propria, en pacientes
ACD (n=9) y NC(n=6). Los resultados se representaron con graficos de barra y sus respectivos
SEM. En todos los casos se utilizd el ensayo estadistico de Test de Student no pareado, con
correccion de Welch si fuera necesaria ((*) p<0.05, (**) p<0.01).

Debido a que IL-17A es producida por diferentes células, realizamos un analisis por
inmunofluorescencia con marcadores de linaje: CD3 (linfocitos T) y CD138 (células
plasmaticas). En este estudio, encontramos células CD3'IL-17A" pero no células
CDI138'IL-17A" (Figura 38).
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Figura 38- Analisis de las diferentes poblaciones celulares que expresan IL-17A en mucosa
duodenal. A.- Imagenes representativas de inmunofluorescencia para IL-17A (rojo) y CD3 (verde)
en la izquierda y a la derecha IL-17A (rojo) y CD138 (verde). En ambos casos, los nucleos se
muestran en azul. En la imagen se encuentran sefialadas algunas de las células doble positivas con
flechas blancas, y con flechas entrecortadas se indican las células simple positivas para IL17A. B.-
A la izquierda se muestran los resultados de los recuentos (%) células CD3" IL-17A" dentro de la
poblacion de células CD3* (NC, n=3; ACD, n=6). A la derecha se muestran los resultados de los
recuentos (% del total) de células IL-17A* CD3" dentro de la poblacion de células TL-17A* (NC,
n=3; ACD, n=4). En B, los graficos de barra muestran el valor promedio de las observaciones y las
barras mas finas indican el error estandar (SEM). En ambos casos los analisis de comparacion se
realizaron por Test de Student no pareado para cada compartimiento por separado.
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En el andlisis de la produccion de IL-21 en duodeno observamos que la mayor parte de
las células IL-21" son CD3". En los pacientes celiacos, estas células T IL-21" constituyen
el 20-30% del total de las células T, un 10-15% en el epitelio y un 30-40% en la lamina
propria. A su vez, se observa un incremento en el numero de células T IL-21" en la
totalidad de la mucosa y en el compartimiento epitelial y de lamina propria ( Figura 39).

Estos resultados se corresponden con los encontrados por RT-qPCR, y reflejan un
incremento de la expresion de IL-21, pero sin cambios en IL-17A. Comprobamos que la
expresion de IL-21 es principalmente realizada por linfocitos T, mientras que solo
aproximadamente un 40% del total de células que expresan IL-17A son células T. Al
mismo tiempo, es de destacar que se observa una mayor cantidad de células T IL-21°
respecto a las T IL-17A", indicando la existencia de poblaciones T, IL-217 IL17A".
Finalmente, las células IL-17A" que no son linfocitos T, tampoco son células plasmaticas
(CD138").
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Figura 39- Analisis de las diferentes poblaciones celulares que expresan IL-21 en mucosa
duodenal. A.- Imagen representativa del analisis por inmunofluorescencia de secciones de duodeno
marcando, IL-21 (rojo), CD3 (verde) y nucleos (azul). En la imagen se encuentran sefialadas
algunas de las células doble positivas con flechas blancas B.- A la izquierda se muestran los
resultados de los recuentos (%) de células IL-21"CD3" dentro de la poblacion de células IL-21"
(NC, n=3; ACD, n=4). C.- Se muestran los resultados de los recuentos (%) de células CD3 IL-21"
dentro de la poblacion de células CD3" (NC, n=3; ACD, n=4). En B y C, los graficos de barra
muestran el valor promedio de las observaciones y las barras mas finas indican el error estandar
(SEM). En ambos casos, los analisis de comparacion se realizaron por Test de Student no pareado
para cada compartimiento por separado ((*) p<0.05).

5.8.7 Anilisis de tendencias poblacionales del sistema IL-17A/IL-21

Basandonos en diferentes publicaciones ya mencionadas en la introduccidn, se considera
que la expresion de diferentes marcadores del eje IL-17A/IL-21 puede correlacionar con
el grado de enteropatia y la edad de los pacientes ACD. Para evaluar esta hipotesis, se
estudio la distribucion del nivel de expresion de los genes asociados ala via (IL174, IL21,
IL22, IL234) y densidad de células IL-17A" o IL-21". En este estudio, no se observaron
diferencias entre el nivel de expresion de los genes asociados a la via o a diferentes grados
de enteropatia dentro de la poblacion ACD. Solo se encontraron diferencias significativas
entre el grado cero (o normal) en la histologia y los genes IL21, IL22 e IL23A. Tampoco
se observo correlacion entre la edad y el nivel de expresion de los genes dentro de la
poblacion ACD (Figura 40).
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El analisis de la densidad de células IL-17A e IL-21 en la mucosa duodenal, tampoco
mostrd correlacion con el grado de enteropatia. Solo para IL-21 se observd un aumento
en la enteropatia 3. Tampoco se encontrd una correlacion con la edad de los pacientes.
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Figura 40- Analisis poblacional de la via IL-17A/IL-21. A.- Analisis del nivel de expresion de
genes IL17A4, IL21, IL22, IL234 segun el grado de enteropatia, siendo cero para una histologia
normal y 4 el maximo grado de severidad del dafio. B.- Analisis del nivel de expresion de genes
IL17A, IL21, IL22, IL23A segin la edad para pacientes ACD. C.- Analisis de la densidad de
células positivas para IL-17A e IL-21 por area de la mucosa duodenal respecto al grado de
enteropatia y la edad. En todos los casos, los datos de cada paciente se muestran con color rojo
para los ACD y azul para NC. En el caso de los graficos de grupo se muestran barras horizontales
correspondientes a la mediana. Los analisis de grupo se realizaron por Test de ANOVA post
correccion de Tukey en caso de datos distribuidas paramétricamente, en el caso de datos no
paramétricos se realizo analisis por Kruskal-Wallis post correccion de Dunn. Las correlaciones
se realizaron por test de Pearson. (* p<0.05).

5.8.8 Anailisis en conjunto de las vias estudiadas

Con el objetivo de analizar si las vias asociadas a la respuesta de IFNs se presentan en los
mismos pacientes que la via de citoquinas analizadas, recurrimos a un analisis por
componentes principales o “PCA”. A diferencia de las correlaciones antes mostradas, el
PCA tiene la ventaja de la simplicidad visual de su representacion para asociar las
variables estudiadas. Debemos mencionar que para la realizacion del PCA, recurrimos a
un método estadistico para la imputacion de datos faltantes (Dray and Josse, 2015). Esto
se debio a que no se pudieron realizar las medidas de las 19 variables (genes a estudiar)
en el total de los pacientes. Con el objetivo de cumplir con los requisitos del software de
imputacion de datos (paquete “missMDA?” para el leguaje R), solo se incluyeron pacientes
que al menos tengan medidas 6 de las 19 variables estudiadas. Por lo tanto, este analisis
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solo aporta informacion cualitativo y debe considerarse como complemento de las
comparaciones realizadas en las secciones anteriores.

Las primeras cuatro dimensiones analizadas permitieron diferenciar el grupo de pacientes
ACD y NC. Aunque se observa una gran dispersion dentro del grupo de los pacientes
ACD (Figura 41-A). Esta caracteristica impide la obtencion de clusteres (o subgrupos)
diferentes por diferentes métodos estadisticos, probablemente debido al numero limitado
de pacientes que pudieron ser estudiados.

La Figura 41-A muestra el andlisis para las dimensiones mas relevantes. HIF1A e IRF1
se encuentran incrementados en el mismo grupo de pacientes ACD. Esto concuerda con
los andlisis de regresion lineal antes mostrado. De manera similar, IFNy parece
encontrarse proximo a estas variables, en concordancia con la correlacion IRF1-IFNy y
HIF1A-IFNy. En el otro extremo, encontramos una leve asociacion entre IL-10, USP18.
Esto es esperable en base a la ausencia de correlacion para IFNL2/3 e IL-10 con IFNy e
IRF1. En la porcion media, se encuentran las variables menos expresadas en los pacientes
no celiacos e incrementadas en los pacientes ACD (IL22, IL21, SOCS1). A su vez, la
asociacion de algunas de estas variables ya habia sido descripta en las correlaciones
anteriormente mostradas para: IL-22/SOCS3, IL-23/SOCS3, IL-22/1L-23, IL-21/SOCSI.

Las contribuciones de MX1, IFNBI1, IFNL2/3 e IFNL1 se pueden observar en las
dimensiones 3 y 4 (Figura 41-B). Aqui se observan las asociaciones entre [FNL2/3,
USP18 y MXI1 para un subgrupo pequefio de pacientes ACD. Mientras que IL17A,
IFNL1, y en menor medida IFNB1, se agrupan entre si. Esto concuerda con las asociacion
descripta entre IFNB1 e IFNL1. Ademas, la pobre asociacion con IFNB1 en los pacientes
ACD puede explicase por la eliminacion de pacientes de alta expresion de esta variable
que no cumplian con el requisito de 6 medidas consecutivas.

En conclusidn, la expresion tan dispersa de las variables asociadas a los pacientes ACD
confirma la existencia de diferencias entre los pacientes. Ademas, esto resalta la
necesidad de realizar estudios con un gran nimero de pacientes de diferente
presentaciones y grupos demograficos para la comprension integral de las vias estudiadas.
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Figura 41- Analisis de componentes principales de la expresion génica de los marcadores de
estudio. A.- Grafico de las dimensiones 1 y 2 del PCA. Se muestran puntos individuales para los
pacientes NC (n = 10) y ACD (n = 11), y flechas para las variables estudiadas. B.- Grafico de las
dimensiones 3 y 4 del PCA. La altura y color de las fechas depende de la contribucion porcentual
de las mismas a cada dimension graficada. En cada grafico se muestran las variables de mayor
contribucion para las dimensiones. C.- El grafico muestra la contribucion porcentual de cada
dimension a la varianza total. D.- Los graficos muestran la contribucion porcentual de las 10
variables mas importantes para las dimensiones 1-4.
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5.9 Discusion v perspectivas futuras

En el estudio de las vias inflamatorias asociadas con la patogenia de EC, demostramos
que los pacientes celiacos presentan una mayor produccion de distintos tipos de IFNs. En
el caso especial de los IFNs tipo I, encontramos un aumento de los niveles de
transcripcion del gen IFNBI. Ademas, también encontramos una marcada induccion de
diferentes genes biomarcadores de esta via como MX1, USPI8, SOCS1. Por otro lado, el
mismo comportamiento fue encontrado para los IFNs tipo II, es decir /FNG, el cual se
encontré con niveles superiores a los hallados en la poblacion no celiaca.
Simultaneamente, se encontrd un biomarcador de la via de IFNs, el IRF1 incrementado
en la poblacion ACD y con una correlacion positiva con el nivel de expresion del gen
IFNG. ElI IRF8 no resultd estar incrementado en la poblacion ACD a pesar de ser
ampliamente inducido por IFNG e IFNs tipo I en diversas situaciones y tipos celulares
(McGough et al., 2008). Mas curioso aun resulta ser la correlacion inversa entre IRF8 e
IRF1 en pacientes ACD. Esto va en contra de lo esperable segiin lo conocido por la
biologia de la vias de induccion de estos factores. En conjunto, estos resultados son en
parte analogos a los encontrados en publicaciones anteriores en poblacion celiaca europea
(Nilsen et al., 1998; Monteleone et al., 2001; Pietz et al., 2017).

Es de destacar el incremento en los niveles de expresion de los genes USP18'y SOCSI en
pacientes celiacos activos. Aunque estos resultados podrian interpretarse como una
inhibicion de la via de IFNs, estos marcadores deben ser considerados como reguladores
de la via, que son inducidos frente a una sefal persistentes por parte de los IFNs. Al mismo
tiempo, debemos tener en cuenta que la expresion de los factores SOCS1 y SOCS3 son
controlados no solo por los IFNs, sino también por la via TAM estudiada en el siguiente
capitulo (Parte C). Por otra parte, es esperable encontrar una preferencia entre los SOCS|1
y 3, con un marcado incremento de SOCSI1 en pacientes ACD, caracteristico de las
respuestas tipo 1 (Egwuagu et al., 2002). Al mismo tiempo, dado que estos son genes
regulados por IFNs, su expresion nos indica una mayor actividad de la via de IFNs en
duodeno de pacientes con EC activa, y el analisis por PCA revela que SOCS3 esta
enriquecido en algunos pacientes ACD. Por lo tanto, es posible que en el andlisis de una
poblacién mayor hubiéramos encontrado una diferencia entre las cohortes de pacientes.

Por otro lado, resulta llamativo que el nivel de expresion del gen MX/ no correlacione
con ninguno de los dos IFNs medidos ni con otros factores asociados a la via. Una
hipotética explicacion seria considerar que MX1 es un marcador mas sensible a diferentes
IFNs que los demas marcadores evaluados y, por lo tanto, presente una cinética de
expresion diferente.

A pesar de la relevancia funcional de los IFNs tipo III en la mucosa intestinal, estos no
han sido estudiados en el contexto de EC. En este estudio, encontramos un aumento de
IFNLI e IFNL2/3 en la mucosa duodenal de los pacientes ACD. A su vez, encontramos
una correlacion entre IFNL1 e IFNBI1, asi como IFNL2/3 correlacion6é con SOCSI1. Esto
sugiere que la via de IFNs tipo I y III se encuentran reguladas por eventos similares como
consecuencia, probablemente, de la similitud en sus vias de induccion.

Un fendmeno llamativo observado es la falta de correlacion entre IFNL1 y IFNL2/3, y
las diferentes direcciones de sus contribuciones en el andlisis de PCA. Esto indicaria que
los pacientes ACD presentan preferencias en la induccion del tipo de IFNs tipo III. En
este sentido, es posible que los IFNLs presenten diferentes preferencias en los factores
trascripcion que inducen su expresion ya que, por ejemplo, los IRFs inducen
diferencialmente a los IFNLs. De este modo, IFNL1 es estimulada por vias dependientes
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del IRF1, mientras que IFNL2/3 dependen selectivamente de IRF3/7 (Odendall et al.,
2014; Lazear, Nice and Diamond, 2015).

Es interesante que no hayamos encontrado cambios nivel de expresion de IFNLR1 entre
las poblaciones analizadas, cuando se ha demostrado su induccion frente a algunas de las
citoquinas inflamatorias asociadas con EC activa (Read et al., 2019). Sin embargo,
debemos tener en cuenta que la expresion de este receptor en intestino esta principalmente
asociada a los enterocitos, y es inhibida en situaciones de pérdida de polarizacion de las
células epiteliales (Pott et al., 2011; Bhushal et al., 2017), como ocurre en intestino
delgado de pacientes celiacos (Schumann et al., 2017). Por lo tanto, es posible que la
expresion total del receptor IFNLR1 se encuentre determinada por diferentes factores en
las poblaciones celulares. Por esto, la caracterizacion de la expresion de IFNLR1 requiere
otros estudios para obtener una mejor descripcion de este eje.

Los factores HIF1A y VEGFA se encontraron transcripcionalmente aumentados en la EC
activa. Estudios de otros grupos de trabajo mostraron que VEGFA (Rezaei-Tavirani,
Rostami-Nejad and Montazar, 2019) y HIF1a (Vannay et al., 2010) se asociaban a EC.
La importancia de estos factores en la EC puede ser multiple. Por un lado, varias de las
funciones proinflamatorias mediadas por IFNy en células macrofagicas requiere de la
expresion de HIF1a (Braverman ef al., 2016). Este factor también afecta la denominada
inmunidad entrenada (Corcoran and O’Neill, 2016; Peng et al., 2016) favoreciendo las
respuestas de macrdfagos M1, e interviene en la liberacion de alarminas por necroptosis
en macrofagos M1 estimulados con IFNy (Karshovska et al., 2019). A su vez, la pérdida
de la estructura de barrera en el epitelio mediado por IFNy tiene como intermediario
intracelular la induccion de HIF 1a (Yang et al., 2014). Esto tltimo es relevante, dado que
Vannay y col. mostraron que la mayor localizacion de dicho factor era encontrada en
enterocitos y células subepiteliales (Vannay et al., 2010).

HIF1a no solo es requerido para algunas de las funciones inflamatorias comandadas por
los IFNs, sino que estos también regulan su expresion en ciertos modelos. De esta forma,
la induccion de HIF1a pueden relacionarse con la via NF-kB, y con Transglutaminasa 2
(TG2). Algunos MAMPs y DAMPs activan a la via NF-kB (p65/p50), mientras que TG2
intracelular puede unirse a p65/50 e inducir selectivamente la produccion de HIFla
(Kumar and Mehta, 2012; Kumar et al., 2014). A su vez, la TG2 se encuentra fuertemente
inducida en EC, en especial debido a los altos niveles de IFNy (Bayardo et al., 2012). Por
todo ello, podemos interpretar que la fuerte correlacion en el nivel de expresion de HIF1 o
con IFNy e IRF1 se debe al control de su expresion por la via de IFNs tipo 1I.

En cuanto al VEGFA, pocos trabajos han estudiado a este factor en el contexto de la
enfermedad celiaca. Solo un trabajo reciente menciona su medicion en biopsias de
pacientes ACD (Rezaei-Tavirani, Rostami-Nejad and Montazar, 2019) y lo considera un
nodo importante entre redes de interaccion de los genes evaluados. Sin embargo, al igual
que HIF1a se desconoce su potencial rol en la enfermedad. Por otra parte, es ampliamente
conocido el rol de HIF1a como regulador positivo de la expresion de VEGFA (Forsythe
et al., 1996; Dengler, Galbraith and Espinosa, 2014), y a pesar de la ausencia de
correlacion entre estos factores en los pacientes ACD, es posible plantearse una posible
interaccion. De hecho, las interacciones entre esto factores se han visto relacionadas con
la actividad proinflamatoria de células T citotdxicas (Palazon et al., 2017), células Th17
(Gaffen et al., 2014), como también en la homeostasis de la vasculatura (Forsythe et al.,
1996) y el epitelio (Song et al., 2017). Sin embargo, a pesar de que en el analisis por PCA
este factor se asocia con la expresion de 1L22 e IL23A, no hallamos correlaciones entre
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los niveles de VEGFA e IL17. Por ende, es posible que las funciones de VEGFA sean
mas complejas de analizar, e involucren el estudio principalmente de las células
epiteliales y endoteliales en donde, segtn los datos de Vannay y col., parece hallarse la
mayor expresion de HIF1a en los pacientes celiacos.

El eje Th17 ha sido estudiado en EC, pero con observaciones contradictorias. En este
estudio, encontramos un aumento de las células IL-21, mayormente CD3", en la mucosa
duodenal de pacientes ACD. Este aumento esta principalmente basado en un incremento
de células del compartimiento intraepitelial, aunque cuando se analizaba la relacion de
células CD3"IL-21" dentro de las CD3", se observd que existia un aumento en ambos
compartimientos. La diferencia entre estos resultados puede ser debida a la presencia de
otras células, como células plasmaticas, productoras de IL-21 en lamina propria. Estos
resultados, junto con la mayor expresion a nivel genético de esta citoquina confirmar la
induccion de IL-21 en los pacientes ACD.

Por otro lado, no observamos diferencias significativas, ni en el nivel de expresion del
gen IL17A4, ni en el nimero de células IL-17A", entre las muestras de duodeno de los
pacientes ACD y NC. El niimero de las células IL-17A" es menor al observado para las
células IL-21". En promedio, en pacientes celiacos, encontramos que solo el 10% de las
células T fueron productoras de IL-17A", mientras que un 30-40% producen IL-21. Esta
observacion indica que no todas las células T IL-217, expresan IL-17A", sugiriendo que
el namero de células Th17 es inferior al de células T IL-217, resultados que concuerdan
con otras publicaciones (Leeuwen et al., 2013). Las diferencias encontradas en las
diferentes publicaciones pueden ser debidas a las diferentes estrategias experimentales
seguidas en cuando al uso de microscopia de fluorescencia, citometria de flujo o
establecimiento de lineas T derivadas de la mucosa duodenal. Es de destacar que siendo
solo el 40% de las células IL-17A" linfocitos T (CD3"), indicaria que el restante 60%
corresponde a células ILC3 y mastocitos, entre otros menos abundantes. En linea con
esto, se ha descripto recientemente, que en EC se encuentra un aumento de mastocitos
IL-17A", y que esto correlaciona con la severidad de la enteropatia, sugiriendo un rol de
estas cé¢lulas en la patogenia (Frossi et al., 2017). Por lo tanto, el escenario donde podria
intervenir IL-17A puede ser consecuencia funcional de una sumatoria de células: Th17,
ILC3, mastocitos, y otras con una contribucion menor.

No observamos diferencias en la expresion de IL-21 o IL-17A con respecto a la edad y
grado de enteropatia, resultado que contrasta con otros estudios (Scaleia et al., 2012). En
nuestra evaluacién encontramos solo una diferencia significativa en la densidad de células
IL-21" en pacientes con enteropatia con respecto a poblacion control. Sin embargo, se
debe destacar que aqui se evaluaron pacientes mayoritariamente de menor edad y con
enteropatia severa. Estos sesgos de seleccion de poblacion ocurren habitualmente en este
tipo de estudios. La correlacion de un determinado parametro con el grado de enteropatia
requiere poblaciones muy numerosas, y que cubran un amplio rango de edades y una
distribucion homogénea de casos para los distintos grados de enteropatia, protocolos que
son complejos de desarrollar. En conclusion, necesitariamos incluir pacientes con una
mayor variedad de enteropatias y edades mas adultas que resultan ser menos frecuentes
en la poblacion de muestras que normalmente ingresan a estos protocolos de estudio.

También evaluamos el nivel de expresion de genes frecuentemente asociados con la via
de IL-17, en especial destacamos a IL234 y de IL22. Para IL23A observamos un aumento
de expresion en la mucosa intestinal de los pacientes celiacos activos. Esto se podria
relacionar con la observacion que células de sangre periférica (PBMCs) de pacientes
celiacos estimuladas con PT-Gliadinas presentaron un incremento de IL-23A (Harris,
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Fasano and Mann, 2008). También encontramos aumento de expresion del gen /L22, lo
que contrasta con publicaciones que no encontraron un aumento de células T productoras
de IL-22 en lamina propria (Monteleone et al., 2010), u otros articulos donde se describe
la incapacidad de producir IL-22 por células T CD4" derivadas de pacientes celiacos
activos frente a una estimulacion con péptidos derivados de gluten (Bodd et al., 2010).
Sin embargo, en esos estudios se evalud exclusivamente la producciéon de IL-22 por
linfocitos T, mientras que existen distintas fuentes de produccion de esta citoquina en la
mucosa como ILC-3, NK, y linfocitos intraepiteliales, que no fueron evaluadas (Sabat,
Ouyang and Wolk, 2014; Keir et al., 2020).

La IL-22 es inducida por IL-23A y HIFla en células T CD4" (Budda et al., 2016) y
células T CD8" (Witte ef al., 2010). Si bien, esta citoquina tiene funciones criticas en el
mantenimiento de la integridad de la barrera epitelial, no es claro cudl seria su rol en EC.
La IL-22 promueve la capacidad del IFNy para inducir enzimas productoras de especies
reactivas de oxigeno y de nitrogeno (Bansal et al., 2013). Esto es interesante, ya que, de
esta forma, IL-22 podria contribuir con los niveles elevados de marcadores de oxidacion
encontrados en suero y en mucosa duodenal de pacientes celiacos (Stojiljkovi¢ et al.,
2012; Moretti et al., 2018; Maluf et al., 2020). Por otra parte, en las células epiteliales,
IL-22 tiene un rol protector, al incrementar la integridad del epitelio, promoviendo la
proliferacion de los enterocitos, y la produccion de mucus y péptidos antimicrobianos
(Arshad et al., 2020). Si bien estas funciones resultan beneficiosas en el epitelio intestinal,
debemos considerar que en presencia de IFNs, la IL-22 induce respuestas pro-
inflamatorias. En particular, la presencia de los IFNs tipo I inducen un cambio en la
sefalizacion intracelular por IL-22 promoviendo la activacion del factor STAT1 por sobre
STATS3, lo que causa la expresion de quimoquinas proinflamatorias (CXCL10, CXCL11),
que casualmente se encuentran aumentadas en EC (Miihl, 2013; Bondar ef al., 2014). Por
ende, estas observaciones sugieren que IL-22 podria tener multiples roles en la patogenia
de la EC.

La IL-10, que encontramos incrementada en EC, es otro factor relevante en la respuesta
de la mucosa intestinal. Siendo una citoquina regulatoria es comun encontrarla elevada
en situaciones fuertemente inflamatorias. A pesar de ello, debemos considerar que el
contexto local condiciona la funcionalidad de esta citoquina sobre el complejo receptor
de IL-10 (IL-10RA/B). De este modo, en forma analoga a IL-22, células mieloides
estimuladas con IL-10 en presencia de IFNa, no tienen una sefializacion intracelular
dominada por STAT3, sino por STAT]I, lo que conduce a la induccion de quimoquinas
proinflamatorias (Miihl, 2013). Por lo tanto, la sola expresion de este factor no debe
interpretarse necesariamente con la presencia de una respuesta reguladora eficaz.

El analisis de PCA indico la existencia de comportamientos dispersos en la expresion de
los factores asociados a la EC. Este fenomeno, puede estar relacionado con la necesidad
de incrementar el nimero de pacientes estudiados, como también en la posible presencia
de otras variables no estudiadas. Entre estas ultimas, la variabilidad en la cantidad y el
tiempo de consumo de gluten es uno de los factores mas importantes si consideramos la
posibilidad de que los genes estudiados presenten cinéticas de expresion diferentes. Para
el caso concreto de IL17A, ciertas publicaciones recomiendan la evaluacion en células, o
tejidos, recientemente estimulados (Ramirez-sanchez et al., 2020). Asimismo, debemos
tener en cuenta que la expresion de algunas citoquinas es controlada por factores que
dependen de la microbiota, y también de la dieta. Como hemos comentado en la
introduccion general, los pacientes celiacos activos presentan importantes modificaciones
en la microbiota. Por lo tanto, se deben considerar estos factores a la hora de asociar la
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expresion de estas citoquinas, y sus biomarcadores, con subgrupos de pacientes ACD. A
pesar de ello, debemos mencionar que dichos estudios integrales, son extremadamente
dificiles de realizar y escapan a las posibilidades técnicas de nuestro estudio.

Por lo analizado, es claro que la respuesta inflamatoria en EC es influida por una serie de
citoquinas inflamatorias, entre ellas los IFNs, tanto tipo I, II y de tipo III, asi como por
IL-10, IL-21, TL-22, IL-23, que se encuentran incrementadas en la mucosa duodenal de
los pacientes ACD. De esta forma, consideramos que los IFNs son moduladores de la
actividad de estas citoquinas promoviendo su funcidon inflamatoria. A su vez, ciertas
citoquinas como IL-21 e IL-23A pueden potenciar la respuesta inducida por los IFNs.
Esto se debe a la capacidad de IL-21 para estimular la produccion de anticuerpos, y de
linfocitos T, entre ellos citotoxicos, los cuales promueven la produccién de IFNs, e
inducen vias de muerte celular programada. Al mismo tiempo, IL-23A es capaz de inducir
poblaciones inflamatorias como células ILC3, Th17, Th22 y T CD8'IL-22". Lo mismo
ocurre para HIF1a en la promocion de dafio al epitelio y macréfagos expuestos a IFNy.
Adicionalmente, los IFNs son capaces de inducir directamente vias de muerte celular,
tanto por mecanismos apoptdticos, como por necroptosis, ferroptosis y piroptosis; y con
ello liberar diferentes tipos de alarminas promoviendo la respuesta inflamatoria local
(Sarhan et al., 2018; Perez et al., 2021). Como se describe en los otros capitulos de esta
Tesis, las alarminas y el eje TAM, son modulados por IFNs o proteinas controladas por
éstos, razon por la cual, los estudios sobre el rol funcional de los diferentes IFNs en la
patogenia de EC deben ser profundizados.
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5.10 Conclusiones

Las tres familias de IFNs se encuentran inducidas en la enfermedad celiaca activa. Al
mismo tiempo, diferentes biomarcadores de los IFNs (MX1, IRF1, SOCS1, USP18) se
encuentran inducidos en duodeno de los pacientes celiacos. Por lo tanto, existe una
asociacion entre las tres vias de IFNs y la EC. Sin embargo, futuros trabajos sobre estas
vias, en particular la via de IFNSs tipo III, seran necesarios para poder comprender el rol
de estos mediadores en el desarrollo y progresion de la EC.

El nivel de expresion del gen HIF A esta aumentado, juntamente con un incremento de
IFNy e IRF1, en los pacientes celiacos activos. Dicha correlacion puede asociarse con el
control de la expresion de este factor por el IFNy.

Los pacientes celiacos activos expresan mayores niveles del ARNm de IL-10. Sin
embargo, dada la falta de correlacion entre este factor y las demas vias estudiadas, no
podemos concluir que dicha expresion refleje actividad regulatoria de IL-10.

El numero de células productoras de IL-21, pero no de IL-17A estd aumentado en la
mucosa duodenal con enteropatia celiaca. Las células T son practicamente las unicas que
expresan la IL-21, mientras que un 40% de las células productoras de IL-17A son
linfocitos T, dejando un aproximado del 60% de las células IL-17A" como fuentes
potenciales a células ILC3 y/o mastocitos, pero no células plasmaticas.

La expresion de los genes IL22 e IL23A esta aumentada en los pacientes celiacos no
tratados. A su vez, la ausencia de correlacion entre /L22, [L23, e IL21, con IL174, sugiere
que la induccion de estas citoquinas es ocasionada por fendmenos diferentes o,
alternativamente, ocurra en células diferentes. Las correlaciones entre estos factores y
biomarcadores de la via de IFNs indicaria una posible interaccion entre ambas vias en la
patogenia de la EC.

No se encontraron clusteres definidos en el estudio de asociacion de los marcadores de la
via de IFNs, con la via IL17A/IL21. Esto se debe a la heterogeneidad en la expresion de
dichos factores dentro de la poblacion celiaca. Por lo tanto, este tipo de analisis requeriria
el estudio de un gran numero de pacientes, y con informaron detallada sobre factores
ambientales y genéticos en esa poblacion.

La via de los IFNs es dominante en los pacientes celiacos no tratados, y potencialmente
puede modular otras vias asociadas con la EC. Entre estas, se encuentran las vias de
muerte celular, y estrés inflamatorio local, junto con la modulacion de la actividad y
expresion de citoquinas como IL-10, IL-21, IL-22 e IL-23A.
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6.1 Introduccion general al Sistema “TAM”

El sistema de receptores tirosina quinasa (RTKs) denominado “TAM” esta conformado
por tres receptores, Tyro3, Axl y MerTK y sus ligandos Gas6 (growth arrest factor
specific 6) y Prosl (Proteina-S). Estructuralmente estos receptores comparten
caracteristicas con otros RTKs, como el receptor de insulina (Rothlin ef al., 2015). Sin
embargo, ciertos rasgos particulares como una secuencia conservada “KWIAIES” en la
cola citoplasmatica y otras caracteristicas estructurales determinan su clasificacion
independiente (Rothlin et al., 2015). Los TAMs se encuentran en diversas células como
células dendriticas, macrofagos, NK, linfocitos T y B, microglia, entre otras (Rothlin et
al., 2015; Fourgeaud et al., 2016; Peeters, Rahbech and thor Straten, 2020) donde
participa en diferentes funciones que pueden ser agrupadas segun:

1. Control de la respuesta inmune adaptativa.

Control de la fagocitosis de cuerpos apoptoticos.

Control de la reparacion del heridas.

Control de la proliferacion celular.

Control de la respuesta innata y homeostasis con microbiota.

wh e

Estas funciones requieren la interaccion entre los ligandos de los TAMs, a partir de lo
cual se genera una via intracelular iniciada con la fosforilacion de residuos de Tyr en
dominios similares a los ITIMs (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif)
presentes en los TAM. Esto permite el reclutamiento de fosfatasas, como la SHP-1, que
inhiben la respuesta de factores de la vias: NF-kB, JAK-STAT y IL-1/TLRs (Rothlin ef
al., 2015).

Los receptores TAM pueden ser enzimaticamente cortados por diferentes proteasas
tisulares y de membrana, como la ADAMI10 y metaloproteasas. De este modo, las
versiones solubles de los TAM (sTyro3, sMerTK y sAXL), compiten con los receptores
de membrana por sus ligandos solubles (Ekman, Stenhoff and Dahlbick, 2010; Wu et al.,
2011). Ambos ligandos también son capaces de unirse y ser transportados en circulacion
por la proteina de unién al complejo 4b (C4BP), interaccion que compite por la unién a
los TAM en membrana (Rothlin ef al., 2015).

Los ligandos, Prosl y Gas6, presentan una gran similitud estructural (~40% de
homologia), tienen masas moleculares cercanas a los 75 kD, y son modificadas post-
traduccionalmente por un mecanismo dependiente de la vitamina K, que incorpora un
dominio carboxilico (dominio “GLA”). Este demonio le permite unirse al Ca*" libre
(Rothlin et al., 2015) que es critico para las funciones de este eje, como la capacidad de
unirse a residuos de fosfatidilserina (PtdSer) expuestos en la membrana externa de
células, plaquetas activadas o cuerpos apoptoticos. En estas condiciones, el Ca®" se une a
las cargas negativas de la PtdSer y aumenta la afinidad de los ligandos TAM con sus
receptores (Rothlin ez al., 2015).

Es necesario destacar que los ligandos tienen diferentes afinidades por los receptores.
Gasb6 es el unico ligando capaz de unirse a los tres receptores, con afinidad decreciente
para Axl, Tyro3 y MerTK (Rothlin ef al., 2015). En cambio, Prosl solo se une a los dos
ultimos. Por otra parte, Pros] es muy importante en la homeostasis vascular, de forma
independiente de los TAMs. Esta funcion radica en la capacidad de unirse a la proteina-
C activada (aPC) actuando como un cofactor no enzimatico. Este complejo aPC-PS es
fundamental durante la formacion del codgulo, debido a que degrada los factores
procoagulantes V y VIII, y esto evita la formacion excesiva de trombina, controlando la
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zona donde se forma el codgulo (Rothlin et al., 2015). Otra de las diferencias entre los
ligandos, es la presencia de versiones de corte y empalme para Gas6. En concreto, se
conoce al Gas6SV, que presenta una insercion de 43 aminoacidos que contiene un sitio
de corte por proteasas. De esta forma, diferentes proteasas liberan un fragmento de
Gas6SV de 50 kD al medio extracelular que tiene capacidad para unirse a los receptores
TAM vy activarlos (Goruppi et al., 1997).

Los ligandos del sistema TAM se producen a nivel local como sistémico. Para esto
participan células epiteliales, monocitos, macrofagos, células dendriticas, células T
activadas fibroblastos, células endoteliales y de musculo liso vascular (Benzakour and
Kanthou, 2000; Rothlin et al., 2015). Mientras que los hepatocitos son productores de la
mayor parte de la Pros1 circulante en sangre (Hall, Peake and Winship, 2006).

En las siguientes secciones se discutiran las diferentes funciones del sistema TAM por
separado.

6.2 Elsistema TAM como controlador de la respuesta adaptativa

6.2.1 Regulador tardio de la activacion de células T en organos linfoides
secundarios (OLS)

Mediante experimentos con animales knockouts (KO) para los diferentes receptores TAM
o combinaciones de estos, se comprobd que su ausencia genera un fenotipo auto-
inflamatorio, con presencia de hipertrofia en los organos linfoides secundarios, y
anticuerpos anti-ADN, anti-colageno y anti-fosfolipidos, sumado a mayor sensibilidad a
shock endotdxicos por LPS (Lu and Lemke, 2001). La hipertrofia de los 6rganos linfoides
secundarios se relaciond con un mayor nimero de linfocitos T y B, sugiriendo que el eje
TAM es importante en el control de la expansion clonal y activacion de estas células.
Posteriormente, se confirmo que las células dendriticas sobreexpresan estos receptores en
membrana al activarse por medio de la sefial de diferentes TLRs (TLR3, 4 y 5) (Rothlin
et al., 2007), y que, a su vez, estos inducirian a los IFNs tipo I, quienes incrementan la
sintesis de los receptores TAM. Esta induccion se acompaina también la produccion de
Prosl1 por células T recientemente activadas (Carrera Silva et al., 2013). De esta forma,
en la interaccion célula T-célula dendritica, los receptores TAM tienen un rol moduladora
de la activacion celular. Los linfocitos T activados expresan Prosl en su membrana en
forma de “parches” con PtdSer. Estas zonas con Pros1 pueden interactuar con las cé€lulas
dendriticas que expresan TAM, los cuales activan su fosforilacion intracelular y al mismo
tiempo, interaccionan con el receptor de IFN I (IFNAR). Esta interaccion modifica la
sefial intracelular de este receptor, lo que conduce a un aumento de las proteinas SOCS1
y -3, las cuales inhiben la transduccion de sefiales por diferentes vias proinflamatorias
(Carrera Silva et al., 2013). En parte, SOCS1/3 inhiben las vias JAK/STAT al unirse a
las proteinas JAKs activadas e impiden la fosforilacion de otras proteinas, mientras que
reclutan E3 ubiquitina-ligasas que inician el proceso de protedlisis de factores relevantes
de las vias de sefializacion de los receptores TLRs e IL-1R, como NF-kB y JAK/STAT
(Tamiya et al., 2011). De esta forma, la sefializacion conjunta de los TAM y de IFNs tipo
I, reduce la sefial de secrecion de citoquinas proinflamatorias. Por otro lado, la
sefializacion intracelular de los TAM induce la expresion del factor “twist”, que inhibe la
produccion de TNFa (Sharif et al., 2006). Este mecanismo, es de aparicion tardia en la
activacion de las c€lulas T y sirve para limitar la proliferacion y activacion excesiva de
las células T, e indirectamente de los linfocitos B (Rothlin ez al., 2015).
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6.2.2 Regulador de las células adaptativas T y B efectoras

Los receptores TAM son expresados en la membrana de las células T efectoras ya
diferenciadas. Por ejemplo, el receptor MerTK se encontrd en poblaciones de células T
CD4" o CD8" activadas, y en estas tltimas, funciona como un correceptor activador
(Cabezon et al., 2015; Peeters et al., 2019). Los receptores Axl y MerTK se expresan en
algunas células Treg (CD4"CD25"), siendo el ligando Gas6 capaz de estimular el fenotipo
supresor aumentando la expresion de FoxP3 y CTLA4 (Zhao et al., 2017).

Por su lado, AxI participa en respuestas a agentes virales, en particular por estimulacion
de la presentacion cruzada en las células dendriticas para la activacion de las células T
CDS8". La presentacion cruzada se encontrd estimulada en presencia de un complejo
conformado por Axl y las proteinas LRP1 y RANBP9 que promueven la esferocitosis de
cuerpos apoptoticos (Subramanian et al., 2014). A su vez, los animales deficientes en AxI1
son mas susceptibles a infecciones virales. Las células dendriticas CD11c" de los
animales AxI-KO son incapaces de inducir un fenotipo pro-Thl en células T CD4" y
CDS8", con menor produccion de IFNy (Schmid et al., 2016). Este rol de Axl, como
promotor de un perfil Thl, se observdé en un modelo murino de hipertension por
administracion de acetato de deoxycorticosterona, donde se comprob6 que la ausencia de
este receptor en células T disminuye el dafio causado por la respuesta inmune con menor
produccion de IFNy (Batchu ef al., 2016). En conjunto, estas observaciones indican que
los receptores Axl y MerTK presentan un rol en la activacion, proliferacion y sobrevida
de linfocitos T. La informacion sobre el rol de Tyro3 es mas limitada. Al mismo tiempo,
se desconocen los efectos de los receptores TAM en otras poblaciones de linfocitos T,
como los linfocitos T v/ o linfocitos T CD4" Th17 o Th2.

En el caso de linfocitos B, solo hay pocos estudios sobre MerTK, que muestran que su
inhibicion afecta negativamente a la capacidad de presentar antigenos y producir
anticuerpos (Shao, Eisenberg and Cohen, 2008; Shao ef al., 2014). Por su lado, Tyro3 y
Axl, solo han sido observados en células procedentes de leucemias cronicas tipo B (Sinha
et al., 2015). En todos los casos, los receptores TAM parecen conferir sefales anti-
apoptoticas a estas células (Peeters, Rahbech and thor Straten, 2020).

6.3 Elrol sistema TAM en la remocion de los cuerpos apoptoticos

Empleando un modelo de inflamacion intestinal por dextran sulfato de sodio (DSS), en
ratones deficientes en los receptores TAM, se observd acumulacion de cuerpos
apoptoticos en los tejidos inflamados. Las células infiltrantes, neutréfilos, morian por
apoptosis, pero no eran removidos eficientemente (Bosurgi et al., 2013). Investigaciones
posteriores, confirmaron que los receptores TAM, en conjunto con la proteina TIM-4 y
la integrina avfB5, se encargan de la deteccion y remocion de los cuerpos apoptoticos por
interaccion con residuos de PtdSer en la membrana externa. En la apoptosis se activan
flipasas (ej.: P4-ATPasa) y “escramblasas” (ej.: XKRS8) en la membrana celular, que
generan residuos de fosfolipidos en la membrana externa. La presencia de PtdSer es
reconocida por TIM-4, mientras que la integrina avP5 se une a estos por medio de la
proteina MGF-ES8 (Nagata, 2018). Los receptores TAM se unen a los cuerpos apoptoticos
por medio de sus ligandos, que interaccionan con PtdSer por sus dominios “Gla”, en
presencia de Ca®" (Rothlin ef al., 2015). Esta funcién es principalmente llevada a cabo
por macrofagos residentes en diferentes tejidos. De forma tal, que la ausencia de MerTK
(el receptor TAM mas expresado en estos macrdfagos) ocasiona un acumulo de los
cuerpos apoptoticos en tejidos como los testiculos, el timo o intestino grueso(Rothlin et
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al., 2015). Las cuerpos apoptdticos acumulados sufren necrosis secundaria, lo que
estimula la produccioén de autoanticuerpos e inflamacion localizada que, en un entorno
genético adecuado, conduce a autoinmunidad. Diferentes células fagociticas, como
macrofagos y células dendriticas, utilizan diferentes receptores TAM para lograr la
eliminacion de los cuerpos apoptoticos (Seitz et al., 2007). El predominio de uno u otro
receptor o de la célula fagocitica involucrada en cada tejido, depende basicamente de los
niveles de expresion de los receptores que, en ultima instancia, es controlado por senales
generadas a través de TLR o IFNs (Rothlin et al., 2007, 2015; Seitz et al., 2007).

Las vias intracelulares que juegan un rol en este mecanismo son diversas, pero todas
involucran la activacion por fosforilacion de la proteina FAK (“Focal adhesion kinase”),
la cual es la encargada de activar al factor Rac-1 (“Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1) (Wu et al., 2005). Este factor, es una proteina GTPasa conocida por su
capacidad para modificar el citoesqueleto de los fagocitos, permitiendo la fagocitosis de
los cuerpos apoptoticos (Wu et al., 2005). Al mismo tiempo, mediate la remocion de los
cuerpos apoptoticos, los receptores TAM son capaces de inducir la inhibicion de ciertas
vias proinflamatorias, como la via del NF-kB (Sen et al., 2007). Se cree que diferentes
sitios de fosforilacion de la cola citoplasmatica de los TAM son activadores de diversas
vias intracelulares, de forma tal que la induccion de la fagocitosis es independiente a la
inhibicién de las vias proinflamatorias (Tibrewal et al., 2008). Este ultimo fendmeno,
parece estar a cargo de las vias discutidas en la seccion 6.2.1, por medio de SOCS-1/3,y
el factor twist.

6.4 Elsistema TAM v la reparacion de heridas

El sistema TAM, ha sido involucrado en diferentes procesos relacionados con la
capacidad de reparar heridas. Particularmente, la fagocitosis de cuerpos apoptoticos y los
mecanismos de regulacion de la respuesta inmune discutidos en la seccidon anterior
pueden ser considerados dentro de este grupo de funciones. Adicionalmente, se ha visto
que los receptores TAM, son adyuvantes en la respuesta de reparacion de heridas con
dafios vasculares y contribuyen a la formacion de nuevos vasos en zonas dafiadas o
inflamadas.

6.4.1 Agregacion plaquetaria

El sistema TAM es adyuvante de la agregacion plaquetaria inducida por ADP, por medio
de la interaccion de receptores TAM activados por Gas6, con la integrina allp3
promoviendo la fosforilacion de la integrina y aumentando la sefializacion por la PI3K y
Akt, con la consecuente aceleracion de la agregacion (Law et al., 2018).

6.4.2 Angiogénesis

Se conoce que el receptor Axl es crucial para la funcion endotelial y angiogénesis
(Melaragno, Fridell and Berk, 1999; Zuo et al., 2014; Li et al., 2017). Este efecto es
mediado por una accion directa de Gas6 sobre Axl expresado en las células endoteliales,
como también sobre células de musculo liso circundantes, las cuales ayudan a estabilizar
la formacion de nuevos vasos. Al mismo tiempo, Gas6 es capaz de inducir respuestas de
sobrevida (anti-apoptotica) en estas células.
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6.4.3 Estabilizacion de la barrera endotelial

Prosl (y, probablemente en Gas6), tiene la capacidad de recuperar la permeabilidad
selectiva de la barrera endotelial post injuria isquémica. Este mecanismo es dependiente
de Tyro3 que, activado por Prosl1, es capaz de interactuar y activar al receptor esfingosina
1 fosfato (S1P1), el cual recluta y activa a la proteina Rac-1. Esta proteina reorganiza el
citoesqueleto endotelial y asegurar la reduccion de la permeabilidad vascular (Zhu et al.,
2010).

6.5 Elsistema TAM v el control de la proliferacion celular:

Una de las caracteristicas de los TAMs es la modulacién de la actividad de otros
receptores transmembrana. Entre estos, se destacan las modulaciones positivas del eje
TAM sobre receptores que aseguran la sobrevida y proliferacion de diferentes tipos
celulares. Los receptores que interactian son: EGFR (tumores mamarios), VEFGR2
(células vasculares), FLT3 (células NK), PDGFR (tumores mamarios), MET (células
GnRH"). Al mismo, tiempo, los TAM son iniciadores de diversas sefiales intracelulares
como Erk1/2, PI3K/Akt, PLCy e incluso, en algunas células, activan al NF-kB y/o Bcl2
(factor anti-apoptético) (Axelrod and Pienta, 2014). Inicialmente, muchas de estas
observaciones eran realizadas en tumores y llevo a la idea de considerarlos oncogenes
(Rothlin et al., 2015). Actualmente se sabe de su rol en la homeostasis celular y tisular
por su participacion en la induccion de vias anti-apoptdticas y proliferativas en células
endoteliales y musculo liso vascular (Axelrod and Pienta, 2014). Andlogamente, en las
células “stem cells” o progenitoras del epitelio de pulmon, el receptor Axl es fundamental
para estimular la proliferaciéon de células epiteliales. Este mecanismo involucra el
reconocimiento de las cuerpos apoptoticos circulantes por la interaccion Gas6, unida a
estos restos celulares, y el receptor Axl en las células progenitoras (Fujino et al., 2019).

6.6 El sistema TAM v el control de la respuesta inmune innata y la homeostasis
con la microbiota

6.6.1 Regulacion de las células innatas

El sistema TAM es capaz de regular la inmunidad innata mediante su accion sobre varias
células como células NK, macréfagos y células dendriticas. En especial, aqui se
comentard sobre las funciones de este eje en modular respuestas proinflamatorias en
tejidos no linfoides.

6.6.1.1 Células dendriticas (DC)

Como ya se ha mencionado Axl y Tyro3 son los receptores que mas influencian el
comportamiento de las células dendriticas. Por medio de Gas6, Axl es capaz de inducir la
activacion de la migracion a los 6rganos linfoides. Particularmente, se ha observado que
células dendriticas de sitios con inflamacion crénica en presencia de IFNs tipo I, tienen
mayor resistencia a la apoptosis, y capacidad migratoria, en parte debido a la interaccion
Gas6/AxI en estas células (Scutera et al., 2009).

6.6.1.2 Macrofagos

Como se comento, dependiendo el tejido y las condiciones o el estado fisiologico del
mismo, el nivel de expresion de los receptores TAM es variable, sin embargo, en
condiciones basales, el nivel de expresion de los TAM en macrofagos en una situacion
basal es dominado por MerTK (Seitz et al., 2007). En cambio, en condiciones
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inflamatorias tanto macrofagos M1 o M2 expresan mas Axl que MerTK, y en presencia
de IFNy la expresion de MerTK puede disminuir (Zagorska et al., 2014). De esta forma,
Axl ocupa un rol compartido con MerTK en los macrofagos, dependiendo del estado
inflamatorio del tejido.

6.6.1.3 Células NK

En las células NK, Tyro3 y Axl juegan un rol importante en sus funciones y desarrollo,
en especial, controlan su ontogenia en médula 6sea a través del receptor FLT3 en células
pluripotenciales CD34". De hecho, NK AxI-KO son incapaces de madurar a un fenotipo
citotoxico en presencia de IL-15 y de producir IFNy (Park et al., 2009). Sin embargo,
estudios en tumores han demostrado que la inhibicion de los TAM en las células NK
genera un fenotipo mas citotéxico, proponiendo un rol regulatorio de los TAM en las
c¢lulas NK maduras (Paolino et al., 2014).

6.6.2 Regulacion de la homeostasis en la microbiota oral:

Se ha demostrado el rol del eje TAM en el mantenimiento de la homeostasis de las
mucosas, en especial, se ha estudiado en la respuesta inmune en la mucosa oral donde se
observo la expresion de Pros1 y Gas6. Estos tienen una cinética de expresion diferente, y
mientras que Gas6 depende de la activacion de MyD88 en la via TLR, no ocurre lo mismo
para Prosl. Al mismo tiempo, se comprob6 que la ausencia de Gas6, en animales Gas6-
KO, promueve el acimulo de células Th17 por sobre las Treg en la lamina propria oral.
Este fendmeno genera un desbalance en la microbiota con presencia de un mayor niimero
de bacterias proinflamatorias anaerobias (Nassar, Tabib, Capucha, Mizraji, Nir, Pevsner-
Fischer, et al., 2017). También se observo que la ausencia de Gas6 hace que los animales
sean mas susceptibles a infecciones con patdégenos comunes en la mucosa oral,
probablemente por una limitada respuesta tipo 1. Se evidencié un menor ingreso de
neutréfilos y monocitos a la lamina propria de animales Gas6-KO debido a una reduccion
de la expresion de proteinas vasculares (VCAM-1, ICAM-1, P-selectina) esenciales para
la migracion transendotelial de estas células. Ademas, la ausencia de Gas6 inhibe la
produccion de CCL19 y CCL21 en los o6rganos linfoides y vasos linfaticos, quimoquinas
esenciales para la migracion de las células dendriticas (Nassar ef al., 2018).

Por todo esto, Gas6 tiene diferentes roles en la inmunidad de mucosas. Por un lado, es un
factor anti-inflamatorio secretado por células epiteliales en respuesta a la microbiota
local, pero, por otra parte, es fundamental para la migracion de células infiltrantes en la
lamina propria y en la migracion de células dendriticas a los 6rganos linfoides drenantes.
En conjunto, el eje TAM puede tener funciones regulatorias limitando la respuestas
proinflamatorias exacerbadas, pero, por otro lado, también favorece una respuesta inmune
adaptativa eficaz frente a infecciones.
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Figura 42-Resumen de la introduccion del sistema TAM.
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6.7

Importancia v justificacion del estudio del eje TAM en la enfermedad celiaca:

El eje TAM no fue estudiado en intestino delgado humano, ni en modelos animales. El
control de la respuesta inflamatoria, la eliminacioén de células muertas, la interaccién con
componentes de la microbiota como moduladores de su funcidn, entre otros, son roles de
este eje que hacen que sea interesante su estudio en intestino humano, y en especial en el
contexto de una patologia inflamatoria cronica como EC, donde se observa:

Incremento de muerte celular en la lamina propria y epitelio (Shalimar et al.,
2013) (observaciones no publicadas de nuestro grupo).

Respuesta inmune adaptativa tipo 1 exacerbada contra péptidos de gliadinas
(Nilsen et al., 1998).

Aumento de los IFNs tipo I (Monteleone et al., 2001).

Alteracion de la microbiota intestinal (Marasco et al., 2016; Lamas et al., 2020).

Estas observaciones, conducen a nuevas preguntas sobre el rol de este eje en la
mucosa duodenal de los pacientes celiacos:

Incremento de muerte celular.

¢cLos macrdfagos y células dendriticas locales expresan los receptores TAM? ;El
nivel de expresion de Tyro3, MerTK y Axl en estas células provenientes de
pacientes ACD es diferente que en los pacientes no celiacos (NC)?

Respuesta inmune adaptativa tipo 1 exacerbada contra péptidos de gliadinas.

¢ Puede que el nivel de expresion de los ligandos TAM en la mucosa duodenal de
los ACD condicione un ambiente proinflamatorio? ;Las células CD3" expresan
algunos de los componentes del sistema TAM? (El nivel de expresion de los
componentes del sistema TAM es diferente entre ACD y NC?

Aumento de los IFNs tipo L.

JExiste correlacion entre los niveles en tejido de IFNs tipo 1y la expresion del eje
TAM?

Modificacion de la microbiota intestinal. ;jLas células epiteliales expresan los
componentes TAM? ;Es diferente la expresion de estas proteinas en los ACD y

NC?
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6.8 Objetivos especificos de la parte C

e C(Caracterizar la expresion de los componentes del eje TAM en la mucosa de
intestino delgado humano. En especial, realizar estudios comparativos entre
mucosa duodenal de pacientes celiacos activos y controles sanos.

e Evaluar las poblaciones celulares involucradas en este eje y la asociacioén con la
enfermedad celiaca.

e Evaluar la asociacion entre los IFNs y el sistema TAM en la mucosa duodenal de
los pacientes celiacos activos.

6.9 Hipotesis de Trabajo de la parte C

En base a los comentado, se elaboraron las siguientes hipotesis experimentales.

e Hipotesis 1: El eje TAM y sus ligandos se expresan en diferentes células de la
mucosa duodenal humana.

e Hipotesis 2: La enteropatia celiaca se encuentra asociada con un desbalance en
la expresion de las proteinas que componen el eje TAM.

e Hipotesis 3: La diferencia en los niveles de expresion de estos componentes es
consecuencia de citoquinas asociadas a la enfermedad celiaca activa.
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6.10 Resultados experimentales

6.10.1 Nivel de expresion génica de los ligandos TAM en la mucosa duodenal de
pacientes celiacos activos (ACD) y no celiacos (NC)

Los ligandos TAM, Pros1 y Gas6 fueron evaluados por diferentes técnicas. En la Figura
43 -A se muestra el nivel de mensajero ARNm relativo para ambos ligandos. Para el caso
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Figura 43- Analisis del nivel de expresion del ARNm de los ligandos TAM en la mucosa
duodenal de pacientes ACD y NC. A.- Nivel relativo de expresion del ARNm de Gas6 (NC:
n= 26; ACD: n=30) y Pros1l (NC: n=28; ACD: n= 32). En todos los casos el gen EEFI1AI fue
utilizado como gen de referencia. B.- Correlacion entre niveles relativos de ARNm de los genes
GAS6y PROSI en casos ACD (n=19) y NC (n=17). C.- Correlacion entre niveles relativos de
ARNm de los genes IFNG y GAS6 en ACD (n=9) y NC (n=14). D.- Correlacion entre niveles
relativos de ARNm de los genes IFNG y PROS1 en ACD (n= 10) y NC (n=14). E.- Correlacion
entre niveles relativos de ARNm de los genes IFNBI y GAS6 en ACD (n= 16) y NC (n=10). F.-
Correlacion entre niveles relativos de ARNm de los genes /[FNBI y PROSI en ACD (n=11) y
NC (n=12). E*.- Correlacion entre niveles relativos de ARNm de los genes IFNB1 'y GAS6 solo
para los ACD (n= 16). En el caso de la comparacion de los niveles de expresion de Gas6 y Pros1
se uso el test de Mann-Whitney debido a que las poblaciones comparadas no presentaron
distribuciones normales segun test estadisticos. En todos los casos el p-valor es (*) p<0.05; (**)
p<0.01. El grafico de Gas6 y Pros1, muestra los datos individuales de cada paciente, y la barra
correspondiente a la mediana. Solo para Gas6 se partio el eje para lograr una mejor visualizacion
de los datos. Para las correlaciones se utilizo el “test de Spearman”, se muestran los valores de
p-Valor <0.05.

de Gas6 se encontro un aumento del ARNm en los pacientes ACD, mientras que un patron
opuesto se observd para Prosl. Los niveles de expresion de ambos ligandos presentaron
una correlacion inversa al considerar tanto la poblacion ACD y NC, pero no si ambas
poblaciones eran consideradas por separado (Figura 43-B). Por otro lado, los niveles de
expresion de Gas6 correlacionaron positivamente con los del gen /FNBI, pero no con
IFNG. Al mismo tiempo, la correlacion fue mas significativa si se consideraba solamente
la poblacion ACD. Estos resultados sugieren una influencia de IFNf sobre la expresion
de Gas6 en la mucosa duodenal, en particular en pacientes celiacos activos. En cambio,
Pros1 presentd una correlacion negativa con los niveles de los transcriptos del gen /FNB1
considerando la poblacién total ACD y NC, pero no en forma separada. Es asi, que los
ligandos TAM pueden ser modulados por los IFNs tipo 1.

6.10.2 Control de la expresion de los ligandos TAM en un modelo endotelial

Debido a que encontramos una relacion a nivel transcripcional entre los ligandos TAM y
los IFNs tipo I, decidimos estudiar si los IFNs, ya sea tipo I o II, pueden modular la
expresion de los ligandos en una célula de linea, células HMEC-1, como modelo
experimental de células endoteliales de microvasculatura, que expresan los ligandos
TAM vy algunos de sus receptores (Lee et al., 2014). Como se muestra en la Figura 44,
ninguno de los dos tipos de IFNs pudo modificar la expresion de los ligandos en este
modelo de células. Si bien, se observo una tendencia, como un incremento de Prosl en
algunos cultivos de HMEC-1 tratados con IFNy a las 6 y 24hs post estimulo, y con IFN1
para Gas6 a las 24 hs, no representd un comportamiento uniforme entre los ensayos,
probablemente debido a la dificultad de homogeneizar el cultivo de estas células.
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Figura 44- Analisis de 1a modulacion de la expresion de los genes PROS1 y GAS6 por IFNs
tipo I y II en células HMEC-1. Resultados de los anélisis de expresion de PROS1 (A) o GAS6
(B) en células de microvasculatura HMEC-1. Los resultados se muestran normalizados contra
los controles no estimulados para cada tiempo. Se utiliz6 el gen EEF1A1 como gen de referencia.
El ntimero de repeticiones del ensayo fue para las 6 hs n= 3, 24 hs n= 6 y 48 hs n=6. Las
repeticiones se realizaron en dos experimentos independientes. Los andlisis estadisticos se
realizaron dentro de cada tiempo de estimulacion por el test de ANOVA post correccion de
Dunnet. En el experimento se utilizé una concentracion de IFNB1 de 1000U/mL y 10 ng/ml de
IFNy.

6.10.3 Nivel de expresion de los ligandos TAM en la mucosa duodenal de pacientes
celiacos activos (ACD) y no celiacos (NC):

Los niveles de expresion de estos ligandos fueron estudiados mediante la técnica de
western blot (Figura 45). Se observd una disminucion significativa de los niveles de
Prosl en los pacientes ACD, mientras que Gas6 y Gas6SV (de 75 y 80 kDa,
respectivamente), no pudieron diferenciarse por esta técnica y se evaluaron como una
unica banda cercana a los 75 kDa, la cual se encontr6 aumentada en los pacientes ACD.
La version alternativa del gen GAS6, Gas6SV clivada (50 kDa) no mostré diferencias
entre la poblacion ACD y NC. La relacion entre las bandas de 50 y 75 kDa, mostré un
aumento relativo de la banda de mayor masa molecular en los pacientes ACD. Por otro
lado, no se observo una correlacion entre los ligandos Pros1 y Gas6, pero si una tendencia
semejante a lo hallado en el analisis de RT-qPCR, resultado que podria explicarse por el
bajo “n” de este estudio.
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Figura 45- Analisis por western blot del nivel de expresion de los ligandos TAM en la mucosa
duodenal de pacientes ACD y NC. A. y C.- Imdgenes representativas del analisis por western blot
de Gas6 y Prosl respectivamente, para pacientes celiacos activos y no celiacos. En todos los casos
beta actina (B-act) fue utilizada como control interno de carga. En el caso de Gas6, la distribucion
de los datos fueron no normales y se representaron los datos con la mediana. Mientras que los
resultados para Pros1 tuvieron una distribucion normal, y se representaron en graficos de barra mas
el SEM. B.- Analisis de la intensidad de banda para las bandas de 75 kDa, 50 kDa la suma total de
ambas bandas (Gas6 Total) y ademas se muestra la relaciéon de ambas bandas (Gas6 75/50) para
pacientes NC (n=10) y ACD (n=9). D.-Andlisis de la intensidad de la banda de 75 kDa
correspondiente a la Pros] relativo a beta actina para la poblacion de pacientes NC(n=10) y ACD
(n=5). E.- Correlacion de Prosl y Gas6 (75 kDa) para NC (n=7) y ACD (n=5). Los andlisis
estadisticos de las comparaciones ACD y NC para las diferentes proteinas se realizaron mediante
“Test de Student” no pareado para Prosl y Mann-Whitney para Gas6 (* p<0.05).

Para estudiar las células productoras de estos ligandos, realizamos al andlisis por
inmunofluorescencia sobre cortes de biopsias duodenales. En la Figura 46, se observa
que Gas6 se localizd principalmente en el epitelio, aunque también en algunas células
dispersas en lamina propria con intensidad de marca variable. Se destaca que Gas6
presentd una marca leve en citoplasma con una mayor intensidad de la sefial en el nticleo
celular. Esta localizacion no ha sido descripta, y desconocemos la relevancia de esta
observacion®. En la Figura 46-B, se observa la mayor expresion de Gas6 en los pacientes
celiacos activos tanto en el compartimiento epitelial como en lamina propria. De esta
forma, el total de la mucosa presenta el mismo patrén de expresion que se observéd por
western blot y en el nivel de ARNm del gen Gas6 por RT-qPCR.

2 Notamos que solo podiamos evidenciar dicha marca nuclear en muestras ya sea embebidas en
parafina, o congeladas al fijarlas con acetona, o posterior a una recuperacion antigénica por calor
(Datos no mostrados).
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Figura 46- Analisis de la expresion de Gas6 y Pros1 por inmunofluorescencia en secciones de
mucosa duodenal de pacientes ACD y NC. A. y C.- Imagenes representativas del andlisis por
inmunofluorescencia para GAS6 (rojo) o PROS] (rojo) respectivamente. By D.- Analisis de RFD
para Gas6 (ACD n=8; NC n=6) y Pros1 (ACD n=5; NC n=7). Para todos estos casos se utilizo el
analisis estadistico de “test de Student” no pareado (* p<0.05; ** p<0.01). Los graficos muestran
las barras con el valor promedio y las barras de error (SEM). E.- Se muestra el analisis de
correlacion entre las RFD de mucosa total para Gas6 y Pros1 (ACD n= 4; NC n= 6). Se utiliz6 el
“test de Pearson” para evaluar posible correlacion, se muestra el p-valor obtenido.

El andlisis para Prosl mostré6 una marca en el compartimiento epitelial, y en algunas
células de la lamina propria con localizacion citoplasmatica (Figura 46-C). El nivel de
expresion se encontrd disminuido en mucosa total, epitelio y lamina propria de los
pacientes ACD respecto a los controles (Figura 46-D). Estos resultados concuerdan con
lo observado por western blot y RT-qPCR. El andlisis de correlacion entre los niveles
individuales de expresion de Prosl y Gas6 fue significativo (Figura 46-E). Esta
correlaciéon muestra que ambos ligandos presentan un patrén de expresion diferente entre
los pacientes ACD y NC, y al mismo tiempo, sugiere la existencia de un control inverso
en la expresion de ambos ligandos TAM en el contexto inflamatorio de la enteropatia
celiaca.

6.10.4 Analisis de las diferentes células que expresan Gas6 en la mucosa duodenal
de pacientes ACD y NC

La Figura 47-A muestra el andlisis por inmunofluorescencia realizado con el fin de
identificar las poblaciones celulares que expresan Gas6 en la mucosa duodenal. En la
lamina propria, las células Gas6" son tanto células endoteliales (CD317), como leucocitos
(CD45"). Particularmente, dentro de las CD45" se encuentran de linfocitos T (CD3%),
células dendriticas (CD11¢") y macréfagos (CD68") que expresan esta proteina. En el
epitelio duodenal, en ACD y NC, se observo un gran numero de células CD45” Gas6*
(enterocitos) y células T CD3"Gas6".

Los recuentos de células Gas6® para los marcadores CD45, CD3, CD68 y CD11¢? se
muestran en la Figura 47-B. Se observaron tendencias no significativas para los recuentos
de células CD45 Gas6" en epitelio (células epiteliales) y CD45°Gas6 " en epitelio y lamina
propia. En parte, es posible que la falta de significancia se deba a la gran dispersion de
los resultados entre ambas cohortes de pacientes, y a la existencia de subpoblaciones
celulares. Por ello realizamos recuentos de diferentes subpoblaciones de leucocitos. De
este modo, encontramos un incremento de células CD3"Gas6" en el epitelio, y de
CD68'Gas6" en lamina propria de los pacientes ACD. Es de destacar la observacion
sobre linfocitos T intraepiteliales ya que no se habia reportado. En cambio, si se conocia
la expresion de Gas6 en macrdfagos de diferentes tejidos, y su expresion se asocia con
macrofagos residentes capaces de fagocitar cuerpos apoptoticos en situaciones
homeostaticas e inflamatorias (Nepal et al., 2019).

Comparando los resultados de los recuentos con los obtenidos por el andlisis de RFD,
consideremos dos posibles escenarios. El primero es que el incremento en la expresion

3 No se realizaron recuentos de las inmunofluorescencias con doble marcacion para CD31 y SMA
debido a la dificultad de realizar una identificacion segura de todas las células positivas para estos
marcadores.
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de Gasb6 es generalizado en todas las poblaciones estudiadas de células CD3" del epitelio
y CD68" de lamina propria. La segunda opcidon seria que el aumento de Gas6 sea
exclusivo de ciertas subpoblaciones de linfocitos T y macrofagos. Nuevos analisis se
necesitan para confirmar dichas hipotesis.
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Figura 47- Analisis de las poblaciones celulares Gas6” en la mucosa duodenal de los pacientes
ACD y NC. A.- Imigenes representativas de inmunofluorescencia en secciones de biopsias
duodenales para Gas6 y marcadores de linaje: CD45, CD3, CD68, SMA, CD31 y CDllc. Las
imagenes fueron obtenidas con aumentos de 630X y 400X final, y sometidas a diferentes
magnificaciones digitales, indicando las escalas en las respectivas imagenes. Los limites entre
epitelio y lamina propria fueron remarcados con lineas blancas discontinuas. Algunas de las células
doble positivas se indican con flechas blancas. B.- Resultados del analisis de células CD45" Gas6*
y CD45°Gas6"(NC n=4; ACD n=5) en los compartimientos epiteliales (EP), lamina propria (LP)
y el total de la mucosa duodenal (TOTAL). C.- Resultados del analisis de células CD3"Gas6 (NC
n=5; ACD n= 4). D.- Resultados del analisis de células CD68Gas6" en la mucosa duodenal de
ambas cohortes de pacientes (NC n =7; ACD n= 8). E.- Resultados del analisis de células CD11¢*
Gas6" en la mucosa duodenal de ambas cohortes de pacientes (NC n=5; ACD n= 4). Los resultados
se muestran como valores individuales por paciente ubicados dentro de barras de altura
correspondiente a la media de la poblacion mas las barras de error sistematico (SEM). En todos los
casos, el andlisis estadistico fue test de Student no pareado para cada uno de los compartimientos
por separado (* es p<0.05, *** es p<0.001). En los ejes de ordenadas se aclara la referencia de
normalizacion para cada uno de los recuentos.

6.10.5 Analisis de las diferentes células que expresan Prosl en la mucosa duodenal
de pacientes ACD y NC

Con el objetivo de identificar las poblaciones de células T (CD3") y dendriticas (CD11c¢")
que expresaran Prosl se realizé un estudio por inmunofluorescencia® (Figura 48-A).
Tanto la mucosa duodenal de pacientes celiacos activos como controles no celiacos
presentan poblaciones de células T y células dendriticas que expresan Pros1 en su citosol.
En ambos casos, las células estuvieron dispersas en la mucosa intestinal, y la marca fue
mas débil que en las células epiteliales. A su vez, los recuentos manuales de dichas
poblaciones solo mostraron tendencias a una menor cantidad de ambas poblaciones
Prosl™ en los pacientes ACD. Una posible explicacion es que esta llamativa tendencia
puede deberse a la existencia de subpoblaciones de células con expresion reducida de la
Prosl. Sin embargo, se requiere de nuevos ensayos con marcadores especificos de
subpoblaciones de células T y células dendriticas para poder confirmarlo.

4 Para el analisis de Pros] no se realizaron recuentos de células leucocitos totales (CD45%) o
enterocitos debido a la incompatibilidad de los anticuerpos utilizados. Futuros ensayos con
reactivos compatibles seran necesarios para el estudio de dichas poblaciones celulares.
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Figura 48- Analisis de la expresion de Proteina S en células T y células dendriticas. A.-
Imagenes representativas para Pros1 en verde, y marcadores de linaje CD3 y CD11c en rojo. Las
imagenes fueron obtenidas con aumentos de 630X final y sometidas a diferentes magnificaciones
digitales, indicando las escalas en las respectivas imagenes. Los limites entre epitelio y lamina
propria fueron remarcados con lineas blancas discontinuas. Algunas de las células doble positivas
se indican con flechas blancas. B.- Resultados del analisis de las células CD3"Pros1” en los
compartimientos epiteliales (EP), lamina propria (LP) y el total de la mucosa duodenal (TOTAL),
y recuentos de células CD11¢"Pros1* en toda la mucosa. Los resultados se muestran como valores
individuales por paciente ubicados dentro de barras de altura correspondiente a la media de la
poblacion, mas las barras de error sistematico (SEM). El analisis estadistico fue test de Student
no pareado para cada uno de los compartimientos por separado. En los ejes de ordenadas se aclara
la referencia de normalizacion para cada uno de los recuentos.
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6.10.6 Estudio de la expresion genética de los receptores TAM en la mucosa
duodenal de los pacientes ACD y NC

La Figura 49 muestra los resultados del andlisis de la expresion de los diferentes
receptores TAM en la mucosa duodenal de los pacientes ACD y NC. Los tres receptores
se expresan en la mucosa duodenal, aunque se observa un leve aumento del nivel de
expresion del gen AXL en los pacientes celiacos activos. Los otros receptores no
presentaron diferencias significativas entre ambas poblaciones.

Con el objetivo de analizar patrones de expresion del sistema TAM, sus ligandos y la via
de IFNs, realizamos un analisis de componentes principales (PCA). De forma analoga a
lo comentado en la Parte B, se recurrid a la imputacion de datos faltantes por medio del
uso del paquete missMDA.

El analisis por PCA mostr6 que, para las primeras dos dimensiones, existe una buena
separacion entre poblacion de pacientes ACD y NC en la dimension 2 (Figura 49-B).
Ademas, dentro del grupos de pacientes ACD, se observa la asociacion, ya comentada,
entre GAS6 e IFNBI. El anélisis también sugiere una asociacion entre pacientes que
expresan altos niveles de GAS6, IRF1 e IFNG, que se muestra como un subgrupo
independiente de pacientes celiacos en el grafico de clusteres (Figura 49-D). En
concordancia con los datos de RT-qPCR, se observa una asociacion inversa entre las
variables PROS1 y GAS6. Finalmente, este analisis sugiere una asociacion en los tres
receptores TAM entre si, y biomarcadores de la via de IFN tipo I, como USP18 y SOCSI,
SOCS3 e IRFS8. Esto ultimo se puede relacionar con la biologia del sistema TAM, ya que
en presencia de IFNs su senalizacion induce la expresion de SOCS1 y -3 (Rothlin et al.,
2015). De esta forma, se pudieron obtener 2 clisteres para la poblacion celiaca activa
segun el nivel de expresion de GAS6, IFNBI1, IFNG, IRF1, los tres TAM, SOCS1 y
USP18. Esta asociacion no parece depender del grado de enteropatia, ni edad de los
pacientes. A su vez, estos resultados indican la posible regulacion de los IFNs y factores
asociados, en la via TAM en los pacientes celiacos no tratados.

Figura 49- Analisis semi cuantitativo del nivel ARNm de los receptores TAM en la mucosa
duodenal de los pacientes ACD y NC. A.- Niveles d¢ ARNm de los genes TYRO3 (ACD n=17,
NC n=16), AXL (ACD n= 18; NC n=16), MERTK (ACD n= 15; NC n=15). En todos los casos ¢l
nivel de expresion del gen EEFIAI fue utilizado como control o “housekeeping”. Los graficos
para AXL y MERTK muestran las barras con el valor promedio y las barras de error (SEM), el
grafico de TYRO3 muestran los valores por pacientes y la barra horizontal correspondiente a la
mediana. Para AXL y MERTK se utilizé el analisis estadistico de “test de Student” no pareado (*
p<0.05) y para TYRO3 se utilizo el test de Mann-Whitney. B.- Gréfico de las dimensiones 1 y 2
del PCA. La altura y color de las fechas depende de la contribucion porcentual de las mismas a
cada dimension graficada. Los pacientes NC (n= 26) se muestran en gris y los ACD (n = 24) en
rojo. C.- Contribucion porcentual de las variables mas importantes a cada una de las dos primeras
dimensiones. D- Grafico de subgrupos o clusteres de pacientes (alfa:0.90).
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6.10.7 Estudio de la expresion de los receptores TAM en la mucosa duodenal de los
pacientes ACD y NC

La Figura 50 muestra el andlisis del nivel de expresion por western blot para el receptor
Tyro3. Dado que se observaron varias bandas para el receptor, se asumio que las bandas
supriores a 100 kDa correspondian a la version completa o “full”. Este limite se
corresponde con peso molecular calculado en base a su secuencia primaria.

Los analisis revelaron una disminucion de la expresion del receptor completo en los
celiacos activos. En un analisis mas minucioso, se vio alterada la distribucion de las
formas del receptor en los pacientes ACD, observando una menor cantidad de Tyro3
completa respecto al total de esta proteina (Figura 50-C y D). Estas diferencias podrian
estar relacionadas con potenciales cortes enzimaticos de la proteina a cargo de proteasas
tisulares o0 de membrana celular, como ADAM10 la cual es responsable del corte de otros
receptores TAM, como Axl (Lu et al., 2017).
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Figura 50- Analisis de la expresion de Tyro-3 en la mucosa duodenal de los pacientes ACD
y NC. A.- Iméagenes representativas de western blot para Tyro3 en mucosa duodenal de
pacientes ACD y NC. En todos los casos se utilizé beta-actina como control interno de carga.
Se muestran las diferentes bandas obtenidas para el marcador Tyro3. B.- Analisis de intensidad
relativa de cada una de las bandas obtenidas para Tyro3 normalizadas con el control y de la
suma de todas las bandas (TYRO3 Total) que se refiere a la suma de todas las bandas
analizadas, Tyro3 full correspondientes a las bandas superiores o iguales a los 100 kDa y luego
las bandas de menor peso molecular correspondientes a 84, 80, 62 y 50 kDa para los ACD (n=
12) y la poblacion NC (n=11). En este caso, los graficos corresponden a barras con los datos
de cada paciente y con el correspondiente SEM para cada poblacion. C.- y D.- Analisis de la
cantidad relativa de cada version de la proteina en formato de grafico de barra con el SEM. En
(C), se muestra la comparacion entre las dos poblaciones de pacientes y en (D) se muestra la
comparacion de la cantidad de cada banda en un mismo grupo de pacientes. En todas las
comparaciones de dos grupos utilizé el analisis estadistico de “test de Student” no pareado con
correccion de Welch para poblaciones con SD diferente, mientras que en el punto D, se utilizd
ANOVA post-Tukey (* p<0.05; ** p<0.01; **** p<0.0001).

Para el caso del receptor Axl, en el western blot solo se pudo observar la banda de 55 kDa
correspondiente al fragmento citoplasmatico posterior al corte enzimatico del receptor.
Dicho corte se piensa es realizado por proteasas de membrana como las ADAM10/17 (Lu
et al., 2017). La version correspondiente al receptor completo (110-130 kDa) no pudo
detectarse por western blot a pesar de utilizar diferentes anticuerpos y modificaciones de
la técnica. Como se observa en la Figura 51, no se encontraron diferencias significativas
para la banda de 55 kDa de Axl entre las poblaciones estudiadas.

Axl 55 KD
A NC ACD B
KDa 3 P=0.0987
m: L ]
100 3 2
<
55 |wme| || AXL %1 N
42 | — }-l BActina
0
€] <Q
L v.o

Figura 51- Analisis de la expresion de Axl en la mucosa duodenal de los pacientes ACD y NC.
A.- Imagenes representativas del analisis por western blot para Axl en un paciente no celiaco (NC)
y un paciente con EC activa (ACD). B.- Analisis de intensidad relativa al grupo control respecto
al ratio sefial de la banda de 55 kDa de Axl y el control beta actina para la poblacion NC (n= 11)
y ACD (n= 7). El analisis realizado fue por Test de Student no pareado. Se muestran los graficos
de barra de cada poblacion con los datos de los pacientes individuales y las barras de error
sistematico.
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6.10.8 Estudio de la expresion de Tyro3 y Axl en la mucosa duodenal de pacientes
ACD yNC

La Figura 52 muestra el analisis por inmunofluorescencia para el receptor Tyro3, donde
se observa la expresion en células de la lamina propria, como también en algunas células
epiteliales dispersas en cumulos. Se encontr6 un nivel de expresion comparable entre
pacientes ACD y NC en ambos compartimientos, con una tendencia a una disminucion
en la poblacion ACD. Esto podria deberse a que no es posible distinguir entre las
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Figura 52- Analisis de la expresion de Tyro3 en la mucosa duodenal de pacientes ACD y NC.
A.- Imégenes representativas del analisis por inmunofluorescencia para Tyro3 (en rojo) en
pacientes no celiacos y pacientes con EC activos. Las imagenes fueron obtenidas a 200X de
magnificacion optica y diferentes magnificaciones digitales. En las figuras, se muestran la escala
con una barra blanca correspondiente a 200 um. B.- Analisis de RFD para Tyro3 en mucosa total
y en los compartimientos epiteliales y lamina propria por separado para cada grupo de pacientes
NC (n=4) y ACD (n=5). Los graficos muestran las barras con el valor promedio y las barras de
error (SEM). Para todos estos casos se utilizo el analisis estadistico de “test de Student” no pareado.
C.- Imagen de la mucosa duodenal de un paciente ACD marcada contra Tyro3, junto con una zona
con mayor aumento digital. Con una flecha blanca se sefiala algunos de las células Tyro3" en el
nucleo.
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diferentes versiones proteicas del receptor mediante esta técnica, observando la sumatoria
de todas las variantes y obteniendo un resultado semejante al obtenido por western blot
al sumar todas las bandas correspondientes al receptor (Figura 50-B “TOTAL”). Por otro
lado, basandonos en la tendencia observada, la falta de diferencias entre ambas
poblaciones podria deberse al analisis de un bajo “n” en este estudio. Curiosamente,
notamos que algunos pacientes celiacos activos mostraron una marca nuclear intensa para
Tyro3 (Figura 52-C). Esto ultimo podria relacionarse con una distribucion diferente de
las bandas proteicas mas livianas del receptor, las cuales presentan, en algunos casos,
mayor presencia en pacientes ACD (Figura 50-C y D). La observacion de una
localizacidon nuclear para un receptor TAM no es novedoso ya que se ha descripto para
MerTK (Migdall-Wilson et al., 2012) o Axl (Lu et al., 2017) en situaciones inflamatorias,
particularmente tumores. A pesar de ello, es poco lo que se conoce sobre esta localizacion.
La misma se ha relacionado con un rol anti-apoptotico en células tumorales para MerTK
(Migdall-Wilson et al., 2012) y Tyro3 (Tsai et al., 2018).

La Figura 53 muestra el andlisis de la expresion del receptor Axl en la mucosa duodenal,
donde tanto en pacientes ACD como NC se observa expresion del receptor. La marca se
encontro en células de la lamina propria cercanas al epitelio apical, aunque, en algunos
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Figura 53- Anélisis de expresion de AXL en la mucosa duodenal de pacientes ACD y NC. A.-
Imagenes representativas del analisis por inmunofluorescencia para Axl (en verde) en pacientes
no celiacos y pacientes con EC activos. Las imagenes fueron obtenidas con una magnificacion
optica de 200X y diferentes zoom digitales, se muestran las escalas en la parte inferior de las
imagenes. B.- Resultados del analisis de RFD para AxI correspondientes a la mucosa total,
compartimiento epitelial y lamina propria para los pacientes NC (n=5) y ACD (n=4). Los graficos
muestran las barras con el valor promedio y las barras de error (SEM). Se utilizo el analisis
estadistico de “test de Student” no pareado.
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casos, la capa muscular de la mucosa también presentd marcacion. Curiosamente, solo se
observaron pocas zonas del epitelio con marca. El anélisis por RFD no confirma un
aumento selectivo como el encontrado por RT-qPCR para el receptor en la poblacion
ACD.

6.10.9 Analisis de las células TAM' en mucosa duodenal

Con el objetivo de realizar un andalisis mas detallado del eje TAM en duodeno, efectuamos
un analisis por inmunofluorescencia sobre secciones de biopsias intestinales para cada
uno de los receptores TAM vy diferentes marcadores de linaje celular.

En la Figura 54 se muestran los resultados para el receptor Tyro3 junto con marcadores
de diferentes tipos celulares: leucocitos (CD45"), linfocitos T (CD3™), miofibroblastos
(SMA"), macréfagos (CD64") y células dendriticas (CD11¢"). Como se puede observar,
todas las poblaciones células evaluadas, incluso los enterocitos (CD45°), expresan Tyro3
sin distinciones entre ambas poblaciones de pacientes.

La evaluacion de la expresion, como porcentaje de células Tyro3", para cada una de las
poblaciones celulares mencionadas mostré que los enterocitos, identificados como CD45"
en la zona epitelial, presentaron una expresion disminuida en los pacientes ACD. Por otro
lado, no se encontraron diferencias dentro del grupo de células CD45", ni CD3" entre
ambos tipos de pacientes (Figura 54-C y -D).

Alrededor de un 20% de las células dendriticas (CD11c¢") expresan Tyro3, sin diferencias
entre las dos poblaciones de pacientes (Figura 54-E). Se observo una tendencia a la
disminucion de la proporcion de células CD64 Tyro3™ en los pacientes ACD (Figura 54-
D). Si bien esto no fue significativo, es llamativa la dispersion dentro de los pacientes no
celiacos. Esto puede deberse a la presencia de factores no caracterizados que favorezcan
la expresion de Tyro3 en esta poblacion.

Dada la dificultad para realizar un recuento manual de las células SMA Tyro3",
procedimos a analizar la intensidad de fluorescencia (RFD) especifica de Tyro3 dentro
de la zona SMA™ (Figura 54-F). De este modo, encontramos que las células SMA™
presentaban una tendencia a incrementar la expresion Tyro3 en muestras duodenales de
pacientes celiacos.

En base a estas observaciones, podemos considerar que los enterocitos en duodeno de los
pacientes celiacos activos presentan una menor expresion del receptor Tyro3.

Para el caso de AxI se repitid es mismo esquema de analisis por inmunofluorescencia que
para Tyro3. En la Figura 55-A, se observa que Axl fue expresado por las mismas
poblaciones celulares que Tyro3. Sin embargo, este receptor no se encontrd disminuido
en los enterocitos de los pacientes celiacos. S6lo encontramos algunas tendencias que
sugieren que Axl tendria una regulacion diferencial en ciertas subpoblaciones celulares.

En los pacientes ACD, AxI present6 una tendencia a aumentar en las poblaciones CD3",
en especial en lamina propria (Figura 55-C), que podria ser consecuencia de la presencia
de poblaciones de células T que expresen diferentes niveles del receptor.
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Figura 54- Analisis de las células Tyro3" en la mucosa duodenal de pacientes ACD y NC. A.-
Imégenes representativas del andlisis por inmunofluorescencia en secciones de biopsias
duodenales para la deteccion de Tyro3 y diferentes marcadores de linaje celular: CD45, CD64,
CDl1c en rojo; CD3 y SMA en verde. Las imagenes muestran la escala con una barra blanca de
50 um. Algunas flechas blancas indican células dobles positivas. B.- Analisis de células
Tyro3*CD45 y de las células Tyro3*CD45" en el compartimiento epitelial y lamina propria de
pacientes NC (n= 7) y ACD (n=8). C.- Analisis de células Tyro3'CD3" en el compartimiento
epitelial y lamina propria de pacientes NC (n=4) y ACD (n=6). D.- Anadlisis de células
Tyro3*CD64" en la mucosa de pacientes NC (n=4) y ACD (n=3). E.- Andlisis de células
Tyro3"CD11c" en la mucosa de pacientes NC (n=3) y ACD (n=3). F.- Analisis de RFD para
TYRO3 en células SMA" para pacientes NC (n=3) y ACD (n=3). Los graficos muestran las barras
con el valor promedio y las barras de error (SEM). Para todos estos casos se utilizod el analisis
estadistico de “test de Student” no pareado.
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Figura 55- Analisis de las células AXL" en la mucosa duodenal de pacientes ACD y NC. A.-
Imagenes representativas del analisis por inmunofluorescencia en secciones de biopsias
duodenales para la deteccion de Axl en verde, y diferentes marcadores de linaje celular: CD45,
CD3, CD64, CDI11c y SMA en rojo. Las imagenes muestran la escala con una barra blanca de 50
um. Algunas flechas blancas indican células dobles positivas. B.- Analisis de células AxI'CD45
y células AXI"CD45" en el compartimiento epitelial y lamina propria de pacientes NC (n=5) y
ACD (n=4). C.- Analisis de células AxI"CD3" en el compartimiento epitelial y lamina propria de
pacientes NC (n=7) y ACD (n=4). D.- Analisis de densidad de células AxI'CD64" en la mucosa
duodenal de pacientes NC (n=6) y ACD (n=5). E.- Analisis de células AxI"CD11¢" en la mucosa
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duodenal de pacientes NC (n=7) y ACD (n=7). F.- Analisis de RFD para AXL en células SMA*
para pacientes NC (n=3) y ACD (n=3). Los graficos muestran las barras con el valor promedio y
las barras de error (SEM). Para todos estos casos se utilizo el andlisis estadistico de “test de
Student” no pareado.

Un comportamiento semejante al descripto para las células CD3"AxI", se encontro en la
poblacion CD64"AxI", con heterogeneidad en la proporcion relativa de CD64"AxI1"
dentro de ambas poblaciones de pacientes (Figura 55-D). Andlogamente, se observo una
tendencia en el indice RFD para miofibroblastos (SMA™) (Figura 55-E). Al igual que en
analisis anteriores, las tendencias en parte pueden ser debidas a diferencias en factores
aun no caracterizados que pueden impactar en forma diferencial en distintas poblaciones,
y también a que estos analisis han estudiado un “n” bajo. Esta es una dificultad propia de
estos estudios donde el acceso a muestras duodenales bien caracterizadas no es sencillo.

Por ultimo, realizamos el analisis de expresion de MerTK en las poblaciones, CD45",
CD3", CD64" y CDllc¢" (Figura 56). Todas las poblaciones analizadas presentaron
proporciones variables de células MerTK". Las células que mayoritariamente expresan
este receptor dentro de las células CD45" se encuentran entre las poblaciones de células
CD3",CDl11c" 0 CD64". Los recuentos de las células CD3"MerTK " presentaron una gran
heterogeneidad dentro del epitelio y lamina propia de los pacientes ACD. Sin embargo,
no se encontraron diferencias significativas con el grupo control. Por otro lado, las células
CD64" 0 CDI1¢" MerTK"™ mostraron una disminucion en los pacientes ACD, siendo
significativo para las células dendriticas CD11¢"MerTK".

Figura 56- Analisis de las células MerTK" en la mucosa duodenal de pacientes ACD y NC.
A.-Imagenes del analisis por inmunofluorescencia para MerTK en verde y diferentes marcadores
de linaje celular CD45, CD3, CD64, CDl1c, en rojo. Las imagenes muestran la escala con una
barra blanca correspondiente a 50 um. Las flechas blancas indican algunas de las células dobles
positivas. B.- Analisis de células MerTK'CD45" en el compartimiento epitelial y lamina propria
de pacientes NC (n=3) y ACD (n=6), y a la derecha se muestran los resultados del analisis de
células MerTK*CD45" en el compartimiento epitelial y lamina propria de pacientes NC (n=3) y
ACD (n=6). C.- Analisis de células MerTK*CD3" en el compartimiento epitelial y lamina propria
de pacientes NC (n=5) y ACD (n=4). D.- Analisis de células MerTK"CD64" en la mucosa duodenal
de pacientes NC (n= 3) y ACD (n=4). E.- Analisis de células MerTK'CD11c" en la mucosa
duodenal de pacientes NC (n= 4) y ACD (n=4). Los graficos muestran las barras con el valor
promedio y las barras de error (SEM). Para todos estos casos se utilizé el analisis estadistico de
“test de Student” no pareado.
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6.11 Discusion v perspectivas

En esta seccion se realizé un andlisis de la expresion del sistema TAM y sus ligandos con
el objetivo de evaluar posibles modulaciones en los niveles de expresion de los
componentes del sistema en la mucosa de pacientes celiacos activos.

Hemos observado una expresion diferencial de los ligandos Gas6 y Prosl, tanto a nivel
proteico como transcripcional. Los pacientes celiacos no tratados mostraron una
induccion de Gas6 y una disminucion en los niveles de Pros1. Este hallazgo es de destacar
ya que en pocos modelos inflamatorios y patologias se puede observar una modulacion
diferencial y opuesta en el nivel de expresion de estos componentes. De esta manera, se
describid que Gas6 se induce en el epitelio de la mucosa oral, en respuesta a la presencia
de la microbiota, fenomeno dependiente de la via del MyD88 (Nassar, Tabib, Capucha,
Mizraji, Nir, Pevsner-Fischer, et al., 2017; Nassar et al., 2018). También resulta
interesante que esta es la Unica publicacion que estudia la expresion de los ligandos TAM
en las mucosas sin asociarlo a tumores.

Por otro lado, no es sencillo encontrar una causa que explique la disminucion de la
expresion de Pros1 coexistente con un aumento de Gas6. De hecho, dentro de la poblacion
celiaca no se encontrd una correlacion negativa significativa entre ambos factores, sino
que dicha correlacion aparece cuando se consideran ambas poblaciones de pacientes. De
tal forma, que se podria sugerir que el control de la expresion de Prosl es independiente
de Gas6 en los pacientes ACD.

Los resultados muestran una regulaciéon compleja de los receptores TAM en la enteropatia
celiaca. El analisis de RT-qPCR mostrd un aumento en el nivel de expresion del gen AXL
en la poblacion ACD. De forma complementaria, el PCA extendi6 este resultado,
sugiriendo una regulacion similar entre los tres receptores, y la via de IFNs. Sin embargo,
los andlisis posteriores que evaluaron el nivel de expresion proteico de los tres receptores
ofrecieron un escenario mas complejo de interpretar.

Para el caso de Tyro3, mediante western blot, comprobamos que la versién completa
(“full”) del receptor se encuentra reducida en los pacientes ACD; sin embargo, no se
encontraron diferencias a nivel de ARNm. Esto sugiriere la intervencion de
modificaciones postraduccionales entre las que podemos considerar dos posibilidades.
Una es el clivaje por proteasas como ADAM10/17, que ha sido documentado para otro
receptor TAM como Axl (Lu et al., 2017). Por otro lado, pueden existir modificaciones
en la glicosilacion, observado para MerTK (Migdall-Wilson et al., 2012) y para el proprio
Tyro3 (Al Kafri and Hafizi, 2020). Es posible que dichas modificaciones determinen una
relocalizacion intranuclear del fragmento intracelular de Tyro3. De hecho, ambos
procesos regulan la localizacion nuclear de MerTK y Axl en ciertas células. Ademas,
debemos considerar que un posible corte enzimatico del receptor generaria una version
soluble de Tyro-3 (sTyro-3). Este factor ejerce un rol inhibidor de la via TAM al competir
con los TAM de membrana (Ballantine ef al., 2015).

Por otro lado, los recuentos de las células Tyro3" mostraron una disminucion en la
expresion de este receptor en los enterocitos de los pacientes celiacos activos. Estas
observaciones sumadas a los resultados obtenidos por western blot, sugieren que la
regulacion de la expresion de esta proteina es dependiente de la poblacion celular y que,
a su vez, las células como los enterocitos, pueden tener diferencias en la expresion de las
versiones mas pesadas.
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Para el caso de Axl su expresion genética se encontro inducida en la mucosa duodenal de
los pacientes celiacos. Sin embargo, a nivel proteico, no se observaron diferencias en la
expresion de este receptor entre las poblaciones de pacientes estudiadas. Por otro lado,
encontramos que Axl se expresé en ciertas células CD45", particularmente en las células
T de lamina propria y epitelio, como asi también en algunas células SMA™
(miofibroblastos). No obstante, no observamos diferencias significativas en la abundancia
relativa de estas poblaciones Ax1" entre las cohortes de pacientes analizados. Solamente
se observaron tendencias, no significativas, a una expresion incrementada de Axl en
células CD64 " de la mucosa duodenal de los pacientes celiacos. Si sumamos el hecho que
encontramos un aumento del nimero de células CD68Gas6" en los pacientes celiacos,
es posible que, el eje Gas6/Axl en las estas poblaciones de macrofagos CD64"y CD68"
sea relevante en la remocion de cuerpos apoptdticos presentes en la lamina propria.
Consecuentemente, este eje podria tener un rol importante en la induccion de un fenotipo
regulatorio en los macrofagos.

En el estudio del receptor MerTK, encontramos que los valores relativos de ARNm no
tuvieron diferencias entre la poblacion ACD y la NC. Sin embargo, no podemos asegurar
que los mecanismos dependientes de MerTK no se vean afectados por la disminucion de
Prosl en el tejido, o por la posible competencia de Gas6 con sTyro3 o sAxl que podrian
encontrarse incrementados en la enteropatia celiaca. Por otro lado, el analisis por
inmunofluorescencia mostré que un subgrupo de pacientes ACD presentaban una
expresion incrementada de células T MerTK" distribuidas entre el epitelio y la lamina
propria. Esta observacion puede ser de interés si consideramos que las células T CD8"
utilizan a MerTK como un correceptor estimulador (Peeters ef al., 2019).

Entre las células con funcion fagocitica, las células CD64 " MerTK" presentaron una
tendencia a disminuir en los pacientes ACD. Esta observacion puede relacionarse con una
reducida capacidad de generar un entorno regulador de las respuestas tipo I y reparador,
normalmente inducido en macr6fagos por citoquinas IL-4 e IL-13 (Bosurgi et al., 2017,
Triantafyllou et al., 2018). No obstante, es posible que estas poblaciones celulares sean
suficientes para mediar la remocion de los cuerpos apoptoticos en la mucosa celiaca junto
con poblaciones que expresen los otros receptores TAM, Axl y Tyro3, y que actuarian de
manera redundante en este proceso, como se observd en modelos in vitro (Seitz et al.,
2007). Por ultimo, encontramos que las células dendriticas, CD11c"MerTK" estan
disminuidas en la poblacion celiaca. La expresion de MerTK en estas células ha sido
asociada a un efecto inhibitorio sobre la proliferacion de las células T por competencia
por los ligandos TAM con las células T locales (Peeters, Rahbech and thor Straten, 2020),
A su vez, en ciertos modelos murinos, la expresion de MerTK en las células dendriticas
es relevante para la induccion de tolerancia a autoantigenos en células T, mediada por
fagocitosis de cuerpos apoptoticos (Wallet et al., 2008). Por lo tanto, es posible que la
reduccion en el namero de células dendriticas CD11¢"MerTK™ tenga un rol en la pérdida
de funcion regulatoria, y por ende esto ocasione un aumento de la respuesta inflamatoria
en la patogenia de EC.

Por lo comentado en los parrafos anteriores, el eje TAM pueden tener diferentes roles en
el control de la respuesta inmune en intestino delgado. Es factible que la elevada
expresion de Gas6, junto a la expresion variable de Axl, sea suficientes para la correcta
remocion de cuerpos apoptdticos en la mucosa duodenal de los pacientes celiacos.
Aunque no necesariamente las funciones de los macrofagos sean equivalentes y/o
redundantes. Por ejemplo, la expresion diferencial de los receptores TAM ha sido
asociada al ambiente inflamatorio, donde Axl puede ser expresado en macréfagos M1,
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inducido por LPS o IFNy, mientras que MerTK se expresa en fenotipos M2 asociados a
la resolucién de la inflamacion (Zagorska et al., 2014). En ambas situaciones, los
macrofagos son capaces de fagocitar cuerpos apoptoticos, pero, el entorno en que CD64"
MerTK" o AxI" son funcionales dependera de las sefiales dominantes.

Se desconoce la asociacion entre los perfiles de células T y la expresion selectiva de los
receptores TAM. No obstante, la expresion de MerTK en células T CD4" 0 CD8" se asocia
con la activacion mediante su TCR, y funcionaria como una molécula coestimulatoria
tardia (Cabezon et al., 2015; Peeters et al., 2019). Esto podria explicar por qué
encontramos aumentada la poblacion de células T MerTK" en algunos pacientes ACD.
Para comprender con mas detalle esta asociacion se deberian realizar estudios que
permitan determinar en simultaneo MerTK con marcadores de activacion de las células
T, y de perfil Th. Para el estudio de Axl o Tyro3 en los linfocitos T disponemos de menos
informacion aun. Axl se expresa tanto en células Th1, como en Treg, por lo que surol y
funcién puede ser simplemente la promocion de ambas poblaciones expuestas a Gas6
(Batchu et al., 2016; Zhao et al., 2017, Peeters, Rahbech and thor Straten, 2020).

Una situacion similar se encuentra para los ligandos Gas6 y Prosl1 en linfocitos T, donde
la informacion es limitada. Si bien se observo la expresion incrementada de Gas6 en los
LIEs, no conocemos el mecanismo de induccion ni la funcionalidad. Por otro lado, se
sabe que Prosl se induce frente a la activacion de los linfocitos T CD8", y en particular,
IL-4, junto con la activacion por TCR, induce su expresion en células T CD4" (Chan et
al., 2016; Peeters et al., 2019). A su vez, los pacientes celiacos se caracterizan por tener
un incremento de células T CD4" de perfil Thl, y células T CD8", con baja expresion de
citoquinas Th2 (Nilsen et al., 1998; Meresse et al., 2006; Bouziat et al., 2017). Por ende,
las dos poblaciones T que expresan a Pros1 pueden tener cambios opuestos, dejando un
balance neto dentro de las células CD3™ que no se diferencia entre la poblacion ACD y
NC. Estas hipotesis quedan pendientes de ser confirmadas en futuros ensayos.

Dado que encontramos una disminucion en la expresion de Tyro3 en epitelio y un
aumento del nimero de LIEs Gas6" en los pacientes celiacos, pensamos que podria ser
un mecanismo similar al de un evento descripto en un contexto tumoral (Peeters, Rahbech
and thor Straten, 2020). En este modelo, se consideré una competencia por los ligandos
entre las células T y células estromales que expresan TAM. De esta forma, dado que
Tyro3 fue el receptor TAM mads expresado en el epitelio, su disminucion limitaria la
capacidad de los enterocitos para captar Gas6/Prosl, y de esta forma, favoreceria la de
los LIEs. A su vez, debemos tener en cuenta que los receptores TAM ejercen un rol
antinflamatorio, e inhibidor del reclutamiento de los linfocitos T en epitelio (Kim et al.,
2019). Por ello, es posible que, en los pacientes celiacos con incremento de LIEs Gas6”
y MerTK", el eje TAM sea promotor de respuestas mediadas por estas células T, mientras
que en pacientes con menor abundancia de LIEs TAM, este eje regule el namero de LIEs,
mediante la regulacion de la expresion de quimoquinas (Kim et al., 2019). Si bien, estas
son especulaciones, aportan una vision novedosa de mecanismos de regulacion de
respuesta inmune en el epitelio que merecen estudios detallados.

Dado que el eje TAM tiene multiples conexiones con distintas vias de la respuesta
inmune, realizamos estudios de correlacion con datos de expresion obtenidos para el este
eje y los IFNs. El analisis de RT-qPCR y el PCA mostraron una asociacion entre Gas6 y
los IFNs tipo [ y II; y entre los TAM con USP18 y SOCS1 (biomarcadores de los IFNs
tipo I). Esto puede ser una consecuencia de la interaccion entre el eje TAM y los IFNs,
ya que, como hemos mencionado, la via intracelular de los IFNs es regulada por los
receptores TAM, y al mismo tiempo, los IFNs modulan la expresion de los componentes
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del eje TAM (Rothlin ef al., 2007). También debemos considerar que diferentes factores,
como los agonistas TLRs, puedan regular ambas vias, como se observo en epitelio
gingival donde la activacion de la sefializacion por MyD88 regula la expresion de Gas6
(Nassar, Tabib, Capucha, Mizraji, Nir, Pevsner-Fischer, ef al., 2017).

El contexto inflamatorio y la presencia de IFNs en la mucosa duodenal en EC explicarian
la induccién de componentes del eje como Gas6 y Axl que se encontraron aumentados.
Esta observacion esta en linea con la correlacion de los TAM con SOCS1. Este factor es
un regulador de la via de IFNs, que se encuentra inducido en la poblacion de pacientes
celiacos estudiada. Otros biomarcadores, como IRFI y MXI, también muestran la
actividad de la via de los IFNs en EC. Por lo tanto, dada la complejidad de las sefiales de
induccion y regulacion en las distintas poblaciones celulares, es dificil comprender la
interaccion del eje TAM y los IFNs en la mucosa intestinal.

Es de destacar que los andlisis de expresion mediante PCA permitieron diferenciar dos
subgrupos de pacientes celiacos que se separaron del grupo control. Esto es interesante,
dado que abre una nueva perspectiva para la caracterizacion de las vias dominantes en
estas poblaciones de pacientes que podrian relacionarse con aspectos proprios de cada
grupo como su presentacion clinica, enfermedades asociadas, entre otros.
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6.12 Conclusiones

Los componentes del sistema TAM se encuentran expresados en diversas células de la
mucosa duodenal. En particular, los receptores Tyro3 y Axl, se encontraron en células T,
enterocitos, células dendriticas, macrofagos y miofibroblastos. Por su parte, MerTK se
observo en células T, y células presentadoras de antigeno CD64" y CD11c¢". Por otro lado,
diferentes poblaciones de células endoteliales, enterocitos, células CD45", entre ellas
células T, y presentadoras de antigenos expresaron Gas6. Mientras que las células Pros1™
resultaron ser enterocitos, linfocitos T y dendriticas.

Los componentes del sistema TAM se encuentran modulados heterogéneamente en la
enteropatia celiaca. Mientras Pros1 y Tyro3 en su version completa, presentan una menor
expresion en los pacientes celiacos, se observa lo contrario para Gas6. A su vez, se
encontrd una disminucion de enterocitos Tyro3™, y de células MerTK'CD11¢" en los
pacientes celiacos. Solo en algunos pacientes se observa un incremento de linfocitos
intraepiteliales MerTK". De esta forma, se observa un predominio a la interaccion
Gas6/Axl en duodeno de pacientes celiacos.

El sistema TAM y mediadores inflamatorios descriptos en enfermedad celiaca, en
especial los IFNs, se encuentran asociados. E1 IFNB1 correlaciono positivamente con los
niveles de Gas6, mientras que la expresion de los receptores TAM se asocid con ciertos
biomarcadores de la via de I[FNs, como USP18, y SOCSI.

El andlisis de componentes principales, basado en datos de expresion, permitio
diferenciar dos subgrupos de pacientes celiacos indicando la predominancia de diferentes
vias de la respuesta inmune en cada grupo.
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En esta seccion se discutira de forma integradora las tres partes del trabajo de Tesis. Como
hemos comentado en la introduccién general, la EC es explicada a través de un
mecanismo patogénico que depende de una respuesta inmune especifica e inadecuada a
péptidos derivados del gluten. Sin embargo, este mismo mecanismo presenta cierta
complejidad al analizar la importancia e interacciones entre los potenciales factores
genéticos, y ambientales predisponentes. Ademas, en los ultimos afios el estudio de
diversas citoquinas proinflamatorias como los IFNs, ha permitido conocer nuevas vias
proinflamatorias que podrian asociarse con la EC, pero que atn no han sido estudiados
en dicho contexto. Estos procesos, implican rutas de estrés celular, polarizacién a
fenotipos pro-inflamatorios en células dendriticas, muerte celular proinflamatoria,
modulacion de poblaciones regulatorias del sistema inmune, entre otros. Asimismo,
debido a que los factores genéticos y ambientales asociados a la EC pueden modular estas
vias inflamatorias, resulta necesario el estudio integrado de estas vias y factores en los
pacientes celiacos activos. Por este motivo, en este trabajo nos propusimos estudiar y
describir algunos de estos procesos, asi como vias moleculares potencialmente asociadas
a la patogenia de la EC.

Desde hace décadas, se conoce que los IFNs son parte esencial en la respuesta inmune
frente al gluten en los pacientes celiacos activos (Nilsen et al., 1998; Abadie et al., 2011).
Estas moléculas (principalmente IFNs tipo [ y II) ejecutan mecanismos pro-inflamatorios
asociados a la pérdida de tolerancia al gluten en ciertos modelos murinos (Bouziat et al.,
2017). Adicionalmente, nosotros hemos asociado a la EC con los IFNs tipo III (o lambda),
vinculados a un rol inflamatorio en las mucosas. En este estudio, observamos que la
expresion de los tres tipos de IFNs se encuentra aumentada en los pacientes celiacos.

Es importante mencionar que en los pacientes celiacos no solo se expresan mayores
niveles de IFNs, sino también de sus biomarcadores caracteristicos (MX1, IRF1, USP18).
Por todo ello, consideramos que distintas vias moleculares mediadas por los IFNs pueden
estar implicadas en la patogenia de la EC. En este sentido, ciertas vias de estrés celular
inducidas por los IFNs conllevan eventualmente a la muerte celular programada, tanto
apoptotica como necrética. Como ya se ha comentado, resultados aun no publicados de
nuestro grupo de trabajo indican la existencia de vias moleculares asociadas a los procesos
de muerte celular programada proinflamatoria en los pacientes celiacos. Muchos de estos
procesos son modulados positivamente por los I[FNs, ya sea por medio del control en la
expresion de factores fundamentales en la necroptosis (ZBP1, IRF1, MLKL), la piroptosis
(AIM2, IFI16, IL18, ZBP1, CASP1, CASP4, GSDMD), y en la apoptosis (BAK, BCL2,
MICA, TP53, HLA.E, entre otros) (Tang et al., 2019; Yang et al., 2020; Perez et al.,
2021). En consecuencia, los IFNs pueden inducir una nueva ola de la respuesta
inflamatoria por medio de la promocion de estos procesos que conllevan a la liberacion
de alaminas (ej.: IL-33, IL-1a. y HMGB1), y citoquinas inflamatorias (ej.: IL-1[3 e I[L-18).

El conjunto de factores denominados alarminas es muy grande, por ello nosotros nos
hemos centrado en el estudio de IL-33, HMGBI1 e IL-1a. Estas proteinas, normalmente
de localizacién nuclear, son liberadas al medio extracelular por activacion de vias
asociadas al estrés inflamatorio y por medio de muerte celular proinflamatoria. Como
hemos mencionado, los IFNs pueden regular la expresion y liberacion de estas moléculas,
y de sus receptores celulares. Esto Gltimo, determina el tipo de células que responden a
las alarminas, y el rol biologico de las mismas. De esta forma, el receptor de HMGBI,
RAGE, es modulado por la via de IFNs, e incluso demostramos una correlacion entre la
expresion de este receptor e IFNy. Por otro lado, los IFNs tienen la capacidad de inducir
el acumulo de HMGBI en citosol, promoviendo su liberacion (Lu et al., 2014). A su vez,
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los IFNs también modulan el tipo de respuestas ejecutadas por ciertas alarminas, como la
IL-33. De esta manera, en presencia de IFNs y otras sefiales asociadas a la EC, como IL-
23A, la IL-33 es incapaz de inducir respuestas pro-Th2, o pro-Tregs, y en su lugar,
promueve una respuesta citotoxica (Molofsky, Savage and Locksley, 2015).

Por su parte, las alarminas tienen un rol promotor de la expresion y potenciacion de ciertas
funciones biolédgicas de los IFNs. De esta forma, IL-1a presenta la capacidad de potenciar
las respuestas antivirales iniciadas por IFNy (Hurgin et al., 2007). Ademas, IL-1a es
capaz de promover indirectamente las respuestas inflamatorias al inhibir las células Treg
(Schenten et al., 2014). Por su parte, IL-33 es capaz de potenciar el perfil citotoxico de
ciertas células NK, y linfocitos T CD8" (Yang et al., 2011; Bonilla, Frohlich, et al., 2012;
Baumann, W. V Bonilla, ef al., 2015; Ochayon et al., 2019), mientras que HMGBI1 es
capaz de potenciar el perfil M1 en macrdéfagos (Schaper et al., 2016). A su vez, es
importante destacar que HMGBI induce la polarizacion a Thl durante la presentacion
antigénica, y potencia la expresion de IFNs por medio del transporte de material genético,
y otros DAMPs, al citosol (Messmer ef al., 2004; Rovere-Querini et al., 2004; Harris,
Andersson and Pisetsky, 2012). Si bien, no todos los mecanismos mencionados han sido
probados en EC, la asociaciéon que hemos encontrado entre las alarminas, y la EC
indicaria que pueden estar presentes como parte de los mecanismos de su patogenia. Este
es el primer trabajo, del cual tengamos conocimiento, que evaluo en forma integral a las
diferentes alarminas en la enteropatia celiaca, y es claro que deben realizarse nuevas
investigaciones destinadas a definir el rol de estos factores en la patogenia de la
enfermedad.

Por otro lado, también estudiamos el eje TAM, el cual presenta diferentes funciones
relacionadas al sistema inmune, siendo capaz de regular la respuesta inflamatoria en las
células del sistema inmune innato, y en particular, inhibir la respuesta a IFNs (Rothlin et
al., 2007). Ademas, este sistema promueve la fagocitosis de cuerpos apoptoéticos
(evitando la necrosis secundaria), y controla la respuesta de ciertas células T (Rothlin et
al., 2007; Peeters et al., 2019; Peeters, Rahbech and thor Straten, 2020). Por ello,
consideramos de interés la evaluacion de este eje, que no habia sido estudiado en intestino
delgado.

Nuestros resultados indican que Gasb6 es el ligando predominante de este eje en la mucosa
duodenal de los pacientes celiacos. A su vez, diferentes tipos celulares expresan esta
proteina, en especial ciertos tipos de macréfagos y células T del compartimiento epitelial.
Debido a las correlaciones encontradas entre Gas6 y los IFNs, es posible que estos
factores regulen la expresion de esta proteina. Sin embargo, se debe considerar también
que la induccion de ambos podrian ser eventos simultaneos, inducidos por la activacion
del TCR en los LIE, o la presencia de ligandos TLRs via MyD88. Por ende, se requiere
de nuevas investigaciones para poder concluir el fendbmeno que domina la expresion de
Gas6 en los pacientes celiacos.

Por otro lado, observamos una expresion variable de Pros1, y los tres receptores TAM en
distintas células de la mucosa intestinal. Por el momento, los resultados indican que los
macrofagos expresan niveles variables de los receptores TAM y de Gas6, lo cual les
permitiria fagocitar los cuerpos apoptdticos y controlar la via de IFNs y otras citoquinas
inflamatorias. Sin embargo, otra es la situacion de los LIEs, los cuales presentan
expresion de Gas6 y de los tres TAM de forma heterogénea dentro de los pacientes
celiacos. En estas células, como se ha descripto para ciertas células T CD8 Mertk TFNy",
el sistema TAM podria promover las respuestas mediadas por los diferentes perfiles T.
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Por ello, es claro que la complejidad de este sistema requiere de nuevos estudios
especificos de cada poblacion celular estudiada.

Desde otro punto de vista, es interesante que los IFNs regulen la expresion de los TAM,
ya que permite asociar la expresion de biomarcadores de los IFNs con la expresion de los
tres receptores de esta via en EC. A su vez, las funciones regulatorias de este eje
contrastan con ciertos roles inflamatorios que se asocian a funciones reguladas por los
IFNs. En este sentido, tenemos que mencionar la participacion de la via TAM en la
induccién de respuestas inflamatorias al promover la necroptosis, y la consecuente
liberacion de alarminas (Najafov et al., 2019). Siendo este evento generalmente regulado
y promovido por los IFNs (Sarhan et al., 2019; Yang et al., 2020), podemos plantear si
es posible que ciertas células TAM', en presencia de Gas6 (o Prosl) y una sefial
persistente de IFNs, podria inducir dichas vias inflamatorias en la mucosa de los pacientes
celiacos no tratados. Esta hipotesis sera motivo de estudio de futuros trabajos de nuestro
grupo de investigacion.

Aunque se conoce con detalle parte del mecanismo de patogenia de la enfermedad celiaca,
es cierto que trabajar con pequefias piezas de tejido, la heterogeneidad entre los pacientes
celiacos y no disponer de un modelo animal que reproduzca la patologia, limita la
realizacion de estudios mas detallados, en especial, sobre las etapas iniciales de los
mecanismos de dafo en el intestino delgado. En este sentido, destacamos la complejidad
asociada al estudio de las diversas vias con las que los IFNs regulan aspectos de la
respuesta inmune innata y adaptativa. Los mecanismos de estrés celular, regulacion de
eventos clave en la respuesta inmune (ej. el eje TAM), y la muerte celular, podrian ser
parte de la induccion de fenotipos celulares proinflamatorios que participan en la pérdida
de tolerancia al gluten, y que conducen al dafio en la mucosa de intestino delgado en los
pacientes celiacos. Las observaciones realizadas en este trabajo son parte de un estudio
mas amplio que tiene por objetivo estudiar el impacto de los IFNs, la induccion de muerte
celular programada, y el rol de las alarminas en la patogenia de la enfermedad celiaca, y
su relacion con otras enfermedades inflamatorias cronicas.
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